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FEITOSA, Lilian Cassemiro. Avaliacdo da frequéncia e impacto progndstico do
polimorfismo de nucleotideo Unico rs16754 do gene WT1 em pacientes adultos
com leucemia mieloide aguda. 2022. 58 péginas. Trabalho de Conclusédo de Curso
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RESUMO

O WT1, fator de transcricdo altamente expresso em cerca de 90% das leucemias
mieloides agudas (LMA), apresenta funcbes antagbnicas, atuando ora como
oncogene, ora como supressor tumoral, dependendo do ambiente celular. Mutacdes
adquiridas no gene que codifica esta proteina tém sido descritas em
aproximadamente 10% dos pacientes com LMA, entretanto o impacto dessas
mutacdes no desfecho desses pacientes permanece controverso. Destaque tem sido
dado ao polimorfismo de nucleotideo Unico (do inglés, single nucleotide
polymorphism, SNP) sindénimo rs16754 (903A>G), por ter demonstrado efeito
favoravel no desfecho clinico dos pacientes. Mesmo sendo conhecidos como SNPs
sinbnimos, esses polimorfismos podem alterar o fenotipo através das alteracdes da
estrutura e estabilidade do RNAm, do splicing alternativo e das mudancas na
cinética de traducéo. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a frequéncia
do SNP rs16754 em voluntarios saudaveis e pacientes adultos com LMA de novo
excluindo leucemia promielocitica aguda, por apresentar uma forma de tratamento
diferente do esquema quimioterapico padrao (protocolo “3+7”), e avaliar o seu
impacto no desfecho clinico. Foram incluidos no estudo 195 pacientes adultos com
LMA de novo e 197 controles saudaveis (sem historia prévia de doenca
hematoldgica ou oncoldgica). A genotipagem foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real. Para as analises de desfecho clinico foram incluidos 93
pacientes com LMA, tratados com o esquema quimioterapico padrao (protocolo
“3+77). A distribuicdo alélica entre os grupos estavam em equilibrio Hardy-Weinberg.
Ao todo, 113 pacientes (58%) apresentaram 0 genotipo selvagem WT1 AA,
enquanto que 72 (37%) e 10 (5%) pacientes apresentaram o genotipo AG e GG,
respectivamente. O cenario correspondente para individuos saudaveis foi: 141
individuos (72%) com o genotipo WT1 AA, 47 individuos (24%) com o gendtipo WT1
AG e 9 individuos (4%) com o gendtipo WT1 GG. O alelo G esteve associado com
um risco aumentado para a LMA (OR=1,564; 1C95%: 1,098-2,227; p=0,016), assim
como os gendtipos AG+GG em relagdo ao genétipo AA (OR=1,833; 1C95%: 1,205-
2,788; p=0,006). Ao restringir nossas analises aos 93 pacientes com LMA, variaveis
clinicas e laboratoriais foram comparadas utilizando-se o modelo de heranca
dominante (ou seja, gendtipo AA versus AG+GG). Nao houve diferencas
significativas entre os grupos. A mediana de seguimento foi de 270 dias (IC95%:
134-406) e a sobrevida global (SG) estimada em cinco anos foi de 15,9%. Houve
uma tendéncia para uma maior SG estimada em cinco anos do grupo com ao menos
um alelo mutante (AG+GG) em relacdo ao grupo sem o alelo mutante (AA) (18,7% e
14,8%, respectivamente), entretanto, a diferenca n&o foi significante (p=0,65). Os
genotipos mutados também ndo apresentaram impacto na sobrevida livre de doenca
(p=0,92) e na taxa de remissao completa (p=0,08). Em resumo, ndés demonstramos



gue o polimorfismo WT1 rs16754 foi associado com um maior risco para o
desenvolvimento da LMA, embora sem impacto no desfecho clinico dos pacientes.

Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda. Progndstico. Polimorfismo. SNP. WTL1.
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ABSTRACT

WT1, a transcription factor highly expressed in about 90% of acute myeloid
leukemias (AML), has antagonistic functions, acting either as an oncogene or as a
tumor suppressor, depending on the cellular environment. Acquired mutations in the
gene encoding this protein have been described in approximately 10% of patients
with AML, however the impact of these mutations on the outcome of these patients
remains controversial. Highlight has been given to single nucleotide polymorphism
(SNP) synonym rs16754 (903A>G), for having demonstrated an favorable effect to
the clinical outcome of patients. Even though they are known as synonymous SNPs,
these polymorphisms can alter the phenotype through changes in mRNA structure
and stability, alternative splicing, and changes in translation kinetics. Therefore, the
objective of this work was to assess the frequency of the rs16754 SNP in healthy
volunteers and patients adults with de novo AML excluding acute promyelocytic
leukemia, for presenting a form of treatment different from the standard
chemotherapy regimen (protocol “3+7”), and assess their impact on clinical outcome.
195 adult patients with de novo AML and 197 healthy controls (no previous history of
hematologic or oncologic disease) were included in the study. Genotyping was
performed by real-time polymerase chain reaction. For the clinical outcome analyses,
93 AML patients treated with the standard chemotherapy regimen (protocol “3+7”)
were included. The allelic distribution between the groups were in Hardy-Weinberg
equilibrium. Altogether, 113 patients (58%) had the wild-type WT1 AA genotype,
while 72 (37%) and 10 (5%) patients had the AG and GG genotype, respectively. The
corresponding scenario for healthy subjects was: 141 subjects (72%) with the WT1
AA genotype, 47 subjects (24%) with the WT1 AG genotype, and 9 subjects (4%)
with the WT1 GG genotype. The G allele was associated with an increased risk for
AML (OR=1.564; 95%CI: 1.098-2.227; p=0.016), as were the AG+GG genotypes in
relation to the AA genotype (OR=1.833; 95%CI: 1.205 -2.788; p=0.006). By
restricting our analyzes to 93 AML patients, clinical and laboratory variables were
compared using the dominant inheritance model (ie, AA genotype versus AG+GG).
There were no significant differences between the groups. The median follow-up was
270 days (95%CI. 134-406) and the estimated five-year overall survival (OS) was
15.9%. There was a trend towards a higher estimated SG at five years in the group
with at least one mutant allele (AG+GG) in relation to the group without the mutant
allele (AA) (18.7% and 14.8%, respectively), however , the difference was not
significant (p=0.65). The mutated genotypes also had no impact on disease-free
survival (p=0.92) and complete remission rate (p=0.08). In summary, we
demonstrated that the WT1 rs16754 polymorphism was associated with an increased



risk for the development of AML, although with no impact on the clinical outcome of
patients.

Key words: Acute myeloid leukemia. Prognosis. Polymorfism. SNP. WT1.
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1 INTRODUCAO

A leucemia miel6ide aguda (LMA) constitui um heterogéneo grupo
de doencas clonais das células progenitoras hematopoiéticas, as quais sao
incapazes de se diferenciarem terminalmente e de responderem a estimulos
regulatérios da proliferacdo e morte celular. Consequentemente, estas células
progenitoras anormais tendem a se acumular na medula éssea, podendo ainda
escapar para o sangue periférico e infiltrar outros 6rgaos e tecidos (Estey, 2013).

Devido a sua heterogeneidade biolégica e de resposta ao
tratamento, a estratificacdo de risco para a avaliacdo progndéstica de pacientes com
LMA é a principal ferramenta para prever a evolugdo clinica e assim determinar o
protocolo terapéutico mais adequado a cada paciente. Atualmente, anormalidades
citogenéticas ao diagnostico constituem o principal fator prognostico independente
da LMA. Contudo, cerca de 50-55% dos pacientes sao citogeneticamente normais
(LMA-CN). Esses pacientes apresentam uma significante heterogeneidade clinica e
o uso de marcadores moleculares pode ser usado como estratégia para
estratificacbes subjacentes (Grossmann et al., 2012). Entre esses marcadores
moleculares, 0s que apresentam seu significado prognostico bem estabelecido séao
as mutacbes no gene NPM1 associado as mutacbes FLT3/ITD, as mutacdes
bialélicas no gene CEBPA e as mutacfes nos genes RUNX1, ASXL1 e TP53.
Entretanto, existem outros marcadores, como por exemplo, as mutagcdes nos genes
IDH1/2, DNMT3A e WTL1, que ainda apresentam um efeito progndéstico obscuro nos
pacientes com LMA, merecendo maiores estudos para elucidar seus efeitos no
desfecho desses pacientes, bem como, seu papel na leucemogénese mieldide
(Déhner et al., 2017).

O gene WT1, que recebe esse nome devido seu papel no tumor de
Wilms, esta localizado no cromossomo 11 e codifica um fator de transcricdo com um
dominio N-terminal (exons 1 a 6) e um dominio C-terminal contendo quatro dominios
de dedo-de-zinco (exons 7 a 10) (A. Renneville et al., 2011). Estudos funcionais do
WT1 revelaram papéis contraditérios, como um gene supressor tumoral em alguns
estudos e como um oncogene em outros. A proteina funciona como um potente fator
de transcricdo para genes envolvidos com crescimento celular e metabolismo.

Embora seu papel na hematopoese ainda nao esteja claro, suspeita-se que a
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disfuncdo do WTL1 seja responsavel por promover a proliferacdo celular e por
dificultar a diferenciagéo celular (Yang et al., 2007).

O gene WT1 € um marcador estavel do clone leucémico, estando
altamente expresso (em 70 a 90%) nos pacientes com LMA e, dessa forma, tem se
mostrado uma ferramenta Util para o monitoramento da doenga residual minima
(Frairia et al., 2017). Entretanto, o impacto prognéstico dos niveis de expressao do
WT1 ao diagnéstico ainda permanece incerto (Ho et al., 2011; Petiti et al., 2018a).
Mutacbes adquiridas no gene WT1 (principalmente nos exon7 e 9) tém sido
descritas em aproximadamente 10% dos pacientes com LMA, mas o papel dessas
mutacdes no desfecho desses pacientes ainda permanece controverso (Damm et
al., 2010; Luna et al., 2012; Aline Renneville et al., 2009). Destaque tem sido dado
ao SNP (do inglés, single-nucleotide polymorphism) sinbnimo rs16754, por seu efeito
favoravel no desfecho dos pacientes com LMA. Esse polimorfismo esté localizado no
exon7 do gene WT1 e consiste em uma troca de uma adenina por uma guanina no
cédon 903 (CGA>CGG), nao alterando o aminoacido arginina na sequéncia da
proteina (A. Renneville et al., 2011).

SNPs sinbnimos tém sido frequentemente chamados de silenciosos,
mas novas evidéncias indicam que eles podem ter um papel importante na alteracao
de fendtipo. Diversos mecanismos como alteracfes da estrutura e estabilidade do
RNAm, alteracbes nos sitios de ligacdo de micro-RNA, splicing alternativo e
mudancas na cinética de traducdo tém sido propostos para explicar como os SNPs
sinbnimos podem alterar a estrutura ou a atividade da proteina (Sauna et al., 2007).
Nesse contexto, é proposto que o codon CGG, resultado do SNP WT1 rs16754, é
usado duas vezes mais frequentemente do que o cddon selvagem CGA para
codificar a arginina, podendo alterar a cinética da traducdo (A. Renneville et al.,
2011).

Estudos recentes tém demonstrado que o SNP WTL1 rs16754 parece
predizer um desfecho clinico favoravel para os pacientes adultos com LMA
citogeneticamente normais (LMA-CN) (Damm et al., 2010; Ho et al., 2011; Petiti et
al., 2018b). Entretanto os resultados ainda sdo bastante controversos (Chen et al.,
2012; Luna et al., 2012; A. Renneville et al.,, 2011), sendo necessarios maiores
estudos para elucidar o papel desse polimorfismo no desfecho dos pacientes com

LMA, bem como, seu papel na leucemogénese. Diante disso, temos como objetivo
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avaliar a frequéncia do SNP WT1 rs16754 em voluntarios saudaveis e em pacientes

com LMA de novo e avaliar seu impacto no desfecho desses pacientes.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HEMATOPOESE

A hematopoese € o processo de formacao do sangue, ela ocorre no
interior da medula 6ssea que é o 6rgdo responsavel pela producédo das células
sanguineas. Este processo de producdo do sangue ocorre de forma hierarquizada,
no qual uma célula imatura, indiferenciada e nao funcional dara origem a uma célula
madura, diferenciada e funcional que ird para o sangue periférico exercer sua funcao
(figura 1). As células-tronco hematopoéticas (CTH), se encontram no topo dessa
hierarquia, elas passam por multiplas divisdes e por varios estagios de diferenciacéo
para originarem as duas linhagens hematopoéticas: a linhagem mieloide, que
compreende o0s eritrocitos, as plaquetas, os neutroéfilos, os eosinofilos, os basofilos e
0s monacitos; e a linhagem linféide, que compreende os linfocitos T, linfocitos B e
linfocitos NK (Olson et al., 2020).

A maturacao das linhagens celulares distintas na medula éssea em
grande parte depende da interacdo local com componentes microambientais
medulares, que compreendem células reticulares, células endoteliais, fibroblastos e
macréfagos, bem como adipdcitos e osteoblastos. A hematopoiese € influenciada
por um grande numero de produtos sollveis secretados pelas células presentes
neste microambiente, incluindo citocinas tipicas, fatores de crescimento e
quimiocinas, compreendendo entre outros, interleucina (IL)-1, IL-3, fator
estimuladores de coldnias granulociticas (G-CSF) e fator estimulador de colénias
granulocitica/monocitica (GM-CSF). Além disso, o horménio eritropoietina,
normalmente produzido no rim, € crucial para o desenvolvimento da linhagem
eritroide, enquanto que a trombopoietina € importante para a producdo dos

megacariocitos e, finalmente, para a diferenciacéo plaquetaria (Zia et al., 2017).

Figura 1 - Fluxogroma do processo de hematopoese normal.
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Legenda: Este esquema demonstra a sequéncia maturativa das células sanguineas
e também as citocinas, interleucinas, horménios e fatores de crescimento que
ajudam a orientar o processo de producdo dessas células a depender das

necessidades do organismo.
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Fonte: Adaptado de Seldin e Sloan (2015)

Para que os tipos especificos de células sanguineas sejam
produzidos em quantidades satisfatérias para regenerar a hematopoese de forma
continua, as CTHs sofrem um processo extremamente fino de regulacdo para definir
se elas devem permanecer em quiescéncia ou proliferar, se devem sofrer auto-
renovacao ou escolher alguma linhagem e se diferenciar em algum tipo celular, ou
ainda se devem permanecer vivas ou entrar em apoptose. Quando esses processos
ocorrem respeitando as necessidades do organismo, sejam elas necessidades
estacionarias ou em situacbes de lesdo, a hematopoese ocorre normalmente.
Entretanto, se ocorrer alguma alteracdo nessa fina regulacdo havera o aparecimento
de doencas hematolégicas como as leucemias (RIEGER; SCHROEDER, 2012).

2.2 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A leucemia mieloide aguda (LMA) constitui um grupo heterogéneo

de doencas clonais das células progenitoras hematopoéticas. Essas células
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progenitoras, também chamadas de blastos, sofreram alteragbes genéticas e se
tornaram incapazes de se diferenciarem terminalmente e de responderem a
estimulos regulatérios da proliferacdo e morte celular. Consequentemente, estas
células progenitoras anormais tendem a se acumular na medula 6ssea, podendo
ainda escapar para o sangue periférico e infiltrar outros 6rgéos e tecidos como o
baco, figado e pele, podendo infiltrar até mesmo o cérebro e os pulmdes quando a
contagem dos blastos no sangue periférico estiver superior a 50.000/uL (Estey,
2018; Jacamo et al., 2017).

Na maioria dos casos de LMA a etiologia € desconhecida, mas
existem alguns fatores de risco que estéo relacionadas a esta doengca como: idade
avancada, sexo masculino, tabagismo, exposi¢cado a produtos quimicos (benzeno e
formaldeido), neoplasias mieloproliferativas cronicas (policitemia vera, mielofibrose
idiopatica, trombocitemia essencial), sindrome mielodisplasica (SMD), drogas
guimioterapicas (agentes alquilantes, inibidores da topoisomerase Il), exposicao a
altas doses de radiacéo, sindromes genéticas (como a anemia de Fanconi, sindrome

de Bloom) e historico familiar de LMA (Narayanan & Weinberg, 2020).

A leucemia mieloide aguda é a segunda leucemia mais comum em
adultos, em contraste, apenas 20% dos casos relatados ocorrem na infancia, tendo
assim uma baixa frequéncia em criancas. (Deschler & Libbert, 2006; Puumala et al.,
2013). Entre os adultos nos Estados Unidos da América (EUA), a incidéncia da LMA
foi superior ao dos outros trés subtipos de leucemia (leucemia linfocitica aguda
(LLA), leucemia mieloide crénica (LMC) e leucemia linfocitica crénica (LLC)) até
2017 (Shallis et al., 2019).

Antes do ano de 2010 a incidéncia de LMA ajustada por idade nos
EUA foi de 3,43 casos de LMA para cada 100.000 habitantes por ano. Entretanto,
esta incidéncia tem aumentado ao longo do tempo, pois do ano de 2010 em diante
ela se encontra consistentemente superior a 4,2 casos de LMA para cada 100.000
habitantes por ano (Shallis et al., 2019).

Sendo assim a LMA é a leucemia mais prevalente em adultos e é
uma doenca relativamente rara. Entretanto € importante o estudo desta doenca por
possuir um curso rapido e alta mortalidade, pois 70% dos pacientes diagnosticados
com LMA véao a 6bito por causa dessa doenca. A atual taxa de sobrevida global em

criancas é de apenas 60-70% e depois cai progressivamente com idade para < 5%



17

naqueles com idade superior a 65 anos. Tanto as criangcas quanto os adultos
morrem dentro de 5 anos apos o diagndstico devido a uma combinacgéo de recaida,
e mortalidade relacionada ao tratamento (até 35% e 99%, respectivamente) (Aung et
al., 2021).

No Brasil, a incidéncia da LMA é desconhecida, pois o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) apresenta apenas dados referéntes as leucemias em
geral. Para o ano de 2020, o INCA relatou a ocorréncia de 10.810 novos casos,
sendo 5.920 homens e 4.890 mulheres (INCA, 2020) (figura 2). Em um estudo
realizado no Hospital de Hematologia de Pernambuco (HEMOPE), em 2011, a LMA
correspondeu a 41% de todos os casos de leucemias diagnosticados no periodo de
1997 a 2007 (Carvalho et al., 2011).

Figura 2 - Estimativas para o ano de 2020 das taxas brutas e ajustadas de
incidéncia por 100 mil habitantes e do niumero de casos novos de cancer,
segundo sexo e localizacdo primaria

Homens Mulheres

s o e B R B

oro [ =]
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Tragueia, Brénguio e Pulm&o 17760 16,99 1619 3180 1417 1611 12440 1156 9,24 3760 1496 1132
Céion e Refo 20540 1964 18,80 5320 2350 2126 20470 19,03 13,36 8280 2480 15350
Esiémago 13360 12,81 137 2430 1085 123 7870 734 5,95 1920 7,71 561
Cavidade Oral 1200 10,70 925 2040 903 9,19 4010 a7 265 970 373 3,21
Laringe 6470 620 575 1150 500 497 1180 1,06 092 360 106 0,79
Bexiga 7580 723 461 1800 7.7 742 3050 280 203 900 344 2,61
Eséfago 8690 832 643 1160 500 627 2700 249 176 460 1680 1,42
Ovario - - - - - - 8650 618 454 1870 750 5,19
Linfoma de Hodgkin 1590 152 133 450 171 1,93 1050 095 083 430 135 1,04
Linfoma no Hodakin 6530 531 567 1430 641 727 5450 507 3,37 1260 496 4,27
Glandula Tireoide 2310 2417 1,52 1080 452 1,31 1950 11,15 513 4650 1847 8,13
Sisterna Nervoso Cenfral 5870 581 522 1180 507 627 5230 487 447 1280 503 4,55
567 555 1210 543 5,93 456 3,95 1180 469 4,64
Corpo do Utero - - - - - - 8540 607 522 1930 751 6,14
Pele Melanoma 4200 403 201 790 336 3,40 4250 394 178 a70 323 2,49
Outras Localizagbes 45080 4597 4143 9320 4134 4809 42300 3943 2040 9790 3333 2648

INCA, 2020.

2.3 FISIOPATOGENIA DA LMA
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Na grande maioria dos individuos diagnosticados com LMA, néo €
possivel identificar nenhum fator de risco predisponente. No entanto, o risco de
desenvolver LMA é moderadamente aumentado pela exposicdo a agentes que
danificam o DNA, como como benzeno, fumaca de cigarro, radiacdo ionizante
(geralmente devido a radioterapia terapéutica) e quimioterapia citotdéxica (agentes
alquilantes e inibidores da topoisomerase) (Khwaja et al., 2016). Outros fatores que
podem predispor o desenvolvimento da LMA séo: a idade do paciente, presenca de
doencas hematoldgicas antecedentes, presenca de desordens genéticas, a
exposicdes a alguns tipos de virus e exposicdes relacionadas a riscos ocupacionais.
No entanto, na maioria dos casos, a LMA aparece como uma malignidade de novo
em individuos previamente saudaveis (De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016;
Deschler & Lubbert, 2006).

A patogénese da LMA € caracterizada pela aquisicdo seriada de
mutacbes somaticas e varios genes estao recorrentemente mutados nesta doenca.
No entanto, ndo se sabe quando tais mutacbes aparecerdao antes do
desenvolvimento da doenca evidente, nem como elas evoluem e também nao se
sabe quais os riscos especificos associados a cada uma dessas mutacdes (Desai et
al., 2018).

Ja foram descritas mais de 300 translocacdes e/ou inversdes
cromossOmicas que estdo associadas na fisiopatologia dessa doenca. Essas
translocacdes cromossbmicas podem envolver grandes ganhos ou perdas de
material genético (Deolinda et al., 2011; Dinardo & Cortes, n.d.).

Os alvos mais frequentes das translocacdes cromossdémicas na
leucemia mieloide aguda sdo os genes que codificam fatores de transcricdo, que
sdo proteinas muito importantes para a regulacédo da proliferacédo, diferenciacdo e
morte celular dos progenitores hematopoéticos. Sendo assim, 0s rearranjos
estruturais provinientes das translocacdes, produzem uma nova proteina hibrida
com funcdes aberrantes (oncoproteinas), que afetam expressao génica das células
tronco hematopoéticas ou progenitoras, de maneira que subvertem a programacao
normal de proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, causando a
substituicdo de precursores mieloides normais por células malignas, indiferenciadas
e sem funcéo, responsaveis por originar a deficiéncia hematopoiética (isto é,
granulocitopenia, trombocitopenia e/ou anemia) na medula 6ssea e no sangue

periférico (Kavianpour et al., 2016; Look, 1997).
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Mesmo sendo bastante complexo definir a causa exata do
estabelecimento da LMA, existe um estudo que prop6s um modelo que explica como
0 processo leucemogénico se estabelece, esse modelo é conhecido como "two hit
model”, na qual existem duas classes de mutagdes: as mutacdes de classe | (que
compreende as mutacdes no gene FLT3, c-KIT e RAS), que confere uma vantagem
proliferativa ou de sobrevivéncia para as células; e uma segunda classe de
mutacdes que sdo as mutacdes de classe Il (que compreende a translocacgéao t(8;21)
gue gera o gene hibrido chamado AML1/ETO, a translocacéo t(15;17) gerando o
PML/RARA e a inversdo do cormossomo 16 que produz o gene de fusdo chamado
de CBFB/MYH11) que serve principalmente para interferir/bloquear a diferenciacao
das celulas progenitoras hematopoiética e para contribuir com a autorrenovacéo do
clone leucémico (figura3). Dessa forma, este modelo afirma que o estabelecimento
da leucemia mieloide aguda ocorrera se houver mutagcdes acumulads em diferentes
genes (Gilliland & Griffin, 2015).

Figura 3 - Esquema do "Two Hit Model"

Mutacdes de classe | Mutacdes de classe I
FLT3-TD ) PML/RAHo
FLT3 D835Y AML1/ETO
N S CBFB/SMMHC
Mutacdes no N- ou K-RA Fus&o MLL
Confere vantagem proliferativa e/ou o o
de sobrevivéncia, mas no afeta a Servem prln_czlpalmente para p_rejudlcar
diferenciacéo a diferenciagdo hematopoética e a
\ apoptose
Rx gt - 2 ,\ Rx
eg  Inibidor de y eg ATRA

FLT3
Fonte: (Gilliland & Griffin, 2015).

Entretanto, existem alteracdes no microambiente da medula 6ssea
gue podem contribuir para o desenvolvimento da LMA. Isso ocorre pela presenca de
mutacdes em genes que controlam a apoptose dos blastos, levando ao aumento da
producdo de proteinas anti-apoptéticas responsaveis pela inibicdo da apoptose dos

precussores hematopoeticos na medula 6ssea (Bernasconi, 2008).



20

Além disso, a regulacao epigenética ndo altera o coédigo genético,
mas é capaz de modular a transcricdo e a expressdo génica. Sendo assim, é
evidente que os padrbes de metilacdo desempenham um papel importante na
alteracdo da expressdo de genes cruciais para a leucemogénese. E como as
mutacdes na epigenética ndo estdo inseridas nas duas classes do two hit model,
significa que o processo de leucemogenese é mais complicado do que a presenca
de apenas dois tipos de mutagbes para levar ao surgimento da LMA (Brien et al.,
2014).

Existem também algumas alteracées genéticas como as nos genes
NPM1, IDH1, IDH2 e entre outros, que foram recentemente descobertas e que nao
sédo capazes de serem identificadas pela citogenética (diferente das translocacdes
(8;21) e t(15;17) por exemplo), os individuos que sdo diagnosticados com LMA e
gue possuem estas mutacfes sdo chamados de pacientes com leucemia mieloide
aguda com cariotipo normal (LMA-CN). Essas muta¢cfes também nao pertencem a
nenhuma das duas classes do modelo "Two Hit" e por isso sdo chamadas de
"mutacdes néo classificadas" (Takahashi, 2011).

Dessa forma, a fisiopatogenia da LMA ainda possui muitas lacunas a
serem preenchidas para que seja possivel a total compreensédo dos processos que
levam ao estabelecimento da LMA. Por isso, é bastante necessario estudar esses

processos e ampliar assim o modelo "two hit".

2.4 DIAGNOSTICO E CLASSIFICAGAO DA LMA

Geralmente, o diagndstico de LMA inicia-se a partir de uma suspeita
clinica que ocorre quando o paciente apresenta sinais e sintomas resultantes de
infiltracdo leucémica da medula éssea. As manifestacdes clinicas mais frequentes
dessa doenca incluem: hemorragia, que ocorre pela diminuicdo da producédo das
plaquetas; anemia e palidez, resultante da diminuicdo dos eritrécitos; assim como
febre e infec¢des, por causa da neutropenia. Isso acontece devido a substituicdo de
células hematopoéticas normais da medula 6ssea por células leucémicas, impedindo
a producéao das células normais (De Lima et al., 2016; Rubnitz et al., 2010).

Para confirmar a suspeita da LMA é necessario primeiramente fazer

um hemograma, pois na grande maioria dos casos ocorre uma leucocitose pela
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presenca dos blastos no sangue periférico, e que a depender do subtipo da LMA
podem ser observados os bastonetes de Auer no interior do citoplasma dos blastos
(figura 4), que sdo marcadores especificos de leucemia mieloide aguda. Os
bastonetes de Auer sdo produzidos pela fusdo de granulos azurofilicos e contém
proteinas neutras juntamente com varias enzimas. Além da leucocitose pode ocorrer
também a diminuicdo do nimero de eritrdcitos circulantes (eritropenia) e diminuicdo

também das plaquetas (trombocitopenia). (Hassan & Rees, 1990, INCA).

Figura 4 - Blasto com bastonete de Auer
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Fonte: Adaptado de Medical Labs, 2014

Apés o hemograma, é necessaria a realizacdo do mielograma, que
corresponde a aspiracdo de uma quantidade de medula 6ssea para a realizacdo de
varios outros testes para fechar o diagnéstico da LMA. Com o sangue proviniente da
medula éssea, primeiramente é necessario fazer o estudo morfologico, que inclui a
observacdo da morfologia e da quantidade de blastos na medula éssea (>20%).
Além da observacdo das caracteristicas morfolégicas dos blastos, € possivel
também a realizacdo da coloracdo citoquimica, que apesar dos progressos da
imunofenotipagem, as reacdes citoguimicas ainda sdo Uteis no diagnostico das
LMAs, pois elas auxiliam na identificacdo da origem mieloide/monocitica dos blastos.
Embora a morfologia continue sendo o fundamento para o diagnéstico, técnicas
adicionais, incluindo imunofenotipagem, avaliacdo citogenética e estudos de

genética molecular, tornaram-se essenciais e, em alguns casos especificos, sdo
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ferramentas complementares obrigatérias (Da Silva et al., 2006; Haferlach &
Schmidts, 2020, INCA).

Em 1976 o Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB)
desenvolveu um sistema de classificacdo da leucemia mieloide aguda que levou em
consideracao apenas as caracteristicas morfolégicas e citoquimicas convencionais.
Esta classificacao € baseada no reconhecimento do tipo da linhagem acometida pelo
clone leucémico e pelo seu grau de maturacdo. Inicialmente, esta classificacao
separou as leucemias mieloide agudas em 6 subtipos diferentes: LMA M1, M2 e M3
(linhagem granulocitica), LMA M4 (granulo-monocitica), LMA Mb5a e M5b
(monocitica) e LMA M6 (eritroide). Mais tarde, entre os anos de 1985 a 1991 esta
classificacdo foi atualizada, pois além das caracteristicas morfologicas e
citoquimicas dos blastos, esta classificacdo incluiu a imunofenotipagem como
método de diagnadstico, e com isso foram adicionados mais dois subtipos: a LMA M7
(megacariocitica) e a LMA MO (minimamente diferenciada), pois apenas observando
a morfologia e a citoquimica ndo era possivel distinguir estes dois ultimos subtipos
(BENNETT, 1985; Bennett et al., 1976, 1991; K. Hassan et al., 1993; Walter et al.,
2013).

Entretanto, a classificacdo FAB tornou-se progressivamente obsoleta
por nao incorporar o0s achados citogenéticos e moleculares relevantes a
fisiopatogenia da doenca. Dessa forma a classificacio FAB forneceu uma
terminologia comum e util, porém limitada em significado biologico, prognéstico e
terapéutico (Benicio & Rego, 2013)

Sendo assim em 2001, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
propds uma nova classificacdo da LMA incorporando os achados genéticos
(citogenéticos e moleculares) e introduziu importantes correlacdes prognoésticas.
Nesta classificacdo, a LMA foi dividida em 4 subgrupos: LMA com anormalidades
citogenéticas recorrentes, LMA com displasia de multiplas linhagens, LMA
relacionada ao tratamento e LMA nao categorizavel. Em 2008 a classificacdo da
OMS foi atualizada, ampliando o numero de entidades com translocacfes
cromossOmicas recorrentes e incluiu duas entidades provisérias caracterizadas por
mutacdes genéticas, LMA com mutacdo no NPM1 e LMA com mutacdes CEBPA
(Heerema-McKenney & Arber, 2009; Vardiman et al., 2002).

Mais tarde, em 2016 houve uma nova atualizacdo na classificacao

da OMS, sendo adicionadas mais duas novas entidades provisorias: LMA com BCR-
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ABL1, capaz de guiar a terapia dos pacientes com um inibidor de tirosina quinase; e
LMA com mutacdo no RUNXI1, que estd possivelmente relacionado a um pior
prognéstico (Arber, 2019).

Tabelal: Classificaggo OMS (2016) para a LMA e neoplasias relacionadas.
Adaptado de Arber et al. (2016)

Leucemia mieloide aguda e neoplasias relacionadas
LMA com alteracdes genéticas recorrentes
LMA com t(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
LPA com PML-RARA
LMA com t(9;11)(p21.3;g23.3); MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
LMA com inv(3)(g21.3926.2) ou 1(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
Entidade temporéaria: LMA com BCR-ABL1
LMA com NMP1 mutado
LMA com mutacdes bialélicas de CEBPA
Entidade temporéaria: LMA com RUNX1 mutado
LMA com mudancas relacionadas a mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas com a terapia
LMA nao categorizada nos itens anteriores
LMA com diferenciagdo minima
LMA sem maturacao
LMA com maturacao
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica aguda
Leucemia eritroide pura
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda

Pan-mielose aguda com mielofibrose
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Sarcoma
Proliferacdes mieldides relacionadas a sindrome de Down
Mielopoese anormal transiente

Leucemia miel6éide associada com sindrome de Down

2.5 FATORES PROGNOSTICO NA LMA

A avaliacdo precisa do progndstico é fundamental para o manejo da
LMA, pois é necessério estratificar os pacientes de acordo com o risco de resisténcia
ao tratamento ou mortalidade relacionada ao tratamento (TRM). Dessa forma os
fatores progndsticos auxiliam na orientacéo da escolha entre o tratamento padréo ou
aumento da intensidade desse tratamento, ajudam também a prever se o paciente
se beneficiara mais da quimioterapia de consolidagéo ou do transplante alogénico de
células-tronco hematopoiéticas (De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016).

Os fatores prognosticos podem ser subdivididos em dois grupos: o
primeiro que compreende aos fatores relacionados as caracteristicas do paciente e
ao seu estado geral de saude; e o segundo grupo corresponde aos fatores
relacionados com as caracteristicas particulares do clone leucémico. Os fatores do
primeiro grupo estdo mais associados a mortalidade relacionada ao tratamento
(TRM) e torna-se mais importante a medida que a idade do paciente aumenta,
enquanto que os fatores do segundo prediz resisténcia a terapia convencional
(Déhner et al., 2010).

Entre os fatores relacionados ao paciente a idade avancada € um
dos fatores de risco mais fortes para um desfecho ruim na LMA. Isso ocorre devido
ao fato dos pacientes idosos com LMA geralmente possuirem outras comorbidades e
por terem status de desempenho reduzido. Além disso, esses pacientes podem
possuir aberracfes citogenéticas mais frequentes e muitas vezes a LMA é
secundaria a sindromes mielodisplasicas (SMD) ou a neoplasias mieloproliferativas
(NMP) (Hecker et al., 2018; Liesveld, 2012).

Embora existam muitos fatores com significado progndstico bem
estabelecido na LMA, aqueles que sdo considerados mais importantes, além da
idade, inclui a contagem de leucdcitos (WBC), pois os pacientes com o WBC acima

de 100.000 possuem um quadro chamado de hiperleucocitose que prediz um pior
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prognostico, pois esses pacientes cursam com uma menor taxa de remissdo
completa e de sobrevida livre de doenca e uma maior taxa de mortalidade. Além da
idade e do WBC, os outros fatores prognosticos importantes sdo o status de
desempenho, a funcdo do O6rgdo/comorbidades, o tipo de LMA (de novo vs.
secundaria), o cariétipo e a presenca de mutacdes moleculares (Ganzel & Rowe,
2011; Liesveld, 2012).

De acordo com a classificacdo atual da OMS, é necessario busca de
defeitos genéticos em pacientes com LMA, pois a depender do tipo do defeito é
possivel ndo so6 identificar o subtipo da LMA, auxiliando no diagnéstico, mas €&
possivel também que essas alteracBes citogenéticas sejam utilizadas como
ferramentas para a estratificacdo de risco (Prada-Arismendy et al., 2017).

Cerca de 45% das leucemias agudas tém um cariétipo com alguma
alteragdo cromossomica recorrente, e cerca de 15% tém 3 ou mais anormalidades
citogenéticas (caridtipo complexo). Mesmo com o avancgo das pesquisas e busca por
marcadores moleculares de progndstico, 0os estudos citogenéticos permanecem
como indicador prognostico extremamente importante, pois € possivel classificar o
prognostico dos pacientes com LMA de acordo com as alteracbes cromossémicas
em trés grupos: o grupo de risco favoravel que inclui a leucemia promielocitica
aguda com t(15;17) e € o unico subtipo de LMA que é associado a uma terapia
especifica (acido trans-retindico (ATRA)). Leucemias mieloides agudas com t(8;21)
ou inv(16)/t(16;16) também tendem a estar na categoria de risco favoravel, mas sao
tratados com 0s mesmos agentes que todos o0s outros subtipos (citarabina,
doxirrubicina). O grupo de risco adverso inclui t(6;9), inv(3)/t(3;3) e cari6tipo
complexo. Casos com multiplas alteracdes tendem a ser observados em pacientes
mais velhos e tém um progndéstico extremamente ruim. Casos com alteracéo
citogenética que nao pertencem ao grupo de prognostico favoravel, bem como os
casos sem alteracBes citogenéticas (LMA-CN) estdo incluidos no grupo de
prognostico intermediario. O risco geral no grupo de LMA-CN é intermediario, no
entanto, o resultado em casos individuais varia consideravelmente e esta
relacionado em parte a presenca ou auséncia de anormalidades moleculares
especificas (Betz & Hess, 2010; Marchesi et al., 2011; Mrozek et al., 2001).

Cerca de 40% dos casos de LMA tém cariotipo normal e pertencem
ao grupo de progndstico intermediario. Esses pacientes apresentam uma significante

heterogeneidade clinica e 0 uso de marcadores moleculares pode ser empregado
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como estratégia para estratificacdes subjacentes. O significado prognostico para
este grupo (LMA-CN) tém sido consistentemente demonstrado para mutacées nos
genes NPM1, CEBPA e FLT3 sozinhos ou em combinagcdo em pacientes adultos
mais jovens (Dohner et al., 2010; Ganzel & Rowe, 2011; Grossmann et al., 2012).

Pacientes com LMA-CN abrigando duplicagdo in tandem interna
(ITD) do gene FLT3 possui um progndstico inferior em comparagdo com 0S casos
sem FLT3-ITD. Aproximadamente 40% de pacientes com mutacdes NPM1 também
carregam FLT3-ITD, e multiplos estudos mostraram que o genétipo com mutacéo no
NPM1 e auséncia de mutacdo no gene FLT3-ITD representa um marcador
prognéstico favoravel. Pacientes com LMA-CN com mutac6es no CEBPA constitui
um outro subconjunto que tém sido associado com prognéstico favoravel. Os dados
de sobrevida sdo muito semelhantes aos dos pacientes com LMA com NPM1
mutado sem FLT3-ITD. Entretanto, permanece o questionamento se a presenca de
mutacdo no FLT3-ITD impacta no progndstico em pacientes com CEBPA mutante
(Déhner et al., 2010).

Existem outros marcadores, como por exemplo, as mutagées nos
genes IDH1/2, DNMT3A e WT1, que ainda apresentam um efeito prognostico
obscuro nos pacientes com LMA, merecendo maiores estudos para elucidar seus
efeitos no desfecho desses pacientes, bem como, seu papel na leucemogénese
mieloide (Dohner et al., 2017).

2.6 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENE WT1

O gene WT1, que recebe esse nome devido seu papel no tumor de
Wilms, esta localizado no cromossomo 11p13 e codifica um fator de transcricdo com
um dominio N-terminal (exons 1 a 6) e um dominio C-terminal contendo quatro
dominios de dedo-de-zinco (exons 7 a 10) (figura 5) (A. Renneville et al., 2011;
Stefanidis & Querfeld, 2011).

Figura 5 — Estrutura do gene e da proteina WT1
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Estudos funcionais do WTL1 revelaram papéis contraditérios, como
um gene supressor tumoral em alguns estudos e como um oncogene em outros. A
proteina funciona como um potente fator de transcricdo para genes envolvidos com
0 crescimento celular e metabolismo. Embora seu papel na hematopoese normal
ainda ndo esteja claro, a disfuncdo do WT1l é considerada para promover
proliferacao celular e dificultar a diferenciacéo celular (Yang et al., 2007).

O gene WT1 interage com uma variedade de outras proteinas. Entre
elas estdo a p53, que o WTL1 estabiliza e desempenha um papel na prevencao da
apoptose. O WT1 também se liga a proteina de choque térmico 90 e STATS3,
resultando em um aumento da proliferacdo de células tumorais de Wilms. Mais
recentemente, foi demonstrado que o gene WT1 interage com a epigenética
modificadores TET2 e TET3 em leucemias mieloides agudas (Rampal & Figueroa,
2016).

2.7 GENE WT1 NA LMA

O gene WT1 se encontra superexpresso nas leucemias mieloides e
nas linfoides da mesma forma. A superexpressdo tém sido descrita nas crises
blasticas mieloides e linfoides da LMC (mas nao na fase crbnica da LMC), e na

sindrome mielodisplasica (SMD). No entanto, apesar de ambas as malignidades
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hematoldgicas abrigarem a super expressdo do WT1, este fendbmeno tém sido mais
estudado na LMA. O WT1 se encontra superexpresso na maioria dos pacientes com
LMA. Na SMD, a superexpressao esta associada com maior contagem de blastos e
um risco aumentado de progressao para a LMA. Vérios estudos demonstraram que
estes niveis aumentados de WT1 na LMA estdo associados a resisténcia a terapia, a
uma maior incidéncia de recidiva e a uma menor sobrevida global (Rampal &
Figueroa, 2016).

Em um estudo, os blastos de 139 pacientes com LMA com menos
de 60 anos tratados com quimioterapia tipica foram avaliados para os niveis de
transcricdo de WT1. A probabilidade de trés anos de sobrevida global foi de 59% em
pacientes com baixa expressdo de WT1 e 21% em pacientes com niveis elevados
de WTL1 (p=0,046) (Yang et al., 2007). No entanto, esses estudos contrastaram com
as observacbes feitas por Schimid e colaboradores onde em 125 pacientes com
LMA de novo, os niveis de RNA do WT1 né&o se correlacionaram com a sobrevida
livre de doenca e remissao clinica. Essa discrepancia pode ter ocorrido devido as
diferencas de metodologias da medicdo de WT1, diferencas na populacdo de
pacientes tratados ou ainda na intensidade dos esquemas utilizados (Schmid et al.,
1997; Yang et al., 2007).

Algumas mutacOes somaticas recorrentes no gene WT1 ocorrem em
aproximadamente 5-15% dos pacientes com LMA de novo e podem estar
associadas a pacientes mais jovens, a presenca de mutacées no FLT3-ITD e no
CEBPA. Em uma analise multivariada envolvendo 470 pacientes com LMA de novo
(excluindo a leucemia promielocitica aguda) foi demonstrado que as mutacées no
gene WT1 estavam associadas a piora na sobrevida global e na sobrevida livre de
doenca (Rampal & Figueroa, 2016).

Diversas mutacdes no gene WT1 foram descritas na LMA, essas
mutacbes ocorrem primariamente nos éxons 1, 7 e 9. Estas muta¢des incluem
substituicdes, delecbes e insercdes de base. A grande maioria dessas mutacdes
resulta na criacdo de cédons de parada e mudancas na matriz de leitura, resultando
na perda de funcdo e expressao de uma proteina truncada sem o dominio de dedo
de zinco, acarretando a perda da capacidade de ligagdo ao DNA ou até a perda
completa da expressdo da proteina WT1. Mutagdes no TET2 e IDH1/2 sdo ambas
exclusivas da LMA e este mutante TET2/IDH na LMA é caracterizada por um

fendtipo comum de hipermetilacdo de DNA. TET2 é um membro da familia de
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proteinas TET que catalizam a conversdo de 5-metilcitosina (5-mC) a 5-
hidrometilcitosina (5-hmC). Mutacbes no WT1 sao fortemente correlacionadas com
as mutacdes no TET2 e IDH1/2, levando a hip6tese de que as mutacbes no WT1
também podem corresponder a um subgrupo de LMAs caracterizadas por baixos
niveis de 5-hmC, e além disso, que o0 WT1 pode ter um papel nesta via epigenética
(Rampal & Figueroa, 2016).

2.8 SNP WT1RS16754

A sequéncia de DNA nuclear é aproximadamente 99,5% idéntica
entre dois seres humanos nao aparentados (NUSSBAUM, 2016). Em determinadas
localizacdes do cromossomo (loci) pode haver variabilidade na sequéncia do DNA.
Se a variacao é encontrada em uma frequéncia superior a 1% da populacéo, essas
variacfes sdo denominadas de polimorfismos (Rocha, 2007). A forma mais simples
de polimorfismo entre os individuos é a substituicdo de um Unico nucleotideo por
outro. Esse tipo de mudanca € chamado de "polimorfismo de nucleotideo uUnico"
(SNP) e é mais comum do que outros tipos de polimorfismos. Esses mudancas
simples sdo consideradas estaveis e ndo deletérias. De acordo com um relatério
publicado, 50% dos SNPs ocorrem nas regides nao codificantes, 25% levam a
mutacbes missense, e 0s 25% restantes sdo mutacoes silenciosas. Esses SNPs
silenciosos também sdo chamados de “SNPs sinénimos” porque eles nao alteram a
aminoacidos codificados (Shastry, 2009).

Novas evidéncias indicam que os SNPs sindnimos podem ter um
papel importante na alteracdo de fendtipo. Diversos mecanismos como alteracfes da
estrutura e estabilidade do RNAm, alteracdes nos sitios de ligacdo de micro-RNA,
splicing alternativo e mudancas na cinética de traducdo tém sido propostos para
explicar como os SNPs sindnimos podem alterar a estrutura ou a atividade da
proteina (Sauna et al., 2007).

O SNP WT1 rs16754 esta localizado no exon 7 do gene WT1 e
consiste em uma mudanca de nucleotideo adenina (A) em guanina (G). A presenca
dos genotipos variantes WT1 GG e WT1 AG tém uma incidéncia entre 26 e 36% em

pacientes caucasianos. Um estudo recente de Petit e colaboradores enfatizou a
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possibilidade de impacto significativo no desfecho de pacientes com LMA que
possuem o SNP WT1 rs16754 (Petiti et al., 2018).

O SNP WT1 rs 16754 é considerado para ser um possivel SNP
regulador e estd associado ao desbalanco alélico na expressao génica, sendo o
alelo variante G superexpresso em comparacdo com o alelo selvagem A.
Adicionalmente o codon variante CGG, resultado do SNP WT1 rs16754, é usado
duas vezes mais frequentemente do que o cddon selvagem CGA para codificar a
arginina (explicar isso melhor!). (A. Renneville et al., 2011). De acordo com o site
Ensembl de gendmica comparativa, o polimorfismo rs16754 do gene WT1 possuli
uma frequéncia de 33% na populagdo mundial, 12% na populacdo Africana, 32% na
populacdo Americana, de 70% no leste da Asia e de 41% no sul deste continente, e

de 17% na populacéo Européia.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto do polimorfismo de nucleotidio Unico rs16754 do
gene WTL1 no desfecho clinico de pacientes com leucemia mieloide aguda, bem

como 0 seu envolvimento no risco para a LMA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a frequéncia do polimorfismo WT1 rs16754 em voluntarios
saudaveis e em pacientes com LMA de novo excluindo a leucemia
promielocitica aguda (LPA).

2. Determinar o significado progndstico do polimorfismo WT1 rs16754 para 0s
pacientes com LMA de novo excluindo a LPA, utilizando algumas medidas
como a sobrevida global (SG), sobrevida livre de doenca (SLD), taxa de
remissdo completa e taxa de recaida como desfecho.
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4 METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA E TRATAMENTO

Este estudo de caso e controle foi submetido aos Comités de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (N° do
parecer: 2.412.470) Anexo A (Parecer 1), da Fundacdo HEMOPE/PE (N° do parecer:
2.644.746) Anexo B (Parecer 2), do Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP) (N°
do parecer: 2.656.851) Anexo C (Parecer 3) e do Instituto de Medicina Integral
Professor Fernando Figueira (IMIP) (N° do parecer: 3.195.996) Anexo D (Parecer 4).
As coletas de amostra e de dados de prontuario iniciaram-se ap0s a aprovacao do
projeto pelo comité de ética dos respectivos hospitais e foi desenvolvido obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na resolugédo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS).

Foram incluidas neste estudo amostras consecutivas de pacientes
adultos com LMA de novo, excluindo pacientes com leucemia promielocitica aguda
(LPA), diagnosticados de marco de 2010 a junho de 2017 e acompanhados no
HEMOPE, no HCP e no IMIP, seguindo os critérios de classificacdo/diagnostico
preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Outra coorte de pacientes
LMA, ndo LPA, atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto também foi incluida. Foram incluidos nesse estudo 195 pacientes
com LMA de novo da populacdo de Recife/PE e 42 pacientes de Ribeirdo Preto/SP,
constituindo um total de 237 pacientes. O material de escolha dos pacientes com
LMA foram amostras de medula 6ssea (MO) e/ou sangue periférico (SP). Foi
utilizado somente o material excedente aquele utilizado ao diagndstico, com
autorizacdo prévia dos participantes apés leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os pacientes foram maiores de 18 anos e
submetidos ao esquema de tratamento 3+7, como descrito anteriormente
(Melchionda et al., 2013) (Lima et al. 2015). Foram incluidas, também, amostras de
SP, de 197 voluntarios saudaveis do Hospital das Clinicas (sem historico de doenca
hematoldgica ou oncoldgica), de ambos os sexos e com idade entre 18 e 90 anos.
Foi utilizado apenas o material excedente aquele utilizado para exames de rotina no

Laboratorio do Hospital das Clinicas, com autorizacdo prévia dos participantes ap6s



32

leitura e consentimento do TCLE.

4.2 ANALISES MOLECULARES

As analises moleculares foram realizadas no setor de Hematologia
do LabCen/CB/UFPE. A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos
leucécitos totais de pacientes com LMA de novo e de voluntarios saudaveis,
seguindo a técnica de fenol-cloroférmio modificado (Davis et al. 1986). A
genotipagem foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real por
discriminacdo alélica utilizando o sistema TagMan®que consiste em sondas
marcadas com fluorbcromos desenhadas especificamente para serem
complementares a cadeia de oligonucleotideos. Os primers e sondas que foram
utilizados para pesquisa do WT1 SNP rs16754 estdo disponiveis para o uso de
carater cientifico no site (https://products.appliedbiosystems.com - ID:
C__ 12034416 _10). As reacdes de qPCR foram realizadas no aparelho Rotor Gene
6000TM (CorbettResearch, Australia). Além das associacdes prévias com a LMA, foi
utilizado como critério de selecdo para o polimorfismo WT1 rs16754 o MAF (do
inglés, minor allele frequency) superior a 10% em populacfes contribuintes para a
miscigenacao da populacéo brasileira (Africana:12% e Europeia: 17%) Disponivel no
site(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=11:323
95899-32396899;v=rs16754;vdb=variation;vf=164442142).

4.3 DESFECHO

O seguimento dos pacientes foi censurado/atualizado em dezembro
de 2018. Os pacientes em que o seguimento foi perdido foram censurados na ultima
data em que sabidamente estavam vivos. Os pacientes foram submetidos ao
esquema quimioterapico “3+7" que consiste em: 1. Indug¢do de remissao: um ou dois
ciclos de daunorrubicina 60mg/m?/dia por trés dias (D1 a D3), associado de Ara-C

100 ou 150 mg/m?/dia em infusdo continua por 7 dias (D1 a D7) e 2. Consolidacéo e


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=11:32395899-32396899;v=rs16754;vdb=variation;vf=164442142
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intensificagdo: dois ou trés ciclos de altas doses de Ara-C 3g/m?/dia. A mortalidade
precoce foi definida como morte nos primeiros 30 dias ap0s o diagnéstico. A
remissdo completa (RC) foi definida como aspirados de medula Ossea
normocelulares, contendo menos de 5% de blastos leucémicos e com evidéncias de
maturagdo normal dos outros elementos, bem como a nao visualizagdo de blastos
leucémicos circulantes ou evidéncia de leucemia extramedular. Recaida foi definida
como a presenca de 5% ou mais de blastos na medula 6ssea, presenca de blastos
leucémicos circulantes no sangue periférico, ou o desenvolvimento de leucemia
extramedular. Sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD) foram
calculadas usando o método Kaplan-Meier. SG refere-se ao tempo compreendido
entre o diagndstico e o Obito/censura. SLD é o tempo entre a remissdo completa e a

recaida ou Obito/censura.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software SPSS
Statistics 19.0 e GraphPad Prismba. As variaveis continuas, inicialmente, foram
submetidas ao teste de Kolmogorov-smirnov (KS), a fim de analisar se a variavel
apresentava distribuicdo normal (DN). Para as variaveis que apresentaram DN, a
comparacao entre 0s grupos propostos foi realizada utilizando o teste T néo
pareado. Para as varidveis que ndo apresentavam DN, a comparacdo entre 0s
grupos propostos foi realizada utilizando o teste Mann-Whitney. As variaveis
categoricas foram comparadas entre os grupos utilizando o teste Chi-quadrado ou o
teste exato de Fisher. As probabilidades estimadas, a média e a mediana para
curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e o teste de log-
rank, utilizado para comparar as diferencas entre as curvas. Valores de P menores

ou iguais a 5% foram considerados significativos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS DE CASO E CONTROLE
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No estudo de associagdo do polimorfismo WT1 rs16754 ao risco
para a LMA, o grupo caso foi constituido de 195 pacientes com LMA de novo, dos
quais 105 foram do sexo feminino e 90 do sexo masculino, com uma mediana de
idade de 45 anos. O grupo controle foi constituido de 197 individuos sem histérico
de doenca hematolégica ou oncolégica, os quais 106 foram do sexo feminino e 91
do sexo masculino e com uma mediana de idade de 58 anos. O grupo controle foi
pareado por idade e sexo com o grupo caso (Figura 6). Entretanto houve uma
dificuldade amostral no pareamento do grupo caso com o controle com relacédo a
idade, (Tabela 2) (sexo p=1,00; idade p=0,91). Neste estudo de caso e controle nédo
foi incluida a coorte de Ribeirdo Preto, pois os controles foram constituidos apenas

pela populacdo de Recife.

Tabela2: Distribuicdo das frequéncias de sexo e idade entre 0s casos e 0s controles

Controle Caso P-Value
n= 197 (Freq) n=195 (Freq)
Sexo - - 1,00 *A
Mulheres 106 (53,8%) 105 (53,8%) -
Homens 91 (46,2%) 90 (46,2%) -
Idade,Mediana (intervalo) 56 (20-85) 45 (18-90) 0,918
Dados perdidos (idade) 1 9 -

*A: Teste exato de Fisher, *B: Teste de Kruskal-Walis.

Figura 6: Pareamento das idades do grupo caso com o grupo controle
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A Tabela 3 mostra as frequéncias alélicas do alelo selvagem A e do
alelo variante G e as frequéncias genotipicas, utilizando o modelo codominante AA X
AG x GG e o0 modelo dominante AA x AG+GG, dos controles e dos pacientes com
LMA. O modelo que melhor representou nossos resultados foi 0 modelo dominante.
Foi observado que houve uma maior frequéncia do alelo variante (G) no grupo caso
(24%) em relacao ao controle (16%) (OR=1,56; p= 0,016).

Houve também uma maior frequéncia do gendtipo com ao menos
um alelo variante (AG+GG) no grupo caso (42%) em relacdo ao controle (28%)
(OR=1,83;p=0,006). Dessa forma, é provavel que haja um risco aumentado para a
LMA na presenca do alelo variante. Entretanto, o que pode ter dificultado a
observacéao do risco aumentado utilizando o modelo codominante foi 0 baixo nimero
de pacientes e controles que possuiam o genotipo GG, sendo assim, € possivel que
exista também um risco aumentado para a LMA utilizando o modelo codominante,
mas que nao fomos capazes de identificar por causa da baixa freqiéncia do

gendotipo variante homozigoto GG.

Tabela 3: Distribuicdo das frequéncias dos alelos e gendétipos do SNP rs16754 do gene WT1

Controle Paciente LMA OR (IC 95%) P-Value
Alelo n= 3% n=390 (Freq) - -
A 329 (0,84) 298 (0,76) Referéncia -
G 65 (0,16) 92 (0,24) 1,56 (1,1-2,23) 0,016 *A
Gendtipo n=197 n=195 (Freq) - -
Codominante
AA 141 (0,72) 113 (0,58) Referéncia -
AG 47 (0,24) 72 (0,37) 1,91 (1,23-2,98) 0,005 *B
GG 9 (0,04) 10 (0,05) 1,39 (0,54-3,53) 0,634 B
Dominante
AA 141 (0,72) 113 (0,58) Referéncia -
AG+GG 56 (0,28) 82(0,42) 1,83 (1,2-2,79) 0,006 *C

*A: Teste exato de Fisher, *B:Teste Qui-quadrado, *C: Teste exato de Fisher.

O produto do gene WT1 desempenha varios e importantes papéis na

biologia celular, como proliferacdo, diferenciagdo, apoptose e desenvolvimento de
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tecidos (Yu et al.,, 2020). O WT1 SNP rs16754 é considerado como um SNP
regulador estéd associado ao desequilibrio alélico na expressao génica, sendo o alelo
variante superexpresso em comparacdo com o alelo selvagem (A. Renneville et al.,
2011).

A expressdo do WT1 é detectada na maioria dos pacientes com LMA. Foi
hipotetizado que esta alta expressao de WT1 originou-se de uma alta populacdo de
células leucémicas; no entanto, ndo foi confirmada uma correlacédo direta entre a
porcentagem de blastos ou positividade de CD34 e a expresséo de WT1. A alta
expressdo de WT1 ndo pode ter se originado apenas do grande numero de blastos
leucémicos na amostra, pois a porcentagem de blastos ao diagnéstico varia de 20%
a 100%. Assim, os pesquisadores especularam que os niveis de expressao de WT1
refletiriam as diferengas bioldgicas na LMA em cada paciente (Hidaka et al., 2018).

Um estudo de Chen e colaboradores avaliaram o SNP WT1 rs16754 em
criangas chinesas com LMA demonstrou que ndo houve um risco aumentado para a
LMA, pois ndo houve diferenca significante nas frequéncias genotipicas entre 0s
controles e casos. Além disso, Damm e colaboradores também demonstraram que
as frequéncias genotipicas dos casos e dos controles adultos foram similares, nédo
havendo um risco aumentado para a LMA. Entretanto, um estudo de Phoenix A. Ho
demonstrou que ha diferencas significantes nas frequéncias genotipicas
dependendo da origem étnica da populacao estudada. Sendo assim, a discordancia
entre 0 nosso estudo e estes outros pode ter ocorrido devido a variagcdo genética
entre as populacbes estudadas (Chen et al., 2012; Damm et al., 2010; Ho et al.,
2011).

5.2 ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO RS16754 DO GENE WT1 cowm
VARIAVEIS CLINICO-LABORATORIAIS E DESFECHO CLINICO DOS PACIENTES COM LMA

Para as andlises de sobrevida foram incluidos 148 pacientes, sendo
106 da coorte Recife e 42 da coorte de Ribeirdo Preto. Em ambas as coortes os
pacientes foram submetidos ao esquema quimioterapico “3+7” (Lima et al, 2015). Os
106 pacientes foram caracterizados de acordo com a idade, o sexo, 0s subtipos da
FAB, as anormalidades citogenéticas, a estratificagdo de risco citogenético segundo

os critérios do Medical Research Council (Grimwade et al., 2010), as muta¢des nos
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genes FLT3 e NPM1, o risco molecular, a contagem de blastos na medula dssea, a
contagem de leucdcitos e plaguetas e dosagem de hemoglobina no sangue
periférico. Dos 42 pacientes de Ribeirdo Preto, todos foram incluidos nas andlises de
sobrevida e foram caracterizados de acordo com a idade, o sexo, 0s subtipos da
FAB, as anormalidades citogenéticas, a estratificacdo de risco citogenético segundo
os critérios do Medical ResearchCouncil (Grimwade et al., 2010), as muta¢des nos
genes FLT3 e NPM1 e o risco molecular. Ndo estavam disponiveis os dados de
contagem de leucocitos e plaquetas e a dosagem de hemoglobina destes 42
pacientes. A analise citogenética foi realizada em 103 pacientes, entretanto em 15
pacientes ndo foram obtidas metafases satisfatérias para as andlises. Dos 88
pacientes com resultado satisfatorio da analise citogenética, 40 (39%) apresentaram
cariotipo normal, condizendo com a frequéncia em torno de 40% entre as LMA de
novo relatadas na literatura (Tabela 3) (D6hner et al., 2017; Grimwade et al., 2010).

Em relagdo ao polimorfismo SNP rs16754 do gene WT1 e sua
associacdo com os dados clinicos e laboratoriais, escolnemos o0 modelo dominante
para as analises, pois foi o que melhor representou nossos resultados. Foi
observado que ndo houve associacdo do polimorfismo com nenhuma das variaveis
clinico e laboratoriais analisadas (Tabela 4), o0 que esta de acordo com os achados
da literatura (Chen et al., 2012; Damm et al., 2010; Petiti et al., 2018b; Toogeh et al.,
2016).

Entretanto, o estudo de Phoenix A. Ho e colaboradores demonstrou
gue nao houve diferencas significativas para sexo, idade, mediana da contagem de
blastos no diagndéstico, mediana da contagem de leucécitos no diagnéstico ou
subtipo FAB entre pacientes SNP-positivos e SNP-negativos (Ho et al.,, 2011).
Contudo, este estudo encontrou diferencas significativas na distribuicao racial desse
polimorfismo , pois 0 WT1 SNP rs16754 ocorreu com a maior frequéncia em
pacientes de ascendéncia asiatica (66%) e hispanica (42%) e foi menos frequente
em pacientes brancos (24%) e afro-americanos (22%) (Ho et al., 2011). Um outro
estudo de Petiti e colaboradores encontrou uma tendéncia de uma maior frequéncia
de mutacdo no FLT3 em pacientes com o0 gendtipo contendo pelo menos uma alelo
mutado (AG+GG) (Petiti et al., 2018a).

Tabela 4: Caracterizacao dos 148 pacientes com LMA de novo submetidos ao tratamento "3+7"
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WT1 SNP rs16754 (modelo dominante) 4
Todos AA AG+GG
N % N % N %
Idade, média (intervalo) 43(18-70) 42 (18-70) 43 (18-70) 0,14
Sexo 0,53
Mulheres 72 48,6 47 31,7 25 16,9
Homens 76 51,4 49 33,1 27 18,2
Subtipos da FAB 0,85
Mo 9 6,8 4 30 5 38
M1 21 16,0 14 10,6 7 53
M2 46 34,8 31 23,5 15 11,4
M4 44 333 28 21,2 16 12,1
M5 7 53 5 38 2 1,5
M6 5 38 3 23 2 1,5
Anormalidades Citogenéticas 0,33
Cariétipo normal 40 39,0 26 25,2 14 13,5
t(8;21)(q22;q22)/RUNX1-RUNX1T1 12 11,6 7 6,7 5 48
inv(16)(p13;q22)t(16;16)(p13;q22)/ CBFB/MYH11 6 58 4 39 2 2,0
Trissomia 8 3 3,0 0 0,0 3 3,0
Cariétipo complexo 12 11,6 9 8,8 3 3,0
Anormalidades 11923 2 2,0 2 2,0 0 0,0
1 Sem metafase 15 14,5 11 10,6 4 39
Outros 13 12,6 9 838 4 38
2Estratificagio de risco citogenético 0,53
Favoravel 18 20,5 1 12,5 7 8,0
Intermediario 53 60,2 33 375 20 22,7
Desfavoravel 17 19,3 13 14,8 4 45
FLT3-ITD 0,36
Mutado 29 20,2 20 14,0 9 6,3
Nao mutado 114 79,8 72 50,3 42 29,4
Mutagdes no NPM1 0,27
Mutado 37 25,0 26 17,5 11 74
Nao mutado 111 75,0 70 47,2 41 28,0
3Grupo de risco molecular 0,29
Grupo de baixo risco 21 15,2 15 10,9 6 43
Grupo de alto risco 117 84,8 73 52,9 44 31,9
Blastos na MO,média 62,3 60,6 64,4 0,94
Intervalo 13-97 20-97 13-97
WBC (x10%L), mediana 42900 34200 49000 0,41
Intervalo 600- 1200- 600-
300000 300000 285700
Hemoglobina (g/dL), média 7,9 8,1 7,6 0,37
Intervalo 3-12 3-12 5-12
Plaquetas (x109%L), mediana 76466,6 42000 61000 0,17
Intervalo 4000- 4000- 8000-
404000 404000 235000

FAB: classificagdoFrench-American-British; WBC: White blood cells; FLT3-ITD: internal tandem
duplication of the FLT3 gene; NPM1: nucleophosmin. Dados perdidos foram excluidos do célculo dos
P-valores. INenhuma metéafase detectada.?0Os grupos de risco citogenético foram definidos de acordo
com o Medical ResearchCouncil (MRC).% O grupo de alto risco molecular foi definido como NPM1 n&
mutado/ | T3-|TDnesatve, NPMNée mutado/E| T3-[TDPOstV, oy NPM1™tado/FLT3-ITDPS™o-Ogrupo de baixo
risco molecular foi definido pela presenca de qualquer mutacdo no NPMle pela auséncia de
mutacdes no FLT3-ITD.

A mediana de seguimento do estudo foi de 270 dias. Em cinco anos,
A sobrevida global isolada dos 106 pacientes da coorte de recife e dos 42 pacientes
da coorte de ribeirdo Preto com LMA de novo foi de respectivamente 10,1% e 21,9%
(figura 7), essa diferenca nado foi estatisticamente significante (p=0,76). A SG
estimada dos 148 pacientes com LMA de novo, foi de 15,9% (Figura 8A). A taxa de
mortalidade nos trés primeiros meses foi de 29,7%. Os pacientes que apresentavam
ao menos um alelo variante (AG+GG) apresentaram uma SG estimada em 5 anos

(SG-5 anos) de 18,7%, engquanto que 0s pacientes com genoétipo selvagem
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apresentaram uma SG-5 anos de 14,8%. Entretanto, essa diferengca nédo foi

estatisticamente significante (p=0,65) (Figura 9A).

Figura 7: Probabilidade da sobrevida global dos148 pacientes com LMA de novo que

realizaram o tratamento "3+7" comparando a coorte de Recife com a de Ribeirdo Preto
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Figura 9A: Probabilidade da sobrevida global (SG) de 148 pacientes com LMA de novo que

realizaram o tratamento 3+7 e que tiveram seus genotipos comparados pelo modelo dominante
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Dos 148 pacientes incluidos para as analises de sobrevida 92
alcancaram a remissao completa (63,4%). A Tabela 5 mostra que, houve uma
tendéncia para uma maior taxa de remissdo completa do grupo com ao menos um
alelo variante em relacdo ao grupo selvagem, entretanto essa diferenca nao foi
estatisticamente significante (p=0,08).

Em cinco anos a sobrevida livre de doenca dos 92 pacientes
incluidos nessas analises foi de 23,9% (Figura 8B). Os pacientes com a0 menos um
alelo variante apresentaram uma SLD estimada em 5 anos de 24,2%, enquanto 0s
pacientes com o0 genaétipo selvagem apresentaram uma SLD estimada em 5 anos de
25%. Entretanto, essa diferenca nédo foi estatisticamente significante (p=0,92) (Figura
9B).

Tabela 5: Taxa de remissdo completa entre os geno6tipos AA versus AG+GG dos 148 pacientes
incluidos nas analises de desfecho clinico.

AA AG+GG P-Value
n=95 (Freq.) n=50 (Freq.)
Remissao completa - - 0,08
Néo 39 (0.37) 14 (0,25)
Sim 56 (0,63) 36 (0,75)

Dados perdidos 1 2
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Figura 8B: Probabilidade da sobrevida livre de doeng¢a dos 92 pacientes com LMA de novo que

alcangaram a remisséo completa.
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Figura 9B: Probabilidade da sobrevida livre de doenca (SLD) de 92 pacientes com LMA de novo que

alcancaram a remissdo completa e que tiveram seus genétipos comparados pelo modelo dominante
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Nés observamos que o SNP WT1 rs16754 ndo apresentou impacto
na SG, SLD e na RC, sendo assim ndo houve impacto desse polimorfismo no
desfecho dos pacientes com LMA deste estudo. Luna e colaboradores (2012)

também demonstraram que ndo houve diferencas dessas varidveis entre 0s
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pacientes com genétipo selvagem em relacdo aos gendtipos variantes. Em
contrapartida, Chen e colaboradores (2012) demonstraram que 0s pacientes com
genotipo GG obtiveram uma melhor SG e SLD quando comparados ao grupo com
genotipo AA ou AG. Damm e colaboradores (2010) também descreveram um
impacto favoravel desse polimorfismo nos pacientes com LMA. Vale ressaltar que as
diferencas nos estudos podem refletir a variabilidade genética das populacdes
estudadas e as diferencas no niumero de pacientes incluidos nos estudos (Chen et
al., 2012; Damm et al., 2010; Luna et al., 2012). Tivemos como limitacbes o baixo
namero de pacientes incluidos nas andlises de sobrevida, pois muitos s&o
encaminhados para o tratamento paliativo, ou vao a 6bito antes do inicio da
guimioterapia de inducdo padrdo, sendo, portanto excuidos das analises. Temos
como perspectivas futuras realizar um estudo funcional do polimorfismo rs 16754 do
gene WT1.

6 CONCLUSAO

1. Foi demonstrado que o polimorfismo WT1 rs16754 esta associado com um
maior risco para a LMA.

2. Nao houve diferenca em relacdo as variaveis demograficas, clinicas e
laboratoriais entre os grupos AA e AG+GG para o polimorfismo WT1 rs16754.

3. O SNP WT1 rs16754 ndo apresentou impacto no desfecho dos pacientes com

LMA, quando avaliadas a SG, SLD, e RC como variavel de desfecho clinico.
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nimero de copias de DNA mitocondrial (mtDNA). bem como o impacto progndstico dessas alteragdes nos
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morte).
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O estudo sera do tipo coorte refrospectivo & prospectivo. Serdo incluidos, neste estudo, pacientes adultos
com LMA, diagnosticados de margo de 2010 a dezembro de 2020, pretendendo incluir um total de 300
pacientes.Esses pacientes ser3o diagnosticados e acompanhados no Hospital de Hematologia e
Hemoterapia da Fundag3o Hemope, no Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP) e no Instituto de
Medicina Integral Professor Femando Figueira (IMIP), seguindo os critérios preconzados pela Organzacdo
Mundial de Salide (OMS).Os pacientes ser3o maiores de 18 anos e submetidos ao esquema de tratamento
3+7 (LIMA et al., 2015).0 seguimento dos pacientes sera censurado/atualizado em margo de 2021 & para
aqueles em que o seguimento foi perdido serdo censurados na Gltima data em que sabidamente estavam
vivos_Para as analises moleculares dos pacientes com LMA, ser3o utilizadas amostras de medula ossea
(MO) efou sangue periférico ({SP), desde que este Ultimo apresente mais de 80% de blastos leucémicos
circulantes.Essas amostras s30 coletadas no momento do diagndstico e somente o material excadents sera
utilizado na pesquisa.Para as analises de express3o génica e do numero de copias de mtDNA, serdo
utilizadas, como controle saudavel, amostras de 4mL de SP e 5SmL de MO de 20 individuos
saudaveis.Entende-se por individuo saudavel aquele que n3o apresentar nenhuma doenca hematoldgica ou
oncologica.O processamento das amostras sera realizado no Laboratorio Central da UFPE e no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh3es.Para obtenc3o dos dados clinicos, serdo utlizados os
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