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RESUMO

A leucemia mieldide aguda (LMA) € uma neoplasia do sistema hematopoiético
caracterizada por alteracdes genéticas de origem clonal que leva a um bloqueio
na maturacdo, aumento da proliferacdo e uma reprogramacdo metabdlica com
consequente aumento da atividade mitocondrial dos precursores mieloides. Uma
das maneiras de se avaliar a ativdade mitocondrial de uma célula é por meio da
guantificacdo do DNA mitocondrial (mtDNA). Este vem sendo amplamente
estudado em varios tumores sélidos como um marcador metabdlico capaz de
predizer processos essenciais para manutencao celular. Contudo, muito pouco se
sabe sobre seu papel na fisiopatologia da LMA. O objetivo dessa tese € avaliar a
importancia clinica da quantificacdo do DNA mitocondrial em pacientes adultos com
diagnostico recente de LMA. No total, foram analisadas duas coortes
independentes: uma composta por 156 pacientes com leucemia promielocitica
aguda (LPA) e outra formada por 482 pacientes com LMA nao-LPA. Na primeira
coorte foi demonstrado que pacientes com alto contelddo de mtDNA tiveram
melhores desfechos clinicos (maior sobrevida livre de doenca [SLD] e menor
incidéncia cumulativa de recidiva [ICR]), independentemente da carga tumoral.
Esses resultados foram mais evidentes no grupo de pacientes de baixo risco de
recaida. J4 na segunda coorte, os pacientes com alto conteddo de mtDNA foram
associados a piores desfechos quando comparados com 0s pacientes com
contetdo normal de mtDNA. Um alto conteado de mtDNA foi independentemente
associado a menor SLD e aumento da ICR.

Palavras-chave: Leucemia Mieldide Aguda; Leucemia Promielocitica Aguda;
mitocondria; DNA mitocondrial



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplasm of the hematopoietic system
characterized by genetic changes of clonal origin that lead to a block in maturation,
increased proliferation and metabolic reprogramming with consequent increase in
mitochondrial activity of myeloid precursors. One of the ways to evaluate the
mitochondrial activity of a cell is through quantification of the mitochondrial DNA
(mtDNA). This has been widely studied in several solid tumors as a metabolic
marker capable of predicting essential processes for cell maintenance. However,
very little is known about its role in the pathophysiology of AML. The objective of this
thesis is to evaluate the clinical importance of mitochondrial DNA quantification in
adult patients with a recent diagnosis of AML. In total, two independent cohorts were
analyzed: one consisting of 156 patients with acute promyelocytic leukemia (APL)
and another consisting of 482 patients with non-APL. In the first cohort, it was
demonstrated that patients with high mtDNA content had better clinical outcomes
(greater disease-free survival [DFS] and lower cumulative incidence of relapse
[CIR]), regardless of tumor burden. These results were more evident in the group of
patients at low risk of relapse. In the second cohort, patients with high mtDNA
content were associated with worse outcomes when compared to patients with
normal mtDNA content. A high mtDNA content was independently associated with
lower SLD and increased ICR.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia; Acute Promyelocytic Leukemia; mitochondria;
mitochondrial DNA
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1. INTRODUCAO

A leucemia miel6ide Aguda (LMA) se desenvolve a partir da aquisicao
em série de mutacbes somdticas nas células-tronco hematopoiéticas e
progenitoras com capacidade de auto-renovacdo. E uma neoplasia hematoldgica
de alta morbimortalidade. Ao mesmo tempo, com o0 avan¢o de novas tecnologias
e com o conceito de medicina de precisdo, o conhecimento sobre essa entidade
vem se tornando cada vez mais amplo, o que auxilia a uma melhor assisténcia
clinica e terapéutica.

O diagnostico de LMA é definido pela avaliacdo do aspirado medular e
analise fenotipica dos blastos leucémicos. Esta doenca apresenta uma alta
variabilidade citogenética e molecular, sendo necessaria a analise genética para
definicdo de progndstico. Entre os subtipos de LMA, destaca-se a leucemia
promielocitica aguda (LPA) por apresentar caracteristicas distintas dos outros
subtipos de LMA, como alta incidéncia em individuos de origem latina e uma alta
propensédo a eventos hemorragicos. Antigamente de alta mortalidade, mas, com o
advento de terapias especificas e o inicio do conceito de medicina de preciséo,
atualmente é o subtipo com maior probabilidade de cura, desde que iniciado o
tratamento de forma precoce.

De maneira geral, a LMA é uma doenca grave com necessidade imediata
de tratamento. Este se baseia em quimioterapia associada a farmaco- alvo
especifico (quando indicado). A depender da estratificacédo de risco genético, como
também comportamento clinico, pode ser necessaria a consolidacdo com
transplante de células-tronco (TMO) alogénico, que pode ser aparentado ou nao

aparentado. Entretanto, mesmo com 0sS avangos em pesquisas sobre LMA, esta
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ainda € uma doenga extremamente heterogénea em termos de caracteristicas
clinicas, genética e desfechos. Essa heterogeneidade torna os estudos em LMA
desafiadores, principalmente quando relacionados a reprogramacdo e ao estado
metabolico dessas células.

Varios estudos descrevem caracteristicas diferentes no programa
metabdlico entre diferentes tipos de tumores humanos, e essa programacao
metabdlica é frequentemente associada a resisténcia ao tratamento e desfecho
clinico dos pacientes. Aparentemente a LMA ndo é excecao a essa regra, embora
as poucas evidéncias disponiveis sobre 0 assunto ndo tenham sido exploradas nas
mesmas proporc¢des que em tumores solidos.

Conhecida por estar envolvida em mdultiplos processos celulares,
principalmente no controle do metabolismo energético, a mitocondria e o estudo
do seu material genético (DNA mitocondrial, mtDNA) vem ganhando destaque nos
tltimos anos. Uma importante caracteristica deste genoma € a auséncia de
histonas e de mecanismos de reparo de DNA, fato este que torna o0 mtDNA
relativamente mais vulneravel a mutacdes. Além disso, o conteiido de mtDNA pode
ser modulado de acordo com as condi¢cdes fisiologicas das células, o que,
consequentemente, repercute em alteracées funcionais das mitocondrias. Estas
adaptacdes também sdo utilizadas por células tumorais. Assim, mutacfes
somaticas no mtDNA, com consequente alteracées no numero de copias, sao
frequentemente observadas em diversos tipos de cancer.

Em resumo, fica evidente que existe um interesse crescente sobre o
papel da mitocondria na fisiopatologia do cancer. Além disso, embora ainda nao
sejam completamente compreendidos, esses achados apontam para um

importante papel do conteido mitocondrial nas neoplasias hematolégicas. Numa
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tentativa de contribuir com novas ideias sobre este tema, a presente tese visa
primeiramente determinar 0 numero de copias de mMtDNA em neoplasias
hematoldgicas agudas de origem mielbide e, subsequentemente, avaliar o impacto
destes achados no desfecho e evolugcdo clinica de pacientes com essas

enfermidades.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é uma forma de cancer caracterizada
pela infiltracdo da medula éssea, sangue periférico e outros 6rgdos por células
proliferativas, clonais anormalmente diferenciadas do sistema hematopoiético
(Dohner H et al. 2015). Na verdade, € um grupo heterogéneo de alteracdes clonais
gue levam a um bloqueio na maturacdo e/ou uma proliferacdo de precursores

mieloides (Estey, 2013).

Figura 1A Figura 1B
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Figura 1: Representacdo do processo de leucemogénese. A: processo de hematopoese. B:
representacdo do processo de bloqueio da maturacdo e proliferacdo de precursores mieloides.

FONTE: Dohner, 2015 (adaptado).

E uma doenca grave, com alta morbimortalidade. De acordo com
estimativas do American Cancer Society, devera haver cerca de 20050 novos casos
de LMA em 2022, com aproximadamente 50% de mortalidade (ACS, 2022).J4 no

Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA), para o



20

triénio 2020/2022, seréao diagnosticados no Brasil, cerca de 5920 casos novos em
homens e 4890 casos novos em mulheres. Entre todos os tipos de canceres, as
LMAs correspondem a 1% e afeta principalmente adultos a partir da 4° década de
vida, sendo infrequente em criancas, mas néo nula (INCA 2020).

Como dito, A LMA é uma doenca heterogénea em termos de
caracteristicas clinicas, desfechos e genética. A leucemia se desenvolve a partir da
aquisicdo em série de mutacbes somaticas em células-tronco hematopoiéticas e
progenitoras com capacidade de auto-renovacdo e propagacdo do clone
neoplasico (Papaemmanuil, 2016). Embora algumas muta¢gbes, como as de
DNMT3A, TET2 e ASXL1 sdo mais comuns na hematopoiese clonal e parecem
ser eventos relativamente precoces na leucemogénese, outras tendem a ser
adquiridas mais tarde no curso da desenvolvimento de leucemia, incluindo
mutacdes em FLT3, NRAS e RUNX1. As combinacdes das mutacfes que acabam
por conduzir a leucemogénese sao influenciadas pela cooperacdo biologica e
exclusividade mutua entre genes mutados (Dohner H et al. 2022).

Antigamente, a classificacdo da LMA levava em consideracdo achados
morfoldgicos, citoquimicos e imunofenotipicos das células leucémicas. Desde a
década de 1970, diversas anormalidades citogenéticas tém sido identificadas em
subtipos especificos de LMA, alguns dos quais apresenta caracteristicas clinicas
e laboratoriais definidas. No contexto das alteracBes cariotipicas, destacam-se
translocacdes cromossémicas, que em alguns casos possuem correlacdo com a
morfologia celular e caracteristicas clinicas (Schoch; Haferlach, 2002).

Com base na premissa de que todas as caracteristicas biologicas e
clinicamente relevantes deveriam ser levadas em consideracao para classificacdo

da LMA, a OMS recomendou em 2001 a presenca dos achados citogenéticos
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entre os critérios de classificacdo, refletindo uma mudanca de paradigma em
relacdo a esquemas prévios (Vardiman et al. 2009). Ap6s algumas revisoes,
atualmente a OMS reconhece entidades com alteracOes estruturais recorrentes,
além de clones sem alteracfes citogenéticas, as quais correspondem a quase 50%

dos casos (Aber et al. 2016).

Tabela 1: Classificacdo da LMA de acordo com OMS 2017
LMA com anormalidades genéticas recorrentes:

= LMAcomt(8;21) (q22;q22.1), RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO)
=  LMAcominv(16) (p13.1922) or t(16;16) (p13.1;q22), CBF6-MYH11;
= Leucemia promielocitica aguda (LPA) com PML-RARa
*  LMA com t(9;11)(p21.3;q23.3), MLLT3-KMT2A
*  LMA com t(6;9)(p23;q34.1), DEK-NUP214
=  LMA cominv(3)(g21.3g26.2) ou t(3;3) (q21.3;926.2), GATA2, MECOM
= LMA (megacarioblastica) com t(1;22) (p13.3;q13.3), RBM15-MKL1
=  Entidade provisoria: LMA com BCR-ABL1+e LMA com muta¢do RUNX1
=  LMA com mutagao NPM1
=  LMA com mutagdo bialélica em CEBPA
LMA relacionadas a alterag6es mielodisplasicas

Neoplasias mieldides associadas a terapias
LMA nao anteriormente especificadas, classificadas morfologicamente em:

= LMA minimamente diferenciada (equivalente a LMA MO da FAB)

= LMA sem maturagdo (equivalente a LMA M1 da FAB)

=  LMA com maturac¢do (equivalente a LMA M2 da FAB)

= Leucemia mielomonocitica aguda (equivalente a LMA M4 da FAB)

»  Leucemia monoblastica/monocitica aguda (equivalente a LMA M5 da FAB)

= Leucemia eritroide pura (equivalente a LMA M6 pura da FAB, sendo excluida a antiga
LMA M6 mieldide/eritroide)

*  Leucemia mega carioblastica aguda (equivalente a LMA M7 da FAB)

=  Leucemia basofilica aguda

=  Panmielose aguda com mielofibrose

FONTE: OMS 2017 (adaptado)

O aspirado de medula € um exame essencial para o diagnostico de LMA,
podendo ser realizado avaliacdo histolégica quando o aspirado € seco. A andlise
morfolégica é realizada apds o esfregaco ser corado com corantes May- Grunwald-

Giemsa ou Wright-Giemsa, sendo recomendado a contagem de pelo
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menos 500 células na medula éssea. O diagndstico € definido pela presenca de
pelo menos 20% de células blasticas. A imunofenotipagem, utilizando-se a
citometria de fluxo, € importante para determinar a linhagem envolvida no
diagnostico de LMA, identificando a superficie celular e marcadores intracelulares.
Devido a heterogeneidade da doenca, nenhum marcador é expresso em todos 0s
casos. Nao ha um ponto de corte definido para determinar se 0 marcador é positivo
ou nao (Craig et al, 2008). De acordo com Bene et al, em 1995 quando propuseram
a classificacdo de EGIL, a maioria dos marcadores usa 20% de células clonais,
excetos marcadores selecionados, onde o marcador € 10% (mieloperoxidade
[MPO], CD117, CD34, CD3 citoplasmatico [CD: cluster of diferenciation]). Também
€ importante identificar esses imunofendétiposassociados a leucemia (LAIP) para

monitoramento subsequente de doenca residual mensuravel (DRM).
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Tabela 2: Expressao de Marcadores Citoplasmaticos da Superficie Celular e para o Diagnostico de

LMA

CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-
Precursores

DR
Marcadores granulociticos CD65, MPO citoplasmético
Marcadores monociticos CD14, CD36, CD64

CD41 (glicoproteina lIb/llla), CD61
Marcadores megacariociticos
(glicoproteina llla)

Marcadores eritroides CD235a (glicoforina A), CD36

FONTE: ELN2022 (adaptado)

Recentemente, houve uma atualizacdo nas recomendacdes do
European LeukemiaNet (ELN 2022). Para o estabelecimento do diagnostico de
LMA, para todas as anormalidades genéticas recorrentes que definem subtipos
especificos de LMA (com a excecao de LMA com t(9;22)(q34.1;g11.2)/BCR/ABL1)
sédo definidas se houver 210% de blastos na medula 6ssea ou no sangue. O
comportamento clinico dessas neoplasias mieloides com esses rearranjos reflete
uma anormalidade genética especifica, mesmo para casos que apresentam <20%
de blastos (ELN 2022). Este limite de 10% de blastos estd alinhado com
anormalidades anteriormente definidoras de LMA, como PML/RARA,
CBFB/MYH11 e RUNX1/RUNX1T1 (Foucar et al, 2015). Para evitar a sobreposi¢cao
potencial com leucemia mieldide cronica em fase acelerada, AML com BCR/ABL1

ainda requer 220% de blastos.
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Embora todos os outros subtipos de LMA exijam =20% de blastos para
diagnéstico, uma nova categoria de sindrome mielodisplasica (SMD)/LMA foi
introduzida em associa¢cdo com anormalidades gen6micas para incluir casos com
10-19% de blastos na medula 6ssea ou sangue, para reconhecer o fato de que
esses casos estao na fronteira entre LMA e SMD em termos de sua biologia e
prognéstico (ELN 2022). Pacientes diagnosticados com SMD/LMA devem ser
elegiveis para ensaios clinicos e abordagens de tratamento para SMD ou para LMA
(ELN 2022).

A estratificagéo de risco na LMA baseia-se em caracteristicas clinicas,
citogenéticas e moleculares e reflete a refratariedade da terapia e o risco de recaida
(Dohner, 2017). As classificacdes de risco genético tém sido usadas para orientar
a terapia de escalonamento ou descalonamento em pacientes de alto e baixo risco,
respectivamente. No entanto, o maior grupo de pacientes se enquadra na
categoria de risco genético intermediario (RI) (Papaemmanuil, 2016).0s esforcos
para refinar Rl levou a um aumento dos pacientes como também da complexidade
na avaliacdo ao adicionar novos marcadores moleculares (Swerdlow, 2017).

De acordo com o ELN 2022, as anormalidades genéticas recorrentes
foram expandidas, sendo que agora incluem translocacGes variantes adicionais
envolvendo RARA, KMT2A e MECOM, além de outras raras translocacfes
recorrentes, que agora sao reconhecidas como entidades definidoras de LMA
((Figura 2). Estudos recentes mostram que mutagdes “in-frame” que afetam a
regido do basic leucine zipper (bZIP) do CEBPA conferem um resultado,
independentemente de sua ocorréncia como mutacdes bialélicas ou monoalélicas.

As andlises de expressdao génica observam uma biologia distinta associada a
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essa mutacdo CEBPA bZIP na LMA. Assim, este subtipo de LMA foi redefinido para
apenas para evidéncia da mutacédo bZIP CEBPA para classificacdo (Tarlock et al.

2021; Taube et al. 2022).

Risk Category Genetic Abnormality

Favorable 1(8:21)(q22:q22.1)/RUNX1::RUNX1T1
inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1,q22)/CBFB::MYH11
Mutated NPM12 without FLT3-ITD

bZIP in-frame mutated CEBPA

Mutated NPM12 with FLT3-ITD

Wild-type NPM1 with FLT3-ITD

t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A

Cytogenetic and/or molecular abnormalities not classified as favorable or adverse

(6:9)(p23,q34.1)/DEK::NUP214

t(v;11923.3)/KMT2A-rearranged

1(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1

t(8;16)(p11;p13)/KAT6A::CREBBP

inv(3)(q21.3926.2) or 1(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2, MECOM(EVI1)

o (3926.2;v)/MECOM(EVI1)-rearranged

o -5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)

B Complex karyotype, monosomal karyotype

° Mutated ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, or ZRSR2
o Mutated TP53

Intermediate

Adverse

Figura 2: Classificacéo de risco de acordo com ELN 2022. FONTE: ELN2022

A analise citogenética convencional € obrigatdria na avaliacdo da LMA.
Se nao houver crescimento de metafases, a hibridizacéo “in situ” por fluorescéncia
€ uma alternativa para detectar anormalidades como RUNXI1/RUNXI1T1,
CBFB/MYH11, KMT2A (MLL) e MECOM (EVI1), ou mesmo
fusdes de genes ou anormalidades cromossémicas relacionadas a mielodisplasia,
por exemplo, perda de cromossomo 5q, 7q ou 17p (Figura 2).

O teste genético molecular deve rastrear todas as anormalidades
genéticas que definem a doenca e categorias de risco ou que sao necessarias para
modalidades de tratamento direcionadas (Figura 2). Esses testes podem ser
realizados por meio de diagnésticos ou plataformas de painéis de genes disponiveis

comercialmente e simultaneamente testando mutacdes e rearranjos.
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Quando h& suspeita de uma LMA com predisposicdo germinativa, faz-se
necessario um painel de genes dedicado incluindo alelos predisponentes
conhecidos. No entanto, deve-se ter cautela na interpretacdo de dados de tumores
baseados em painéis, uma vez que os tecidos hematopoiéticos sofrem reverséao
somética frequentemente levando a resultados falso-negativos, e o0s testes
baseados em painel geralmente ndo sédo capazes de detectar o nUmero de coépias
da linhagem germinativa variantes, que sao alelos de predisposicao relativamente
comuns (Tarlock et al. 2021).

Algumas mutac¢des somaticas adquiridas foram identificadas, tal como
0 gene NPM1, o gene FLT3 e 0 gene CEBPA e 0 gene de linhagem mista conhecido
como MLL. O “screening” para esses genes, principalmente para o FLT3 vem se
tornando cada vez mais rotineiros, apds a incorporacdo na classificacdo da OMS,
como também a possibilidade de terapia-alvo, como no caso do FLT3 (ELN 2022).

As alteracdes moleculares de maior frequéncia em Leucemia Mieldide
Aguda sdo a mutacao do gene NPM1 e do gene FLT3. Ambas apresentamimpacto
prognostico. Em torno de 30% dos portadores de LMA apresentam mutacao no
gene NPML1, que se correlaciona com cariotipo normal em aproximadamente 50%
dos casos. Essa mutacéo, quando isolada, confere alta taxa de resposta completa,
ganho de sobrevida livre de doenca e de sobrevida global, comparaveis com os
pacientes portadores de citogenética favoravel (ELN 2022).

Ja a mutacao do FLT3 apresenta duas classes ativas e inclui pontos de
mutacdo em duplicacdo em tandem interna (ITD), sendo a mais comum, em torno

de 30%, e do dominio de Tirosino-kinase (TDK), que ocorre em cerca de 10% dos
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pacientes. A mutacdo do gene FLT3-ITD confere impacto prognostico negativo
guando comparado a pacientes com gene selvagem. O advento de terapias-alvo
direcionadas a esse gene fez com que fosse estratificado como risco intermediario,
independente da sua razéo alélica (ELN 2022).

Em 2020, foi publicado por Silveira et al, a partir da analise de uma
coorte nacional, um modelo de avaliagdo de risco genético adaptado (AGR),
projetada para estratificar o risco dos pacientes em ambientes de cuidados de
salde em que nao ha acesso a realizacdo dos exames necessarios para o
diagnaostico genético e molecular de acordo com a coorte do European Leukemianet
2017 (ELN2017). Esse modelo de estratificacdo visa oferecer informacdes
importantes para a assisténcia dos pacientes com LMA em um ambiente de saude
com limitagcOes financeiras e de recursos de infraestrutura, pois permite que esses
pacientes possam ter seu risco estratificado usando informacgdes citogenéticas
moleculares minimas (D6hner H et al. 2022).

Em relacdo ao tratamento para LMA, a primeira linha ndo mudou
radicalmente nos ultimos cinquenta anos (Yates et al, 1973). A terapia de inducao
denominada ‘3+7’, consiste em um analogo de nucleosideo (como citarabina) e um
tratamento combinado de antraciclina (geralmente daunorrubicina ou idarrubicina).
Isso geralmente é seguido por ciclos de consolidacdo pds inducdo (Dohner et al,
2017) e, quando os pacientes atendem aos critérios de elegibilidade, transplante
de células-tronco hematopoiéticas (HSC) (Shimoni et al, 2006). Lamentavelmente,
a taxa de sobrevida em 5 anos de pacientes com LMA permanece baixa, média de
40% para pacientes com menos de 60 anos, e apenas 5-15% para pacientes mais
velhos, apesar dos avancos terapéuticos na Ultima década, com a adicdo de

terapias-alvo, modificando a historia natural da
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doencga, tal como os inibidores de BCL2 (venetoclax), inibidores de IDH1
(ivosidenibe), IDH2 (enasidenibe) e inibidores de FLT3 (midostaurina, sorafenibe,
gilterotinibe, quizartinibe) (ELN 2022).

De maneira critica, embora o desenvolvimento de tratamentos
especificos para mutagdes tenha melhorado o resultado de um grande ndmero de
pacientes com LMA, porém nao produziram o sucesso clinico generalizado que se
esperava. Especificamente na LMA, isso pode ser atribuido a heterogeneidade da
doenca e a natureza de rapida evolucdo, o uso limitado de técnicas de
sequenciamento profundo para monitoramento da doenca, que é necessario para
a identificacdo de novos clones emergentes, e a pura falta de terapéuticas

direcionadas opc¢Oes para muitas mutagcdes genéticas (ELN2022).

2.2 LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

A leucemia promielocitica aguda (LPA) € um subtipo de leucemia
mieloide aguda (LMA) com caracteristicas biolégicas e clinicas distintas, ja foi
considerada a leucemia humana mais agressiva e com 0 pior prognéstico, e
atualmente é considerada uma leucemia frequentemente curavel (Lo-coco et al
2011; Watts et al 2014; Ravandi et al, 2017). A maioria dos pacientes sao jovens
e apresentam alto risco de desenvolvimento de uma coagulopatia ameacadora a
vida, que € a manifestacdo mais impactante da doenca (Ravandi et al, 2017).
Recebe a denominacdo de M3 ou M3-variante pela classificacdo do grupo
conhecido como Franco-Americano Britanico (FAB), que utiliza a morfologia e a
citoquimica para dividir em oito grupos a Leucemia Mieléide Aguda. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a LPA esta incluida no grupo das

leucemias com anormalidades genéticas recorrentes, ja que as células de quase
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todos os pacientes tém uma translocagcdo reciproca balanceada entre os
cromossomos 15 e 17 (Rowley et al, 1977; de Braekeller et al, 2014). Essa
translocagdo gera um transcrito de fusdo unindo os genes PML (promyelocytic
leukemia) e o RAR-a (receptor a - acido retindico) dando origem a genes e
oncoproteinas quiméricas (Grignani et al 1993; de Braekeller et al, 2014). O gene
RAR-a codifica um fator de transcricdo 5. A proteina desse gene controla a
transcricdo de genes que sdo importantes para a maturacao dos leucdcitos em
geral (de Braekeller et al, 2014).

A LPA constitui cerca de 10 a 15% de todas as LMAs. Segundo Melo
(2020), a mortalidade por LPA no Brasil cresceu 146% na comparagao entre os
anos de 2008 e 2017, partindo de 30 Obitos em 2008 para 74 em 2017 registrados.
Este crescimento, representou um aumento das taxas de mortalidade por LPA
especificas de todas as faixas etarias. A maior parte dos 6bitos por LPA, ocorreu
na populacédo com idade entre 20 e 49 anos, o que esta de acordo com resultados
da literatura que evidenciam maior incidéncia nesta faixa etaria (Thuler et al, 2017).

O aumento das taxas de mortalidade por LPA é preocupante, pois
evidéncias da literatura indicam que 0 acesso ao tratamento com ATRA
precocemente € um fator determinante para a reducdo da sua mortalidade
(Lehmann et al, 2011). Desta forma, € possivel que o aumento da mortalidade
observado no Brasil, sejam decorrentes da dificuldade de diagnostico precoce
e/ou rapido inicio do tratamento.

Estudos intensivos da biologia e tratamento da doenca resultaram em
uma compreensao extraordinariamente completa de sua patogénese (Melnick et

al 1999; Ravandi et al, 2017).0s promieldcitos leucémicos tém a capacidade
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Unica de sofrer diferenciacdo com a exposi¢cdo ao 4cido retinoico e diferenciacao
guanto a apoptose sob exposi¢cdo ao trioxido de arsénio (ATO). Além disso, uma
taxa de cura de aproximadamente 80% a 90% dos pacientes que sobrevivem a
inducdo e atingem remissdo (CR) pode ser esperada (Tallman et al, 2002). No
entanto, existem nuances na abordagem para pacientes com LPA que muitas vezes
sdo negligenciadas, e questbes complicadas no tratamento que ainda precisam ser
estudadas. O ideal manejo da LPA também requer diagndstico precoce, instituicao
de medidas de suporte agressivas, manejo adequado de complicacbes
relacionadas ao tratamento e monitoramento de doenca residual (DRM) (Sanz et
al, 2019). Ap6s a demonstracdo de que o ATRA de agente Unico atividade de
remissao significativa, foi e incorporado em regimes de inducdo, oque levou a
uma melhora significativa na sobrevida livre de recaidas e global e anunciou uma
era de terapia dirigida molecularmente no cancer em geral.

Morfologicamente, a medula 0ssea é hipercelular secundario a uma
infiltracdo  por  promielécitos anbmalos. Observam-se  células que
caracteristicamente se apresentam com nucleo retorcido, dobrado sobre si,
presenca de abundante granulacéo citoplasmatica e bastonetes de Auer, podendo
ja ser encontrados em sangue periférico, podendo estar associado a citopenias,
tal como anemia e trombocitopenia (que pode ser secundaria a agregados
plaquetéarios). Antigamente, no auge do processo de citoquimica, a deteccao pela
reacdo mieloperoxidase produzida pelos promielécitos anormais fechava o
diagndstico. Atualmente podendo-se contar com a andlise de imunofenotipagem na
tarefa investigatoria (analise da expressdo de CD33, CD34, HLA-DR, CD13 e

outros) (Greer et al, 2014).
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A confirmacgéo rapida do diagnostico genético é obrigatéria e deve ser
realizada, se possivel, em amostras de medula 6ssea (MO). A identificacdo da
lesdo genética especifica da LPA pode ser feita por citogenética convencional
(menos sensivel), hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH), reacdo em cadeia
da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) ou em tempo real (RQ-PCR)
(Spinelli et al, 2015). Este ultimo é a Unica técnica que permite definir o tipo de
isoforma do PML/RARA e sua quantificacdo para posterior avaliacdo de doenca
residual mensuravel (DRM).

O tratamento estabelecido para LPA depende do risco o qual o paciente
apresenta ao diagnostico. Este é definido pelos valores hematimétricos das
plaquetas e dos leucocitos totais. Essa estratificacdo € dividida em baixo,
intermediario e alto risco (Sanz et al, 2010).

Os principais agentes terapéuticos para o tratamento da LPA s&o os
antraciclicos, o ATRA e ATO. Em estudos mais recentes, o tratamento de primeira
linha nos pacientes considerados de baixo e intermediario risco baseia-se em ATRA
e ATO, quando se é possivel acesso ao ATO, pois € de maior custo. Nos pacientes
de alto risco, a estratégia terapéutica tanto na inducdo como na consolidagéo ¢é a
base de antraciclicos e ATRA. A alternativa quando ndo se é disponivel o uso de
ATO é o uso da combinacédo de antraciclicos e ATRA em ambos 0s riscos, com
doses escalonadas de acordo com a estratificacdo (McCulloch et al, 2017).

Os antraciclicos, em especial a idarrubicina e a daunorrubina, temcomo
mecanismo de acédo a interacao/inibicdo com a enzima Topoisomerase Il, formacao

de adutos e pontes intercadeias no DNA, bem como inducéo de radicais
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livres dentro da célula, levando a senescéncia e a morte celular por apoptose ou
necrose (Russo et al, 2021).

O ATRA induz a maturacdo de promielécitos, pois se ligando a
receptores nucleares no gene RARa para reduzir a proliferagdo e promover a
diferenciacao celular. Essa diferenciacado pode provocar um aumento de secrecao
de mediadores inflamatérios por esses granulécitos, levando a uma injuria tissular,
consequentemente vasodilatacdo e aumento da permeabilidade capilar levando a
febre, dispneia, infiltrado pulmonar (sindrome do &cido retindico), cefaleia,
alteracoes neuroldgicas e hepaticas (Tallman et al, 2000; Greer et al, 2014).

O papel do ATO no tratamento da LPA € devido a sua funcdo de
degradacao de um produto da fusdo PML-RARa, interagindo com grupos tiois nas
células, induzindo a apoptose e/ou necrose celular. Como principais toxicidades a

sindrome de diferenciacdo da LPA, alargamento do intervalo gt, nausea e fadiga

(Greer et al, 2014).
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Figura 3: Protocolos de tratamento para LPA. FONTE
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2.3MITOCONDRIAS

As mitocbndrias sdo organelas celulares com caracteristicas
bioenergéticas, biossintéticas e de sinalizacdo que sao parte integrante do
processo de sensoriamento que permite a adaptagcdo celular de acordo com
ambiente. Uma das principais funcbes das mitocdndrias € a producdo de ATP. No
entanto, as mitocdéndrias desempenham muitas funcdes além da producédo de
energia, incluindo a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), reacdes de
oxidacao-reducao (redox), regulacdo da sinalizacdo celular e morte celular e
metabolismo biossintético (Vyas et al, 2016). Essas funcbes multifacetadas das
mitocOndrias na fisiologia normal os tornam importantes detectores de estresse e
permitem a adaptacéo celular ao ambiente (Vyas et al, 2016; de Beauchamp et al,
2022).

Portanto, ndo € surpreendente que as mitocondrias sdo importantes
mediadores da tumorigénese, pois este processo requer flexibilidade para se
adaptar alteracdes celulares e ambientais hostis, como durante a deplecdo de
nutrientes, hipoxia e tratamentos anti-tumorais. Multiplos aspectos da mitocondria
a biologia além da bioenergética apoia a transformacéo, incluindo a biogénese
mitocondrial e seu turnover, dindmica de fissdo e fusdo, suscetibilidade a morte
celular, regulacdo do estresse oxidativo, metabolismo e sinalizacdo. Assim,
entender os mecanismos da funcdo mitocondrial durante A tumorigénese sera
fundamental para a proxima geracéo de terapias contra o cancer. (Vyas et al, 2016;
de Beauchamp et al, 2022).

N&do existe um ponto simples para o papel das mitocéndrias no
desenvolvimento do cancer. Em vez disso, as fun¢gdes mitocondriais em processos

neoplasicos variam dependendo de fatores genéticos, ambientais e do
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tecido de origem, além das diferencas entre os tumores. E claro que a biologia
das mitocéndrias no cancer é importante para melhor compreensdo da biologia
tumoral, j& que muitas caracteristicas classicas resultam em altera¢des da funcao
mitocondrial. Entre elas: a biogénese e renovacao mitocondrial, fisséo e dinamica
de fusdo, morte celular, estresse oxidativo, metabolismo e bioenergética,
sinalizacdo e DNA mitocondrial (mtDNA). (Vyas et al, 2016; de Beauchamp et al,

2022).

2.4 PRINCIPAIS CAMINHOS ENERGETICOS

O metabolismo energético pode ser amplamente definido como a
colecéo de vias com pelo menos um produto destinado a producdo de energia, na
forma de ATP (Figura 04). Cerca de 80% de toda producdo de ATP celular &
produzido pela combinacéo de dois processos: o ciclo do acido tricarboxilico (TCA),
ou ciclo de Krebs, e a fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), alimentado pela cadeia de
transporte de elétrons (ETC) (Zu et al, 2004). Para que o ETC funcione, um
fornecimento constante de NADH e FADH2 é necessarios para doar elétrons ao
oxigénio, e esses cofatores sao disponibilizados pela atividade do ciclo TCA. Por
sua vez, para que o ciclo TCA entre em funcédo, ele precisa de um fornecimento
constante de oxaloacetato e acetilcoenzima A (acetil-CoA) (Salway, 2017). E
importante ressaltar que as células podem sintetizar acetil-CoA de trés fontes
principais: carboidratos, lipidios e proteinas, seguindo diferentes vias catabdlicas.
No caso de um desequilibrio entre acetil-CoA e oxaloacetato, ciclo TCA,
intermediarios podem ser sintetizados por vias paralelas, um processo conhecido
como anaplerose (Salway, 2017). Portanto, a ligacdo de OXPHOS comoutras vias

catabdlicas, incluindo glicélise, metabolismo de acidos graxos e
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metabolismo de glutamina é crucial para a energia celular, metabolismo no qual as
células geram energia e sobrevivem (Figura 4).

Conforme citado anteriormente, as células normalmente usam OXPHOS
para geracdo de ATP, através da interligacéo do ciclo TCA e da ETC, onde fornece
NADH e FADH2. Os elétrons sao doados pelo NADH ao complexo | e pelo FADH2
ao complexo I, depois transferidos para a coenzima Q, para o complexo lll, para o
citocromo C e finalmente ao complexo IV. Este transporte de elétrons permite uma
série de reacdes de oxidacdo e reducao dentro dos complexos |, Il e IV, que por
sua vez permite que esses complexos transfiram protons de hidrogénio de dentro
da mitocOndria para o espaco intermembranar mitocondrial (Zu et al, 2004; de
Beauchamp et al, 2022). O acumulo de prétons nesse espaco cria uma diferenca
na carga entre a mitocondria interna e seu espaco intermembranar. este potencial
mitocondrial permite que os proétons fluam de volta para a mitocondria atraveés do
complexo V, fornecendo a energia para ligar um inorganico fosfato a uma molécula
de ADP, produzindo ATP (de Beauchamp et al, 2022). A glicélise é o processo
metabodlico no qual a glicose € convertida em piruvato, que pode em seguida,
converter o piruvato em acetil-CoA usado no ciclo do TCA, portanto, em OXPHOS.
Uma molécula de frutose-6fosfato produz dois gliceraldeido 3-fosfato, assim, uma
molécula de glicose pode produzir duas moléculas de piruvato (Zu et al, 2004; de
Beauchamp et al, 2022). O metabolismo dos acidos graxos também pode suprir o
ciclo do TCA com acetil- CoA através a [B-oxidacdo de &acidos graxos. O
metabolismo da glutamina € o processo no qual a glutaminase (GLS) converte a
glutamina em glutamato, que pode entdo ser passado para a mitocondria através

da lancadeira de glutamato e
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pode ser convertido em a-cetoglutarato, fornecendo ainda mais o ciclo do TCA e

aumentar a atividade OXPHOS (de Beauchamp et al, 2022).
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2.5 METABOLISMO ENERGETICO NA HEMATOPOESE

Embora essencial para praticamente todas as células do corpo humano,
o ciclo do TCA e atividade OXPHOS estéo ligados e suportam diferentesprocessos
em cada tipo de célula. Na hematopoiese, as células tronco hematopoiéticas (HSC)
tendem a ser glicoliticas, com baixos niveis de OXPHOS quando estdo em seu
estado senescente e passam por uma mudanca metabdlica para um fenotipo mais
oxidativo quando se diferenciam (Ito et al, 2018; Filippi et al, 2019). Para sobreviver
no microambiente medular, que é hipdoxico e manter sua integridade, HSCs
dependem da via de glicélise anaerobica para atender suas demandas de energia
(Simseck et al, 2010). Apoiando isso, a manutencdo do HSC em quiescéncia €
dependente da glicdlise mediada pela piruvato desidrogenase kinase (PDK)
(Takubo et al, 2013).

Observe que as dependéncias metabolicas especificas do estado celular
existem tanto na leucemogénese, mas também na hematopoiese normal,
modulando o metabolismo da glicose e sensibilizando as células-tronco
progenitoras de forma diferente (Wang et al, 2014). HSCs também tém baixos
niveis de OXPHOS, devido em parte a expressao do coativador do receptor de
esterdides 3 (Hu et al, 2018). Foi formulada a hipétese de que niveis baixos de
OXPHOS protegem HSCs da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
que sdo prejudiciais. E fato que as ROS s&do conhecidas como culpadas por
mutacdes no DNA mitocondrial, e essas muta¢des podem inibir a diferenciacéo de

HSC (Norddahl et al, 2011).

2.6 METABOLISMO ENERGETICO NA LEUCEMOGENESE
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A heterogeneidade da LMA pode esta associada ao metabolismo
necessario para fornecer energia para o desenvolvimento da célula clonal. Diante
disso, é importante entender o conceito do que é célula-tronco leucémica (LSC).

Quando se analisa 0 processo de leucemogénese em LMA, observa-se
gue as células iniciadoras de leucemia séo sensiveis a inibicdo de AMPK e reducédo
do transporte de glicose (Skrti¢ et al, 2011). No entanto, muitos estudos também
revelaram a importancia da fosforilagcdo oxidativa (OXPHOS) e transferéncia
mitocondrial em LMA LSCs. Notavelmente, Lagadinou et al. Demonstrou que
embora os LSCs sejam metabolicamente menos ativas do que a populacao de
células em massa, elas sédo incapazes de mobilizar a glicolise e, portanto,
dependem de OXPHOS. Além disso, uma comparagdo recente baseada em
protedmica de LSCs de LMA com as células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e
explosdes de células leucémicas revelou que varios componentes dos complexos
das cadeias transportadoras de elétrons (ETC) dos tipos | e V eram
consistentemente mais abundantes em LSCs . Alias, a importancia de OXPHOS no
células primordiais neoplasicas também foram observadas em células
mesenquimais transformadas de células-tronco (MSCs), tumores cerebrais ecancer
de mama, destacando que esta via metabdlica é critica para a célula- tronco da
célula neoplasica (CSCs) em uma variedade de doencas malignas. A regulacéo
rigida da dinamica mitocondrial também é critica para LMA LSCs. Na verdade,
essas células exibem uma caracteristica morfolégica mitocondrial Gnica em
comparacao com células da LMA em massa.

LSCs e células resistentes ao tratamento, no entanto, permanecem uma
das principais causas para 0 nosso fracasso persistente em erradicar a leucemia

mielbide.



39

Assim, o estudo de caracteristicas independentes de mutacdo
exclusivas para células malignas parece ser uma estratégia particularmente
relevante na busca denovas opc¢des terapéuticas. Isto é exemplificado pelo sucesso
da droga antiapoptética venetoclax, que mostrou efichAcia em uma variedade de
subtipos de LMA como parte dos regimes de tratamento de combinacdo (de
Beauchamp et al, 2022).

Como ja& dito, a reprogramacdo metabdlica € uma das marcas
emergentes do cancer, e a LMA nao é excecao a isso. Porém, no contexto da LMA,
devido a alta heterogeneidade molecular observada entre os diferentes pacientes,
0 que se reflete em significativa heterogeneidade clinica, o estudo do estado
metabolico em células leucémicas é desafiador. Os trabalhos de Erdem et al,
descrevem algumas das caracteristicas observadas em relacédo as diferencas no
programa metabolico entre os diferentes subtipos de LMA. Nesse contexto, foi
demonstrado que os pacientes portadores da mutacdo FLT3-ITD apresentavam um
programa metabdlico associado ao aumento da funcdo mitocondrial
(principalmente a atividade do Complexo IlI), que pode estar relacionado a
guimiorresisténcia. Mas, apesar das mutacées no gene FLT3, alguns pacientes
com LMA também apresentam aumento da atividade mitocondrial, que pode estar
ligada a quimiorresisténcia. Portanto, outros marcadores para predizer a atividade

metabdlica sdo necessarios para a estratificacdo de risco de LMA neste sentido.

2.7 DNA MITOCONDRIAL

Conhecida por estar envolvida em mdltiplos processos celulares,

principalmente no controle do metabolismo energético, a mitocdndria e o estudo
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do seu material genético (DNA mitocondrial, mtDNA) vem ganhando destaque
nesses ultimos anos.

O genoma mitocondrial é composto por um DNA extra cromossomal
circular de dupla fita com extensdo de 16.500 pares de bases, responséavel por
codificar 37 genes, dos quais 13 RNAs mensageiros, relacionados a producéo de
enzimas envolvidas na cadeia transportadora de elétrons, 2 RNAs ribossomais e
22 RNAs transportadores, relacionados a sintese das proteinas essenciais para sua
funcdo. Em células somaticas, cada mitocéndria possui em torno de 2 a 10 cépias
de mtDNA, podendo variar consideravelmente dependendo do tipo de celula,
estagio de diferenciacdo, tecido de origem, atividade metabdlica, resposta ao
estresse oxidativo e processos patoldgicos, como a tumorigénese (Xin Sun, St John
2016). Uma importante caracteristica deste genoma € a auséncia de histonas e de
mecanismos de reparo de DNA, fato este que torna o mtDNA relativamente mais
vulneravel a mutacdes (Clay-Montier et al. 2009; Mengel-Fromet al. 2014; van
Gisbergen et al. 2015). Além disso, o conteudo de mtDNA pode ser modulado de
acordo com as condicdes fisiologicas das células, o que, consequentemente,
repercute em alteracdes funcionais das mitocondrias. Estas adaptacdes também
sdo utilizadas por células tumorais (Mi et al. 2015). Assim, muta¢des somaticas no
mtDNA, com consequente alteracdes no numero de copias, sao frequentemente

observadas em diversos tipos de cancer (Mi et al. 2015).
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Figura 5: Representacdo do DNA mitocondrial humano. (A) DNA mitocondrial humano e (B)
Detalhamento da regido regulatéria (D-loop) do DNA mitocondrial. LSP: Regido promotora da fita
leve; OH: Origem de replicacéo da fita pesada; HSP1; HPS2: Regido promotora 1 e 2 da fita pesada;
CSB |, Il, II: Blocos de sequéncias conservadas; TAS: sequéncias associadas a terminacao. Fonte:

Modificado de Falkenberg et al 2007

Neste sentido, duas teorias se propdem a explicar o significado biolégico
da alteracdo no namero de copias de mtDNA em tumores humanos. A primeira
delas é que em condicdes de estresse oxidativo, devido ao aumento na producao
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, o mtDNA invariavelmente
encontra-se mais susceptivel a mutacdes. Afim de compensar as consequéncias
metabolicas dessas alteracfes, a mitocondria passa a sintetizar multiplas copias de
MtDNA na tentativa de corrigir os danos gerados por essas mutacdes, levando a
um aumento do contetdo de mtDNA. Em contrapartida, essas mutacdes podem
afetar de forma irreversivel o metabolismo mitocondrial, com consequente
mitofagia. Este cenério frequentemente relaciona-se com adiminuicdo no nimero
de cépias de mtDNA. Desta forma, fica evidente que a variagdo do numero de

copias de mtDNA (aumento ou diminuicdo) pode
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desempenhar um papel importante na patogénese do cancer e, consequentemente,
na sua resposta a terapia (Yu et al 2011; van Gisbergen et al. 2015). O que fica por
ser esclarecido é como o conteudo de mtDNA varia nos diferentes tipos de tumores
e qual seria o significado clinico desta variacao.

E interessante ressaltar que ndo existe um consenso sobre como a
variacdo do numero de mtDNA afeta a fisiologia e o prognéstico do cancer. Além
disso, sua utilizacdo como um marcador prognéstico pode depender do tipo de
tratamento oferecido e do estadiamento clinico do paciente. Alguns trabalhos
relataram um aumento do numero de copias de mtDNA em cancer de cabeca e
pescoco (Jiang et al. 2005), endométrio (Wang et al. 2005), mama (Shen et al.
2010) e prostata, célon e ovario (Hofmann et al. 2014) quando pareados com
seus respectivos controles. Em contrapartida, uma diminuicdo do nimero decopias
de mtDNA foi reportada em pacientes com astrocitoma (Correia et al. 2011), cancer
gastrico e carcinoma hepatocelular (Vivekanandan et al. 2010) com consequente
impacto na evolucao clinica destes tumores. Wu e colaboradores demonstrou em
pacientes com cancer gastrico que apresentaram um menornimero de mtDNA uma
maior frequéncia de processos ulcerativos, com consequente piora na sobrevida
dos pacientes (Wu et al. 2005). Por outro lado,em canceres de cabeca e pescoco,
um aumento do numero de copias de mtDNA foi associado com estagios mais
avancados do tumor (Kim et al. 2004). Em céancer de ovario, pacientes com alto
grau de agressividade também apresentaram um maior contetdo de mtDNA em
relacdo a pacientes com tumoresde baixo grau de agressividade (Mi et al.; Cormio
et al. 2015). Desta forma, o impacto clinico do nimero de mtDNA (aumentado ou

diminuido) pode dependerdo tipo de tecido acometido pelo tumor.



43

No que diz respeito a neoplasias hematolégicas, a quantidade de relatos
na literatura ainda é pequena, porém crescente. Primeiramente em 1996,
Boultwood e colaboradores demonstratam que blastos primarios de LMA
frequentemente apresentam um aumento consistente da massa mitocondrial em
comparacdo com células progenitoras hematopoiéticas ndao malignas CD34-
positivas (Boultwood et al. 1996). Em 2013, Silkjaer e colaboradores sequenciaram
0 genoma mitocondrial completo de 56 pacientes adultos com LMA e mostraram
gue a sobrevida livre de doenca é inferior naqueles pacientes que apresentaram
mutacdes no mtDNA (Silkjaer et al. 2013). Kang e colaboradores demosntraram
uma associacao entre alteracdes no genoma mitocondrial com um risco aumentado
de desenvolvimento de LMA pediatrica (Kang et al. 2016). Mais recentemente,
Marlein e colaboradores demonstraram uma transferéncia in vivode mitocondrias
funcionais de células estromais da medula 0ssea para blastos leucémicos. De
acordo com os autores, essas células leucémicas poderiam utilizar o acumulo de
mitocondrias para se auto-preservar, aumentando sua sobrevida e, eventualmente,
resultando emrecaida (Marlein et al. 2017). Seguindo a mesma linha de raciocinio,
Oosterwijk e colaboradores demonstram que o tratamento de pacientes com LMA
com inibidores de tirosina quinase(sorafenibe) pode alterar o nicho da medula
0ssea, levando a um estado de hipoxia e, consequentemente, contribuir para
resisténcia terapéutica (Oosterwijk et al. 2017). Fica ainda por ser esclarecido se e
como o numero de coOpias de mtDNA varia durante esse processo de
leucemogénese e se essa variacdo pode alterar a resposta clinica frente a
esquemas terapéuticos.

A exemplo de tumores sélidos, o significado clinico do niUmerto de cépias

de mtDNA também pode variar entre as leucemias agudas. Resultados
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preliminares mostram que uma menor quantificagéo relativa de mtDNA em blastos
leucémicos encontra-se associada com uma menor sobrevida livre de doenca e
uma maior taxa cumulativa de recaida em pacientes com leucemia promielocitica
aguda (LPA) tratados com ATRA e quimioterapia. Por outro lado, considerando-se
outras LMAs n&o-LPA, esses resultados se invertem, mostrando que quanto maior
0 numero de copias de mtDNA, menor é a sobrevida livre de doenca dos pacientes
(dissertacdo de Mestrado, Guilhermy V Araujo). E importante destacar que em
ambos o0s casos (pacientes com LMA ou LPA) existe um aumento do numerto de
copias de mtDNA em relacdo controles saudaveis, o que corrobrora resulados de
outros grupos (Boultwood et al. 1996).

Em resumo, fica evidente que existe um interesse crescente sobre o
papel da mitocondria na fisiopatologia do cancer. Além disso, embora ainda nao
seja completamente compreendido, esses achados apontam para um importante
papel do conteddo mitocondrial nas neoplasias hematoldgicas. Numa tentativa de
contribuir com novas ideias sobre este tema, o0 presente projeto visa primeiramente
determinar o niumero de copias de mtDNA em neoplasias hematoldgicas de origem
mieldide (agudas e crbnicas) e, subsequentemente, avaliar o impacto destes

achados no desfecho e evolugdo clinica de pacientescom essas enfermidades.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar o impacto prognostico do conteido de DNA mitocondrial em pacientes

adultos com leucemia mieldide aguda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Quantificar o conteddo de DNA mitocondrial.

e Comparar frente a uma coorte de individuos saudaveis o conteudo de
MtDNA dos pacientes e categoriza-los como pacientes com conteudo de
DNA mitocondrial alto e normal

e Associar o conteaddo de DNA mitocondrial com outras alteracdes
moleculares associadas a doenca.

e Avaliar o desfecho clinico dos pacientes frente ao conteddo de DNA

mitocondrial.
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RESUMO

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é um grupo heterogéneo de
alteracdes clonais que levam a um bloqueio na maturacdo e/ou uma proliferacéo
de precursores mieloides. A reprogramacdo metabdlica € uma das marcas
emergentes em LMA. Porém, devido a alta heterogeneidade molecular
observada entre os diferentes pacientes, o estudo do estado metabdlico em

células leucémicas pode ser desafiador, jA& que alguns pacientes com LMA
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também apresentam aumento da atividade mitocondrial, 0 que pode esté
relacionado a desfechos adversos. O objetivo desse trabalho é avaliar qual a
importancia da quantificagdo do DNA mitocondrial em pacientes com diagnéstico
recente de Leucemia Miel6ide Aguda, associando o nimero de cOpias de DNA
mitocondrial com outras alteracbes moleculares associadas e estabelecer
correlacbes com o escore de risco citogenético adaptado (AGR), demonstrando
o seu papel prognéstico. Foi demonstrado que pacientes com alto contetdo de
MtDNA obtiveram piores desfechos quando comparados com 0s pacientes com
conteudo normal de mtDNA. os altos niveis de mtDNA foi independentemente
associado a menor sobrevida livre de doenca (SLD) e aumento da incidéncia
cumulativa de recidiva (ICR), denotando como possivel marcador prognostico. A
possibilidade de estudar e descobrir dependéncias especificas do metabolismo
de energia e / ou suas ligacdes com o microambiente das células podera abrir
novos caminhos de pesquisa e, em ultima analise, novas opc¢des de tratamento

para Pacientes com LMA.

Palavras-chave: Leucemia Mieldide Aguda; Leucemia Promielocitica Aguda;

mitocondria; DNA mitocondrial

INTRODUCAO

A reprogramacdo metabdlica € uma das marcas emergentes do
cancer, incluindo a LMA. Entretanto, no contexto da LMA, a alta heterogeneidade
molecular observada entre os diferentes pacientes, o que traduz em

heterogeneidade clinica, o estudo do estado metabdlico se torna desafiador?.
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A LMA é uma doenca heterogénea em termos de caracteristicas
clinicas, desfechos e genética. A leucemia se desenvolve a partir da aquisi¢ao
em série de mutacbes somaticas em células-tronco hematopoiéticas e
progenitoras com capacidade de auto-renovacdo e propagacdo clone

neoplasico'?.

Considerando multiplos aspectos envolvendo a funcdo damitocéndria
no cancer?, sua capacidade de resgatar células tumorais da quimioterapia pode
ser de particular interesse na quimiorresisténcia da LMA. Como parte dessa
magquinaria metabdlica, foi relatado que o conteutdo do DNA mitocondrial
(mtDNA) é alterado em diferentes tipos de tumores com implicagéo clinica nos
resultados do tratamento do paciente3®”.

Sendo uma parte importante da maquinaria metabdlica, o a
biossintese do DNA mitocondrial (mtDNA) foi associada ao aumento da
biogénese mitocondrial dependente da fosforilagdo oxidativa®. Além disso,
estudos em tumores solidos sugeriram que alteracfes no conteido de mtDNA
(mtDNAC) pode ter implicagdes clinicas®’. No entanto, o impacto das alteragées
no MmtDNAc alterado nos desfechos clinicos de pacientes com neoplasias
hematoldgicas (em particular a leucemia mieldide aguda - LMA) permanece
amplamente desconhecido. Aqui, levantamos a hipétese de que pacientes com
LMA com alto mtDNAc e consequentemente, um altometabolismo impulsionado
pela fosforilagdo oxidativa teria uma pior respostaas terapias citotoxicas
padrdo®. Para testar essa hipétese, determinamos o mtDNAc em amostras de
482 pacientes tratados com quimioterapia citotdxica (citarabina associado a

antraciclina) em 03 centros de referéncia para o tratamento de LMA.
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METODO
Trata-se de uma coorte retrospectiva, multicéntrica, onde foram
incluidos 482 pacientes consecutivos com diagnéstico recente de LMA,
acompanhados de junho de 2003 a dezembro de 2019 seguindo os critérios de
classificacao, diagnésticos e tratamento preconizados pela OMS, sendo
excluidos pacientes com Leucemia promielocitica aguda (LPA) e LMA
secundaria ou ainda indisponibilidade ao acesso dos prontuarios dos pacientes.
Foram analisadas as seguintes variaveis: idade, sexo, subtipos de
classificacdo, dados do hemograma (contagem de leucdcitos e plaquetas, e
niveis de hemoglobina e hematocrito) e dados moleculares com base nos
critérios supracitados da OMS. O material utilizado na pesquisa foi originario da
medula 0ssea ou sangue periférico com pelo menos 80% de blastos na
periferia e foi 0 mesmo encaminhado aos laboratérios de rotina para fins
diagnosticos, ndo sendo feita nenhuma coleta adicional nos pacientes. Para
fins de comparacdo, foram incluidas amostras de sangue periférico de 293
individuos saudaveis de ambos os sexos, com idade mediana de 42 anos
(variando de 18 a 60 anos). O estudo obedeceu aos principios da Declaracao
de Helsinque e o consentimento informado foi obtido de todos os pacientes ou
de seus familiares. O Comité de Etica em Pesquisa local de cada centro
participante aprovou o0 estudo. Os grupos de risco citogenético foram
inicialmente definidos de acordo com a classificacdo do Medical Research
Council (MRC). Como alternativa, usamos a avaliacéo do risco genético (AGR)
adaptado (Silveira, 2020) para categorizar os pacientes de acordo com a
citogenética e o risco molecular. Esse modelo de estratificacdo visa oferecer

informacgBes importantes para a assisténcia dos pacientes com LMA em um
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ambiente de saude com limitacdes financeiras e de recursos de infraestrutura,
pois permite que esses pacientes possam ter seu risco estratificado usando
informacdes citogenéticas moleculares minimas podendo-se incluir mais
pacientes porque permite algum grau de perda de dados sem comprometer seu
poder prognostico. mtDNAc foi quantificado usando reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real e os resultados foram normalizados e
expressos como mudanca de dobra em relagdo a um DNA de referéncia.
Detalhes podem ser encontrados no Suplemento dados. Analises descritivas
foram realizadas para o0s pacientes caracteristicas na linha de base. Detalhes da

analise estatistica e os desfechos clinicos séo descritos no suplemento dados.

RESULTADOS

Inicialmente, buscou-se determinar se o conteudo de mtDNA poderia ser
comparado entre diferentes fontes hematoldgicas (ou seja, células
mononucleares do sangue periférico e medula 6ssea). Ao medir o conteudo de
MtDNA de 22 pacientes com LMA, para 0s quais amostras pareadas estavam
disponiveis no momento do diagnostico, detectamos uma forte correlagcéo entre
sangue periférico e amostras de medula 6ssea (coeficiente de correlacdo de
Pearson, r = 0,78, intervalo de confianca de 95%, CI: 0,54 a 0,9; Figura 1A). Além
disso, demonstramos que o conteudo de mtDNA é significativamente maior em
482 pacientes com LMA em comparacdo com 293 voluntarios saudaveis
ajustados para idade e sexo, enquanto nenhuma diferenca foi observada entre
os subgrupos de LMA definidos citogeneticamente (P <0,05; Figura 1B). Para

categorizar os pacientes com LMA com alto contetdo de
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MtDNA e conteudo normal, usamos o limite superior dos valores de mtDNAc
dentro do IC de 95% de individuos saudaveis (=1,63) como um ponto de corte
para definir pacientes com LMA com alto conteido de mtDNA. Os pacientes que
apresentaram conteddo de mtDNA dentro da faixa de amostras de controle
normais (<1,63) foram classificados como conteado de mtDNA normal (Figura
2). 34% dos pacientes apresentavam conteddo do mtDNA acima do normal
(Figura 3). As principais caracteristicas basais estdo resumidas na tabela
suplementar 1. O acompanhamento do paciente foi atualizado pela ultima vez
em julho de 2020. O acompanhamento médio entre os sobreviventes foi de 29
meses (95% CI. 25-35 meses). Apenas 0s pacientes tratados intensivamente
com quimioterapia citotoxica foram incluidos nas analises de sobrevida (411
pacientes). No geral, 281/411 (68%) dos pacientes alcancaram remissao
hematolégica completa (CR), em que o contetdo de mtDNA néo teve impacto na
obtencdo de CR (P = 0,478). Pacientes com alto conteddo de mtDNAtiveram
menor sobrevida livre de doenca em 3 anos (P<0,0001) (Figura 4). Este
resultado foi consistente com a analise multivariada de riscos proporcionais
usando mtDNA como uma variavel categorica (Figura 7A) ou continua (Figura
7B). Considerando a morte sem recaida como uma causa concorrente de falha,
a incidéncia cumulativa de 3 anos da taxa de recaida foi maior em pacientes com
mtDNAc alto (P<0,0001) (Figura 5). mtDNAc nao teve impacto na sobrevida
global (P=0,27). Além disso, aplicando a estratificacdo demtDNA a estratificacdo
de risco genético (AGR) adaptada, notamos que o mtDNA foi capaz de melhorar

a estratificacdo de risco genético (Figura 6).
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DISCUSSAO

Nossos dados suportam algumas consideragbes. Em primeiro, o
conteado do mtDNA pode ser clinicamente relevante para pacientes com LMA.
Quantidades alteradas de conteudo de mtDNA sdo amplamente relatadas em
varios tumores humanos. No entanto, ndo ha consenso sobre como essa
variacdo afeta sua fisiopatologia e prognostico. Dependendo do tecido sob
exame, o conteudo alto ou baixo de mtDNA pode estar associado a progressao
do tumor e pior progndstico®>”10 Essas discrepancias podem resultar de
diferentes tipos de céncer, locais de tecido e tratamentos administrados,
indicando diferentes funcbes especificas do tecido e do contexto para contetdo
mtDNA. Em nossa experiéncia, um conteudo de mtDNA maior que o normal foi
identificado em quase um terco dos pacientes, que também apresentou
resultados poés-inducado ruins, independentemente da carga tumoral, idade e
citogenética no diagndéstico. Até o momento, pouco se sabe sobre o contetdo do
MtDNA em neoplasias hematoldgicas. A maioria dos dados envolvendo o
genoma mitocondrial na LMA esta relacionada a mutacées do mtDNA1? e
poucos estudos abordaram esses achados em um ambiente clinico3!4. Até onde
se sabe, este é o0 primeiro estudo a associar o conteudo do mtDNA e os
resultados clinicos em uma série relativamente grande de pacientes adultos
que foram tratados com quimioterapia citotoxica fora de um ensaio clinico
prospectivo. Com base na forte correlacdo entre o conteddo de mtDNA de
diferentes fontes (medula 6ssea versus sangue periférico), mesmo ospacientes
para os quais a aspiracado de medula 6ssea ndo pbde ser realizada por causa de

aspiracéo seca, poderiam se beneficiar desses dados.
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Portanto, diferentes tipos de tumores tém diferentes requisitos
bioenergéticos, que podem ser modulados tanto pela variagdo genética do nDNA
ou do mtDNA e pelo nimero de cépias do mtDNA®’. Em alguns tumores, a
mudanc¢a no numero de copias do mtDNA pode ser uma resposta adaptativa
secundaria ao efeito de uma mutacdo que confere uma vantagem de
crescimento para um determinado tipo de tumor’®. Assim, onde o nimerode
copias do mtDNA pode ser um fator contribuinte para o crescimento de certos
tipos de tumor, a significancia das alteracdes no numero de copias do mtDNA
parece ser especifica ao contexto®. Um tipo de tumor pode aumentar o nimero
de copias do mtDNA para funcionar em um ambiente aerébio. Onumero de
copias do mtDNA também pode mudar em resposta as mutacdesdo mtDNA.
Pode compensar as reducgfes na funcdo da cadeia de transporte deelétrons
devido a presenca de uma variante de mtDNA ou o numero de copias de mtDNA
pode ser modulado em resposta ao aumento da producdo de ROS?™.

Em segundo lugar, o conteido de mtDNA desempenha um papel
critico no contexto da apoptose induzida por drogas. Na verdade, o estudo do
metabolismo do cancer tem sido um campo em rapido crescimento, dando
origem a novas abordagens terapéuticas.

Embora a maioria dos pacientes com LMA responda inicialmente a

D

guimioterapia, muitos deles recaem posteriormente. A recidiva da doenca
provavelmente causada por células-tronco de leucemia (LSCs) que ndo séo
afetadas pela quimioterapia e, portanto, mantém suas propriedades de iniciacao
da doenca, sendo que a base mecanistica para a persisténcia de LMAapdés a

guimioterapia néo foi determinada?®.
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Historicamente, acredita-se que o fracasso da terapia seja devido a
mutacbes que produzem resisténcia aos medicamentos, possivelmente
decorrentes  das propriedades mutagénicas dos  medicamentos
quimioterapicos'’. No entanto, outras linhas de evidéncia apontaram para a pré-
existéncia de células resistentes a drogas®®. Por exemplo, o sequenciamento
profundo de amostras de LMA de diagnéstico pareado e recidiva forneceu
evidéncias diretas de que a recidiva em alguns casos égerada a partir de
subclones genéticos menores presentes no diagnéstico que sobrevivem a
quimioterapial®?°, sugerindo que células resistentes sdo geradas por processos
evolutivos antes do tratamento e sdo selecionadas pela terapia.

Embora o mecanismo fisiologico de aquisicdo mitocondrial ainda nao
esteja claro, estd bem estabelecido que células ndo malignas do estroma da
medula d6ssea para células LMA durante a quimioterapia®??2. No entanto,
corroborando estudos anteriores, encontramos um efeito protetor de alto
contetdo de mtDNA em blastos leucémicos primarios humanos contra a
apoptose?>24,

O mecanismo de recaida de LMA permanece obscuro. Embora a
maioria dos pacientes com LMA responda inicialmente a quimioterapia, muitos
deles apresentam recidiva subsequente, enquanto os mecanismos biologicos
para a persisténcia da LMA apdés a quimioterapia ndo foram totalmente
determinados. Embora algum mecanismo ainda necessite de confirmacao, é
concebivel que a transferéncia mitocondrial do microambiente para as células
leucémicas possa funcionar como um mecanismo de prote¢cdo contra a

guimioterapia?-?2,
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Com base em sua complexidade, a LMA né&o pode ser definidaapenas
por seu cariétipo, mas requer uma visdo geral que inclua alteracdes
epigenéticas, Interacdo com o microambiente, e desregulacdo metabdlical®.
Dados esses varios parametros, a eficacia do medicamento pode exigir regimes
terapéuticos individuais. Compreender os mecanismos da funcdo mitocondrial
durante o tratamento do cancer pode ser fundamental para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas?®. O estudo do metabolismodo cancer tem sido
um campo em rapido crescimento, dando origem a novas abordagens
terapéuticas. Como parte da maquinaria metabdlica, no entanto,em uma
doenca tdo heterogénea como a LMA, mais estudos sdo necessarios para
confirmar nossos dados e determinar se o conteado de mtDNA também pode ser
relevante no contexto de refratariedade e doenca residual minima apés o
tratamento quimioterapico. Além disso, outras questdes precisam ser elucidadas:
(1) se e como o conteudo de mtDNA varia durante o processo de
leucemogénese, (2) se essas flutuacbes podem alterar a resposta clinica aos
regimes terapéuticos e (3) se as células depletadas de mtDNA conservam essa
sensibilidade a drogas se co-cultivadas com células estromais da medula 6ssea
nao malignas.

Embora agora tenhamos uma compreensdo completa do genoma e
das anormalidades subjacentes a leucemia miel6ide aguda?®, tornou-se evidente
gue nosso conhecimento da biologia das células leucémicas, no entanto, ainda
permanece incompleto. A religacdo do metabolismo de energiaé o exemplo
perfeito de um processo, que é fundamental para essas células, embora seja
principalmente independente de mutagdo. Quando avaliamos o contetdo do

MtDNA nos pacientes com LMA foi visto que estes exibiram maior
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conteudo de mtDNA do que células CD34+ saudaveis e que os altos niveis de
MtDNA foi independentemente associado a SLD reduzido e ICR aumentada,

denotando como possivel marcador prognostico.

CONCLUSAO

Enquanto ainda h& necessidade de estratégias terapéuticas
clinicamente aplicaveis, temos a esperanca de descobrir dependéncias
especificas do metabolismo de energia e/ou suas ligagdes com o microambiente
das células, abrindo novos caminhos de pesquisa e, em ultima analise, novas
opc¢Oes de tratamento para Pacientes com LMA. Com isso, torna-se necessario
mais estudos para entender melhor a atuagdo do metabolismo no contexto da

heterogeneidade da leucemia mieldide aguda.
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Figura 1A e 1B: demostram a quantificacéo relativa do nimero de cépias de mtDNA em pacientes
com LMA de novo em comparacdo com individuos saudaveis. Os pacientes com LMA foram
subclassificados de acordo com alteracdes genéticas apresentadas ao diagnéstico. Esta
classificacéo incluiu pacientes com core-binding factor-leukemia (CBF-leukemia), pacientes com
cariotipo normal (LMA-CN), pacientes com cariotipo complexo e pacientes cujo as alteracdes
genéticas sdo menos recorrentes, ou melhor, estes pacientes foram agrupados como LMA-nao

especificadas.
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Figura 2: Avaliacdo da quantificacdo de mtDNA — ponto de corte da avaliagédo entre conteddo

normal e alto de mtDNA

0.9

0.3

0.0

Grupos [I] LMA [ Normal

163 pacientes (34%) com alto mtDNA

p < 0.0001

0 2 4 6 a8 10 12 14 16 i8 20
DNAmt (DNAmt/DNAg cépias)

Figura 3: Representacéo gréfica da dicotomizagdo entre os grupos: contetdo normal e acima

do normal de mtDNA. 34% dos pacientes com LMA apresentavam contetido de mtDNA acima

do normal. Esse resultado dicotomizou as amostras de LMA em dois grupos - pacientes com

conteudo de mtDNA igual ao normal e pacientes com conteddo de mtDNA acima do normal.
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MtDNA acima do normal exibiram diminuicdo da sobrevida livre de doenca e aumento da
incidéncia aculumativa de recidiva (CIR)
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Figura 6: Representacdo grafica: Estratificacdo de risco — mtDNA x AGR. aplicando a
estratificacdo de mtDNA a estratificacdo de risco genético (AGR) adaptada, notamos que o
MtDNA foi capaz de melhorar a estratificacdo de risco genético.
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Figura 7A e 7B: Andlise multivariada da coorte. Denota 0 mtDNA como uma possivel alvo de
avaliacdo prognostica de acordo com o modelo de estratificacdo do AGR, sendo estatisticamente
significante quando avaliamos as variaveis com alto contelido de mtDNA e os riscos intermediario
e adverso pelo AGR.
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SUPLEMENTO

Métodos

Pacientes e desenho do estudo

Realizamos um estudo de coorte retrospectivo investigando a
relevancia clinica do conteudo relativo de mtDNA em pacientes com LMA. No
geral, foram incluidos 482 pacientes consecutivos com LMA recém-
diagnosticados, que foram acompanhados de junho de 2003 a dezembro de
2019 em trés centros de referéncia brasileiros especializados no tratamento de
LMA. O diagnéstico de LMA foi baseado nos critérios da Organizacao Mundial
da Saude. Foram incluidos neste estudo os pacientes com diagndstico recente
de LMA de novo em amostras de medula éssea (MO, preferencialmente) ou
amostras de sangue periférico (SP), caso disponiveis. Todas as amostras SP
continham pelo menos 80% ou mais de células blasticas. Para fins de
comparacao, a analise incluiu amostras de SP de 293 voluntarios saudaveis
ajustados por idade e sexo, sem histérico de doencas hematoldgicas. Células
mononucleares da medula éssea (BMMC) e células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram isoladas, respectivamente, usando gradiente de

densidade.

O Comité de Etica em Pesquisa de cada centro participante aprovou o
estudo. Em conformidade com o protocolo aprovado pelo conselho de revisdo
institucional (#7147/2005), o consentimento informado foi obtido de todos os
pacientes ou seus familiares (representantes). Todos os subtipos de LMA foram

considerados elegiveis para estudo, exceto pacientes com leucemia
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promielocitica aguda ou com histoéria prévia de sindrome mielodispléasica ou LMA
relacionada a terapia. Todos os protocolos de estudo estavam de acordo com a
Declaracao de Helsinque e aprovados pelos conselhos de reviséo institucional
dos centros participantes. Todos o0s pacientes forneceram consentimento
informado por escrito para inclusdo no ensaio clinico e andlises genéticas. Os

protocolos de tratamento foram previamente descritos?.

Andlises citogenéticas e moleculares

Todos os materiais utilizados para as analises genéticas foram obtidos
no momento do diagndstico e processados nos laboratorios de referéncia de
cada centro participante. A analise citogenética foi realizada a partir de aspirados
de medula Ossea de acordo com técnicas padrdao para bandeamento
cromossomico. Grupos de risco citogenético foram inicialmente definidos de
acordo com a classificacdo do Medical Research Council (MRC)2
Alternativamente, usamos a avaliacéo de risco genético adaptada (AGR) (REF)
para categorizar 0s pacientes de acordo com a citogenética e o risco molecular.
Tal estratégia permite incluir mais pacientes porque permite algum grau de falta

de dados sem comprometer seu poder prognosticos.

Para as analises moleculares, o DNA genbmico foi extraido usando o kit
Puregene (Gentra System) de acordo com o protocolo do fabricante. Técnicas
padrao de reacdo em cadeia da polimerase e sequenciamento foram realizadas

para a deteccdo de mutacées NPM1 e FLT3-ITD*".
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Quantificacdo relativa do conteido de mtDNA

Ap6s a extracdo de DNA gendmico total, o conteddo de mtDNA foi
determinado por PCR quantitativo em tempo real (qPCR) usando primers
especificos para o gene mitocondrial citocromo B (CYTB) (representando o
mMtDNA) e para o gene de piruvato quinase nuclear de cépia unica (PK), usado
para representar o DNA nuclear (nDNA). As sequéncias dos primers para o gene
PK  foram: forward 5-AGCCCAAATGGCCTTGAA-3; reverso 5'-
AGAGACAGAATGCCAGTGAGC-3'; os primers para o gene CYTB foram:
forward 5"-CACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC-3’; reverso 5'-
TGATCCCGTTTCGTGCAAG-3'. Todos os ensaios de gPCR foram realizados
em triplicata usando DNA derivado de amostra em placas 6pticas de 96 pocos
MicroAmp usando um sistema 7500 Real-Time PCR (Applied BioSystems,Foster
City, CA, EUA). A solucéo de reacao foi preparada combinando o PowerSYBR™
Green PCR Master Mix (Applied BioSystems) e 320 nM cada um dos primers. A
concentracdo de DNA em cada amostra foi diluida para 20 ng/uL e 1ul de DNA
foi adicionado a cada po¢co como modelo. Controles negativos sem molde foram
executados para cada gene. O programa de amplificacdo foi de 10minutos a
95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C. Ao
final do processo de amplificacdo, a especificidade de amplificacdo dogene foi
avaliada pela curva de fusdo entre 55-95°C. As eficiéncias de gPCR
correspondentes para cada amplificacdo de gene mitocondrial e nuclear foram
calculadas de acordo com a equacédo: E = 10(-1/slope)-1. A eficiéncia dos genes
CYTB e PK foi de 106% e 94%, respectivamente.

O conteudo relativo de mtDNA foi definido como a quantidade total de

MtDNA (gene CYTB) subtraida pela quantidade total de nDNA (gene PK).
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Como tal, a diferenga do numero do limite do ciclo (Ct) (ACt = CtCYTB — CtPK)
foi calculada para cada réplica. Sem amplificacdo detectavel de CYTB em 40
ciclos (condi¢cdes de amplificacéo padrao para qPCR), os valores de expresséo
foram definidos como 0. Amostras com amplificacdo Ct no gene PK superior a
25 foram excluidas da analise. Cada amostra foi normalizada para um DNA de
referéncia e definido como 1. O mesmo DNA de referéncia foi usado como
controle interno em todos o0s experimentos para garantir que os resultados de
diferentes experimentos pudessem ser comparaveis. O conteudo relativo de
MtDNA foi obtido pelo método comparativo de Ct, e os resultados foram

expressos usando 2-AACt, em que AACt = ACt pacientes — grupo de referéncia ACt.

Analise estatistica e desfechos clinicos

Para avaliar o impacto do conteaddo do mtDNA nos resultados clinicos
sem buscar um ponto de corte ideal, os pacientes e voluntarios saudaveis
foram divididos em percentis de acordo com o conteddo do mtDNA e
posteriormente alinhados. Usando esse critério, dicotomizamos 0s pacientes
em dois grupos de acordo com o valor mais baixo do conteaddo de mtDNA das
amostras de pacientes com LMA capaz de excluir 95% das amostras de
controle normais do alinhamento. Portanto, os pacientes foram considerados
com conteudo normal de mtDNA se tivessem valores relativos de mtDNA
inferiores a 1,63 (319 pacientes; 60%). Os demais pacientes foram
classificados como de alto conteido de mtDNA (163 pacientes; 30%), ou seja,
aqueles com mMtDNA maior que o0 grupo saudavel normal. Também

consideramos usar uma analise de curva de caracteristica de operacédo do
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receptor (ROC)2para definir o corte ideal para o conteido de mtDNA. No entanto,
o desempenho foi insatisfatério (&rea sob a curva: 0,571, IC 95%: 0,47 a 0,671).
As caracteristicas basais e clinicas foram entdo comparadas. Analises
descritivas foram realizadas para as caracteristicas basais do paciente. O teste
exato de Fisher ou teste qui-quadrado, conforme apropriado, foi usado para
comparar variaveis categoricas. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar variaveis continuas®. Todos os valores-P foram bilaterais com um nivel
de significancia de 0,05. Todos os célculos foramrealizados usando o software
Stata Statistic/Data Analysis versao 12 (Stata Corporation, EUA) e R 3.3.2 (The

CRAN project, www.r-project.org).



http://www.r-project.org/

Tabela S1. caracteristicas clinica e laboratoriais da coorte

CARACTERISTICAS

IDADE

18—-40 anos

41-60 anos

> 60 anos

MEDIANA

SEXO

Feminino
Masculino
FAB SUBTIPO
MO

M1

M2

M4

M5

M6
M7

68

TODOS NORMAL ALTO P
MTDNA  MTDNA

'No. % No. % No. %

0.728
150 31.1 103 32.3 47 288

167 34.6 109 342 58 356

165 34.2 107 335 58 356

51.6 (18, 51(18,93) 52.7 (18.1, 0.768
93.7) 93.7)

0.334
262 544 168 527 94 57.7

220 456 151 47.3 69 423

0.073
99 205 57 17.9 42 258

75 156 49 154 26 16

134 278 99 31 35 215

118 245 78 245 40 245

40 83 28 88 12 7.4

9 19 6 19 3 1.8

7 15 2 06 5 3.1



Caracteristicas todos NORMAL ALTO p

mtDNAC mtDNAC
Risco No. % No. % No. 0.695
citogenético
Favoravel 54 16.8 37 17.3 17 59

Intermediario 206 64.2 134 62.6 72 67.3

Adverso 61 19 43 20.1 18 16.8
Dados 161 - 105 - 56 -
perdidos

FLT3-ITD |
Mutado 113 24.3 66 21 47 31.3

Nao-mutado 352 75.7 249 79 103 68.7

Dados 17 - 4 - 13 -
perdidos

NPM1 |
Mutado 137 295 81 25.7 56 37.3

N&o mutado 328 70.5 234 743 94 62.7

Dados 17 - 4 - 13 -
perdidos

Blastos em | 70 (20, 100) 68 (20, 100) 72 (20, 99) 0.245
medula 6ssea,

%, mediana
Leucécitos, 26.2 (0.3,790) 29.9 (0.3, 19.1 (0.6, 0.324
x10%/1, mediana 790) 43.5)

Hemoglobina, |8.3(3, 16.2) 8.4(3,16.2) 8.1(3.1,12.3) 0.475
g/dl, mediana

Plateletas, 47.5(3,404) 455 (5, 404) 49 (3, 402) 0.442
x10%1, mediana

DHL, 674 713 627 0.438
ufi, mediana | (116,7.027)  (116,7.027) (119, 5.390)
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INTRODUCTION

Being in use in the clinics for more than three decades, all-
trans retinoic acid (ATRA)-based treatment (in combination
with chemotherapy or arsenic trioxide, ATO) represents the
first-line therapy for standard-risk acute promyelocytic leu-
kaemia (APL). Consequently, APL remains the most curable
subtype of acute myeloid leukaemia (AML) to date. In addi-
tion to the degradation of the PML/RARA fusion protein,
ATRA modulates the mitochondria-mediated cellular me-
tabolism and promotes a metabolic shift from glycolysis to
oxidative phosphorylation.” Considering that mitochondrial
alterations potentially represent a metabolic vulnerability in
leukaemic cells,” metabolic changes driven by ATRA could
be clinically relevant.

Being an important part of the metabolic machinery, the
biosynthesis of mitochondrial DNA (mtDMNA) has been asso-
ciated with increased mitochondrial biogenesis and depen-
dence on oxidative phosphorylation.' In addition, studies in
solid tumours suggested that alterations in mtDNA content
{mtDMAC) could have clinical implications.™® Yet, whether
altered mtDNAc has an impact on clinical outcomes of
patients with haematological malignancies (in particular
APL and non-APL AML) remains largely unknown. Here,
we hypothesize that APL patients with high mtDNAc, and
consequently a high oxidative phosphorylation-driven me-
tabolism, would be better responder to ATRA-based thera-
pies.” To test this hypothesis, we determined the mtDNAc in
bone marrow (BM) samples of patients treated with ATRA
and anthracydine-based chemotherapy as well as patients
treated with the state-of-the-art combination ATRA+ATO.

METHODS

Crverall, we enrolled 156 patients treated with ATRA and
chemotherapy. Details of treatment protocols are published
elsewhere.® A second cohort was com of 22 patients
treated according to the APL 0406 protocol.” All samples

Although a growing body of evidence demonstrates that altered mtDNA content
(mtDMNAC) has clinical implications in several types of solid tumours, its progmostic
relevance in acute promyelocytic leukaemia (A PL) patients remains largely unknown.
Here, we show that patients with higher-than-normal mtIAc had better outcomes
regardless of tumour burden. These results were more evident in patients with low-
risk of relapse. The multivariate Cox proportional hazard model demonstrated that
high mtDNAc was independently associated with a decreased cumulative incidence
of relapse. Altogether, our data highlights the possible role of mitochondrial metabo-
lism in APL patients treated with ATRA.

anthracycline-bazed chemotherapy, ATRA, miI}NA content, oxidative phosphorylation

were obtained at diagnosis. For comparison purposes, we
induded peripheral blood (PB) samples from 293 age- and
sex-adjusted healthy volunteers with no history of haema-
tological disorders. Additionally, we analysed CD34" cells
isolated from EM (n = 3), cord blood (r = 9), and apheresis
(n = 4) samples from healthy donors. The study adhered to
the tenets of the Declaration of Helsinki and informed con-
sent was obtained from all patients or their relatives. The
local Research Ethics Board of each participating centre
approved the study. mtDNAc was quantified using quanti-
tative real-time polymerase chain reaction and the results
were normalized and expressed as fold-change relative to a
reference DMA. Details can be found in the Supplemental
data. Descriptive analyses (frequency and central tendency
and dispersion measurements) were performed for patients’
characteristics at baseline. Details of the statistical analysis
and dinical endpoints are described in the supplemental
data.

RESULTS AND DISCUSSION

First, we compared the mtDNAc between healthy (CD34°
and PB cells) and APL samples. Figure 1A shows that pa-
tients with APL had a higher-than-normal mtDMNAc.
Multiple comparison tests indicated no difference between
healthy CD34" and PB cells (p = 0.958), while the relative
mtDMNAc was significantly lower in CD34” cells compared to
APL (p = 0.005). Table 51 summarizes the central tendency
and dispersion of mtDNAc measurements of all the enrolled
subjects. Restricting our analyses to APL, we noticed that
the relative mtDNAc of APL patients ranged between 0.1
and 39. To evaluate the impact of mtDNAc on clinical out-
comes without seeking an optimal cut-point, we used val-
ues of mtDNA higher than the 95th percentile of healthy PB
samples (i.e., =1.63; Figure 1A, dashed line) to define APL
patients with high mtDNAc. Consequently, patients that
presented values within the range of normal control sam-
ples (<1.63) were classified as normal mtDMAC. To account
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FIGURE 1 Rdattve quantification of mtDNAc in CD34' and

blood cdls from healthy donors and bone marrow cells from pattents with

acute promyelocytic leukasmia (APL) treated with ATRA + ATO (A + A) and ATRA + chemotherapy (A + C) (A). The relattve quantification of mtDNAc
was performed by quantitative real-time polymerase chain reaction relative to 2 single-copy nudear gene (PKLR and HEB). The hortzoatal bars represent
the median value of mtDNAc (fold-change). Pattent survival. The probability of disease-free survival (B) and camulative incidence of relapse (C) tn APL
patients treated with A + C according to the mt DNAc (entire cohart). Cumalative incidence of relapse in APL pattents with low-risk of relapse (D) treated
with A + C according to the mtDNAc. Sarvival curves were estimated using the Kaplan-Meler method, and the log-rank test was used for compartson.
Cumulattve Incidence curves for non-relapse death and relapse with or without death were constrocted to reflect time o relapse and time to non-relapse
death as competing risks. Time to relapse and time to non-relapse death was measured from the date of complete remisstan. Forest plot representing the

maltivariate Cox

hazard model for the camulative Incidence of rdapse in APL patients treated with A + C according to the meDNAc {entire

cohort) (E) and tn low-rtsk pattents (F). Confounding vartables tincluded tn the model were mtDNAc (high mass versus normal mass), risk of relapse
(high-risk versus Jow-r1sk).” and white blood cells counts (continuous varisble).

for the potential variability in mtDNAc between different
sources, we measured the mtDNAc of 22 paired BM and PB
samples from APL patients collected at the time of diagnosis.
Our analysis showed a strong correlation between BM and
PB measured mtDNAc of the same patient (Pearson correla-
tion coefficient, r = 0.78, 95% confidence interval, CI: 0.54-
0.9; Figure §1), suggesting that mtDNAc detected in BM and
PB could be used interchangeably with little bias.

Analysis of baseline characteristics indicated signifi-
cantly lower mtDNAc in FLT3-ITD mutated (median:
1.62, 95%CI: 1.6-4.4) compared to FLT3- wild-type pa-
tients (median: 2.7, 95%CI: 3.7-6.9) (p = 0.03; Figure S1).
No other differences were found between patients with
normal and high mtDNAc (Table 52). Patient follow-up
was last updated in May 2022. All patients treated with the
combination ATRA+ATO achieved complete haematolog-
ical remission with no deaths or relapses until the last fol-
low-up. Consequently, univariate or multivariate regression

analyses were performed only for patients treated with
ATRA and chemotherapy. With a median follow-up of
40months (95% CI: 34-47 months), the estimated 5-year
overall survival rate was 79% (95% CI: 72-84%). Overall,
129/156 (83%) patients achieved complete haematological
remission. mtDNAc had no impact on complete remission
(p = 0.518) or overall survival (p = 0.69). Yet, patients with
normal mtDNAc had significantly lower 5-year disease-
free survival (DFS) (61%, 95% CI: 46%-82%) compared
to patients with high mtDNAc (86%, 95% CI: 78%-95%)
(p = 0.035; Figure 1B). Considering non-relapse mortality
as a competing cause of failure, the 5-year cumulative in-
cidence of relapse (CIR) for patients with normal and high
mtDNAc was 35% (95%CI: 16%-49%) and 10% (95%CI:
2%-17%), respectively (p = 0.0082; Figure 1C). After strat-
ifying patients into low- and high-risk of relapse,”” we
observed that the prognostic impact of mtDNAc on CIR
was applicable to the low-risk group (high mtDNAc: 3%,
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95%CI: 1%-7% versus normal mtDNAc: 26%, 95% CI:
5%-43%) (p = 0.0018; Figure 1D), but not to the high-risk
group (high mtDNAc: 34%, 95% CI: 12%-51% versus nor-
mal mtDNAC: 58%, 95% CI: 14%-80%) (p = 0.41). Finally,
the multivariate Cox proportional hazard model indicated
that high mtDNAc was independently associated with de-
creased CIR in the entire cohort (Figure IF) and in pa-
tients assigned to the low-risk group (Figure 1F).
In summary, we show that patients with higher-than-
normal mtDNAc had better clinical outcomes (DFS and CIR)
of tumour burden. In addition, mtDNAc was use-
ful to sub-stratify low-risk patients and identify those with
a higher probability of relapse. Despite our promising data,
these findings are only applicable to patients treated with
ATRA and chemotherapy due to the limited sample size of
patients treated with ATRA+ATO. Yet, it is conceivable that
the greater and more sustained antileukemic effect of the
combination ATRA+ATO'' may overcome characteristics
at diagnosis associated with an adverse outcome,” abrogat-
ing the need and the use of mtDNACc as prognostic marker
in APL. Therefore, perhaps more important than providing
a new prognostic marker for APL, we are interested to de-
termine how to integrate the metabolic profile of leukaemic
blasts into clinical decision making. Unfortunately, most
studies of the mitochondrial genome in acute leukaemia
are related to mtDNA mutations,"*"! and very few studies
have explored these findings in a clinical context.”™'* Most
of our knowledge regarding mtDNAc in cancer comes from
studies conducted in solid tumours and, although altered
amounts of mDNAc have been widely reported, there is
no consensus on how it affects tumour development. Both
high and low mtDNAc have been associated with tumour
progression and worse prognosis.®® These inconsistencies
may be a result of different types of tumours, tissue sites,
and treatments, whereby acute leukaemias are no exception.
Similarly in acute leukaemias, unpublished data from our
group indicate contrasting results in non-APL AML patients
treated with cytotoxic chemotherapy compared to the re-
sults presented herein (Pereira-Martins et al., manuscript in
progress). Altogether, it is possible that different types of tu-
mours (including APL and non-APL AML) present different
bioenergetic requirements. Particularly in non-APL AML,
it remains to be explored whether its genetic heterogeneity
dictate different metabolic requirements.
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Supplemental data

Methods

Determination of mtDNA content (mtDNAc)
All samples from patients used for the determination of mtDNAc were obtained at
diagnosis and were processed using standard techniques. Following total genomic
DNA extraction, mtDNAc was determined by quantitative real-time PCR (qPCR)
using primers for the mitochondrial cytochrome B gene (CYTB, CYTB forward: 5’-
CACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC-3’; CYTB reverse 5’-
TGATCCCGTTTCGTGCAAG-3’) to represent the mtDNA, while the single-copy
nuclear gene pyruvate kinase (PKLR) (PKLR, PK forward: 5’-
AGCCCAAATGGCCTTGAA-3’; PKLR reverse: 5-AGAGACAGAATGCCAGTGAGC-3")
and hemoglobin subunit beta (HBB) (HBB forward: 5’-ACCTCAAGGGCACCTTTGC- 3,
HBB reverse: 5-AAAACATCAAGCGTCCCATAGAC-3’) were used to represent the
nuclear DNA. These primers were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA).

qPCR assays were performed in duplicate using sample-derived DNA on
MicroAmp optical 96-well plates using a 7500 Real-Time PCR System (Applied
BioSystems, Foster City, CA, USA). The reaction solution was prepared by combining
the Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA)
and 320 nM each of primers. The DNA concentration in each sample was diluted to
20 ng/pL, and 1 pl of DNA was added to each well as the template. Negative controls
without template were run for each gene. The amplificationprogram was 10 min at
95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C and 60 s at 60
°C. At the end of the amplification process, the amplification specificity of the gene

was assessed by a melting curve between 55 and 95 °C. The corresponding real-
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time PCR efficiencies for each mitochondrial and nuclear gene amplification were
calculated according to the equation: E = 10(-1/slore) -1, The efficiency of CYTB, PKLR
and HBB genes was higher than 97%.

The relative mtDNAc was defined as the total amount of mtDNA divided by
the total amount of nuclear DNA (mtDNA amount/nDNA amount). Next, the ratio for
each sample was normalized to a reference DNA (a genomic DNA sample from a
healthy control subject) and then defined as the measurement of relative mtDNAc.
Importantly, the same reference DNA was used as an internal control in all
experiments to ensure that the results of different experiments could be
comparable. Following standardization between different runs, the relative mtDNAc
were obtained using the comparative cycle threshold (ACt) method, and the results

were expressed using 2-24Ct in which AACt = ACt patients — ACt healthy volunteer.

Statistical analysis and clinical endpoints

Patient baseline characteristics were reported descriptively. Fisher’s exact test or
Chi-square test, as appropriate, was used to compare categorical variables, and
Wilcoxon rank-sum test was used to compare continuous variables. Correlation
analysis was performed using the Spearman rank test. Overall survival (0OS) and
disease-free survival (DFS) were calculated using the Kaplan-Meier method. OS was
defined as the time from the initiation of induction therapy to death from any cause;
those alive or lost to follow-up were censored at the date last known alive. DFS was
defined as the time from complete remission to disease relapse, development of
secondary malignancy, or death from any cause, whichever occurred first. Patients

who were alive without disease relapse or secondary
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malignancy were censored at the time last seen alive and disease-free. The log-rank
test was used for comparisons of Kaplan-Meier curves. Cumulative incidence curves
for non-relapse death and relapse with or without death were constructed,
reflecting time to relapse and time to non-relapse death as competing risks. Time to
relapse and time to non-relapse death was measured from the date of complete
remission.

Univariable and multivariable proportional hazards regression analysis was
performed for potential prognostic factors for DFS and CIR. Potential prognostic
factors examined in the multivariable regression analysis were white blood cell
(WBC) counts, mtDNAc and risk of relapse (Sanz et al, 2000). The proportional
hazards assumption for each variable of interest was tested. Linearity assumption
for all continuous variables was examined using restricted cubic spline estimates
of the relationship between the continuous variable and log relative hazard/risk. All
P values were two-sided with a significance level of .05. All calculations were
performed using SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC) and R 2.10.1 (The CRAN project -

www.r-project.org) software.
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Supplemental table 1 summarizes the central tendency and dispersion

measurements for all of the enrolled subjects.

Supplemental table 1. Central tendency and dispersion measurements relative to mtDNACc.

Variables Healthy CD34+*cells, Healthy PB cells,
16 donors 293 subjects

APL (A+A),

22 patients

APL (A+C),

156 patients

Mean, (range) 0.92 (0.39t0 1.9) 0.76 (0.1 to 3.4)

25t percentile  0.58 0.46
Median 0.75 0.67
75t percentile  1.17 0.93

3.7 (0.1to24.9) 3.72(0.13 to 38.6)

091
1.52
2.8

0.58
1.43
3.5

Abbreviations: PB, peripheral blood.

Supplemental figure 1 shows a correlation between mtDNAc from bone marrow

(BM) and peripheral blood (PB) samples.
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Supplemental figure 1. (A) Correlation of mtDNA content of 22 paired APL
samples from whom BM and PB samples were available at the time of diagnosis.
Logarithmic values of the mtDNA content from BM and PB were used in the
correlations analyses to better fit the data. (B) Comparison of mtDNA content
between FLT3-ITD mutated versus non-mutated APL patients. The horizontal bars
represent the median value of mtDNA content (fold-change). Differences between
samples were determined by the Kruskal-Wallis test.
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Supplemental table 2. Baseline characteristics.

mtDNA content
Characteristic All patients Normal High P value
No. % No. % No. %
Sex 0.873
Female 86 55.1 38 54.3 48 55.8
Male 70 449 32 45.7 38 442
Age, median (range) 34.8(189,82,5) 35.4(189,65.4) 34.8(18.8,82.5) 0.611

ECOG performance status

0 80 56.8 38 54.3
1 31 22 12 171
2 16 11.3 13 18.6
>3 14 9.9 7 10
Unknown 15 - - -
Relapse risk group
Low risk 25 16.2 12 171
Intermediate risk 71 46.1 34 48.6
High risk 58 37.7 24 34.3
Unknown 2 - - -
Morphologic subtype
Hypergranular 145 95.4 67 95.7
Microgranular 7 4.6 3 4.3
Unknown 4 - - -
PML breakpoint
BCR1 70 61.4 41 51.2
BCR2 2 1.8 2 3
BCR3 42 36.8 24 38.8
Unknown 42 - 3 -
Fever

No 70 45.7 32 45.7

42

19

15

13

37
34

78

29

18
39

42

0.091
59.1
26.8
4.2
9.9

0.732
15.5
44
40.5

1.00

95.1

4.9

0.484
61.7

38.3

0.243
56.8



Yes 74 54.3
Unknown 12 -

WBC counts (x 10°/L)

<5 81 52.9
5-10 15 9.8
10-50 38 24.8
> 50 19 12.4
Unknown 3 -

Median (range) 4.3(0.8,132.5)

Platelet counts (x 10°/L)

<40 122 79.7

> 40 31 20.3

Unknown 3 -
Median (range) 24 (7,157)
Hemoglobin (g/dL)

<10 117 76.5

>10 36 235

Unknown 3 -
Median (range) 8.7 (3.2,21.8)
FLT3-ITD status

Non-mutated 117 77

Mutated 35 23

Unknown 4 -

38 54.3
4 -

36 514
10 14.3
15 21.4
9 12.9

4.95 (0.2,132.5)

53 75.7
17 24.3
27.5 (3, 128)
52 74.3
18 25.7
0 -
8.8 (3.4, 14.1)
57 81.4
13 18.6

32 43.2
8 -
45 54.2
5 6
23 27.7
10 12
3 -
3.3(0.8,103)
69 83.1
14 16.9
3 -
22 (7,157)
65 78.3
18 21.7
3 -
8.6 (3.2,21.8)
60 73.2
22 26.8
4 -

80

0.344

0.568
0.314

0.192
0.572

0.607
0.251

Abbreviation: WBC, white blood.
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82
7. DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho, foi possivel categorizar pacientes adultos com LMA
de acordo com o conteudo de mtDNA e estabelecer uma associacdo com
desfechos clinicos e resposta ao tratamento. A parte intrigante desses achados é
gue os resultados obtidos na segunda coorte constituida por pacientes com LPA
apresentaram resultados diametralmente opostos, sugerindo diferencas em suas
necessidades bioenergéticas. O mesmo foi observado em pacientes com LPA,
entretanto, com conclusdes diametralmente opostas. NO6s demonstramos que
pacientes com conteudo de DNA mitocondrial acima do normal tiveram melhores
resultados independentemente da carga tumoral (contagem de leucdcitos ao
diagnostico). Em niveis funcionais, o uso de ATRA pode modular o metabolismo
celular mediado por mitocondrias e promover uma mudanca metabdlica de glicélise
para um aumento da dependéncia da fosforilagéo oxidativa. (Tourniaire etal. 2015)
Considerando que o sistema de fosforilagdo oxidativa mitocondrial € codificado
parcialmente pelo mtDNAC, é teoricamente possivel que pacientes comdiagndstico
recente de LPA com mtDNAc elevado podem ser mais suscetiveis a terapias
baseadas em ATRA e, consequentemente, serem melhores respondedores ao

tratamento.

A reprogramacao metabdlica € uma marca registrada do cancer, sem
excecdo para aleucemia mieloide aguda (LMA). Considerando varios aspectos que
envolvem a funcao da mitocdndria no cancer (Vyas et al, 2016), sua capacidade de
resgatar células tumorais da quimioterapia pode ser de particular interesse na
guimiorresisténcia de LMA. Como parte dessa maquinaria metabdlica, o conteudo
do DNA mitocondrial (mtDNA) foi relatado como alterado em diferentes tipos de

tumores com implicagdes clinicas nos resultados do
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tratamento do paciente (He et al 2016; Qu et al, 2015; Wang et al 2016; Weerts et
al 2016; Dang et al 2014). Esse estudo optou-se por estudar o comportamento do
MtDNA durante o processo de tratamento para LMA (incluindo LPA, com dados
distintos). Para LMA n&o-promielocitica, nossos dados indicam que o alto contetdo
de mtDNA promove aumento da resisténcia a apoptose e isso implicariaem um pior
prognostico. Por outro lado, a baixa quantidade do teor mtDNA anula essa
resisténcia, o que traria uma maior responsividade ao tratamento. Em pacientes
tratados com quimioterapia citotoxica, a presenca de alto conteudo de mtDNA foi
independentemente associado a alta incidéncia cumulativa de recidiva, ressaltando
0 impacto do mtDNA nos resultados pos-inducéao (Bezerra et al 2021).Ja para os
paciente com LPA, o alto conteddo de mtDNA foi visto como fator de melhor
prognostico, diferente dos paciente com conteddo normal ou baixo de mtDNA, que
tiveram pior desfecho, provavelmente associado com o uso do ATRAcomo base do
tratamento.

Finalmente, o perfil da assinatura metabdlica de células leucémicas com
alto conteddo de mtDNA revelou um fenétipo mais imaturo, sugerindo
caracteristicas semelhantes as células-tronco leucémicas. Acreditamos que n0ssos
dados melhoram nossa compreensao do conteido do mtDNA, podendo facilitar o
desenvolvimento de terapéuticas direcionadas a via mitocondrial, como também a
adicdo de farmacos ja conhecidos.

Estudos anteriores demonstraram que tanto as células-tronco
hematopoéticas quanto as células-tronco leucémicas parecem compartilhar
algumas caracteristicas, em particular baixos niveis de metabolismo oxidativo
mitocondrial e, consequentemente, baixos niveis de espécies reativas de oxigénio

(ROS) (sangue. 2018; 132 (9) : 911-923; Cell Stem Cell. 2018; 23 (2): 252-265;
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Cell Stem Cell. 2013; 12 (3): 329-341) Embora uma quantidade significativamente
maior de mitocondrial tenha sido identificada em blastos de LMA comparagcéo com
saudaveis células progenitoras hematopoéticas (Skrti¢ 2011), a massa mitocondrial
nao se traduz necessariamente em atividade mitocondrial (Ito 2012).

Para LMA, nossos dados suportam algumas conclusdes principais. Em
primeiro, o conteiddo do mtDNA pode ser clinicamente relevante para pacientes
esses pacientes. Quantidades alteradas de conteudo de mtDNA sdo amplamente
relatadas em vérios tumores humanos. No entanto, ndo ha consenso sobre como
essa variacao afeta sua fisiopatologia e prognoéstico. Dependendo do tecido sob
exame, o conteudo alto ou baixo de mtDNA pode estar associado a progressao
do tumor e pior prognostico (He et al 2016; Qu et al, 2015; Wang et al 2016; Weerts
etal 2016; Dang et al 2014). Essas discrepancias podem resultar de diferentes tipos
de céncer, locais de tecido e tratamentos administrados, indicando diferentes
funcdes especificas do tecido e do contexto para contedido mtDNA. Em nossa
experiéncia, nos pacientes com LMA nao-promielocitica, um conteido de mtDNA
maior que o normal foi identificado em quase um terco dos pacientes, que também
apresentou resultados pos-inducédo ruins, independentemente da carga tumoral,
idade e citogenética no diagnéstico. Ja nos pacientes com LPA, os pacientes com
alto conteudo de mtDNA tiveram melhores resultados clinicos. Na verdade, até o
momento, pouco se sabe sobre o contetdo do mMtDNA em neoplasias
hematoldgicas. A maioria dos dados envolvendo o genoma mitocondrial na LMA
esta relacionada a mutacées do mtDNA (Yao 2007; Grist 2004), e poucos estudos
abordaram esses achados em um ambiente clinico (Kang 2016; Silkjaer 2013). Até
onde se sabe, este é o primeiro estudo a associar o conteddo do mtDNA e os

resultados clinicos em uma série relativamente grande
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de pacientes adultos que foram tratados com quimioterapias citotoxicas fora de um
ensaio clinico prospectivo. Com base na forte correlagdo entre o contetudo de
MtDNA de diferentes fontes (medula éssea versus sangue periférico), mesmo 0s
pacientes para os quais a aspiracdo de medula 6ssea ndo pbde ser realizada por
causa de aspiracao seca, poderiam se beneficiar desses dados.

Portanto, diferentes tipos de tumores tém diferentes requisitos
bioenergéticos, que podem ser modulados tanto pela variacdo genética do nDNA
ou do mtDNA e pelo nimero de cépias do mtDNA (Barbato et al, 2020). Em alguns
tumores, a mudanca no namero de cépias do mtDNA pode ser umaresposta
adaptativa secundaria ao efeito de uma mutacado que confere uma vantagem de
crescimento para um determinado tipo de tumor. Assim, onde o numero de copias
do mtDNA pode ser um fator contribuinte para o crescimento decertos tipos de
tumor, a significancia das alteragcdes no numero de copias do mtDNA parece ser
especifica ao contexto (Teral, 2019). Um tipo de tumor pode aumentar o numero de
copias do mtDNA para funcionar em um ambiente aerébio.O nimero de cépias do
MtDNA também pode mudar em resposta as mutacdes domtDNA. Pode compensar
as reducdes na funcdo da cadeia de transporte de elétrons devido a presenca de
uma variante de mtDNA ou o numero de cépias de mtDNA pode ser modulado em
resposta ao aumento da producdo de ROS (de Beauchamp etal. 2021).

Em segundo lugar, o conteido de mtDNA desempenha um papel critico
no contexto da apoptose induzida por drogas. Na verdade, o estudo do
metabolismo do cancer tem sido um campo em rapido crescimento, dando origem

a novas abordagens terapéuticas (Barbato et al, 2020).
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Embora a maioria dos pacientes com LMA responda inicialmente a
quimioterapia, muitos deles recaem posteriormente. A recidiva da doenca é
provavelmente causada por células-tronco de leucemia (LSCs) que ndo séo
afetadas pela quimioterapia e, portanto, mantém suas propriedades de iniciacdo da
doenca, sendo que a base mecanistica para a persisténcia de LMA apéds a
guimioterapia nao foi determinada (Kang et al, 2020).

Historicamente, acredita-se que o fracasso da terapia seja devido a
mutacbes que produzem resisténcia aos medicamentos, possivelmente
decorrentes das propriedades mutagénicas dos medicamentos quimioterapicos
(Marlein et al, 2017). No entanto, outras linhas de evidéncia apontaram para a pre-
existéncia de células resistentes a drogas (Ding et al, 2012). Por exemplo, o
sequenciamento profundo de amostras de LMA de diagndstico pareado e recidiva
forneceu evidéncias diretas de que a recidiva em alguns casos € gerada a partir
de subclones genéticos menores presentes no diagnostico que sobrevivem a
guimioterapia (Garg et al, 2015; Kronke et al, 2013), sugerindo que células
resistentes sdo geradas por processos evolutivos antes do tratamento e séo
selecionadas pela terapia.

Embora o mecanismo fisioldgico de aquisicdo mitocondrial ainda néo
esteja claro, esta bem estabelecido que células ndo malignas do estroma da medula
Ossea tranferem para células LMA durante a quimioterapia (Moschoi et al, 2013;
Shafat et al; 2017). No entanto, corroborando estudos anteriores, encontramos um
efeito protetor de alto conteddo de mtDNA em blastos leucémicos primarios

humanos contra a apoptose (Marlein et al, 2017; Mei et al, 2015).



87

O mecanismo de recaida de LMA permanece obscuro. Embora a maioria
dos pacientes com LMA responda inicialmente a quimioterapia, muitos deles
apresentam recidiva subsequente, enquanto os mecanismos biolégicos para a
persisténcia da LMA apo0s a quimioterapia ndo foram totalmente determinados.
Embora algum mecanismo ainda necessite de confirmacdo, é concebivel que a
transferéncia mitocondrial do microambiente para as células leucémicas possa
funcionar como um mecanismo de protecdo contra aquimioterapia (Moschoi et al,
2013; Shafat et al; 2017).

Com base em sua complexidade, a LMA néo pode ser definida apenas
por seu cariotipo, mas requer uma visdo geral que inclua alteracdes epigenéticas,
Interacdo com o microambiente, e desregulacdo metabdlica (de Beauchamp 2022).
Dados esses varios parametros, a eficacia do medicamento pode exigir regimes
terapéuticos individuais. Compreender os mecanismos da funcdo mitocondrial
durante o tratamento do cancer pode ser fundamental para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas (de Beauchamp 2022). Oestudo do metabolismo do
cancer tem sido um campo em rapido crescimento, dando origem a novas
abordagens terapéuticas. Como parte da maquinaria metabdlica, no entanto, em
uma doenca tdo heterogénea como a LMA, mais estudos sdo necessarios para
confirmar nossos dados e determinar se o contetdo de mtDNA também pode ser
relevante no contexto de refratariedade e doenca residual minima apés o
tratamento quimioterapico. Além disso, outras questdes precisam ser elucidadas:
(1) se e como o conteudo de mtDNA varia durante o processo de leucemogénese,
(2) se essas flutuacBes podem alterar a resposta clinica aos regimes terapéuticos

e (3) se as células depletadas de
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MtDNA conservam essa sensibilidade a drogas se co-cultivadas com células
estromais da medula 6ssea ndo malignas.

Fazendo um contraponto, o comportamento dos blastos promielociticos
foram diferentes. Como dito, no nosso estudo, 0s pacientes com alto contetudo de
mtDNA tiveram melhores desfechos clinicos que os pacientes com conteudo
normal. Conforme dito, a dinamica do mtDNA pode ser diferente de acordo com o
tecido histolégico e o tipo de célula clonal acometida. Como também podem ter
um perfil de sensibilidade diferente ao tratamento realizado para a neoplasia. Sabe-
se que em tumores solidos, ha diferencas de resposta e mecanismos de adaptacao
de acordo com as alteragOes relacionadas ao mtDNA.

E sabido que a base atual para o tratamento da LPA é o ATRA, sendo
gue a introducdo dessa pratica modificou a historia natural dessa doenca. OATRA
€ utilizado para induzir a diferenciacdo dos promieldcitos anémalos, associando
antraciciclos ou trioxido de arsénico em todas as fases terapéuticas. Porém, o
ATRA vem sendo estudado como terapéutica para outras doencas neoplasicas.

Teral et al, em 2019, publicou um estudo avaliou o uso de ATRA para o
tratamento de neoplasia de mama. Foi observado que o ATRA apresenta atividade
antiproliferativa, e esta é causada por uma reducdo na respiracdo e balanco
energético das células tumorais, o que seria importante para a acéo terapéutica do
ATRA no céancer de mama.

Na verdade, ATRA perturba a homeostase de numerosos lipideos,sendo
gue os efeitos mais relevantes sdo observados na cardiolipinas, que estéao
localizadas nas membranas internas mitocondriais e desempenham um papel na

fosforilacdo oxidativa. ATRA reduz as quantidades de cardiolipinas e o efeito esta
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associado a atividade inibidora do crescimento do retinoide. A regulacdo negativa
das cardiolipinas é devida a uma reducao das mitocéndrias, que é causada por uma
diminuicdo na expressdao ATRAdependente de genes nucleares que codificam
proteinas mitocondriais. Isso demonstra que a atividade antitumoral do ATRA se
deve a uma diminuicdo na quantidade de mitocéndrias causando déficits na
respiracao/balanco energético das células de cancer de mama (Teral et al 2019).

Entéo, € possivel que o efeito benéfico do maior contetdo de mtDNA em
pacientes com LPA seja relacionada ao uso de ATRA, o que poderia aumentar a
sensibilidade no quesito de acao antitumoral também para os promieldcitos clonais
da LPA.

Nesse contexto, talvez mais importante do que fornecer um novo
marcador prognéstico para LPA, pode ser mais interessante determinar como
integrar o perfil metabdlico da doenca leucémica na tomada de decisdo clinica.
Infelizmente, a maioria estudos do genoma mitocondrial na leucemia aguda estéo
relacionados a mutacdes no mtDNA (Picolli et al, 2008; Yao et al, 2007) e muito
poucos estudos exploraram esses achados em um contexto clinico (Slikjaer et al,
2013; Kang et al, 2016). A maioria do nosso conhecimento sobre 0 mtDNAc no
cancer vem estudos realizados em tumores solidos e, embora alterados
guantidades de mtDNAc foram amplamente relatadas, ha ndo ha consenso sobre
como isso afeta o desenvolvimento do tumor. Ambos alto e normal/baixo contetdo
de mtDNA tém sido associados com progressao tumoral e pior prognéstico (Dang
et al, 2014; He el al, 2016). Como ja relatado, essas inconsisténcias podem ser
resultado de diferentes tipos de tumores, locais de tecido, e tratamentos, em que

as leucemias agudas néo séo exceg¢ao. Como visto
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no presente trabalho, nas leucemias agudas, tem-se resultados contrastantes em
pacientes com LMA ndo LPA tratados com quimioterapia citotoxica. Em suma, é
possivel que diferentes tipos de tumores (incluindo LPAL e LMA né&o-LPA)
apresentem diferentes exigéncias bioenergéticas. Particularmente, nas LMA néo
LPA, resta saber se sua heterogeneidade genética dita diferentes requisitos

metabolicos entre si.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Como objetivo principal, o presente trabalho observou que o mtDNAc
apresenta impacto progndéstico em pacientes portadores de LMA, sendoobservado
guando a variavel do conteido de mtDNA é inserido em conjunto a categorizacao
de riscos pelo AGR.

Foi visto que as vias de aquisicdo de material poderiam ser intercambiaveis,
com pouco viés metodolégico quando comparados no estudo, e que ha diferenca
prognéstica nos pacientes quantificados com alto e normalcontelido de mtDNA,
dependente com contexto da doenca e da heterogeneidade que € caracteristica.

Areligacéo do metabolismo de energia € o exemplo perfeito de um processo,
gue é fundamental para essas células, embora seja principalmente independente
de mutacdo, sendo que o conteuddo de mMtDNA poderia influenciar no
comportamento da célula clonal. Quando avaliamos o conteiddo do mtDNA nos
pacientes portadores de LPA, por ser uma entidade mais homogénea, associado
a acao terapéutica do ATRA, aqueles com alto contetdo de mtDNA apresentaram
melhores respostas, com maior SLD e menor ICR. Ja na LMA, por ser mais diversa,
aqueles pacientes com alto conteido de mtDNA tiveram piores desfechosdo que
0s pacientes com conteudo normal de mtDNA.

Esses resultados contrastantes nos fazem elocubrar o quéo diferentes
mecanismos metabdlicos precisamos evidenciar e como isso poderia ser de grande
importancia para o entendimento do metabolismo da célula neoplasica. Enquanto
isso precisamos ainda traduzir esses novos conhecimentos em estratégias
terapéuticas clinicamente aplicaveis, sendo que € nossa esperanca de que

descobrir dependéncias especificas do metabolismo de energia e / ou suas
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ligagcbes com o microambiente das células ir4 abrir novos caminhos de pesquisa

e, em ultima analise, novas opcdes de tratamento para Pacientes com LMA.
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9.1 MATERIAL E METODOS

9.1.1 CASUISTICA

O estudo € do tipo coorte retrospectivo, realizado pelo Nucleo de
Hematologia Clinica e Laboratorial do Laboratério Central do Centro de
Biociéncias as (NHCL LabCEN/CB/UFPE) em parceria com 03 centros brasileiros
de referéncia para o tratamento de LMA. No geral, foram incluidos 482 pacientes
consecutivos com diagnéstico recente de LMA, acompanhados de junho de 2003
a dezembro de 2019 seguindo os critérios de classificacdo, diagnésticos e

tratamento preconizados pela OMS (Vardiman et al, 2016).

Como critérios de exclusdo para os pacientes com LMA de novo o0s
critérios de exclusdo empregados foram: auséncia de dados para diagnéstico de
LMA, casos de LMA secundaria a neoplasia mieloproliferativa, sindrome
mielodisplasica ou secundaria a tratamentos prévios ou ainda indisponibilidade ao

acesso dos prontuarios dos pacientes.

As variaveis analisadas ao diagndstico foram: idade, sexo, subtipos de
classificacao, dados do hemograma (contagem de leucdcitos e plaquetas, e niveis
de hemoglobina e hematdcrito) e dados moleculares com base nos critérios
supracitados da OMS. O material utilizado na pesquisa foi originario da medula
0ssea ou sangue periférico com pelo menos 80% de blastos na periferia e foi 0
mesmo encaminhado aos laboratérios de rotina para fins diagnésticos, nao sendo
feita nenhuma coleta adicional nos pacientes. Para fins de comparacdo, foram
incluidas amostras de sangue periférico de 293 individuos saudaveis de ambos os
sexos, com idade mediana de 42 anos (variando de 18 a 60 anos). Considerando

como critérios de excluséo individuos obesos, fumantes, portadores de sindromes
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metabdlicas (hipertensdo e diabetes mellitus) e com historico prévio de outras
neoplasias ou doencas hematoldgicas de cunho benigno. Sendo recrutados do
servico de doacdo de sangue e producdo de hemocomponentes da Fundacao

HEMOPE, ap0s entrevista prévia, leitura e assinatura do TCLE.

Projeto  submetido de acordo com os  critérios de
classificacao/diagnosticos preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). Foi utilizado somente o material excedente aquele utilizado ao diagnostico
(medula OGssea), com autorizacdo prévia das participantes apds leitura e
consentimento do termo de consentimento livre e esclarecido, seguindo as
recomendacdes da declaracéo de Helsinki. O presente trabalho sera realizado apos
a submissdo e aprovacdo pelo Sistema Nacional de Informacdo sobre Etica
envolvendo Seres Humanos (SISNEP-Plataforma Brasil) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital do Cancer de Pernambuco, sendo desenvolvido
obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos na resolucéo 196/96

do Conselho Nacional de Saude (CNS).
9.2.2 ANALISE MOLECULAR
Extracdo do DNA gendémico

A extracdo do DNA gendbmico foi realizada seguindo a técnica de
extracdo com base no fenol-cloroféormio (Davis et al 1986). Resumidamente, 5ml de
amostra proveniente de MO dos pacientes ou SP dos individuos saudaveis foram
submetidas a lise dos eritrécitos com auxilio de uma solucéo hipotonica (Cloreto de
amonio 0,144M e Bicarbonato de amdnio 0,01M), seguido de centrifugacdo a 52
1.200rpm por 10 min. Apés o descarte do sobrenadante, uma solugédo de lavagem

(TKM1, Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCI2 10mM;
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EDTA 20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 10ul de Triton X-100.
Apds homogeneizacéo e centrifugacéo a 1.200 rpm por 10 minutos, osobrenadante
foi descartado, obtendo-se dessa forma, um precipitado de leucdcitos. A este
precipitado foi adicionado 400uL da solucédo de lise de leucdcitos (TKM2, Tris-HCI
10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCI2 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20mM) e 25uL de SDS
10% e incubado a 55 °C durante 45 minutos. Apds esse periodo, 180uL de NaCl
5M foram adicionados e a solu¢gdo mantida a temperatura ambiente por 15 minutos.
Em seguida, esse material foi centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante recuperado e transferido para um novo microtubo. Em seguida, foi
adicionando 400uL de fenol tamponado e 400uL de uma solucdo SEVAG,
composta de 24 partes de cloroformio e 1 parte dealcool isoamilico, seguido de
homogeneizacdo e centrifugacdo a 14.000rpm por 5 minutos. Mais uma vez o
SEVAG foi misturado ao sobrenadante para ultima separacéo, e o sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo. Neste novo microtubo, foram adicionados
acetato de sddio 3M pH 5,2 e etanol absoluto gelado para precipitacdo do DNA,
sendo entdo novamente centrifugado; o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado lavado com etanol 70% gelado. O DNA foi solubilizado em agua
deionizada e estéril, quantificado em equipamento NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies, EUA) e a analise de integridade realizada em gel de

agarose 1%.

Quantificacao relativa do nimero de copias do mtDNA das amostras
estudadas foram realizadas por PCR quantitativo em tempo real (QPCR), através
da quimica SYBR®Green PowerUp MasterMix (Applied Byosystems®, EUA) como
reporter da amplificacdo e recorrendo ao aparelho Aria MX® Real TimePCR

System (Agilent Technologies®,EUA) em placas de 96 pocos para as
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analises. Com o auxilio de oligonucleotideos iniciadores para uma regido especifica
do mtDNA, MT-CYT B, que codifica o citocromo B mitocondrial, normalizando os
dados a partir da amplificacdo de um gene de copia Unica no DNA nuclear, gene

da piruvato quinase 1 (PK1).

Todas as reacoes foram realizadas em duplicata com um mix contendo
um volume final de 20uL, contendo 1uL de amostra (20ug), 10uL Sybrgreen (2x),
1uL(0.25uM) de cada par de primer forward e reverse, e 7uL de H20. Além disso,
foram incluidas amostras controles sem adicdo de DNA (no template control) e
amostras referéncias, para garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados. Assim como, ao final de cada reacéo foi realizada a curva de melting

para exclusdo de amplificacéo inespecifica.

Apos a aplificacdo do gene mitocondrial CYTB e do gene de cdépia Unica
do DNA nuclear (referéncia) PK1, foi feita uma triagem dos valores aberrantes ou
atipicos, inconsistentes com as reacdes. Para tanto, amostras com resultados de
cycle threshold (Ct) do gene de referéncia PK1 que estavam acima ou abaixo de +
2 desvios-padrao, foram excluidos do estudo. A quantificacao relativa de mtDNA foi
realizada pelo método comparativo do ACt, calculando-se a razdo dos Cts (ACt
MmtDNA/ACt nDNA) para cada amostra incluida no estudo. Os resultados foram
expressos por meio da formula 2-AACt, onde o AACt = ACt dospacientes — ACt do
DNA de referéncia. Em que, foi utilizado um individuo de idade mediana

representativo da coorte individuos saudaveis.
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9.3.3 ANALISES CITOGENETICAS

Todos os materiais utilizados nas analises genéticas foram obtidos no
momento do diagnostico e processados nos laboratérios de referéncia de cada
centro participante. A analise citogenética foi realizada a partir de aspirados de
medula 6ssea de acordo com técnicas padrao para bandas cromossémicas. Os
grupos de risco citogenético foram inicialmente definidos de acordo com a
classificacdo do Medical Research Council (MRC). Como alternativa, usamos a
avaliacdo do risco genético (AGR) adaptado (Silveira, 2020) para categorizar 0s
pacientes de acordo com a citogenética e o risco molecular. Essa estratégia permite
incluir mais pacientes porque permite algum grau de perda de dados sem

comprometer seu poder prognastico.

9.4.4 ANALISE ESTATISTICA E DESFECHOS CLINICOS

Para avaliar o impacto do contetdo do mtDNA nos resultados clinicos
sem buscar um ponto de corte ideal, os pacientes e voluntarios saudaveis foram
divididos em percentis de acordo com o conteddo do mtDNA e posteriormente
alinhados. Usando este critério, dicotomizamos os pacientes em dois grupos de
acordo com o valor mais baixo de conteddo de mtDNA das amostras de pacientes
com LMA, capaz de excluir 95% das amostras de controle normais do alinhamento.
Portanto, os pacientes foram considerados com conteddo de mtDNAnormal se
tivessem valores relativos de mtDNA inferiores a 1,63 (319 pacientes; 60%). Os
demais pacientes foram classificados como com alto teor de mtDNA (163 pacientes;
30%), ou seja, aqueles com mtDNA maior do que o grupo saudavel normal.
Também consideramos usar uma analise de curva de ROC paradefinir o ponto de

corte ideal para o conteudo de mtDNA. No entanto, o
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desempenho foi insatisfatério (area sob a curva: 0,571, IC 95%: 0,47 a 0,671). A
linha de base e as caracteristicas clinicas foram entdo comparadas. Andlises
descritivas foram realizadas para caracteristicas de linha de base do paciente. O
teste exato de Fisher ou teste Qui-quadrado, conforme apropriado, foi usado para
comparar variaveis categoricas. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar
as variaveis continuas. Detalhes da andlise estatistica e desfechos clinicos foram
descritos em detalhes em outro lugar. Todos os valores P foram bilaterais com um
nivel de significancia de 0,05. Todos os célculos foram realizados usando o
software Stata Statistic / Data Analysis versao 12 (Stata Corporation, EUA) e R 3.3.2

(The CRAN project, www.r-project.org).
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bem como seu impacto prognéstico nos principais desfechos clinicos da doenca (remisséo, recaida e
morte).

Objetivo Secundario: * Determinar a frequéncia de mutacdes/polimorfismos nos genes NPM1, FLT3,
CEBPA, WT1, MLL, IDH1, IDH2, DNMT3A, ASXL1 e TP53 e determinar o significado prognostico desses
achados, utilizando a sobrevida global como desfecho;+ Determinar a expresséo génica relativa dos genes
BAALC, ERG, EVI1, KMT2E, ID1 e MN1, escolher um ponto de corte ideal (cutt off) para esses genes e
determinar o significado prognéstico desses achados, utilizando a sobrevida global como desfecho;s
Determinar o nimero de copias de mtDNA e o significado prognoéstico desse achado, utilizando a sobrevida
global como desfecho;s Determinar o valor aditivo desses achados com base na proporc¢&o de risco de
cada marcador molecular (indice prognéstico integrado, IPI) na predicé&o dos principais desfechos clinicos da
doenca (remisséo, recaida e morte);
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O estudo seré do tipo coorte retrospectivo e prospectivo. Seréo incluidos, neste estudo, pacientes adultos
com LMA, diagnosticados de marco de 2010 a dezembro de 2020, pretendendo incluir um total de 300
pacientes.Esses pacientes serdo diagnosticados e acompanhados no Hospital de Hematologia e
Hemoterapia da Fundacéo Hemope, no Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP) e no Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP), seguindo os critérios preconizados pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS).Os pacientes serdo maiores de 18 anos e submetidos ao esquema de tratamento
3+7 (LIMA et al., 2015).0 seguimento dos pacientes seréa censurado/atualizado em marco de 2021 e para
aqueles em que o seguimento foi perdido ser&o censurados na ultima data em que sabidamente estavam
vivos.Para as analises moleculares dos pacientes com LMA, seréo utilizadas amostras de medula éssea
(MO) e/ou sangue periférico (SP), desde que este ultimo apresente mais de 80% de blastos leucémicos
circulantes.Essas amostras s&o coletadas no momento do diagnéstico e somente o material excedente sera
utilizado na pesquisa.Para as analises de expresséo génica e do numero de cépias de mtDNA, seréo
utilizadas, como controle saudavel, amostras de 4mL de SP e 5mL de MO de 20 individuos
saudaveis.Entende-se por individuo saudavel aquele que n&o apresentar nenhuma doenca hematoldgica ou
oncoldgica.O processamento das amostras sera realizado no Laboratério Central da UFPE e no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh&es.Para obtenc&o dos dados clinicos, ser&o utilizados os
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Departamento de Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de Pernambuco. O projeto sera
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caracterizacdo molecular dos pacientes com LMA podera ser de valor clinico significativo, no que diz
respeito ao prognostico. Alteracdes moleculares especificas poderdo ainda, estar associadas a subtipos ou
caracteristicas clinico-laboratoriais da LMA. Para este fim realizar-se-& um estudo do tipo coorte
retrospectivo e prospectivo.

O estudo seréa do tipo coorte retrospectivo e prospectivo. Ser&o incluidos 300 pacientes adultos com LMA,
diagnosticados de marco de 2010 a dezembro de 2020. Esses pacientes serdo diagnosticados e
acompanhados no Hospital de Hematologia e Hemoterapia da Fundag¢&o Hemope, no Hospital do Céncer de
Pernambuco (HCP) e no Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP), seguindo os
critérios preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Os pacientes serdo maiores de 18 anos.
Em todos os pacientes serdo coletadas amostras de médula dssea e/ou sangue periférico no

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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9.6 Anexo 6

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W"\"
HEMOTERAPIA DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMPACTO PROGNOSTICO DE ALTERAGCOES MOLECULARES EM PACIENTES
COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA DO ADULTO

Pesquisador: Antonio Roberto Lucena de Araujo

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 77527717.4.3001.5195

Instituicdo Proponente: Fundac&o de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Pernambuco -

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.644.746

Apresentacao do Projeto:

Esse projeto tem como objetivo avaliar o perfil genético de pacientes adultos com leucemia mieloide aguda,
incluindo mutacdes/polimorfismos de genes (NPM1, FLT3, CEBPA, WT1, MLL, IDH1, IDH2, DNMT3A,
ASXL1, TP53), expressdes aberrantes de genes (BAALC, ERG, EVI1, KMT2E, ID1 e MN1) e alteracdes no
numero de cépias de DNA mitocondrial (mtDNA), bem como o impacto prognostico dessas alteracdes nos
principais

desfechos clinicos da doenca (remisséo, recaida e morte). Para isso, pretende-se incluir um total de 300
pacientes diagnosticados e acompanhados no Hospital de Hematologia e Hemoterapia da Fundacao
Hemope, no Hospital do Céancer de Pernambuco e no Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira. Para as analises de expresséao génica e do numero de cépias de mtDNA, seréo utilizadas, como
controle

saudavel, amostras de sangue periférico e medula 6ssea de 20 individuos saudaveis. Entende-se por
individuo saudavel aquele que nao apresentar nenhuma doenca hematologica ou oncolégica e, para essa
analise, sera necessario avaliar os prontuarios dos pacientes selecionados. Esses individuos seréao
pacientes acompanhados no ambulatério do Servico de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas
de Pernambuco (HCPE) e que ser&o submetidos a cirurgia ortopédica em que a crista iliaca esteja sendo
abordada.

Endereco: Rua Joaquim Nabuco, 171

Bairro: Gragas CEP: 52.011-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3182-4771 Fax: (81)3182-4660 E-mail: cep.hemope@gmail.com
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APENDICE

ARTIGO REFERENTE AO CAPITULO | NA VERSAO 1 EM INGLES PARA
SUBMISSAO

CLINICAL AND PROGNOSTIC IMPORTANCE OF MITOCHONDRIAL DNA

CONTENT IN ACUTE MYELOID LEUKEMIA

ABSTRACT

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a heterogeneous group of clonal alterations that
lead to a maturation block or a proliferation of myeloid precursors. Metabolic
reprogramming is one of the emerging hallmarks of AML. However, due to the
high molecular heterogeneity observed among different patients, studying the
metabolic state in leukemic cells can be challenging since some patients with AML
also have increased mitochondrial activity linked to adverse outcomes. This work
aims to evaluate the importance of mitochondrial DNA quantification in patients with
a recent diagnosis of AML, associating the number of copies of mitochondrial DNA
with other associated molecular alterations and establishing correlations with the
adapted genetic risk (AGR) scoring system, demonstrating its role in prognosis.
Patients with high mtDNA content have been shown to have worse outcomes when
compared to patients with normal mtDNA content. High levels of mtDNA were
independently associated with lower disease-specific survival (DSS) and increased
cumulative incidence of relapse (CIR), denoting a possible prognostic marker. The
possibility of studying and discovering specific dependencies of energy metabolism
or its links with the cell microenvironment could open new avenues of research and,
ultimately, new treatment options for patients with AML.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia; Acute Promyelocytic Leukemia; mitochondria;
mitochondrial DNA
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INTRODUCTION

Metabolic reprogramming is one of the emerging hallmarks of cancer,
including acute myeloid leukemia (AML). However, the high molecular
heterogeneity observed among patients with AML translates into clinical

heterogeneity, so studying the metabolic state becomes challenging?.

AML is a heterogeneous disease regarding clinical features, outcomes,
and genetics. Leukemia develops from the serial acquisition of somatic mutations in
hematopoietic stem cells and progenitors with self-renewal capacity and neoplastic
clone propagation®2. Considering multiple aspects involving the role of mitochondria
in cancer?, their ability to rescue tumor cells from chemotherapy may be of particular
interest in AML chemoresistance. As part of this metabolic machinery, mitochondrial
DNA content (mtDNAc) has been reported to be altered in different types of tumors

with clinical implications for treating patients with AML?

7-

As an important part of the metabolic machinery, mitochondrial DNA
(mtDNA) biosynthesis has been associated with increased mitochondrial biogenesis
dependent on oxidative phosphorylation®. Furthermore, studies in solid tumors have
suggested that changes in mtDNAc may have clinical implications®’. However, the
impact of altered mtDNAc changes on the clinical outcomes of patients with
hematological malignancies (especially AML) remains largely unknown. Here, we
hypothesized that AML patients with high mtDNAc and, consequently, a high
metabolism driven by oxidative phosphorylation would havea worse response to
standard cytotoxic therapies®. To test this hypothesis, we determined mtDNAc in

samples from 482 patients treated with cytotoxic
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chemotherapy (cytarabine associated with anthracycline) in three reference

centers for treating AML.

METHOD

A retrospective multicentric cohort was conducted with 482 patients
recruited by consecutive sampling with a recent diagnosis of AML, followed from
June 2003 to December 2019, using the World Health Organization's (WHO)
classification, diagnosis, and treatment criteria, excluding patients with acute
promyelocytic leukemia (APL), secondary AML, and those whose health records

were unavailable.

The following variables were analyzed: age, gender, leukemia subtype,
blood count (leukocyte, platelet, hemoglobin, and hematocrit), and molecular data
based on the WHO's abovementioned criteria. The material used in the research
originated from bone marrow or peripheral blood, with at least 80% of blasts in the
periphery sent to routine laboratories for diagnostic purposes with no additional
blood collection. For comparison purposes, peripheral blood samples from 293
healthy individuals of both sexes, with a median age of 42 years (ranging from 18 to
60 years), were included. The study complied with the principles of the Declaration
of Helsinki, and informed consent was obtained from all patients or their families.
The local Research Ethics Committees of each participating center approved the
study.

Cytogenetic risk groups were initially defined according to the Medical
Research Council (MRC) classification. Alternatively, we used the adapted genetic

risk (AGR) assessment to categorize patients according to cytogenetics and
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molecular risk (Silveira, 2020). This stratification model aims to provide important
information for healthcare settings with limited financial and infrastructure resources,
allowing MLA patients to have their risk stratified using minimal molecular
cytogenetic information, a helpful strategy to include more patientsbecause it allows
some degree of data loss without compromising the prognostic power. mtDNAc was
guantified using real-time quantitative polymerase chain reaction. The results were
normalized and expressed as a folding shift relative to aDNA reference. Descriptive
analyzes were performed for patient characteristics at baseline. Details of the

statistical analysis and clinical endpoints are described in the supplement.

RESULTS

Initially, we sought to determine whether mtDNAc could be compared between
different hematologic sources (peripheral blood mononuclear cells and bone
marrow). By measuring the mtDNAc of 22 patients with AML, for whom paired
samples were available at the time of diagnosis, we detected a strong correlation
between peripheral blood and bone marrow samples (Pearson's correlation
coefficient, r = 0.78, 95% confidence interval [95% CI]: 0.54 to 0.9; Figure 1A).
Furthermore, we demonstrate that mtDNAc was significantly higher in 482 AML
patients compared to 293 age- and sex-adjusted healthy volunteers, while no
difference was observed between cytogenetically defined AML subgroups(P<0.05;
Figure 1B). To categorize AML patients with high mtDNA and normal content, we
used the upper limit of mtDNA values within the 95% CI of healthy subjects (=1.63)
as a cut-off point to define patients with AML with high mtDNAc. Patients with

mtDNAc within the range of normal control samples (<1.63) were
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classified as normal (Figure 2). 34% of patients had mtDNA content above normal
(Figure 3). Key baseline characteristics are summarized in Supplemental Table 1.
Patient follow-up was last updated in July 2020. The median follow-up among
survivors was 29 months (95% CI: 25-35 months). Only patients treated
intensively with cytotoxic chemotherapy were included in the survival analyses
(411 patients). In general, 281/411 (68%) patients achieved complete hematologic
remission (CHR), where mtDNAc had no impact on CHR (P=0.478). Patients with
high mtDNAc had lower 3-year disease free survival (P<0.0001) (Figure 4). This
result was consistent with multivariate proportional hazards analysis using mtDNA
as a categorical (Figure 7A) or continuous variable (Figure 7B). Considering death
without relapse as a concurrent cause of failure, the 3-year cumulative incidence
of relapse rate was higher in patients with high mtDNAc (P<0.0001) (Figure 5).
mtDNAc had no impact on overall survival (P=0.27). Furthermore, applying the
MtDNA stratification to the adapted genetic risk stratification (AGR), we noticed

that mtDNA was able to improve the genetic risk stratification (Figure 6).

DISCUSSION

Our findings support three main conclusions. First, mtDNAc may be
clinically relevant for patients with AML. Altered amounts of mtDNAc are widely
reported in various human tumors. However, there is no consensus on how this
variation affects pathophysiology and prognosis. Depending on the tissue under
examination, high or low mtDNAc may be associated with tumor progression and
worse prognosis®®>710. These discrepancies may result from different cancer types,

tissue sites, and treatments, indicating different tissue- and context-specific
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roles for mtDNAC. In our experience, a higher than normal mtDNAc was identified in
almost one-third of patients, who also had poor post-induction results, regardless
of tumor burden, age, and cytogenetics at diagnosis. To date, little is known about
mtDNAc in hematologic malignancies. Most data involving the mitochondrial
genome in AML is related to mtDNA mutations!'1?, and few studies have addressed
these findings in a clinical setting*34.

This is the first study to link mtDNAc and clinical outcomes in a relatively
large series of adult patients treated with cytotoxic chemotherapy outside a
prospective clinical trial. Based on the strong correlation between mtDNAc from
different sources (bone marrow versus peripheral blood), even patients for whom
bone marrow aspiration could not be used due to dry tap could benefit from these
data.

Therefore, different tumors have different bioenergetic requirements,
which can be modulated by nDNA or mtDNA genetic variation and mtDNA copy
number®’. In some tumors, the change in mtDNA copy number may be an adaptive
response secondary to the effect of a mutation that confers a growth advantage for
a given tumor type”8. Thus, while on the one hand, mtDNA copy number may be a
contributing factor to certain tumors' growth, the significance of changes in mtDNA
copy number appears to be context-specific®. One type oftumor can increase the
MtDNA copy number to function in an aerobic environment. The mtDNA copy
number can also change in response to mtDNA mutations. Second, mtDNA content
plays a critical role in drug-induced apoptosis. Indeed, the study of cancer
metabolism has been a rapidly growing field, givingrise to new therapeutic

approaches.
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Although most patients with AML initially respond to chemotherapy, many
relapses. Disease relapse is likely caused by leukemic stem cells (LSCs)that are
unaffected by chemotherapy and retain their disease-initiating properties. Besides,
the mechanistic basis for the persistence of AML after chemotherapy hasnot been
determined?®.

Historically, therapy failure has been believed to be due to mutations that
produce drug resistance, possibly stemming from the mutagenic properties of
chemotherapy drugs?’. However, other lines of evidence have pointed to the pre-
existence of drug-resistant cells'®. For example, deep sequencing of paired
diagnosis and relapse AML samples provided direct evidence that relapse in some
cases is generated from smaller genetic subclones present at diagnosis thatsurvive
chemotherapy'®?°, suggesting that resistant cells are generated by evolutionary
processes before treatment and selected by therapy.

Although the physiological mechanism of mitochondrial acquisition is
still unclear, it is well established that non-malignant bone marrow stromal cells
switch to AML cells during chemotherapy?!?2. However, in previous corroborating
studies, we found a protective effect of high mtDNAc in human primary leukemic
blasts against apoptosis?324,

The AML relapse mechanisms remain unclear. Although most patients
with AML initially respond to chemotherapy, many subsequently relapse, while the
biological mechanisms for the persistence of AML after chemotherapy have not
been fully determined. Although some mechanism still needs to be confirmed, it is
conceivable that mitochondrial transfer from the microenvironment to leukemic cells

may function as a protective mechanism against chemotherapy?'22,
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Based on its complexity, AML cannot be defined only by its karyotype but
requires an overview that includes epigenetic alterations, interaction with the
microenvironment, and metabolic dysregulation'®. Given these various parameters,
drug efficacy may require individual therapeutic regimens. Understanding the
mechanisms of mitochondrial function during cancer treatment may be fundamental
for developing new therapeutic strategies®. The study of cancer metabolism has
been a rapidly growing field, giving rise to new therapeutic approaches. Given the
heterogeneity of AML, further studies are needed to confirm our findings and
determine whether mtDNAc may also be relevant in refractoriness and minimal
residual disease after chemotherapy. In addition, other questions need to be
elucidated: (1) whether and how mtDNAc varies during the process of
leukemogenesis, (2) whether these fluctuations can alter the clinical response to
therapeutic regimens, and (3) whether mtDNA-depleted cells retain drug sensitivity
if co-cultured with non-malignant bone marrow stromal cells.

Although we now have a complete understanding of the genome and
the abnormalities underlying acute myelogenous leukemia®®, it has become
apparent that our knowledge of the biology of leukemic cells nevertheless remains
incomplete. The rewiring of energy metabolism is the perfect example of a process
fundamental to these cells, although itis mostly independent of mutation. When we
evaluated the mtDNAc of patients with AML, it was seen that they exhibited higher
mtDNAc than healthy CD34+ cells and that high mtDNA levels were independently
associated with reduced SLD and increased ICR, denoting it as a possible

prognostic marker.
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CONCLUSION

While there is still a need for clinically appropriate therapeutic strategies,
we are hopeful of uncovering specific dependencies of energy metabolism or its
links to the cell microenvironment, opening new avenues of research and, ultimately,
new treatment options for patients with AML. Thus,further studies are needed to

better understand the role of metabolism, given the heterogeneity of AML.
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FIGURE CAPTIONS

Figures 1A and 2B demonstrate the relative quantification of mtDNA copy number
in patients with de novo AML compared to healthy individuals. Patients with AML
were subclassified according to genetic alterations presented at diagnosis. This
classification included patients with core-binding factor leukemia (CBF-leukemia),
normal karyotype (AML-CN), complex karyotype, and patients whose genetic
alterations are less recurrent or rather AML-unspecified.

507 mm Healthy volunteers
mm AML patients

Cutoff normal vs high
miDNA content 3

Number of patients

d 2832228888585 288838¢g

Relative mtDNA content (CytB/PK1)

p10
p15
2

Figure 2: Evaluation of mtDNA gquantification — evaluation cutoff between normal
and high mtDNA content
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Figure 3: Graphical representation of the dichotomization between groups: normal
and above normal mtDNA content. 34% of AML patients had above-normal mtDNA
content. This result dichotomized the AML samples into two groups - patients with
MtDNA content equal to normal and patients with above-normal mtDNA content.
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Figures 4 and 5: Graphic representation: Disease-free survival. Patients with above-
normal mtDNA content exhibited decreased disease-free survival and increased
cumulative incidence of relapse (CIR)
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Figure 6: Graphic representation: Risk stratification — mtDNA x AGR. Applying the
MtDNA stratification to the adapted genetic risk (AGR) stratification, we noticed that
MtDNA improved the genetic risk stratification.

Subgroup No. of Patients (%) HR (95% CI) p-value  Subgroup No. of Patients (%) HR (95% Cl) p-value
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Figure 7A and 7B: Multivariate analysis of the cohort. Denotes mtDNA as apossible
target for prognostic evaluation according to the AGR stratification model, being
statistically significant when we evaluated variables with high mtDNA content and
intermediate and adverse risks by AGR.
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SUPPLEMENT

Methods

Patients and study design

We performed a retrospective cohort study investigating the clinical relevance of
relative mtDNA content in patients with AML. Four hundred eighty-two consecutive
patients with newly diagnosed AML who were followed from June 2003 to December
2019 at three Brazilian referral centers specialized in AML were included. The
diagnosis of AML was based on the World Health Organization's criteria. Patients
with a recent diagnosis of de novo AML in bone marrow (BM, preferably) or
peripheral blood (PB) samples, if available, were included in this study. All PB
samples contained at least 80% or more blast cells. For comparison purposes, the
analysis included PB samples from 293 age- and sex-adjusted healthy volunteers

with no history of hematological disorders.

The Research Ethics Committees of each participating center approved the study
(protocol #7147/2005), and informed consent was obtained from all patients or their
family members. All AML subtypes were considered eligible for the study, except
patients with acute promyelocytic leukemia or a previous history of myelodysplastic
syndrome or therapy-related AML. All study protocols were conducted under the
Declaration of Helsinki and approved by the institutional review boards of the
participating centers. All patients provided written informed consent for inclusion in
the clinical trial and genetic analyses. Treatment protocols were previously

described.
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Cytogenetic and molecular analyzes

All materials used for the genetic analyzes were obtained at the time of diagnosis
and processed in the reference laboratories of each participating center.
Cytogenetic analysis was performed from bone marrow aspirates according to
standard techniques for chromosome banding. Cytogenetic risk groups were initially
defined according to the Medical Research Council (MRC)? classification.
Alternatively, we used adapted genetic risk (AGR) assessment to categorize
patients according to cytogenetic and molecular risk, a helpful strategy to include
more patients because it allows some degree of data loss without compromising the

prognostic powers.

Genomic DNA was extracted using the Puregene kit (Gentra Systems) according
to the manufacturer's protocol for molecular analyses. Standard polymerase chain
reaction and sequencing techniques were performed to detect NPM1 and FLT3-

ITD4-7 mutations.

Relative quantification of mtDNA content

After total genomic DNA extraction, mtDNA content was determined by quantitative
real-time PCR (qPCR) using specific primers for the mitochondrial cytochrome B
(CYTB) gene (representing the mtDNA) and for the nuclear copying pyruvate kinase
(PK) gene, used to represent nuclear DNA (nDNA). The primer sequences for the
PK gene were forward 5-AGCCCAAATGGCCTTGAA-3"; reverse 5'-
AGAGACAGAATGCCAGTGAGC-3'; the primers for the CYTB gene were: forward
S5"-CACGATTCTTTACCTTTCACTTCATC-3} reverse 5'-

TGATCCCGTTTCGTGCAAG-3'. All gPCR assays were performed in triplicate
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using sample-derived DNA in MicroAmp 96-well optical plates using a 7500 Real-
Time PCR System (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA). The reaction
solution was prepared by combining Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(Applied BioSystems) and 320 nM of each primer. The DNA concentration in each
sample was diluted to 20 ng/uL, and 1 ul of DNA was added to each well as a
template. Template-free negative controls were run for each gene. The amplification
program consisted of 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles of 15seconds at
95°C and 1 minute at 60°C. At the end of the amplification process, a melting curve
from 55°C to 95°C was read to determine the amplification specificity of the gene.
Corresponding gPCR efficiencies for each mitochondrial and nuclear gene
amplification were calculated using the following equation: E = 10(-1/slope)-1. The

efficiency of CYTB and PK genes was 106% and 94%, respectively.

Relative mtDNA content was defined as the total amount of mtDNA (CYTB gene)
subtracted by the total amount of nDNA (PK gene). As such, the difference in
cycle threshold number (Ct) (ACt = CtCYTB — CtPK) was calculated for each
replicate. With no detectable amplification of CYTB at 40 cycles (using standard
amplification conditions for gPCR), expression values were set to 0. Samples with
Ct amplification in the PK gene greater than 25 were excluded from the analysis.
Each sample was normalized to a reference DNA and setto 1. The same reference
DNA was used as an internal control in all experiments to ensure that results from
different experiments could be compared. Relative mtDNA contentwas obtained
by the comparative Ct method, and the results were expressedusing 2-AACt,

where AACt = ACt patients — ACt reference group.
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Statistical analysis and clinical outcomes

Patients and healthy volunteers were divided into percentiles according to mtDNA
content and subsequently aligned, allowing the assessment of the impact of mtDNA
content on clinical outcomes without seeking an optimal cut-off point. Using this
criterion, we dichotomized patients into two groups according to the lowest mtDNA
content value of AML patient samples capable of excluding 95% of normal control
samples from the alignment. Therefore, patients were consideredas having a
normal mtDNA content if they had relative mtDNA values less than

1.63 (319 patients; 60%). The remaining patients were classified as having high
MtDNA content (163 patients; 30%), that is, those with above-normal mtDNA. We
also considered using a receiver operating characteristic (ROC)® curve analysis to
define the optimal cut-off for mtDNA content. However, the performance was
unsatisfactory (area under the ROC curve: 0.571, 95% CI: 0.47 to 0.671). Baseline
and clinical characteristics were then compared. Descriptive analyzes were
performed for baseline patient characteristics. Fisher's exact test or Chi-square test
was used as appropriate to compare categorical variables. The Kruskal-Wallis test
was used to compare continuous variables®. All P-values were two-sided witha
significance level of 0.05. All calculations were performed using Stata 12.0 software

(Stata Corporation, USA) and R 3.3.2 (The CRAN project, www.r- project.org).
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