Anita Frisanco Oliveira

CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA E PERFIL MOLECULAR DE PACIENTES COM
LEUCEMIA MIELOMONOCITICA JUVENIL SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM 5-
AZACITIDINA. ASSOCIAGAO COM RESPOSTA CLINICA E GENETICA.

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo da Fundacdo Pio XlI - Hospital
de Cancer de Barretos para obtencao do

titulo de Doutor em Ciéncias da Saude.

Area de concentragdo: Oncologia Clinica

Orientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Lopes

Co-orientador: Profa. Dra. Irene Lorand Metze

Barretos, SP
2020



Anita Frisanco Oliveira

CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA E PERFIL MOLECULAR DE PACIENTES COM
LEUCEMIA MIELOMONOCITICA JUVENIL SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM 5-
AZACITIDINA. ASSOCIAGAO COM RESPOSTA CLINICA E GENETICA.

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacado da Fundacgao Pio XlI - Hospital
de Cancer de Barretos para obtencao do

titulo de Doutor em Ciéncias da Saude.

Area de concentragdo: Oncologia Clinica

Orientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Lopes

Co-orientador: Profa. Dra. Irene Lorand Metze

Barretos, SP
2020



D48c

Oliveira, Anita Frisanco.

Caracterizacio imunofenotipica e perfil molecular de pacientes com
leucemia mielomonocitica juvenil submetidos ao tratamento com 35-
Azacitidina: associag3o com resposta clinica e genética. / Anita Frisanco
Oliveira. - Barretos, SP 2020.

1181, 1l

Orientador: Luiz Fernando Lopes.
Coorientadora: Irene Lorand-Metze.

Tese (Doutorado em Ciéncias da Salde) — Fundag3o Pio XIl — Hospital de
Céncer de Barretos, 2020.

1. Lleucemia mielomonocitica juwvenil. 2. Imunofenctipagem. 3.
Citometria de fluxo. 4. Sindrome mielodisplasica. 5. Azacitidina. 6.
Leucemia mielomonocitica cronica. 1. Autor. Il. Titulo.

CDD 616.994

FICHA CATALOGRAFICA

Preparada por Martins Fideles dos Santos Neto CRB 8/9570

Biblioteca da Fundacao Pio Xl — Hospital de Cancer de Barretos




FOLHA DE APROVAGAO

Anita Frisanco Oliveira

Titulo:

CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA E PERFIL MOLECULAR DE PACIENTES COM LEUCEMIA
MIELOMONOCITICA JUVENIL SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM 5-AZACITIDINA.
ASSOCIACAO COM RESPOSTA CLINICA E GENETICA.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgao da Fundagdo PIO XIlI — Hospital de Cancer
de Barretos para obtencdo do Titulo de Doutora em Ciéncias da Saude - Area de Concentrag3o:

Oncologia

Data da aprovacgdo: 07/12/2020

Banca Examinadora:

Dra. Maura Rosane Valério lkoma
Instituicdo: Hospital Amaral Carvalho, HEMONUCLEO REGIONAL DE JAU-LABORATORIO DE
CITOMETRIA DE FLUXO.

Dra. Elvira Deolinda Rodrigues Pereira Velloso
Instituicdo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo,

Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da USP.

Dr. Alex Freire Sandes



Instituicdo: Universidade Federal de S3o Paulo, Departamento de Medicina, Disciplina de

Hematologia.

Dr. Luiz Fernando Lopes

Orientador

Dra. Irene Gyongyver Heidemarie Lorand-Metze

Coorientador

Dra. Adriane Feijo Evangelista Lazarini

Presidente da Banca



Esta tese foi elaborada e estd apresentada de acordo com as normas da Pds-Graduagao do
Hospital de Cancer de Barretos — Fundacdo Pio Xll, baseando-se no Regimento do Programa
de Pés-Graduagdo em Oncologia e no Manual de Apresentacdo de Dissertagdes e Teses do
Hospital de Cancer de Barretos. Os pesquisadores declaram ainda que este trabalho foi
realizado em concordancia com o Cédigo de Boas Praticas Cientificas (FAPESP), ndo havendo
nada em seu conteudo que possa ser considerado como plagio, fabricacdo ou falsificacdo de
dados. As opiniGes, hipdteses e conclusdes ou recomendagdes expressas neste material sdao
de responsabilidade dos autores e ndo necessariamente refletem a visdao da Fundagao Pio XII

— Hospital de Cancer de Barretos.

Embora o Nucleo de Apoio ao Pesquisador do Hospital de Cancer de Barretos tenha realizado as
analises estatisticas e orientado sua interpretacdo, a descricdio da metodologia estatistica, a
apresentacdo dos resultados e suas conclusdes sao de inteira responsabilidade dos pesquisadores

envolvidos.

Os pesquisadores declaram nao ter qualquer conflito de interesse relacionado a este estudo.



Dedico a minha doce Alice, nascida durante essa jornada para me relembrar de
nossos verdadeiros propdsitos nessa vida, todos norteados pelo amor.

Ao meu marido James, meu amoroso companheiro.

Aos meus pais, meus primeiros exemplos de dedicagdo, humanidade e
perseveranga.

E a todos meus pequenos pacientes que me cativam diariamente com sua
inocéncia, sua resiliéncia e me impulsionam diariamente na busca do meu

melhor.



AGRADECIMENTOS

A Deus que sempre me encorajou, sem nunca desamparar, me dando luz e

paciéncia, mesmo nos momentos mais dificeis.

Aos meus pais Eliane e Odilon, meus eternos guias pelo caminho bem, da

dedicacao, do amor. Inspiragao.

Ao meu amado marido James pelas inesgotaveis demonstracdes de amor,

carinho, companheirismo, motivagao.

Ao Professor Dr. Luiz Fernando Lopes meu mestre incentivador, por quem tenho
imensa admiracdao. Meu orientador, capaz de fazer de um desafio hoje a resposta
amanha. Meu mais sincero obrigado por ter por tantas vezes me impulsionado,

perseverado e ensinado nesta jornada.

A minha co-orientadora Professora Dra. Irene Lorand Metze por ter me
ensinado tanto. Agradeco por toda disposicdao, paciéncia, por ter sido tantas
vezes capaz de mostrar o caminho correto da interpretacao de resultados,

metodologia, um mestre sempre presente.

Aos membros das bancas de acompanhamento Dra. Maura Roseane Valerio
Ikoma-Colturato e Dr. Cristovam Scapulatempo por todo o conhecimento,
sugestdes e criticas sempre pertinentes que permitiram o crescimento deste

trabalho.



As queridas Aline Tansini e Thais Toledo do laboratério de citometria de fluxo
pela amizade, paciéncia, ajuda inestimdavel com todos os resultados e

comprometimento.

Ao meu professor de bioestatistica Marco Ant6nio Oliveira que contribuiu com

a pesquisa, em conjunto com o Nucleo de Epidemiologia e Bioestatistica — NEB.

A toda equipe da pés-graduagdo que tanto se dedicam aos alunos.

A toda equipe do NAP infantil, em especial meus amigos Glaucia e Diego sempre

prontos a ajudar na coleta de dados.

A toda equipe da Onco-hematologia do Hospital Infanto-Juvenil de Barretos
Bianca, Mario, Rafael, Robson, Juliana pelo companheirismo e apoio emocional

sempre.

Aos demais membros do Grupo Cooperativo Brasileiro de Sindrome
Mielodisplasica em Pediatria ainda nao citados que ha mais de 20 anos
batalham para diagndstico e tratamento desses pacientes. Em especial Dras.
Maria Lucia de Martino Lee e Dra Ligia Niero que de forma especial colaboraram
no diagndstico morfoldgico e revisao de laminas dos pacientes, sempre com

disposi¢cao, amizade e ensinamentos para toda a vida,

A equipe do Transplante do Hospital Infanto-Juvenil de Barretos, em especial Dra
Neysimelia e Dra Patricia responsaveis pelo tratamento destes pacientes e pela

pronta ajuda sempre.



Aos pacientes e pais que nos ensinam muito além da arte de cuidar, confiar,

lutar, e nao desistir.



“E preciso que eu suporte duas a trés larvas se quiser conhecer as borboletas.
Dizem que sGo muito belas.”

O Pequeno Principe

Antoine de Saint-Exupéry



11
1.1.2
1.13
1.13
1.2

3.1
3.2

4.1

4.2

4.3

43.1
43.1.1
4.3.1.2
4.3.1.3
43.1.4
4.3.14.1
4.3.1.4.2
4.3.1.4.3
4.3.1.4.4
4.4

5.1
5.2

5.3

5.4
54.1

SUMARIO

INTRODUGCAO
A Leucemia Mielomonocitica Juvenil

Quadro clinico e laboratorial

Diagndstico por imunofenotipagem por citometria de fluxo

Tratamento
O GBC-SMD-PED

JUSTIFICATIVA

OBIJETIVOS
Objetivo geral

Objetivos especificos

CASUISTICA E METODOS

Desenho da pesquisa

Casuistica

Métodos

Coleta de dados clinicos e laboratoriais
Mielograma e hemograma (sangue periférico)
Citogenética

Molecular - perfil de mutacdes LMMJ
Métodos de andlise da imunofenotipagem
Calibragao do citbmetro de fluxo
Processamento das amostras para imunofenotipagem
Identificacdo das populacdes celulares
Padronizacao dos valores de referéncia

Andlise estatistica dos dados

RESULTADOS

Analise da casuistica

Dados clinicos e laboratoriais ao diagndstico e apds 3 e 6 ciclos de 5-

azacitidina

Perfil molecular e citogenético dos pacientes com LMMJ ao

diagnéstico
Imunofenotiagem por citometria de fluxo

Imunofenotipagem por citometria de fluxo ao diagndstico

N o R

12

13
13
13

14
14
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
26
26

28
28

30

32
32



5.4.2
5.5

5.5.1
5.5.1.1
5.5.1.2
5.5.1.3
5.5.1.4
5.5.2

5.6
5.7

7.

REFERENCIAS

ANEXOS
ANEXO A -
ANEXO B -

ANEXO C-

ANEXO D -

ANEXO E -

Perfil imunofenotipico ao diagndstico x Perfil molecular

Resposta clinica apds tratamento com 5-azacitidina — parametros
clinicos e genéticos
Perfil imunofenotipico apds tratamento com 5-azacitidina

Células CD34+
Série granulocitica
Monécitos
Linfécitos maduros

Perfil imunofenotipico x resposta clinicca obtida com tratamento com
5-azacitidina
Identificacdo de fatores preditivos de resposta

Modelo preditivo de resposta
DISCUSSAO

CONCLUSOES

Carta de aceitacdo do Comité de Etica em Pesquisa
Ficha de coleta de dados

Artigo: Immunophenotypic characteristics of Juvenile Myelomonocytic
Leukemia and their relation with the molecular subgroups of the
disease.

Tabela 13 - Caracteristica clinicas e laboratoriais dos 2 pacientes com
negativacdo de PTPN11 apds 6 ciclos de azacitidina

Tabela 14 - Caracteristicas clinicas, laboratoriais, imunofenotipicas e
resposta dos 21 pacientes com avaliacdo ao diagndstico,com 3 e 6
ciclos de 5-azacitidina.

40
43

43
43
44
44
44
46

51
56

57

68

69

80

90

94

96



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -
Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -
Figura 15 -
Figura 16 -
Figura 17 -
Figura 18 -
Figura 19 -

Figura 20 -

LISTA DE FIGURAS
Linha do Tempo — Cronologia da LMMJ.

Algoritimo de tratamento para LMMJ baseado na alteracdo
molecular encontrada.

Plot de separacdo das populagdes pelo grafico CD45/SSC.
Analise de SSC (adaptado de Ogata, 2009).
Plots de andlise de precursores mieloides.

Plots de andlise de distribuicdo de Hematogonias tipo 1, tipo 2 e
linfécitos B maduros.

Plots de andlise de padrdao de maturagdo granulocitico

Plots de andlise de mondcitos.

Plots de andlise das subpopulagdes de linfocitos T e NK.
Fluxograma da casuistica de pacientes com LMMJ analisados
Plots de separacdo de células CD45/SSC Controle x LMMJ.

Plots de maturacao granulocitica Controle x LMMJ.

Plots de precursores linfoides B e linfécitos B maduros Controle x

LMMJ.

Plots de células CD34+ precursores mieloides Controle x LMMJ.
Plots de distribuicdo de mondcitos Controle x LMMJ.

Curva de distribuicdo CD34/117 diagndstico, 3 e 6 ciclos.

Curva de distribuicdo de mondcitos diagndstico, 3 e 6 ciclos.
Curva de distribuicdo de linfocitos T diagndstico, 3 e 6 ciclos.
Curva de distribuicdo de linfécitos NK diagndstico, 3 e 6 ciclos.
Curvas de distribuicdo das populagdes de células CD34/CD117,

linfécitos T, mondcitos totais e subpopulagdes, de acordo com a
resposta clinica com 3 e 6 ciclos de 5-azacitidina.

18

19

20

21

22

24

25

28

35

36

37

38

39

46

46

47

47

53



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

LISTA DE TABELAS
Critérios diagndsticos para LMMJ, WHO 2016.
Varidveis na avaliacdo de resposta de pacientes com LMMJ.

Painel de anticorpos utilizados para auxilio de diagndstico das
sindrome mielodispldsicas por citometria de fluxo.

Dados clinicos e de hemograma dos pacientes com LMMJ ao
diagndstico e apds 3 e 6 cicos de 5-azacitidina (mediana, percentil
10 e 90).

Dados clinicos e de hemograma dos pacientes com LMMJ e
caridtipo com monossomia do 7 (Média, min e max).

Distribuicdo das mutacdes moleculares dos pacientes com LMMJ.

Populagdes celulares pela imunofenotipagem por citometria de
fluxo dos pacientes com LMM)J e grupo controle (mediana,
percentil 10 e 90).

Quantificacdo das populagdes celulares por citometris de fluxo dos
pacientes com LMMIJ nos diferentes perfis moleculares (mediana,
percentil 10 e 90).

Alteracdes imunofenotipicas nos pacientes com LMMJ nos
diferentes perfis moleculares.

Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com LMMJ ao
diagndstico, apds 3 ciclos e 6 ciclos de 5-azacitidina (mediana,
percentil 10 e 90)

Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com LMMJ depois
de 3 ciclos de 5-azacitidina de acordo com a resposta clinica
(mediana).

Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com LMMJ depois
de 6 ciclos de 5-azacitidina de acordo com a resposta clinica
(mediana).

Relacdo da expressdao de CD7 em precursores mieloides e tipo de
resposta a 5-azacitidina.

10

17

29

31

32

34

41

42

45

49

50

50



CBL

COoG

DRM

EDTA

ELN

EWOG - MDS

FAB

FAN

FISH

GATA2

GCB-SMD-PED

GM-CSF

H1

HbF

HLA-DR

ICF

KRAS

LMMC

LMMJ

MO

NF1

LISTA DE ABREVIATURAS
Casitas B-linage lymphoma
Cooperative Oncology Group
Doenga Residual Minima
Ethylenediamine tetraacetic acid
European Leukemia Net
European Working Group - MDS
French American British
Fator anti-nucleo
Fluorescent in-situ hybridization
GATA-2 binding protein 2 deficiency
Grupo Cooperativo Brasileiro de SMD pediatrica
Granulocyte-Macrophage colony-stimulating factor
Hematogonias tipo 1
Hemoglobina fetal
Human leucocyte antigen DR
Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo
KRAS proto-oncogene, GTPase
Leucemia Mielomonocitica cronica
Leucemia Mielomonocitica Juvenil
Medula 6ssea

Neurofibromatose tipo 1



NK

NRAS

OMS

PCR

Ph

PTPN11

RALD

RAS

RCE

SMD

SP

SSC

TCTH

TMO

Treg

Natural killers

NRAS proto-oncogene, GTPase

Organizacao Mundial da Saude

Polymerase Chain Reaction

Philadelphia

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
Ras Associated Leukoproliferative Disease

Rat sarcoma

Rebordo Costal Esquerdo

Sindrome Mielodisplasica

Sangue periférico

Side Scatter

Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas
Transplante de Medula Ossea

Linfécitos T reguladores



\Y%

IA

%

Maior ou igual
Menor ou igual
Marca registrada
Porcentagem
Maior

Menor

Positivo

Negativo

LISTA DE SiMBOLOS



RESUMO

Oliveira AF. Caracterizagdo imunofenotipica e perfil molecular de pacientes com leucemia
mielomonocitica juvenil submetidos ao tratamento com 5-azacitidina. Associagdo com

resposta clinica e genética. Barretos. Hospital de Cancer InfantoJuvenil de Barretos.

Introdugdo: A Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ) é uma doenga hematopoiética clonal
rara da infancia, com caracteristicas de mielodisplasia e mieloproliferacao. Apesar de critérios
clinicos e laboratoriais bem definidos para seu diagndstico, a imunofenotipagem por
citometria de fluxo (ICF), ferramenta importante no diagndstico de outras neoplasias
hematoldgicas, ndo é utilizada rotineiramente no diagndstico. Assim, sdo poucos os estudos
acerca das caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com LMMJ, se semelhantes aos ja
descritos em sindrome mielodispldsica (SMD) ou com os mesmos achados da LMMC, doenca
de adultos, mas com caracteristicas clinicas e laboratoriais que se sobrepdem a LMMJ. E
sabido que cerca de 90% dos pacientes terdo alteracdo molecular em um dos genes da via do
RAS, com evolugdes e terapéuticas distintas a depender do gene mutado envolvido. Além
disso, com os recentes avangos no conhecimento da patogénese da doenc¢a com estudos em
epigenética, novos tratamentos clinicos vém sendo propostos como uma ponte ao transplante
de células tronco hematopoiéticas (TCTH), Unico tratamento curativo para a maioria dos
pacientes. Com o objetivo de reduzir a carga de doenca e melhorar performance para o
tratamento curativo, a 5-azacitidina é uma medicacao que se mostrou segura e eficiente, com
resposta clinica e laboratorial em pacientes com LMMJ. Critérios de reavaliacdo foram criados
a fim de definir resposta ao uso dessas medicagdes, estratificando os pacientes com resposta
completa, resposta parcial, doenca estavel ou progressao de doenca. A ICF, implementada na
reavaliacdao de doencas hematoldgicas como leucemia aguda apds tratamento, foi realizada
nos pacientes com LMMJ ao diagndstico e apds tratamento com 5-azacitidina. Objetivos:
Caracterizar imunofenotipicamente os pacientes com LMMJ ao diagndstico, de acordo com o
perfil molecular, e apds tratamento com 5-azacitidina nas diferentes populagdes celulares e
buscar associacdo entre os achados obtidos com o tipo de resposta clinica e assim varidveis
preditoras de resposta. Materiais e Métodos: Foi utilizado um painel de anticorpos de 8 cores

baseado nas recomendacdes do EuroFlow, e ja validado para populacdo pediatrica com SMD.



Contemplando as populacdes de células CD34", linfécitos B, T, NK, maturacdo granulocitica e
mondcitos, os pacientes com LMMJ foram avaliados ao diagndstico e apds 3 e 6 ciclos de 5-
azacitidina. Os achados foram comparados ao perfil molecular e ao tipo de resposta clinica
obtida apds tratamento com hipometilante. Resultados: Foram 32 pacientes com LMM)
tratados com 5-azacitidina e submetidos a reavaliagao clinica no periodo de 2014-2019. Com
mediana de 29 meses de idade, mutagao de um dos genes da via do RAS foi encontrada em
82% da amostra, com PTPN1l1 sendo a mais frequente, em 35%. Das alteracdes
imunofenotipicas ao diagndstico e comparadas a um grupo controle com medula éssea
normal, observamos uma mediana elevada de células CD34*/CD117* de 3,35%, com 25
pacientes apresentando >2% dessas células; ainda neste compartimento celular, 50% tinham
expressdo aberrante de CD7. Redugdo de células CD34*/CD19*/CD10* foi frequente, com
auséncia de hematogoénias tipo 1 (H1) em 4 pacientes. Na populacdo granulocitica, a alteracdo
mais frequente foi reducdo de complexidade interna, identificada em 28 pacientes, seguida
de alteracdo de padrdo de maturacdo e assincronismo maturativo. Devido a proliferacdo
monocitica caracteristica da doenca, um incremento da populagdo monocitico foi observado
ao diagnéstico em 29 pacientes, com reducdo de mondcitos cldssicos (mediana de 82,5%)
quando comparado a populagdo controle. Diferentemente dos mondcitos classicos, foi
verificado aumento das subpopula¢des de monécitos CD16* (intermedidrio e ndo cldssicos).
Da populagdo de linfocitos maduros, tanto linfocitos T quanto NK estavam reduzidos. Quando
os achados foram comparados aos perfis moleculares, os pacientes com mutacao de PTPN11
e NF1 apresentaram-se com as maiores medianas de células CD34*; além do aumento de
precursores mieloides, expressao aberrante de CD7 foi observada somente neste grupo de
pacientes, com 82% e 66% dos pacientes com PTPN11 e NF1 respectivamente. Da distribuicdo
das subpopulagdes de mondcitos, esta também foi varidvel entre as diferentes mutagdes, com
maiores porcentagens de mondcitos cldssicos nos pacientes com NF1 e NRAS, inferindo
imunofendtipos distintos a depender da mutacao molecular associada. Apds tratamento com
hipometilante, os pacientes apresentaram uma reducdo das células CD34*, com mediana de
células CD34*/CD117* passando de 3,35% para 2,3% ap0s 3 ciclos de medicagdo; esta reducdo
foi observada somente nos pacientes com resposta clinica ao tratamento. Ja os pacientes com
progressao de doenca se apresentaram com elevacdo da populacdo de precursores mieloides.
No compartimento de H1, antes ausentes em 4 pacientes, nova reducao foi observada com o

tratamento; auséncia de H1 foi vista em 50% dos pacientes com LMMJ apds 5-azacitidina. A



populacdo monocitica também sofreu reducao, passando de 11,91% para 4,98% apds 6 ciclos
de tratamento com variagdo das subpopulagdes mas sem relagdo com a resposta clinica. Por
fim, a populagdo de linfocitos T reduzida ao diagndstico mostrou incremento importante,
principalmente nos pacientes com resposta clinica completa ou parcial (p<0,001). As
alteragdes imunofenotipicas como expressao aberrante, expressdo anormal de HLA-DR em
mondcitos, complexidade interna e padrdo de maturagdo de granuldcitos ndo sofreram
alteracdo com o tratamento clinico. Foi observada relacdo entre expressao aberrante de CD7
e pior resposta ao tratamento; todos os pacientes que evoluiram com progressao aberrante
exibiram essa marcagdo andmala em precursores mieloides. Quando os pacientes foram
reavaliados nos 3 momentos, aqueles com melhor resposta tinham medianas inferiores de
CD34* ao diagndstico e durante terapia e tiveram um maior incremento de linfdcitos T.
Conclusodes: A ICF foi uma ferramenta factivel no diagndstico de LMMJ, caracterizando um
perfil imunofenotipico semelhante a SMD e com caracteristicas das subpopulagdes
monociticas distintas da LMMC. Além disso, semelhante aos diferentes comportamentos da
doenca a depender do perfil molecular, as caracteristicas imunofenotipicas também parecem
distintas, com caracteristicas de maior agressividade nos pacientes com PTPN11 e NF1. Apds
o tratamento com 5-azacitidina, os respondedores tém um controle do comportamento
mieloproliferativo, com reducdo de precursores mieloides, e incremento de linfdcitos T,
variaveis que poderiam ser incorporadas na avaliacdo de resposta ao tratamento clinico dos
pacientes com LMMJ. Estudos prospectivos sdao necessarios para confirmac¢ao dos dados com
maior numero de pacientes, além de incluir avaliacdo do status pré e pds-transplante de
medula dssea dos pacientes com LMMJ, identificando varidaveis imunofenotipicas inclusive

com impacto prognéstico.

Palavras chaves: Leucemia Mielomonocitica Juvenil; Imunofenotipagem; Citometria de fluxo;

Sindrome Mielodisplasica; Azacitidina; Leucemia Mielomonocitica Crénica.



ABSTRACT

Oliveira AF. Immunophenotypic Characteristics and molecular profile of Juvenile
Myelomonocytic Leukemia treated with 5-azacitidine. Association with clinical and genetic

response. Barretos. Barretos Chindren’s Cancer Hospital.

Introduction: Juvenile Myelomonocytic Leukemia (LMMJ) is a rare clonal hematopoietic
disease of childhood, with characteristics of myelodysplasia and myeloproliferation. Despite
well-defined clinical and laboratory criteria for its diagnosis, flow cytometry
immunophenotyping (FCI), an important tool in the diagnosis of other hematological
neoplasms, is not routinely used in the diagnosis. Thus, there are few studies on the
immunophenotypic characteristics of patients with JMML, if they are similar to those already
described in myelodysplastic syndrome (MDS) or with the same findings as CMML, an adult
disease, but with clinical and laboratory characteristics that overlap JMML. It is known that
about 90% of patients will have molecular changes in one of the genes in the RAS pathway,
with different evolutions and therapies depending on the mutated gene involved. In addition,
with recent advances in the knowledge of the pathogenesis of the disease epigenetic studies,
new clinical treatments have been proposed as a bridge to hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT), the only curative treatment for the majority of IMML patients. In order
to reduce the disease burden and improve performance for curative treatment, 5-azacitidine
is a medication that has been shown to be safe and efficient, with clinical and laboratory
response in JIMML patients. Reassessment criteria were created in order to define the clinical
response with these medications, stratifying patients as complete response, partial response,
stable disease or disease progression. FCl, implemented in the reevaluation of hematological
diseases such as acute leukemia after treatment, was performed in patients with JMML at
diagnosis and after treatment with 5-azacitidine. Aims: To characterize
immunophenotypically IMML patients at diagnosis, according to the molecular profile, and
after treatment with 5-azacitidine in different cell populations, and also to look for an
association between immunophenotypic findings and the type of clinical response. Materials
and Methods: An 8-color antibody panel was used, based on EuroFlow recommendations, and

already validated for pediatric population with MDS. Contemplating populations of CD34+



cells, B, T, NK lymphocytes, granulocytic maturation and monocytes, JMML patients were
evaluated at diagnosis and after 3 and 6 cycles of 5-azacitidine. The findings were compared
to the molecular profile and the type of clinical response obtained after treatment with
hypomethylant. Results: 32 patients with LMMJ were treated with 5-azacitidine and
underwent clinical reevaluation in the period 2014-2019. With a median of 29 months of age,
mutation in one of the genes in the RAS pathway was found in 82% of the sample, with PTPN11
being the most frequent, in 35%. From immunophenotypic changes to diagnosis and
compared to a control group with normal bone marrow, we observed a high median of CD34
+/CD117+ cells of 3.35%, with 25 patients presenting> 2% of these cells; in this cell
compartment, 50% had an aberrant CD7 expression. Reduction of CD34+/CD19+/CD10+ cells
was frequent, with absence of type 1 hematogones (H1) in 4 patients. In the granulocytic
population, the most frequent change was a reduction in internal complexity, identified in 28
patients, followed by a change in the maturation pattern and maturation asynchronism. Due
to the monocytic proliferation characteristic of the disease, an increase in the monocytic
population was observed at diagnosis in 29 patients, with a reduction in classic monocytes
(median of 82.5%) when compared with the control population. Unlike classic monocytes,
there was an increase in CD16+ monocytes (intermediate and non-classic). Of the mature
lymphocyte population, both T and NK lymphocytes were reduced. When the findings were
compared to molecular profiles, patients with PTPN11 and NF1 mutations presented the
highest medians of CD34 + cells; in addition to the increase in myeloid precursors, aberrant
CD7 expression was observed only in this group of patients, with 82% and 66% of patients
with PTPN11 and NF1 respectively. The distribution of monocyte subpopulations was also
variable within the mutations, with higher percentages of classic monocytes in patients with
NF1 and NRAS, inferring different immunophenotypes depending on the associated molecular
mutation. After treatment with hypomethylant, patients showed a reduction in CD34+ cells,
with median CD34+/CD117+ cells going from 3.35% to 2.3% after 3 cycles of medication; this
reduction was observed only in patients with response to treatment. In the H1 compartment,
previously absent in 4 patients, a further reduction was observed with the treatment; absence
of H1 was seen in 50% of patients with LMMJ after 5-azacitidine. The monocytic population
also decreased, from 11.91% to 4.98% after 6 treatment cycles with variation in
subpopulations but with no relation to the clinical response. Finally, the population of T

lymphocytes reduced at diagnosis showed an important increase, especially in patients with



complete or partial clinical response (p <0.001). Immunophenotypic changes such as aberrant
expression, abnormal expression of HLA-DR in monocytes, internal complexity and abnormal
pattern of granulocyte maturation did not change with clinical treatment. A relationship was
observed between aberrant CD7 expression and worse response to treatment; all patients
who progressed exhibited this anomalous marking on myeloid precursors. When the patients
were reassessed at the 3 moments, those with the best response had lower CD34 + medians
at diagnosis and during therapy, and had a greater increase in T lymphocytes. Conclusions:
FCl was a feasible tool in the diagnosis of IMML, featuring a similar immunophenotypic profile
to MDS and with characteristics of monocytic subpopulations distinct from CMML. In addition,
similar to the different behaviors of the disease depending on the molecular profile, the
immunophenotypic characteristics also appear different, with characteristics of greater
aggressiveness in patients with PTPN11 and NF1. After treatment with 5-azacitidine,
responders have control of myeloproliferative behavior, with a reduction in myeloid
precursors, and an increase in T lymphocytes, variables that could be incorporated into the
assessment of response to clinical treatment of JMML patients. Prospective studies are
necessary to confirm the data with a larger number of patients, and including assessment of
the pre and post-bone marrow transplantation status, identifying immunophenotypic

variables that can be of prognostic value.
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1. INTRODUGAO

1.1 A Leucemia Mielomonaocitica Juvenil

A Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ) é uma doenca hematopoiética clonal rara,
que acomete lactentes e criangas na  primeira infancia. De carater
mieloproliferativo/mielodispldsico, a LMMJ se caracteriza pela proliferacdo clonal de células
mieloides e monociticas, associado a achados de displasia celular. 12

Com incidéncia estimada de 1,2 casos para cada 1.000.000 criancas de 0-14 anos, a
LMMJ responde por menos de 3% do total de leucemias da infancia. Porém, quando
considerada no contexto de doencgas mielodisplasicas e mieloproliferativas, é responsavel por
20-30% do total de pacientes nesta mesma faixa etdria. A idade média de diagndstico é de 2
anos de idade (varia de 0,1 a 11,4), e 75% dos pacientes sdo menores de 3 anos. Somente 9%
dos pacientes tem menos de 4 meses ao diagndstico e 5% se apresentam com idade acima de
4 anos. Tem um predominio no sexo masculino, com uma incidéncia cerca de duas vezes maior
neste grupo de pacientes.>>

Desde suas primeiras descri¢cdes, hd mais de 50 anos, a doenca reconhecida inicialmente
como Leucemia Mielocitica da Infancia tinha duas principais formas de apresentagdo. Uma
primeira semelhante a que ocorre em adultos, e contemplando criangas acima de 4 anos, e a
outra forma mais agressiva, em criangas menores, caracterizada por sangramento,
linfonodomegalias, rash cutaneo e com uma evolucdo em geral desfavoravel. A doenca como
conhecemos hoje sob a nomenclatura de LMMIJ ja recebeu varios nomes e muitas das
caracteristicas propostas inicialmente pela classificacdo FAB para doencas mieloproliferativas
eram também observadas nos pacientes com LMMJ. Leucemia Mieloide Crbnica Juvenil,
Leucemia Mielomonocitica Cronica e Subaguda, Leucemia Mielomonocitica Cronica da
Crianga, Leucemia Granulocitica Crénica Juvenil, Monossomia do cromossomo 7 Infantil,
Sindrome da monossomia do 7 foram alguns dos nomes dados para uma mesma doenca.
Reisman e Trujilo foram os primeiros a tentar identificar caracteristicas clinicas e
fisiopatoldgicas que caracterizavam este grupo de pacientes, como a elevacdo de
hemoglobina fetal, auséncia do cromossomo Philadelphia (Ph), entre outros. % ¢8

Somente na década de 90, em um consenso internacional, foi proposto o nome

Leucemia Mielomonocitica Juvenil como mais apropriado para contemplar as caracteristicas



desta doenca. Os pacientes deveriam ter monocitose, precursores mieloides circulantes em
sangue periférico, <20% de blastos em medula 6ssea e cromossomo Ph negativo. A presenca
de monossomia do cromossomo 7 ndo descartava a possibilidade de LMMJ. Com esta nova
definicdo de critérios diagndsticos, os pacientes também passaram a ter estratégias
terapéuticas distintas. *

Em 2003, Hasle e col. propuseram uma classificacdo pedidtrica para doengas
mielodisplasicas/mieloproliferativas dentro da classificagdo internacional de neoplasias
hematopoiéticas da OMS (Organizagdo Mundial da Saude). A LMMIJ aparece entdo como
doenca de caracter mieloproliferativo/mielodisplasico e com critérios diagndsticos clinicos e

laboratoriais préprios. °
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Figura 1 — Linha do tempo — cronologia da LMMJ
* Adaptado de “Juvenile Myelomonocytic Leukemia — who's the driver at the wheel “—

Niemeyer C., Flotho C., Blood 2019.



Durante todo esse periodo, a LMMJ mostrou-se uma doenga multifacetada. Com o
advento dos estudos moleculares de neoplasias mieloides e a evidéncia da participagdo da via
do RAS na leucemogénese da doenca, principalmente a partir do século 21, foi se descobrindo
espectros de evolugcdo e comportamento distintos da doenga. Algumas sindromes genéticas
ja haviam sido associadas a um aumento no risco de LMMJ como os pacientes com
neurofibromatose tipo 1 com 200-500x mais chances de desenvolverem uma neoplasia
mieloide, e em especial a LMMJ, quando mutado o alelo NF1 normal. Em portadores de
Sindrome de Noonan também foi observada relagdo com LMMJ, e em alguns casos involugao
e remissdo espontanea. Os genes CBL, PTPN11 foram sendo associados a doenga, permitindo
o desenho de um perfil mutacional juntamente com os demais genes da via do RAS. 012 A
figura 1 resume toda a evolugao cronolégica e de conhecimentos sobre a LMMJ.

Assim, hoje além da necessidade de um diagndstico correto da doenca, a pesquisa do
gene mutado envolvido é imprescindivel para estratificagdo da doenca e assim definicao de
comportamento e terapéutica adequada. 31> A andlise epigenética através do perfil de

metilacdo génica também tem sido implicado com progndstico e evolugdo desses pacientes.
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Tabela 1 - Critérios diagndsticos para LMMJ, WHO 2016

Critérios clinicos e - Esplenomegalia

- Auséncia de cromossomo Ph ou
rearranjo do BCR-ABL

- >1.000/mm?3 mondcitos em sangue
periférico

- <20% de blastos em sangue
periférico e MO

hematolégicos (obrigatérios)

- Mutacdo somatica em PTPN11,
KRAS ou NRAS

- Diagnéstico clinico de
Critério genético (ao menos 1) neurofibromatose tipo 1 ou mutacao
de NF1

- Mutacdo germinativa de CBL, ou
perda da heterozigose de CBL

- Monossomia do cromossomo 7

Outros critérios Ou
(Para os pacientes que 22 dos seguintes:
preenchem os critérios clinicos e - Elevag&o de HbF para idade
laboratoriais porém sem critério - Precursores mieloides ou eritréides
genético) em SP

- Hipersensibilidade ao GM-CSF
- Hiperfosforilagdo do STAT5

* Adaptado da classificacdo de Neoplasias Hematoldgicas WHO, 2016.
3



1.1.2 Quadro Clinico e Laboratorial

A apresentagdo clinica do paciente com LMMJ reproduz a infiltragdo de diferentes
orgaos pela proliferacdo de células mielomonociticas. Sinais e sintomas como sangramento,
palidez, febre estdo frequentemente presentes. A esplenomegalia e hepatomegalia sao
achados usuais, mas outros 6rgdos como pele, pulmdo, intestino também podem ser
acometidos. 50% dos pacientes apresentam linfonodomegalia ao diagndstico. A
esplenomegalia macica evidente ao exame fisico é encontrada ao diagndstico em quase todos
os pacientes com LMMJ, ou alguns meses apds confirmagao da doenca. A infiltragdo leucémica
de parede intestinal pode provocar diarréia e existem casos descritos de apresentacao inicial
com sangramento intestinal. &% 1% 20

Entre os achados laboratoriais, como doenca de carater mieloproliferativo, é frequente
o achado de leucocitose, trombocitopenia e anemia; a mediana de leucometria ao diagndstico
é de 33x10°/L e pacientes com leucometria inferior a 10x10°/L s3o raros, sendo observado
principalmente nos pacientes com monossomia do cromossomo 7.%2! Apesar de
plaquetopenia evidente, apenas 14% dos pacientes terdo plaquetas < 20x10°/L ao diagndstico.
A andlise de sangue periférico traz informac6es importantes, com evidéncia de progenitores
mieloides circulantes, muitas vezes eritroblastos, mieloblastos (média de 2%) e uma
populacdo atipica de mondcitos circulantes. Como visto na tabela 1, ao menos 1.000
mondcitos circulantes sdo necessarios ao diagndstico, e <20% de blastos circulantes tanto em
sangue periférico (SP) como medula dssea (MO). Outro achado laboratorial evidenciado
nestes pacientes é o aumento da hemoglobina fetal (HbF) além do esperado para idade,
critério diagndstico menor.**2223 Foram descritos ainda nesses pacientes com LMMJ achados
laboratoriais de provas de auto-imunidade positivos, como hipergamaglobulinemia e em
cerca de 25% um aumento de anticorpos anti-nucleo (FAN), porem inespecificos.®

Os critérios diagndsticos obrigatérios consistem nessas caracteristicas clinicas, como a
esplenomegalia, e os achados laboratoriais de doen¢a mieloproliferativa, além da pesquisa do
cromossomo Ph negativa para exclusdo de leucemia mieloide crdnica.?

Diante de um quadro de monocitose, com linfonodomegalia, esplenomegalia, febre, é
notdvel que a apresentacao clinica se assemelha a um espectro de outras doencas. Infec¢des
virais como pelo Herpes virus tipo 6, Epstein-Barr e citomegalovirus por exemplo, podem

mimetizar um quadro de LMMJ e figuram entre os principais diagndsticos diferenciais.?*%°



Outras doencgas como leucemia aguda, leucemia mieloide crénica, sindrome hemofagocitica,
osteopetrose, sindrome de Wiskott-Aldrich sao outros diagndsticos a serem considerados. Um
espectro de doencas auto-imunes (RALD — RAS associated autoimune leukoproliferative
disease) cursam com fenétipo idéntico ao da LMMJ mas com um comportamento indolente,
e estdo entre os possiveis diagndsticos diferenciais; ainda se estuda se seriam apenas mais
uma doencga do espectro de sindromes associadas a via do RAS, devendo esses pacientes
serem monitorados pelo risco de evoluc¢io clonal.?® Mais raramente, alguns pacientes com
haploinsuficiéncia do gene GATA2 podem fazer um quadro de mieloproliferagao mimetizando

LMMJ, com monossomia do cromossomo 7, porém sem esplenomegalia.?’

1.1.3 Diagnostico e Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Além dos critérios clinicos e laboratoriais mencionados acima, outras caracteristicas sao
observadas nestes pacientes e participam dos critérios diagndsticos propostos.

A hipersensibilidade de progenitores mieloides ao fator de crescimento de coldnias de
mondcitos (GM-CSF), com hiperproliferacdio de unidades formadoras de colb6nias de
granulécitos/macréfagos foi descrita na década de 90. E uma ferramenta auxiliar no
diagnodstico diferencial, porem tem pouca especificidade e pode ser positiva em outras
situacdes como infecgdes virais. >28

A andlise citogenética na avaliacdo destes pacientes mostra alteracdo em 1/3, sendo que
a mais frequentemente encontrada é a monossomia do cromossomo 7, em cerca de 25% dos
pacientes. Os pacientes com monossomia do 7 em geral se apresentam com menor
leucometria, maior nimero de mondcitos, hemacias macrociticas e niveis de hemoglobina
fetal normais. 13%°

Na analise molecular, desde a descrigdao do envolvimento de mutag¢des de genes RAS ou
reguladores da via do RAS na leucemogénese da doenca, foi observado que cerca de 85% -
90% dos pacientes com LMMJ vao ter mutagao de um dos seguintes genes envolvidos: NRAS,
KRAS, PTPN11, CBL ou NF1. A depender da mutacdo envolvida é esperado um comportamento
distinto da doenca e assim também proposta terapéutica. A mais comumente envolvida é a
mutagao do gene PTPN11, encontrado em 35% dos pacientes; NRAS e KRAS respondem por
20 a 25% do total de pacientes e CBL em torno de 15%, conforme descricdo dos grupos

cooperativos, 133033



Poucos sdo os trabalhos disponiveis mostrando a imunofenotipagem no contexto da
LMMJ como uma ferramenta adicional no diagnéstico diferencial. Hasegawa e col. mostrou a
imunofenotipagem como ferramenta de auxilio na diferenciacdo com outras doencas que
também cursam com monocitose, principalmente naqueles pacientes com pesquisa negativa
das mutacbes génicas associadas. Foi observado que os pacientes com LMMJ exibem uma
hiperfosforilagdo da via de transdugao do STAT5, em resposta ao uso de estimulador de
colonias. A imunofenotipagem detecta esta resposta em células CD34*CD33* ou
CD33*CD14*CD38*.34

Na analise de sangue periférico a imunofenotipagem pode ter um papel no diagndstico
diferencial com as RALDpatias - desordens leucoproliferativas imunes associadas ao RAS. O
perfil imunofenotipico de monécitos CD16* circulantes (ndo-classicos) e de uma populagao
policlonal de células B CD10* foi descrito em sangue periférico de pacientes com as
RALDpatias. Embora os achados nao terem sido comparados a pacientes com LMMJ, podem
auxiliar na diferenciacdo entre essas duas patologias de caracteristicas clinicas e moleculares
tdo semelhantes mostrando um outro possivel papel para a imunofenotipagem por citometria
de fluxo (ICF) neste contexto. Estudos adicionais sdo necessarios para verificar o
comportamento dessas células nos pacientes com LMMJ, 26

A Leucemia Mielomonocitica Cronica (LMMC) é uma doenga que tem carater
meiloproliferativo/mielodisplasico e caracteristicas clinicas e laboratoriais que se sobrepdem
a LMMJ, como a monocitose mantida e evidéncia de displasia de pelo menos uma linhagem.
Foi descrito o padrdao imunofenotipico da populagdo monocitica em sangue periférico destes
pacientes, com achado de mondcitos normais ou classicos CD14*/CD16  em valores acima de
94% como caracteristico da LMMC, diferente do padrdao de distribuicdo que aparece em
monocitoses reacionais e outras neoplasias com monocitose.3>3¢ Picot analisou através da
imunofenotipagem multiparamétrica a distribuicdo de mondcitos em amostras de sangue
periférico e medula dssea de pacientes com monocitose e suspeita de LMMC. Utilizando o
perfil monocitico descrito de aumento de mondcitos classicos obteve especificidade de 97%
para SP e 100% para MO utilizando um cutoff de 95% e 93% respectivamente; observou ainda
que apods o tratamento com hipometilante, 4/7 pacientes com LMMC tiveram reducdo da
populacdo monocitica e normalizagdo da distribuicdo.3” Além dessa alteracdo na distribuic3o

das subpopulagdes de mondcitos, marcadores aberrantes em células CD34* como CD7, CD2,



CD56, auséncia ou reducdo de hematogobnias tipo 1, padrdo de maturacdao granulocitico
alterado entre outras caracteristicas imunofenotipicas semelhantes as observadas em
pacientes com SMD, foram também descritas em pacientes com LMMC.?® Pouco se conhece
do padrdo de distribuicdo de mondcitos em pacientes com LMMJ, se teriam essa mesma

distribuicdo observada em pacientes adultos com LMMC.

1.1.4 Tratamento

O conhecimento das vias moleculares na patogénese da LMMJ, foi de fundamental
importancia na definicdo diagndstica e de estratégia terapéutica da doencga. A grande maioria
dos pacientes tém uma doenca de comportamento agressivo e fatal na auséncia de
tratamento apropriado.? O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) ainda é a
Unica terapéutica curativa para esses pacientes, apesar de uma alta taxa de recaida.>® Em
pacientes com mutacdo germinativa de CBL e alguns pacientes com mutacdo somatica de
NRAS observou-se remissdo espontanea, sem intervencao terapéutica, enquanto pacientes
com mutacdo somatica em PTPN11 e KRAS por exemplo tem doenga de comportamento
agressivo e indicacdo absoluta de transplante de medula éssea (TMO). O fluxograma com as

estratégias de tratamento estd resumido na figura 2.1340



Sinais clinicos de LMIMJ

Caracterizacio molecular

Critérios diagndsticos

preenchidos
MF1, PTPN11, KRAS,
MRAS*, negative CBL
“observacio e
TMO — HLA evolugao®
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aprentado, .
haploidéntico Considerar TMO
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Figura 2 — Algoritimo de tratamento para LMMJ baseado na alteragdo molecular encontrada.
*Alguns pacientes com doenc¢a menos agressiva podem ser observados até o TMO — casos de
regressao espontanea.

** Adaptado de “How | treat Juvenile Myelomonocytic Leukemia” Locatelli e col., 2015.

Além do impacto na via molecular envolvida, alguns fatores progndsticos clinicos e
laboratoriais de resposta ao transplante também foram observados. Pacientes com idade
superior a 2 anos, hemoglobina fetal superior a 10%, plaquetometria inferior a 40x10°%/L e
caridtipo complexo foram relacionados com curvas de sobrevida inferiores.** Mais
recentemente, Lipka e col. avaliaram 147 pacientes com LMMIJ e identificaram 3 diferentes
perfis distintos de metilacdo de DNA (alto, intermediario e baixo perfil de metilagdo). O alto
perfil de metilacdo foi um fator independente de piora na sobrevida global, e de maiores
indices de recaida apds transplante de medula dssea.*?

Com o TMO sendo Unica terapia curativa para maioria dos pacientes, outras opcdes
medicamentosas como baixas doses de mercaptopurina e citarabina tém sido empregadas
principalmente naqueles pacientes que se apresentam com altas leucometrias, como uma
terapia de citoreducdo. Terapias baseadas em regimes para leucemia mieloide aguda sao

bastante controversos e estdo associados com uma alta taxa de recaida e morbimortalidade,
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sem aparente beneficio neste grupo de pacientes.3%*34* Nos ultimos anos, com o
desenvolvimento de estudos epigenéticos na LMMIJ e sindrome mielodispldsica (SMD), e a
evidéncia de hipermetilacdo dos genes envolvidos, o uso de medica¢des hipometilantes como
a 5-azacitidina se tornou uma terapéutica vidvel para esses pacientes.'8424>47 Em 2009 foi
relatado o primeiro paciente tratado com o uso de 5-azacitidina; paciente apresentava
mutag¢do do RAS e monossomia do 7 em cariétipo, com resposta clinica e molecular apds
tratamento.*® Recentemente o EWOG (European Working Group - MDS) iniciou um estudo
clinico fase Il multicéntrico baseado em resultados obtidos com uso da 5-azacitidina em 9
pacientes com LMMIJ antes do transplante; desses 9 pacientes, resposta clinica completa foi
obtida em 3 pacientes e resposta molecular, com desaparecimento da mutacdo, em 2 desses
pacientes. Demonstrado o beneficio do uso da medica¢do na reducdo de carga tumoral de
doenca, vem sendo utilizada como ponte para o transplante, com menor toxicidade e
morbidade relacionadas a terapia.**->! Além disso, o impacto do status de hipermetila¢do na
sobrevida global e recaida pds TMO favorecem o uso do agente hipometilante pré e até pds
transplante, como ponte para um segundo TMO ou reducdo do risco de recaida. Outras
terapias alvo tém sido estudadas para LMMJ, envolvendo a via RAS/MAPK e inibidores de
JAK2, com poucos resultados disponiveis.>#3>2

Diante do uso de tratamentos clinicos em pacientes com LMMJ como alternativa pré
transplante, diferentes grupos propuseram formas de avaliar resposta clinica. Bergstraesser e
col. e Chane col. utilizaram como variaveis a leucometria e tamanho do bago como adequadas
para acessar a resposta destes pacientes.”® Porém, com a aplicabilidade restrita a pacientes
com leucometria >20x10°/L e pacientes com esplenomegalia ao diagndstico, urgiu a
proposicdo de parametros de resposta que contemplassem a maioria das criancas com LMMJ,
além de permitir avaliacao de resposta pdés transplante. Em 2015, o mesmo grupo europeu
EWOG — MDS, juntamente com o COG e o grupo japonés de LMMJ se reuniram e propuseram
novos e mais abrangentes critérios para avaliacdo de resposta clinica dos pacientes com
LMMJ. Baseado na heterogeneidade das caracteristicas observadas neste grupo ao
diagndstico, definiram 6 caracteristicas clinicas e 2 genéticas para seguimento: leucometria,
plaquetometria, tamanho do bago, porcentagem de precursores mieloides/eritréides/blastos
em SP, porcentagem de blastos em MO, evidéncia de doenca extramedular. A resposta

genética é determinada pelos achados citogenéticos e de biologia molecular. De acordo com



os resultados os pacientes pré-transplante sdo considerados com resposta clinica completa,

parcial, doenca estavel ou progressdo/recaida de doenca, conforme tabela 2.4

Tabela 2 - Variaveis na avaliacdo de resposta de pacientes com LMMJ

Variaveis

Leucdcitos

Precursores

mieloides e

eritroides e
blastos em SP

Plaquetas

Blastos MO

Tamanho do bago
Clinico

Doenca
extramedular

Valores ao
diagndstico
>20x10°9%/L

25%

<100x10°/L

25%

=2cm do
rebordo costal
E (RCE)

Infiltrac&do
extramedular

Resposta
completa
3.0 a 15.0x10%L

0-1%

2100x10°/L

<5%

Auséncia de
esplenomegalia

Sem evidéncia de
infiltracéo
leucémica

extramedular, em

qualquer orgéo

Resposta
parcial
Redugao =250%
do inicio mas >
gue 15x10°%/L

Redugao =250%
do inicio mas >
2%

Pacientes com
plaquetometria
inicial
220x10°9/L,
aumento de
230x10°/L
Pacientes com
plaguetometria
<20x10°9/L,
aumento
>100% e
20x10°%/L
Reducao 250%
do inicio, mas
ainda 25%

Reducéo de
50% em cm do
RCE

Progresséao

Aumento 250%
e 220x109/L

Aumento do basal:
<5% - 250%1te =25%

>5% - 250% de
aumento do total de
% de precursores
mieloides e
eritroides

Dependéncia
transfusional ou
pacientes com
contagem inicial
230x10°/L e com
reducéo de 250% e
<100x10°/L

Aumento do basal:
<5%: 250% de
aumento e 25% de
blastos
>5%: 250% de
aumento dos
blastos de MO
Aumento 2100% se
o inicial <4cm do
RCE
250% se basal de
5-10cm
>30% se basal
>10cm
Piora das lesfes ou
aparecimento de
novas lesdes
caracteristicas de
infiltrac&o
extramedular

* Adaptado de “Criteria for evaluanting response and outcome in clinical trials for children

with juvenile myelomonocytic leukemia.” Niemeyer, 2015
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1.2 O GCB-SMD-PED

Fundado em 1997 no Brasil o Grupo Cooperativo Brasileiro de Sindrome Mielodisplasica
em Pediatria (GCB — SMD — PED) tinha como objetivo inicial estudar esta doenca rara da faixa
etdria pedidtrica. Formado por hematologistas, patologistas, pediatra-hematologistas e
pediatra-oncologistas o grupo oferece suporte para diagndstico e revisdo de casos suspeitos.
Se subdivide em comités de morfologia/citometria de fluxo, faléncias medulares, SMD
secundaria, doencas mieloproliferativas, genética, tratamento, epidemiologia e Sindrome de
Down. Com sede no Hospital de Amor Infanto-juvenil de Barretos desde 2013 o grupo ja
recebeu mais de 800 criangas com a suspeita diagndstica desde o inicio de sua atuacgao e teve
um aumento nos ultimos anos atribuido a estratégia de divulgacdo da doenca e seus critérios
diagndsticos.>®

Nos ultimos 10 anos, a imunofenotipagem por citometria de fluxo, ferramenta que
constitui parte integrante no diagndstico das neoplasias hematolégicas em geral, foi também
estudada e incorporada como técnica diagndstica auxiliar nos pacientes encaminhados com a
suspeita de SMD e LMMJ, visto a interface da doenga com achados de mielodisplasia e
mieloproliferacdo. Em 2016 nosso grupo mostrou que os pacientes com LMMJ possuem
alteragGes imunofenotipicas semelhantes aquelas encontradas nos pacientes com SMD como
a redugdo de precursores linfoides B, o aumento de precursores mieloides, expressao
aberrante de antigenos, além de achados caracteristicos da doengca como aumento da
populacdo de mondcitos.”® Porem faltam estudos mostrando caracteriza¢cdo imunofenotipica
destes pacientes em maiores amostras e o comportamento das subpopula¢des monociticas,
como é descrito na LMMC.

Desde 2014 é oferecido tratamento com 5-azacitidina para os pacientes do GCB-SMD-
PED como ponte até o transplante de medula dssea, baseado nos resultados do grupo
europeu.”! Esses pacientes recebem ciclos de 7 dias da medicacdo na dose de 75mg/m?
subcutanea a cada 28 dias, com realizacdo de pelo menos 3 ciclos da medicacao pré-
transplante. Durante o tratamento os pacientes sao reavaliados para obter andlise de resposta
clinica e genética. A imunofenotipagem por citometria de fluxo realizada ao diagnostico é

também utilizada como ferramenta de reavaliacdo apds a terapéutica descrita.
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2. JUSTIFICATIVA

Como a Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ) é uma doenca rara, sdo poucos 0s
dados na literatura acerca das caracteristicas imunofenotipicas da doenca ao diagndstico, e
ndo ha descricdo se existe um imunofendtipo para cada perfil molecular, ja que o gene mutado
implica em caracteristicas clinicas e progndsticas distintas. Também n3o é conhecido o
impacto do tratamento clinico com hipometilante nos achados obtidos pela ICF na LMMJ,
embora ja descrito em outras doengas.

A imunofenotipagem foi incluida na avaliagao diagndstica dos pacientes inscritos no GCB
—SMD — PED em 2008, e desde esta data os pacientes inscritos no grupo com suspeita de SMD
e LMMIJ tem a andlise imunofenotipica incluida entre as ferramentas diagndsticas juntamente
com a avaliacdo morfolégica da medula dssea, citogenética, genética clinica e biologia
molecular. Desde 2014 os pacientes tratados com hipometilante neste servigo sdao avaliados
guanto a resposta clinica e laboratorial e a citometria de fluxo também é utilizada nos
momentos de reavaliagao da doencga.

Dada a raridade da doenca e escassez de literatura sobre achados imunofenotipicos
neste grupo de pacientes, seria de grande valia analise destes dados obtidos ao diagndstico e
durante tratamento clinico com 5-azacitidina. Permitiria a caracterizacdo do comportamento
imunofenotipico da LMMJ ao diagnéstico e ao longo do tratamento, além de verificar se existe

um perfil imunofenotipico para cada perfil molecular encontrado.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral
1. Avaliar as mudangas no perfil imunofenotipico dos pacientes com LMMJ ao

diagndstico e apds o tratamento clinico com 5-azacitidina.

3.2 - Objetivos especificos

1. Caracterizar imunofenotipicamente os pacientes com LMMJ ao diagndstico e de
acordo com o perfil molecular.

2. Avaliar as mudancgas apds uso de 5-azacitidina nas diferentes popula¢des celulares
como de células CD34*CD117*, CD34*CD19*CD10", Linfdcitos T, Linfocitos NK e mondcitos.

3. Buscar associagao entre as caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com o tipo
de resposta clinica, se completa, parcial ou progressao de doenca e quanto a resposta genética
e encontrar alteragdes que preveem resposta.

4. Examinar em qual momento a resposta a 5-azacitidina é maior, baseado nas

mudancas fenotipicas.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 - Desenho da pesquisa

Este foi um estudo longitudinal, com coleta de dados retrospectiva.

4.2- Casuistica

Para este estudo foram selecionados os pacientes com Leucemia Mielomonocitica
Juvenil (LMMJ) cadastrados no GCB-SMD-PED entre 2013 e 2019, e com diagndstico realizado
segundo critérios bem definidos pela WHO. A data inicial de inclusdo foi utilizada pelo ano de
inclusdo da imunofenotipagem por citometria de fluxo no diagndstico inicial dos pacientes
com suspeita de SMD e LMMJ e tratamento com 5-azacitidina.

De um total de 35 pacientes avaliados neste periodo, 1 foi excluido pois ndo realizou
tratamento clinico com hipometilante, a 5-azacitidina, e outros 2 pacientes foram excluidos
por recusa do responsavel em assinar o termo de consentimento da pesquisa. Dos 32
pacientes com LMMJ incluidos ao final, todos preencheram os critérios de inclusdo, ou seja,
imunofenotipagem realizada dentro dos parametros sugeridos pelo comité do GCB-SMD-PED
e tratamento clinico com 5-azacitidina em um minimo de 3 ciclos antes do transplante de
medula 6ssea.

A pesquisa foi realizada no Hospital de Cancer Infanto-Juvenil de Barretos (Hospital de
Amor de Barretos), com aprovacdo pela Comiss3o de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer

de Barretos sob Protocolo de Pesquisa NUmero do Parecer: 1119/2016 em 2016.

4.3 — Métodos

4.3.1 Coleta de dados clinicos e laboratoriais

A coleta de dados clinicos e laboratoriais foi realizada para todos os pacientes através
de revisdo de prontudrio e das fichas de coleta do acervo do GCB-SMD-PED (fichas 1 a 7) com
sede atual no Hospital de Cancer Infanto-Juvenil de Barretos. Os dados clinicos como data de
nascimento, género, estado de origem, data do diagndstico, data de inicio dos ciclos de 5-
azacitidina, foram coletados em ficha de coleta prdpria para o estudo, bem como data da

ultima consulta e data do dbito.
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4.3.1.1 Mielograma e Hemograma (Sangue Periférico)

A avaliagdo morfoldgica/histoldgica inicial para definicdo de displasias e contagem de
blastos foi realizada por subcomité especializado de morfologia e na dependéncia de ao
menos dois observadores do GCB-SMD-PED; foram avaliadas laminas de esfregaco de sangue
periférico, medula dssea, e coagulo/bidpsia de medula dssea, quando disponivel, apds
coloracdo adequada, e complementagdo com imuno-histoquimica. A mesma avaliagao

morfoldgica de sangue periférico e medula éssea foi realizada apds os ciclos de hipometilante.

4.3.1.2 Citogenética

A andlise citogenética foi realizada através de cariétipo por bandeamento G
convencional. A técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) com sonda para
monossomia do cromossomo 7 (-7) foi acrescentada como método complementar quando
indicado, como por exemplo na auséncia de crescimento de metafases. Os resultados foram
todos validados pelo comité de citogenética do GCB-SMD-PED. Pacientes com achado de
citogenética positiva como monossomia do 7 ou trissomia do 8 também tiveram nova analise

genética apods os ciclos de 5-azacitidina.

4.3.1.3 Analise Molecular - Perfil de mutagdées LMMJ

Todos os pacientes com suspeita diagnéstica de LMMJ foram submetidos a analise de
painel mutacional incluindo os genes NRAS, KRAS, PTPN11, CBL utilizando sequenciamento de
Sanger. Inicialmente foi realizada extragao de DNA em amostras de medula éssea coletadas
em tubo de EDTA, seguido da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificacao
dos genes PTPN11 (exons 3,4,8 e 13), NRAS (exons 2 e 3), KRAS (exons 2 e 3) e CBL (exons 8 e
9). A mutacdo do NF1 foi considerada apds preenchimento dos critérios clinicos para
neurofibromatose tipo 1 e avaliacdo de geneticista clinico. Quando identificado mutacdo, essa

pesquisa foi novamente realizada apds ciclos de 5-azacitidina.

4.3.1.4 - Métodos de andlise da imunofenotipagem
Em 2014, baseado em estudos em SMD de adultos com validacdo de marcadores com
sensibilidade diagnéstica, foi padronizado um painel de 8 cores para avaliagdo de maturacao

mielomonocitica e células CD34*. Todos os pacientes encaminhados para o GCB-SMD-PED em
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Barretos-SP com suspeita de SMD ou LMMJ passaram a ter coleta de amostra de medula éssea
para analise da expressao antigénica de precursores hematopoiéticos utilizando esse painel

de anticorpos. >¢->8

4.3.1.4.1 - Calibragao do Citometro de fluxo

Os ajustes de calibragdo do citdmetro de fluxo FACSCanto foram realizados baseados no
procedimento de padronizacdo instrumental com auxilio das beads CS&T (Cytometer Setup
and Tracking —BD Biosciences) e o monitoramento da calibra¢ao do equipamento foi realizado
utilizando o software FACSDiva.

Antes de iniciar as analises, foi verificado diariamente o desempenho do citbmetro com
as beads de controle de qualidade CS&T, checando a performance do sistema e também
manualmente a padronizagao instrumental através do monitoramento dos intervalos das
medianas de fluorescéncias.

O intervalo de variagao aceitavel para os valores das medianas de fluorescéncia foi de
+/- 15% para cada lote validado para o ensaio. Apds a verificacdo da calibracdo o equipamento

foi liberado para uso ou realizado nova padronizacdo se necessario.

4.3.1.4.2 - Processamento das amostras para imunofenotipagem

De todos os pacientes encaminhados com suspeita de LMMJ foi coletado 2ml de medula
O0ssea em tubo de EDTA. A imunofenotipagem foi realizada através do processamento de
material coletado em uma concentrac¢do de 2-5x108 células usando uma técnica padronizada
de “lyse-wash-stain” em até 24 horas da aspiracdao de medula dssea e de acordo com as
recomendacdes do European Leukemia Net (ELN).>’ A expressdo antigénica foi analisada
utilizando-se anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos, descritos na tabela 3. As
amostras foram adquiridas em citometro de fluxo FACSCanto Il (Becton — Dickson — BD
Biosciences) através do software FACsDiva® (BD — Biosciences) calibrado diariamente
conforme descricdo acima e analisados pelo software Infinicyt (Cytogonos®).

No minimo 100.000 células nucleadas foram avaliadas, mas na maioria dos pacientes
foram analisados 500.000 eventos por tubo. Os resultados disponiveis foram analisados pelo

software Infinicyt 1.7 (Cytogonos®).

16



Tabela 3: Painel de anticorpos utilizados para o auxilio de diagndstico das sindromes

mielodisplasicas e LMMJ por citometria de fluxo.

Combinagodes de anticorpos usadas

FITC PE PERPCy5.5 PECy7 APC APCH7 V450 V500
Tubo 1 CD7  CD56 CD34 CD117  CD10 CD19 CD38 CD45
Tubo2 CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD14 HLA-DR CD45

4.3.1.4.3 - Identificagdao das Populagdes Celulares

As populacdes que compdem a medula déssea e de interesse foram identificadas
utilizando um dot plot CD45/sideward light scatter (SSC) baseando-se na intensidade do
marcador pan-leucocitario CD45 (figura 3). As células granulociticas maduras foram definidas
como CD45fac e SSCat°; mondcitos CD45Me™° e SSC" em combinacdo com a express3o de
CD14. Progenitores mieloides foram identificados como células CD45™ e SSC em
combinacdo com a expressdo de CD34, CD117 e/ou CD13 (mieloblastos). Células precursoras

B (hematogdnias tipo |) sdo CD45/SSCP2*° com um fendtipo CD34*/CD19*/CD10*.
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Figura 3 — Separacdo das populac¢des pelo plot CD45/SSC. MO normal — paciente controle. Em
verde populagao granulocitica madura; Azul petréleo populagdo eritréide; Rosa Salmao

precursores mieloides; Vinho mondcitos; Cinza linfécitos

A avaliagcdo de SSC e padrao de granulagdo foi realizada de acordo com os critérios de
Ogata e célculo da relagdo granulécitos/linfocitos. Um padrdo de normalidade do SSC
(complexidade interna) foi definido a partir da andlise de uma populacdo controle do

laboratério, com medula éssea normal.”®>° (Figura 4)
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Figura 4 — Analise de SSC (adaptado de Ogata e col., 2012). Relagcdo do pico de SSC
granuldcitos/linfocitos. Avaliagdo de SSC de granulécitos CD10™ + SSC de linfécitos maduros)

>7.43 como normal.

As células CD34*foram separadas pelo dot plot SSC/CD34 e pelas coexpressées de CD19,
CD10, CD13, CD117. Expressdes andmalas de CD7 e CD56 também foram avaliadas.

Os precursores mieloides (CD34*/CD117*/CD13*) entdo separados foram analisados
também quanto a presenca de expressao anormal de CD16, CD11b e expressao aberrante de
CD7 e CD56 (considerado positivo quando em mais de 20% das células) ou reducdo da
expressao de antigenos normais comparado a um padrao de normalidade. Além da
guantificacdo, foi analisado se a porcentagem encontrada estava de acordo com esperado
para idade ou com aumento de precursores circulantes segundo referéncia brasileira.®°(Figura
5). Os progenitores linfoides B ou hematogodnias tipo 1 (H1) (CD34*/CD10*/CD19*) foram
também quantificados a partir do total de células nucleadas e comparados com um padrdo de

normalidade se estavam diminuidos ou ausentes.®° (Figura 6)
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Figura 5 — Plots de analise de precursores mieloides em medula normal. Identificacdo de

células CD34* (salmao), com expressao de CD117 e HLA-DR normais
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escuro populagao de linfécitos B maduros.
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O padrao de maturacdo granulocitica foi analisado utilizando a expressdao de CD13,

CD16, CD11b e também comparando com um padrdo de normalidade. (Figura 7).
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Figura 7 — Plots de analise de padrdao de maturagao granulocitico em MO normal - controle.
Granuldcitos em diferentes fases de maturagdo; em tons de verde granulécitos mais jovens e

em tons de marrom granuldcitos maduros com CD11b*/CD13*/CD16".
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A populagdo monocitica, separada inicialmente no grafico CD45/SSC foi avaliada na
combinacdo de duas analises: da expressdo de HLA-DR/CD14 apds excluidas as células CD34*
(Figura 8), foram separados nas subpopula¢cdes de CD14*/CD16° (mondcitos classicos),
CD14*/CD16* (mondcitos intermedidrios) e CD14/CD16* (mondcitos ndo cldssicos) e
analisados quanto as proporg¢des encontradas em relagao ao total de mondcitos maduros e
também quanto ao total de células nucleadas.?>3¢ A populacdo restante CD14/CD16  foi
considerada como precursores monociticos. Além disso, a expressdo aberrante de CD7 e CD56

em mondcitos foi também examinada.
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Figura 8 — Plots de andlise da populacdo monocitica. Expressdo de HLA-DR em mondcitos e
separacao das subpopulacdes de mondcitos (classicos, intermedidrios e ndo cldssicos) em MO
normal — controle. No grafico | mondcitos em vinho separados pelo plot CD45/SSC, com
expressao normal de HLA-DR (grafico Il). No grafico lll em azul mondcitos cldssicos; em lilas
mondcitos intermediarios; roxo escuro mondcitos nao-cldssicos; em vinho considerados
precursores monociticos. Nos graficos IV e V representando posicdo das diferentes

subpopula¢cdes de mondcitos
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A porcentagem de linfocitos T do total de células nucleadas foi estimada quantificando
as células CD7*CD56  isoladas da populacdo linfoide (CD452°SSCP2*) e os linfdcitos NK
(Natural Killers) a partir das células CD7-CD56* identificadas na mesma estratégia de separagao
da populagdo linfoide (Figura 9). Os linfécitos B maduros que s3o CD452 (CD34°/CD19*/CD10)

foram também quantificados.

1ES
L

1E4
1

1E3
1

1E2
1

g_ g
i H

g s 3

b A 8.3 9 o

: > ;i 2 o

o T T T T T 2 - T 7 e - -
[ 162 1€3 1E4 1E5 ] 162 1Es o 2 s 1Ea 165
CDh45V500-A CD7:FITC-A CDZFITC-A

g g

50000 100000
50000 100000
1 1
30000 100000

1

< < e < ¥
b4 A
= iy 162 13 164 1E5 . P .2 183 P 1E5 * i 4 1€2 1€3 164 1E5
CDS&PE-A CD7:FITC-A CDS&PE-A

Figura 9 — Plots de anadlise e separac¢ao das subpopulag¢des de linfécitos T e NK. Separac¢ao de

linfécitos T em azul e Separacado de linfécitos NK em lilas.
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Para andlise de porcentagem das subpopulac¢des celulares foram consideradas todas as
células nucleadas, incluindo eritroblastos.

Foi considerado como marcacdo aberrante quando expressdo do antigeno em pelo
menos 20% das células.

Todos os dados obtidos de quantificacdo celular foram comparados com uma populacao
controle, com medula éssea normal, para definicdo se normal ou alterado ao diagndstico.

A mesma andlise imunofenoticpica descrita foi realizada nas revaliacées apds 3 e 6 ciclos

de 5-azacitidina.

4.3.1.4.4 Padronizagao dos valores de referéncia

Foram obtidas amostras de medula éssea de 10 pacientes com medula éssea normal
pela andlise morfoldgica, entre eles pacientes com anemia carencial, e determinado
normalidade para comparacdo com pacientes com LMMJ.>® Para quantificacdo de células
CD34* e H1 foi utilizada referéncia brasileira publicada recentemente, com parametros de

acordo com a faixa etdria.®®

4.4 Analise estatistica dos dados

Foi realizada uma andlise descritiva dos dados clinicos e laboratoriais com apresentagao
de frequéncias e porcentagens. A amostra foi caracterizada a partir da mediana, percentis 10
e 90 para as varidveis quantitativas, e pelas frequéncias relativa e absoluta, para variaveis
gualitativas. A normalidade dos dados foi verificada a partir do teste de Shapiro-Wilks.

Depois foram analisadas a evolu¢ao dos dados laboratoriais e de citometria a partir dos
Modelos Lineares Mistos, com correcdao de Bonferroni para comparacdo das médias dos
momentos avaliados. A compara¢ao das varidveis como tipo de resposta, perfil molecular,
caridétipo, marcacdo aberrante de CD7 em precursores mieloides foram verificadas a partir do
teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher.

Foi examinada a rela¢do da variacdo dos dados obtidos pela citometria ao diagndstico,
aos 3 e 6 meses com o tipo de resposta obtida pelos pacientes nestes momentos. Para
diferenciar os pacientes com resposta daqueles com progressao de doenca, as mutacoes

genéticas e outras variaveis laboratoriais obtidas foram comparadas utilizando os testes de
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Fisher (categoricas) e teste T para varidveis numéricas, apds transformacdo logaritimica
guando a distribuicdo ndo era normal.

Por fim, fizemos uma regressao logistica multipla para encontrar um modelo de varidveis
capazes de prever a progressao da doencga apods 3 ciclos de 5-azacitidina.

As andlises foram realizadas a partir do software estatistico SPSS v.21(IBM®), com nivel

de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise da casuistica

Desde a introdugdao da imunofenotipagem por citometria de fluxo como ferramenta de
diagndstico e de seguimento para os pacientes com suspeita de sindrome mielodisplasica ou
leucemia mielomonocitica juvenil do GCB-SMD-PED, foram avaliados ao diagndstico 35
pacientes com LMM)J. Do total de 35 pacientes, 1 paciente ndo foi submetido ao tratamento
com medicacdao hipometilante e foi excluido desta casuistica. Outros 2 pacientes tiveram
recusa do responsavel em participar da pesquisa, e foram também excluidos, com um nimero
final de 32 pacientes. Figura 10.

Dos 32 pacientes analisados ao diagndstico, todos realizaram ao menos 3 ciclos de 5-
azacitidina antes do transplante de medula dssea, com reavaliacdo dos dados clinicos e
laboratoriais. No entanto, apenas 28 pacientes tiveram andlise imunofenotipica medular
neste momento do tratamento. Apds 6 ciclos de 5-azacitidina, dos 32 pacientes com LMMJ,
somente 25 pacientes tiveram dados de citometria disponiveis para anadlise pois: 5 pacientes
foram submetidos ao transplante de medula dssea antes de 6 ciclos, 1 paciente ndo realizou
imunofenotipagem neste momento de reavaliacdo de doenca, e 1 paciente teve amostra

hemodiluida e impropria para analise de resposta.

35 pacientes com LMMJ
s 2 recusas em participar

33 analise
imunofenotipica

32 tratados com
azacitidina

28 reavaliados apds 25 reavaliados ap6s

3 ciclos 6 ciclos

Figura 10 — Fluxograma da casuistica dos pacientes com LMMJ analisados.
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5.2 Dados clinicos e laboratoriais ao diagndstico e apds 3 e 6 ciclos de 5-azacitidina

A mediana de idade dos 32 pacientes com LMMJ ao diagndstico foi de 29 meses,
variando de 4 a 72 meses de idade. O predominio foi do sexo masculino, com 58,1% de
pacientes de sexo masculino e 41,9% do sexo feminino.

Os dados do hemograma ao diagndstico e nos dois momentos de reavaliacdo estdo
resumidos na tabela 5. Ao diagndstico, e conforme descrito na caracterizagdo da doenga,
todos os pacientes se apresentaram com mondcitos em SP > 1.000/mm?3, com mediana de
6x10°/L, reduzindo para 0.98x10°/L e 0.8x10°/L apds 3 e 6 ciclos de hipometilante
respectivamente. A mediana de leucdcitos foi de 33x10°/L, e somente 1 paciente se
apresentou com leucometria superior a 100x10°/L. Apds tratamento clinico a mediana de
leucometria chegou a 6.35x10°/L e apenas 6 pacientes dos 25 analisados apds 6 ciclos de
azacitidina mantinham leucocitose, com méaximo de 34.1x10°/L. A mediana de plaquetas foi
de 68x10°/L e 8 pacientes se apresentaram com plaguetometria ao diagndstico inferior a
20x10°/L. O incremento plaquetério foi evidente apds tratamento com hipometilante, com
mediana de 196.5x10°/L apds 3 ciclos e 2 pacientes mantiveram plaguetometria abaixo de
20.000/mm3. Anemia foi observada em quase todos os pacientes, e apenas em 5 a
hemoglobina estava acima de 11,0g/dL. Houve pouca alteragdo apds uso de 5-azacitidina
(Tabela 4).

A hemoglobina fetal apresentou mediana inicial de 9,55%, acima do esperado para a
idade conforme esperado na LMMJ. Também nado houve alteracao significativa destes niveis
ao longo do tratamento. A mediana de blastos no mielograma foi de 5,2% ao diagndstico, com
maximo de 15%; 14/32 pacientes tinham contagem de blastos em MO dentro da normalidade
enquanto 22/28 apds 3 ciclos e 20/25 apds 6 ciclos. Um paciente evoluiu com >20% de blastos
em medula éssea apds 6 ciclos e foi classificado com progressao de doenga (24,4%).

O tamanho do baco avaliado ao diagndstico apresentou-se com mediana de 5,5cm e
reducdo ao longo do tratamento (tabela 4). Porém 17/28 pacientes mantiveram bacgo palpavel
ap6s 3 ciclos e 17/25 apds 6 ciclos, sendo que quatro pacientes foram submetidos a

esplenectomia ao longo do tratamento clinico.
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Tabela 4 — Dados clinicos e de hemograma dos pacientes com LMMJ ao diagnéstico e apés 3

e 6 ciclos de 5-azacitidina (mediana, percentil 10 e 90).

Diagndstico 3 ciclos 6 ciclos p
N=32 N=28 N=25

Hb(mg/dL) 10.0 (7.7-12.1)  11.1(9.0-13.0) 11.2(9.5-12.8) NS
Leucécitos x 10%/L  33.3(10.7-78.7)  7.6(5.1-31)  6.35 (3.0-15.6) <0.001
Neutréfilos x 10%/L 11.6 (1.8-35.7)  1.33(0.5-21.2) 1.8 (0.3-6.5) <0.001
Mondcitos x 10°/L 6.0 (1.8-14.6) 0.98 (0.35-4.6) 0.8 (0.14-3.6) <0.001
Linfécitos x 10°/L 8.8 (3.6-20.5) 4.5 (2.4-6.6) 3.6 (1.5-6.4) <0.001
Plaquetas x 10°/L 68 (9-427) 196 (26-477) 183 (17-426) 0.016
Blastos SP % 1 (0-6) 0 (0-2) 0(0-3.3) 0.001
Blastos MO % 5.2 (2.5-12) 2.9 (0.8-8.9) 2.8(1.1-8.1) 0.033

HbFetal % 9.5 (0-64.5) 7.9 (1.5-45.9) 5.7 (1.6-53.1) NS
Ba¢o cm 5.5 (0-10) 2.0 (0-6) 2.0 (0-5) <0.01

5.3 Perfil molecular e citogenética dos pacientes com LMMJ ao diagndstico

Os 32 pacientes tiveram analise do perfil molecular e citogenética ao diagndstico.
Apenas cerca de 19% (6) apresentaram alguma alteragdo citogenética sendo 4 pacientes com
monossomia do cromossomo 7 e 2 com trissomia do cromossomo 8. Dos 4 pacientes com
monossomia do cromossomo 7, 2 eram do sexo feminino e 2 do sexo masculino, com idade
gue variou de 4 a 42 meses; os dados de hemograma destes pacientes estdo resumidos na

tabela 5.
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Tabela 5 — Dados clinicos e de hemograma dos pacientes com LMMIJ e caridtipo com

monossomia do cromossomo 7 (média, min e max).

Monossomia do 7

N=4
Idade meses 4-42
Hb(mg/dL) 10.4 (9.6-11.4)
Leucdcitos x 10°/L 25 (8.5-39.3)
Plaquetas x 10°/L 153 (39-440)
Blastos MO % 5.5 (4.8-7.6)
HbFetal % 5.6 (0-13.1)
Bago cm 1.7 (0-3)

O painel de mutagdes envolvendo via do RAS, identificou alteracdo em 20 dos pacientes.
10 (31%) com mutagao somatica de PTPN11, 4 com muta¢do somatica de KRAS, 4 com
mutacdo somatica de NRAS, 1 com mutacdo germinativa de CBL e 1 paciente com mutacdo de
PTPN11 e NRAS. Dos 12 pacientes com pesquisa negativa, 6 tiveram diagndstico clinico de
neurofibromatose tipo 1 pelo geneticista. Quando os dados obtidos da analise citogenética
foram cruzados com o perfil molecular observamos que dos 4 pacientes com monossomia do
cromossomo 7, 2 tinham mutacao de KRAS, 1 diagndstico clinico de neurofibromatose tipo 1

e 1 com mutacdo de PTPN11. Os dados estdo resumidos na tabela 6.
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Tabela 6 - Distribuicdo das mutacdes moleculares dos pacientes com LMMJ

Numero de
pacientes/%

PTPN11 10/31,2%
NRAS 4/12,5%
KRAS 4/12,5%

CBL 1/3,1%
PTPN11 + NRAS 1/3,1%
NF1* 6/18,8%

Negativo 6/18,8%

Total 32 /100%

*Diagnastico clinico pelo geneticista.

5.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

5.4.1 Imunofenotipagem por citometria de Fluxo ao diagndstico

Todos os 32 pacientes tiveram amostra medular analisada por citometria de fluxo ao
diagndstico. Os dados obtidos pela imunofenotipagem foram divididos em quantitativos e
qualitativos (alteracdes imunofenotipicas).

As quantificacdes das populagdes celulares ao diagnéstico dos pacientes com LMMJ e
grupo controle estdo descritas na tabela 7.

A mediana de células CD34" foi de 5,2%, com 3,4% de CD34%/CD117* e 0,75% de
CD34*/CD19*/CD10%, estatisticamente diferente das porcentagens encontradas nos pacientes
do grupo controle nos precursores mieloides (p 0,04). 75% dos pacientes tinham mediana de
precursores mieloides acima do considerado como referéncia de normalidade. Além da

qguantificacdo, foi observada expressdao aberrante de antigenos em precursores mieloides.
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Expressdao andmala de CD7 foi vista em 16 pacientes com LMMJ. Nenhum paciente apresentou
expressao de CD56 nesta subpopulagao celular.

Os mondcitos foram quantificados na totalidade e subpopulacdes. Os pacientes com
LMMJ apresentaram uma mediana de 11,91% mondcitos ao diagndstico, e 24 pacientes
tinham mais de 3,15% de mondcitos (percentil 10 do grupo controle). 6,4% eram mondcitos
CD14*/CD16  (classicos), representando a maior porcentagem em relagdo ao total de
mondcitos maduros, mas inferior a observada no grupo controle, 82,5% LMMJ x 92,7%
controle (p 0,008). As demais subpopulagdes monociticas estdo descritas na tabela 6. Os
mondcitos foram analisados ainda quanto expressdo antigénica e 22 pacientes exibiram
reducdo na expressdao de HLA-DR, e nenhum paciente teve expressdo aberrante de CD7 ou
CD56.

Os granuldcitos avaliados quanto ao padrdo de maturagdo (CD13/CD11b/CD16)
mostraram-se alterados em 37,5% dos pacientes, com assincronismo de matura¢ao em 18,7%.
A reducdo de complexidade interna e SSC foi observada em 28 dos 32 pacientes (< 7,43), com
uma mediana de 5,47, bem inferior a mediana encontrada no grupo controle de 7,83 com p
<0,001. N3o foi observada marcacdo antigénica aberrante na populacdo granulocitica.

Os linfécitos foram quantificados e as medianas, com percentis 10 e 90 estdo descritas
na tabela 6. Quando comparado ao grupo controle, a mediana de linfécitos T foi bem inferior
nos pacientes com LMMJ, 2,85% LMMJ x 5,3% do grupo controle, com p de 0,037. As medianas
de linfécitos B maduros e linfécitos NK tiveram quantificacdes estatisticamente semelhantes
ao grupo controle.

As figuras 10 a 14 ilustram o comportamento das popula¢des de precursores mieloides,

linfocitos B, granuldcitos e mondcitos nos pacientes com LMMJ.

33



Tabela 7 — Populagdes celulares pela imunofenotipagem por citometria de fluxo dos pacientes

com LMMJ e grupo controle (mediana, percentil 10 e 90).

LMM) Grupo Controle
N=32 N=10 P
SSC 5.47 (4.5-7.8) 7.83 (7.43-8.51) <0,001
CD34+/CD117+/CD13+ % 3.4 (0.6-13.5) 0.71 (0.5-1.2) <0,001
CD34+/CD19+/CD10+ % 0.75 (0-6.6) 0.83 (0.1-3.0) 0,82
Linfocitos T % 2.85(0.8-19.7) 5.3(3.7-16.8) 0,037
Linfécitos NK % 1.01(0.21-2.71)  0.78 (0.3-1.42) 0,77
Linfécitos B maduros % 2.17 (0.56-5.28) 2.6 (0.1-18.2) NS
Mondcitos
%Mondcitos Total 11.91(2.35-29.9)  3.76 (3.15-5.16) 0,001
%Classicos 6.4 (1.57-20.71)  2.63 (2.09-3.14) 0,006
%Intermediarios 0.77 (0.03-11.48) 0.12(0.06-0.14) <0,001
%N3o classicos 0.12 (0.01-2.00)  0.02 (0.06-0.14) 0,002
%Precursores monociticos 2.41 (0.36-16.9) 1.29 (0.34-2.12) 0,03
%Mono Classico/Monos 82.5 (42.9-98.6) 95.7 (93.6-96.3) 0,008
%Mono intermediario/Monos  17.2(0.22-48.3) 4.22 (2.7-4.5) 0,013
%Mono ndo classico/Monos  1.51(0.18-16.3) 0.92(0-2.0) 0,07
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Figura 11 - Plots de separacdo das populagdes celulares pelo grafico CD45/SSC Controle x
LMMJ. A- Paciente com MO normal (controle) x B — paciente com LMMJ. Em verde os
granuldcitos com reducdo de complexidade interna (SSC); rosa salmao precursores mieloides,
aumentado nos pacientes com LMMJ; em vinho populacdo monocitica também aumentada

no paciente com LMMJ; em cinza precursores linfoides e linfécitos maduros diminuidos no

paciente com LMMJ; em azul petréleo populagao eritroide.
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Figura 12- Plots de maturagdo granulocitica Controle x LMMJ. C - Paciente com MO normal

(controle) x D — paciente com LMMJ. Observamos alteracdo no padrdo de maturacgdo

granulocitico no paciente com LMMJ, com aumento de granulécitos jovens (verdes claro e

escuro), reducao de granuldcitos maduros (marrom claro e escuro) e com expressao

assincronica de CD13/CD16/CD11b.
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Figura 13 - Plots de precursores linfoides B e linfécitos B maduros Controle x LMMJ. E -
medula dssea normal (controle) x F — paciente com LMMJ. Reducdo de precursores linfoides
B, H1 CD34*/CD19*/CD10" (azul claro) e H2 CD34/CD10*/CD19*(verde claro) nos pacientes

com LMMUJ. Em verde escuro linfécitos B maduros também diminuido.
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Figura 14 — Plots de células CD34+ precursores mieloides Controle x LMMJ. G — Paciente com

MO normal — controle x H — Paciente com LMMJ. Precursores mieloides representados em

salm3do com redugdo da expressao de CD117 no paciente com LMMJ, além de expressao

aberrante de CD7 nesta populacdo (28%).
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Figura 15 — Plots de Distribui¢ao de mondcitos Controle x LMMJ. I- Paciente com medula éssea
normal (controle) x J — Paciente com LMMJ. Aumento da populagdo monocitica em vinho, com
reducao da expressao de HLA-DR no paciente com LMMJ. Em azul mondcitos classicos
(CD14*/CD16°), lilas os mondcitos intermediarios (CD14*/CD16%), roxo escuro 0os mondacitos

nado classicos (CD14°/CD16*) com distribuicdo distinta nos pacientes com LMMJ.
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5.4.2 Perfil imunofenotipico ao diagndstico x Perfil molecular

Para andlise estatistica dos subgrupos moleculares, o paciente com mutagao
germinativa de CBL foi excluido por ser somente um e o paciente com mutacdao combinada de
PTPN11 + NRAS foi agrupado com os pacientes com mutacdao de PTPN11. Os dados estao
resumidos na Tabela 7.

Quando analisado a populagdo de células CD34* observamos os maiores valores nos
pacientes com perfil de mutacdo negativo, com mediana de 7,55%, diferente dos 3,1% dos
pacientes com NRAS e KRAS (p = 0,038). Na quantificacdo de células CD34/CD117/CD13*
positivas, precursores mieloides, a maior porcentagem foi obtida nos pacientes com NF1 e
PTPN11, e menor mediana nos pacientes com mutacdo de NRAS (4,28% x 1,8%
respectivamente). Ndo foi observada diferenca estatistica quanto porcentagem de
hematogobnias tipo 1 entre os subgrupos moleculares. Quanto a analise de expressao
aberrante nesta populagdo celular, somente pacientes com muta¢ao de PTPN11 e NF1
apresentaram expressdao andémala de CD7 (82% dos pacientes com PTPN11 mutado e 67% com
neurofibromatose tipo 1).

Os linfécitos maduros B, T e NK também foram analisados e apesar de menor mediana
nos pacientes com mutagao NRAS (1,89%), a diferenga entre os subgrupos moleculares ndo
foi estatisticamente significante.

Os mondcitos inicialmente classificados na sua totalidade e nas suas subpopulagdes se
apresentaram com medianas distintas entre os subgrupos moleculares. Os pacientes com
mutacdo de KRAS tiveram os maiores valores, seguidos dos pacientes com NF1 (p 0.035). A
distribuicdao das subpopulagdes monociticas também foi distinta entre os grupos, com
porcentagens acima de 90% de mondcitos classicos/total nos pacientes com NRAS e NF1, e
valores inferiores a 80% nos pacientes com mutagao de PTPN11 e KRAS. Ja os mondcitos
CD16* tiveram uma inversdo dessa distribuicdo com maiores porcentagens/total nos
pacientes com KRAS e PTPN11.

As caracteristicas qualitativas avaliadas estdo resumidas na Tabela 8. A maioria dos
pacientes com mutacao de PTPN11 e KRAS (83% e 75% respectivamente) apresentaram
redugao da expressao de HLA-DR, enquanto apenas 25% dos pacientes com mutagdo de NRAS.
A populacdo granulocitica avaliada se mostrou com alteracdo de padrdo de maturacdao em

todos os pacientes com mutagdo de KRAS e menos de 50% dos pacientes com PTPN11.
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Tabela 8 — Quantificacdo das populagdes celulares por citometria de fluxo dos pacientes com

LMMJ nos diferentes subgrupos moleculares (mediana percentil 10 e 90).

PTPN11 NF1 NRAS KRAS Negative P
N=11 N=6 N=4 N=4 N=6 valor
% Granulocitos 65(28.6-72.2) 48.5(14.6-70.9)  71.95(58.7-73.5) 35.2(25.2-58) 38.9(22-62) 0.033

%CD34*/CD117*

%CD34*/CD19*/CD10*

% Linfécitos T

% Linfécitos NK

% Mondécitos Total

% Precursores monociticos

%Mono classico/Monos

%Mono intermediario/Monos

%Mono nao classico/Monos

4.1(2.8-12)
0.7(0-5.7)
3.4(1-15.4)
0.8(0.43-1.68)
10.74(2.35-13.28)
1.43 (0.36-3.69)
76.25(50.2-91.83)

20.12(5.12-38.0)

3.6(0.90-12.79)

4.28(2.4-6.9) 1.8(1.5-2.7) 1.95(0.8-2.8) 3.65(0.9-13.5) 0.017
0.84(0-2.5) 1.04(0.3-2.2) 0.74(0.3-6.6) 0.53(0.1-4.4) NS
3.89(0.9-8.5) 1.89(1.3-2.4) 3.9(0.9-19.7) 2.92(1.7-9.3) NS

1.02(0.45-1.74)  1.07(0.21-1.91)  1.68(0.64-2.71)  1.1(0.49-2.2) NS

16.58(5.91-29.9) 9.58(6.63-13.17) 22.03(7.78-28.63) 13.23(2.93-17.32)0.024

5.62 (1.78-16.9)  1.82(1.32-2.87)  4.37(0.97-6.18) 2.45 (0.59-3.61) NS

94.74(83.0-98.26) 94.99(89.3-98.57) 71.09(48.25-94.05) 85.51(67.65-93.4)0.017

3.84(1.23-9.0) 3.68(1.2-8.45)  25.99(5.68-46.65) 14.12(5.6-27.61) 0,004

0.98(0.18-8.0)  1.32(0.23-2.24) 2.92(0.27-5.1)  1.06(0.27-6.85) 0.019
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Tabela 9 — Alteracées imunofenotipicas nos pacientes com LMMJ nos diferentes

subgrupos moleculares.

PTPN11 NF1 NRAS KRAS Neg
N=11 N=6 N=4 N=4 N=6
Granuldcitos
Redugdo SSC 11 5 4 3 4
Alteracdo Padrao de Maturacao 5 5 2 4 1
CD7 aberrante 0 0 0 0 0
CD56 aberrante 0 0 0 0 0
Mondcitos
%monocitos>3.5% 8 6 4 4 5
Alteragdo expressao HLA-DR 10 4 1 3 4
CD7 aberrante 0 0 0 0 0
CD56 aberrante 0 0 0 0 0
Células CD34+
CD34/CD117>2%* 11 6 2 3 3
CD34/CD19/CD10 <1.14%* 6 4 2 3 4
CD7 aberrante 9 4 0 0 3
CD56 aberrante 0 0 0 0 0

*De acordo com a referéncia para a faixa etdria na populagao brasileira (Lorand-Metze

2018)
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5.5 Resposta Clinica apds tratamento com 5-azacitidina — parametros clinicos e
genéticos

Dos 28 pacientes analisados com imunofenotipagem apds 3 ciclos de azacitidina, 7
obtiveram resposta completa, 16 obtiveram resposta parcial e 4 evoluiram com progressao
de doenca; 1 paciente ndo contemplou nenhuma das caracteristicas clinicas ou genéticas para
serem avaliadas apds tratamento clinico e com doencga estavel foi agrupado no grupo de
resposta completa.

Dos 25 pacientes evoluidos apés 6 ciclos, 21 também tinham sido avaliados apds 3 ciclos
de medicacdo, e 4 s6 tiveram exames coletados apds 6 ciclos. 5/25 tiveram resposta completa,
16/25 resposta parcial e 4 tiveram progressdo de doenga. Um dos 21 pacientes avaliados nos
dois momentos e que tinha resposta considerada completa teve progressdo de doenca apds
6 ciclos de medicacdo (recaida).

Dos 6 parametros de resposta clinica avalidveis foi possivel acessar 5 em 3 pacientes, 4
em 8 pacientes, 3 em 13 pacientes, 2 em 6 pacientes, 1 em somente 1 paciente; 1 dos 32
pacientes nao tinha parametros clinicos para seguimento segundo padroniza¢do proposta,
mas mostrou mudancas na leucometria e plaguetometria com uso de 5-azacitidina,
considerado com doencga estavel. O baco foi a varidvel mais acessivel ao diagndstico para
seguimento, seguida pela leucometria e plaquetometria.

A reavaliacdo do status mutacional revelou somente dois pacientes com resposta
molecular e negativacdao da mutacao de PTPN11 por PCR apés 6 ciclos de 5-azacitidina e um
paciente com negativacdo de KRAS. As caracteristicas clinicas e laboratoriais desses dois

pacientes com PTPN11 estdo descritas no Anexo D.

5.5.1 Perfil imunofenotipico apds tratamento com 5-azacitidina

5.5.1.1 - Células CD34*

Os dados estao todos resumidos na tabela 9. Durante o tratamento com 5-azacitidina a
reducdo de células CD34* e CD34/117" foi observada nos dois momentos de reavaliacdo apds
azacitidina. 87% dos pacientes tinham mais de 2% dessas células ao diagndstico, e apenas 64%
e 44% apos 3 e 6 ciclos de hipometilante. A mediana inicial de 3,35% foi para 2,3% e 1,63%
respectivamente, com p 0.012 (Figura 15). J4 o compartimento de precursores linfoides B, ja

reduzidas ao diagndstico, apresentou-se com novas quedas apds o uso da medicacdo, com
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mediana de 0,01% apds 3 ciclos. De 4/32 pacientes com auséncia de células
CD34*/CD19*/CD10* ao diagndstico, encontramos 14/28, ou seja, 50% da amostra apds 3
ciclos.

Alteragdes imunofenotipicas quanto expressdao de antigenos e marcagdes aberrantes
também foram avaliadas. A expressdo aberrante de CD7 em precursores mieloides se
manteve ao longo de todo tratamento clinico, e com mediana mantida da populagdo de
blastos com esta expressdao anémala, 49,57%, 47,55% e 41,84% ao diagndstico, apds 3 e 6

ciclos respectivamente.

5.5.1.2 Série granulocitica

Os granuldcitos, analisados em porcentagem, padrao de SSC, alteragdes de maturagao
e expressdo antigénica, mostraram como principal achado um aumento da complexidade
interna (SSC) em relagdo ao diagndstico. Porém, apenas em 6/28 pacientes normalizaram este
valor apds 3 ciclos e 3/25 pacientes apds 6 ciclos de 5-azacitidina. Expressdo antigénica
aberrante e alteragdes de padrao de maturagao e assincronismo de matura¢ao nao tiveram

diferencas durante tratamento.

5.5.1.3 Mondcitos

Foi evidente uma reducdao da populacdo total de mondcitos apds tratamento
hipometilante, de 11,91% para 4,58% apds 6 ciclos (p=0,001). A mesma diferenca, com
significancia estatistica foi observada na queda de mondcitos classicos, CD14*/CD16°, ndo
acompanhada pelas duas outras subpopulacées CD16* (Figura 16). A porcentagem dos
subgrupos de monécitos em relagdo ao total de mondcitos maduros foi varidvel durante o
tratamento com droga hipometilante, com incremento na porcentagem de mondcitos nao
classicos/total (Tabela 9).

A expressao anormal de antigenos como a reducgdo de expressdao de HLA-DR nesta

populacdo celular ndo teve alteracdo com a 5-azacitidina.

5.5.1.4 Populagdes linfoides maduras
A populacdo de linfdcitos T, reduzida ao diagndstico, mostrou importante incremento
com uso de hipometilante. Somente 12/32 pacientes tinham linfécitos T acima de 3,7% (usado

percentil 10 de linfécitos T do controle para normalidade) enquanto apds 3 ciclos de
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azacitidina 22/28 pacientes e 18/25 pacientes apds 6 ciclos da medicacdo. O mesmo
incremento foi observado nos linfécitos NK, com p 0,009 (Figuras 17 e 18).

Na casuistica analisada, os linfécitos B maduros ndo apresentaram alteracdes
significativas durante o tratamento clinico.

Os dados estdo resumidos na Tabela 9.

Tabela 10— Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com LMMJ ao diagnéstico, apds 3

ciclos e 6 ciclos de 5-azacitidina (mediana, percentis 10 e 90)

Diagndstico
N=32

3 ciclos
N=28

6 ciclos
N=25

SSC
% total CD34
% CD34*/117*
%Precursores CD7*
% CD34*/CD10*/CD19*
LINFOCITOS
% Linfocitos T
% Linfocitos NK
% Linfdcitos B maduro
MONOCITOS
%Mondcitos Total
% Precursores monociticos
% Mondcitos CD14*/CD16
% Mondcitos CD14*/CD16*
% Mondcitos CD14°/CD16*
%Mono classico/Monos
%Mono intermedidrio/Monos

%Mono ndo-classico/Monos

5.47 (4.47-7.8)
5.2 (1.8-13)
3.35 (1.08-6.87)
49.57(22.86-97.55)
0.75 (0-5.17)

2.86 (1.07-8.98)
1.01 (0.44-2.14)
2.17(0.56-5.28)

11.91 (3.21-25.62)
2.41 (0.85-6.12)
6.4 (1.72-12.71)
0.77 (0.13-4.81)
0.12 (0.02-1.19)

82.55 (46.49-98.16)

17.22 (1.33-40.54)

1.81(0.23-13.71)

6.32 (3.87-8.15)
3.0 (0.46-6.82)
2.3 (0.45-5.86)
47.55(23.42-96.11)
0.01 (0-0.5)

12 (2.55-31.37)
1.85 (0.78-5.17)
2.84 (0.74-10.58)

6.17 (2.42-17.39)
1.27 (0.46-4.48)
3.89 (1.09-11.82)
0.42 (0.05-2.91)
0.1 (0.01-0.59)
80.92 (49.1-97.05)
11.62 (0.39-34.47)
3.78 (0.13-10.23)

6.08 (4.38-7.92)
1.93 (0.7-7.05)
1.63 (0.62-5.57)

41.84(20.13-93.03)

0.1 (0-1.3)

8.5 (1.82-27.75)
1.44 (0.39-6.21)
2.53 (0.36-8.25)

4.58 (2.25-14.6)
0.94 (0.21-4.09)
3.13(1.11-7.15)
0.36 (0.13-3.36)
0.1 (0.03-0.75)

81.89 (49.1-97.06)
10.44 (2.56-42.06)
4.88 (0.46-14.21)

NS
0.016
0.012

NS

<0.001

<0.001
0.009

0.001
0.01
0.04

NS
NS
NS
NS
0.03
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Figura 16 — Curva de distribuicdo de células CD34/CD117* diagndstico, 3 ciclos e 6 ciclos
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Figura 17 — Curva de distribuicdo de mondcitos ao diagndstico, 3 e 6 ciclos
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3.00

2,507

2,00

1.507

% Linfocitos NK (mediana)

1.007

T T T
Diagnostico 3 ciclos G ciclos
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5.5.2 Perfil Imunofenotipico x Resposta clinica obtida com tratamento com 5-
azacitidina
Os dados obtidos pela citometria de fluxo apés tratamento com hipometilante
foram comparados com o tipo de resposta clinica obtida. Os dados estdo todos resumidos nas
tabelas 11 e 12. Dos 28 pacientes avaliados com ICF apds 3 ciclos de 5-azacitidina, aqueles que
apresentaram alguma resposta, parcial ou completa, se apresentaram com uma mediana
inferior de células CD34* e CD34/CD117* quando comparados aqueles com progressdo de
doenga. Os pacientes com progressao de doenca inclusive tiveram mediana de células
CD34/CD117* de 6,36%, superior ao encontrado ao diagndstico de LMMJ. Nenhum dos

pacientes com <2% de precursores mieloides ao diagndstico teve progressao de doenca.

As hematogobnias tipo 1, como ja observado nos pacientes pds tratamento,
apresentaram reducdo da porcentagem mas sem diferenga entre os tipos de resposta. Ja os
linfécitos T, que sofreram incremento com o tratamento, tiveram maior mediana nos

pacientes com resposta completa quando comparados aos dois outros subgrupos (p 0.052).

Embora observada uma reducdo do total de mondcitos, aqueles com progressdo de
doenca se apresentaram com medianas superiores de mondcitos totais e mondcitos cldssicos;
este mesmo grupo teve as menores medianas de mondcitos CD16* (intermediario e nao
cldssico). Apesar desta diferenca da distribuicdo dos subtipos de mondcitos nos pacientes com

progressao de doenca, esta ndo foi estatisticamente significativa (Tabelas 10 e 11).

Apods 6 ciclos de 5-azacitidina, os 25 pacientes apresentaram caracteristicas fenotipicas
semelhantes as observadas apds 3 ciclos e de acordo com a resposta clinica. Foi observado o
mesmo aumento na mediana de células CD34/CD117* e menores medianas de linfécitos T no
subgrupo que evoluiu com progressdo de doencga. De comportamento distinto, apds 6 ciclos,
os 4 pacientes com progressao de doenga tinham as maiores medianas de mondcitos
intermediarios, com valores inclusive acima daquele encontrado nos pacientes com LMMJ ao

diagndstico (0,77% x 1,57% respectivamente).

Quanto as altera¢des imunofenotipicas qualitativas, estas ficaram estdveis ao longo do
tratamento e independente da resposta clinica obtida. Todos os pacientes com expressao
aberrante de CD7 em precursores mieloides mantiveram a alteracdo ao longo do tratamento.

Todos os 4 pacientes com progressao de doen¢a em dois momentos distintos de avaliacao
48



tinham a expressdao andémala de CD7, enquanto somente 33% e 40% dos pacientes com

respostas clinicas completa e parcial respectivamente (p 0,055), conforme tabela 12.

Tabela 11 - Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com JMML depois de 3 ciclos de

5-azacitidina de acordo com a resposta clinica (mediana).

Resposta Resposta -
. Progressao
Completa Parcial N=4
N=8 N=16 N
%CD34 Total 3.25 2.49 6.99 0.016
% CD34%/CD117* 2.62 1.87 6.36 0.008
% CD34*/CD10*/CD19* 0.17 0.1 0.08 NS
% Linfocitos T 23.8 12.1 7.5 0.052
% Linfdcitos NK 2.8 2.3 1.3 NS
MONOCITOS
% Total mondcitos 7.17 7.53 12.64 NS
% Precursores monociticos 1.18 1.59 4.44 NS
% Mondcitos Classicos 4.66 432 7.79 NS
% Mondcitos Intermediarios 1.08 1.35 0.33 NS
% Monocitos Nao-classicos 0.24 0.28 0.08 NS
%Mono cldssico/Monos 76.42 83.98 91.87 NS
%Mono intermediario/Monos 17.46 11.04 6.93 NS
%Mono n3o-classico/Monos 3.78 3.93 1.19 NS
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Tabela 12 - Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com LMMJ depois de 6 ciclos de 5-

azacitidina de acordo com a resposta clinica (mediana).

Resposta Resposta

Completa Parcial ProgNr:ZSEO p
N=5 N=16

% Total CD34+ 1.99 2.42 5.23 0.016

% CD34*/CD117* 1.59 1.81 4.89 0.014
% CD34*/CD10*/CD19* 0.12 0.54 0.12 NS

% Linfocitos T 20.5 9.7 5.7 0.047
% Linfocitos NK 4.1 21 1.3 NS

MONOCITOS

% Total de mondcitos 5.79 6.71 6.69 NS
% Precursores monociticos 1.9 1.46 1.15 NS
% Mondcitos Classicos 3.14 4.14 3.87 NS
% Mondcitos Intermediarios 0.58 0.88 1.57 NS
% Mondocitos Nao-Classicos 0.18 0.24 0.1 NS
%Mono Classico/Monos 81.89 88.17 61.92 NS
%Mono Intermediario/Monos 9.02 9.35 17.81 NS
%Mono N3do Classico/Monos 4.88 2.81 11.61 NS

Tabela 13 — Relacdo da expressdao de CD7 em precursores mieloides e tipo de resposta a 5-

azacitidina.
Resposta Resposta Progressao P
completa Parcial
2 8 6
CD7+ 33% 40% 100%
0.055
4 12 0
CD7- 66% 60% 0%
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5.6 Identificacdo de fatores preditivos de resposta
Os 21 pacientes analisados nos 3 momentos, diagndstico, 3 ciclos e 6 ciclos de
hipometilante foram observados quanto as mudancas imunofenotipicas sofridas ao longo do

tratamento e de acordo com o status de resposta clinica obtida.

Cinco pacientes foram classificados com resposta clinica completa apds 3 ciclos de
azacitidina, e desses, 2 mantiveram o status na reavaliagao posterior; todos tinham < 2% de
células CD34*/CD117* na reavaliagdo medular. Outros 2 pacientes passaram para resposta
parcial apds 6 ciclos de azacitidina, mas ambos ja se apresentavam com >2% de precursores
mieloides ao diagndstico e na reavaliacdo com 3 ciclos de azacitidina. O Unico paciente com
progressdao de doenca apds 6 ciclos da medicacdo manteve durante os 3 momentos de
avaliacdo imunofenotipica niveis elevados de CD34/CD117*, 12%, 5,.8% e 7,7%
respectivamente, apesar de melhora de parametros clinicos e laboratoriais propostos na
reavaliacdo com 3 ciclos de 5-azacitidina. Os linfécitos T também observados nos 3 momentos
mostrou incremento em 4/5 pacientes analisados apds 3 ciclos de azacitidina e com resposta
completa, com reducdo apds 6 ciclos no paciente com progressao de doenca. Imunofenétipo
aberrante com marcacdo de CD7* em precursores mieloides somente ndo foi observada em 1
dos 5 pacientes, que manteve resposta completa nas reavaliagdes. Dois pacientes com
resposta completa e com dados nos 3 momentos de avaliacdo tiveram reducdo expressiva das
porcentagens de precursores mieloides com expressdo aberrante de CD7 (Paciente 1: 64,23%-

43,79%-19,13% e Paciente 2: 97,94%-97,81%-30,18%).

Dois pacientes dos 21 se mostraram com progressdao de doenga apds 3 ciclos e
mantiveram status apds 6 ciclos de medicagdao. Ambos tinham valores acima de 2% de
CD34/CD117* nos 3 momentos de avaliagdo medular e ndo tiveram incremento de linfdcitos
T, (Paciente 1: 0,9%-7,5%-4,9% e Paciente 2: 1,5%-2,0%-1,6%). Todos os pacientes tinham

expressao andmala de CD7 em precursores mieloides.

Por fim, 13/21 pacientes foram caracterizados como resposta clinica parcial apods 3
ciclos de azacitidina. Desses, 8 pacientes tinham >2% de precursores mieloides ao diagnéstico,
e 5 mantiveram valores acima de 2% apesar de reducdo ap6s 3 ciclos, e apenas 3 pacientes

apos 6 ciclos mostrando uma reposta progressiva na reducao de precursores mieloides apesar
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de manutencdo do status. Apenas dois pacientes evoluiram para resposta completa apds 6

ciclos. O incremente de linfécitos T foi varidvel neste grupo.

Os dados estdo descritos no Anexo E e ilustrados na figura 20.
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Figura 20 — Curvas de distribuicdo da mediana das populag¢des de células CD34/CD117*,

linfocitos T, mondcitos totais e subpopulagbes, de acordo com a resposta clinica com 3 e 6

ciclos de 5-azacitidina.
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5.7 Modelo preditivo de resposta

Para tentar diferenciar os pacientes com LMMJ e com alguma resposta ao tratamento
com 5-azacitidina daqueles com progressao de doenga durante terapia foi realizada uma
analise discriminate. Apds comparar as mutacées moleculares com varidveis laboratoriais ao
diagndstico como idade, expressdao an6mala de CD7 em precursores mieloides, porcentagem
de mondcitos intermediarios, porcentagem de linfécitos T foi realizada uma regressao
logistica com juncdo de varidveis com p<0,1 para identificacdo da melhor combinacao
preditora de progressdao de doenga apds 3 ciclos de 5-azacitidina. As varidveis foram
simultaneamente analisadas em uma regressao logistica multivariada bindria, com inclusao
progressiva (p =0,05). O modelo final foi baseado em duas varidveis independentes, presenca
de mutacdo NF1 e expressao aberrante de CD7 em precursores mieloides. Os pacientes foram
classificados desta forma em score 0 (ausente), 1 (1 dessas duas variaveis) e 2 (2 variaveis
presentes). Somente os pacientes com score 2 pela regressdo logistica foram de risco para
progressao de doenga. Com a aplicagdo deste score na casuistica de 32 pacientes com LMMJ,
93,7% dos pacientes foram corretamente preditos para progressao de doenga ou resposta a

terapia.
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6. DISCUSSAO

A Leucemia Miemomonocitica Juvenil (LMMJ) é uma doenga hematoldgica clonal rara,
com critérios diagndsticos clinicos e laboratoriais bem definidos.>*** Apesar do diagndstico
criterioso e cerca de 90% dos pacientes com LMMJ apresentando-se com mutagdao de um dos
genes envolvidos na via do RAS, 10-15% necessitardo de critérios diagndsticos adicionais,
menos especificos, como elevacdo de hemoglobina fetal e precursores circulantes em sangue
periférico.>** A imunofenotipagem por citometria de fluxo (ICF), amplamente utilizada no
diagndstico de doencas hematoldgicas e no monitoramento de resposta ao tratamento, ndo
faz parte das ferramentas diagndsticas rotineiramente empregadas na LMMJ. Como esta
doenca tem caracteristicas de mielodisplasia e mieloproliferacado, a iniciativa de realizar este
estudo surgiu da necessidade de verificar qual o comportamento imunofenotipico da LMMJ e
se a ICF poderia auxiliar no diagndstico diferencial com outras doengas neopldsicas.
Utilizando-se de um painel de anticorpos validado para avaliagdo de pacientes pediatricos com
SMD, os pacientes com LMMJ foram analisados quanto suas caracteristicas
imunofenotipicas.”® Como a apresentac3o clinica, evolu¢do de doenca e terapéutica proposta
sao distintas a depender da mutagao molecular encontrada, os achados obtidos pela ICF ao
diagndstico foram ainda associados com o perfil molecular.'®4

Com o incremento recente de estudos acerca da genética envolvida na doenga, a LMMJ
vem se mostrando uma doenca multifacetada. A evidéncia de hipermetilacdo génica, e de
perfis distintos de metilacdo em pacientes com LMMJ com impacto em progndstico, permitiu
a utilizacdo de novos tratamentos clinicos.>33>*? Apesar do transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH) ser a Unica terapéutica curativa para maioria dos pacientes com
LMMJ, a 5-azacitidina, medicacdo hipometilante, provou ser uma opc¢do segura na melhora da
performance pré-transplante.?®>!

Assim, com o conceito de utilizacdo da ICF na reavaliacdo de outras doencas
hematopoiéticas, o presente estudo buscou analisar as alteracées imunofenotipicas apds uso
da 5-azacitidina. Como os pacientes com LMMJ podem ter oscilacbes da leucometria,
monocitose e esplenomegalia, ou doenca estavel por anos sem tratamento, os critérios
clinicos de reavaliacdo do paciente podem deixar duvidas a respeito da real resposta obtida.>?
Com esse objetivo, o mesmo painel de anticorpos utilizado ao diagnéstico foi novamente
empregado na reavaliacao dos pacientes com LMMJ submetidos ao tratamento clinico; as
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caracteristicas imunofenotipicas foram correlacionadas com o tipo de resposta clinica obtida,
a fim de identificar varidveis que auxiliam na avaliagdo da resposta ao tratamento e até
possiveis preditores de resposta.

Com uma mediana de 29 meses de idade, os 32 pacientes analisados se distribuiram
com uma maior frequéncia no sexo masculino. E esperada uma idade média de diagndstico
para LMMJ de 2 anos de idade e somente 5% acima de 4 anos de idade; nossa mediana pouco
superior aquela descrita na literatura, porem com 15,7% dos pacientes maiores de 4 anos.*>
A dificuldade de acesso a um servigo de saude acarreta atraso no diagndstico, realidade ainda
tdo frequente em paises em desenvolvimento como o Brasil. Apesar de nenhum dos nossos
pacientes serem menores de 4 meses, a literatura mostra 9% com diagndstico nesta faixa
etdria. A predominancia do sexo masculino é bem descrita em publicacdes anteriores, com
uma distribuicdo de 2:1; nossa casuistica confirmou essa predominancia.>*

As caracteristicas clinicas e laboratoriais que descrevem os pacientes com LMMJ ao
diagndstico foram verificadas no presente estudo. Com leucocitose e monocitose na maioria
dos pacientes, nossa mediana de 33x10°/L foi idéntica aquela descrita na literatura. Embora a
leucocitose seja mais frequente, alguns raros pacientes se apresentam com leucometrias
inferiores a 10x10°/L, principalmente naqueles com monossomia do cromossomo 7. Na nossa
casuistica apenas 2 pacientes (<10%) tinham leucometria inferior a 10x10%/L, um deles com
monossomia do cromossomo 7.%?1 A plaquetopenia, achado frequentemente descrito, leva a
sangramentos, mas apenas 14% terdo menos de 20x10°/L plaquetas. Entre nossos pacientes,
25% tiveram plaquetopenia inferior a esse valor. A hemoglobina fetal elevada para idade, que
faz parte dos critérios diagndsticos menores, mostrou-se elevada na maioria dos pacientes.
Passmore e col., descreveram pior progndstico para os pacientes com hemoglobina fetal
superior a 10%, presente em 46,9% da nossa amostra.*’ Dos dados obtidos da andlise
citogenética, apenas 1/3 dos pacientes com LMMJ terdo alguma alteracdo citogenética. A mais
frequente é a monossomia do cromossomo 7 responsdvel por 25% das alteragdes.*® Este

padrdo também ocorreu nos nossos pacientes.

E descrita uma maior prevaléncia desta alteracdo citogenética em pacientes com
mutacdo de KRAS, e essa combinacdo foi observada em 50% desses pacientes.* A avaliacdo
do perfil de mutagdes moleculares, imprescindivel para o diagndstico e correta proposicao
terapéutica, encontrou mutacdo de um dos genes envolvidos na patogénese da doenca em
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82% dos pacientes, sendo o mais frequente o gene PTPN11, seguido dos RAS e NF1. Cerca de
90% dos pacientes com LMMJ terdao envolvimento de mutacdo de um dos genes da via do RAS,
com maior prevaléncia do PTPN11.33 Apesar da raridade de se encontrar mais de um gene

mutado, nossa casuistica tinha um paciente com mutacdo de PTPN11 e NRAS.

Das caracteristicas imunofenotipicas ao diagndstico e ao longo do tratamento foi
possivel avaliar a populagdo de células CD34* com progenitores mieloides e linfoides B,
mondcitos, granuldcitos, linfécitos B, T e NK, quanto a quantificacdo das populacdes celulares

e verificacdao da existéncia de alteragdes imunofenotipicas.

Quando avaliamos os pacientes com LMMJ ao diagndstico, algumas caracteristicas
imunofenotipicas puderam ser identificadas. Em 2016, nosso grupo publicou uma casuistica
de 13 pacientes com LMMJ com descricao do perfil imunofenotipico de algumas populagdes
celulares que puderam ser confirmadas na casuistica atual.>® O presente estudo confirma o
observado anteriormente. Os pacientes se apresentaram com um importante incremento no
compartimento de células CD34* as custas dos progenitores mieloides. Como a LMMJ é uma
doenca de carater mieloproliferativo, com proliferacdo de granuldcitos e mondcitos, este
aumento observado era esperado. Quando correlacionamos essa populagao celular com o
perfil mutacional foi evidente um comportamento distinto a depender do gene envolvido. Os
pacientes com muta¢do somatica de PTPN11 e mutacdo de NF1 se apresentaram com as
maiores porcentagens de precursores mieloides. Tem sido descrito um perfil de doenca mais
agressivo e de prognéstico inferior para os pacientes com LMMJ e mutag¢des de PTPN11 e
NF1.%¢ A associacdo do achado imunofenotipico de um aumento de progenitores mieloides
nestes pacientes parece corroborar o comportamento mais agressivo desses dois perfis
moleculares. Além da proliferacio de células CD34/CD117* descrita na nossa coorte,
observamos uma alta frequéncia de expressdao aberrante de CD7 nesses precursores
mieloides, que sé foi observada nos pacientes com PTPN11 e NF1. E descrito em estudos com
pacientes com SMD a expressdo aberrante de CD7 inclusive com implicagcdes progndsticas.
Veltroni e col. em 2009, descreveram uma casuistica de pacientes pediatricos com SMD
subtipo AREB e sobrevida global inferior naqueles com express3o aberrante de CD7.%3 Ogata
e col. em 2002 também explorou esse comportamento em pacientes adultos com SMD,

corroborando o comportamento imunofenotipico semelhante entre LMMJ e SMD.% Este
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achado nos permite tracar um paralelo dos nossos pacientes com aqueles com SMD, além de

apontar para um progndstico pior nestes pacientes.®

Ainda no compartimento de células CD34*, os progeitores linfoides B, ou
hematogodnias tipo | (H1), foram também analisados. Semelhante ao descrito em pacientes
com sindrome mielodisplasica adultos e pediatricos, observamos uma reducao de H1 nos
pacientes com LMMJ. >%°96> Apesar de tratar-se de pacientes jovens, em que é esperado
maiores porcentagens de H1, esta populacdo se apresentou com medianas reduzidas quando
comparados com a populacio brasileira, e independente do perfil molecular.®
Diferentemente do apresentado, pacientes com neoplasias mieloproliferativas costumam
preservar os progenitores linfoides B, reforcando um comportamento da LMMJ mais

semelhante a SMD do que SMP.®°

Quanto a populagdo monocitica, esta foi avaliada na porcentagem total e das
subpopulag¢des, com novos achados em relacdo ao nosso estudo anterior. O aumento desta
populacdo observado nos pacientes com LMMJ e semelhante ao observado quanto as células
CD34/CD117%, condiz com a proliferacdo desta série, caracteristica da doenca. A distribuicdo
em mondcitos cldssicos, intermedidrios e ndo classicos mostrou caracteristicas proéprias
guando comparada a populacdo controle e ao j& descrito em pacientes com Leucemia
Mielomonocitica Crénica (LMMC). Em pacientes adultos com LMMC é observado um aumento
na populacdo de mondcitos classicos circulando em sangue periférico (SP) e em medula dssea
(MO). Selimoglu-Buet e col. compararam as subpopulagdes monociticas de pacientes com
LMMC com o de monocitoses ndao-clonais e encontraram um cut-off de >94% de mondcitos
cldssicos com alta sensibilidade e especificidade no screening diagndstico.3> Hudson e col.
avaliaram amostras de sangue periférico e medula 6ssea de pacientes com suspeita de LMMC
e encontraram na quantificacdo de mondcitos ndo classicos, reduzidos nesses pacientes, um
teste para screening diagndstico de também alta sensibilidade e especificidade para LMMC.3®
De modo semelhante, Picot e col. avaliaram a populacdo monocitica destes pacientes com
concordancia dos achados ao diagndstico, e evidenciaram uma normalizagao da distribuicao
das subpopulacdes apds tratamento clinico.3” Em pacientes com sindrome mielodisplésica
(SMD) tem sido descrito menores proporcdes de mondcitos classicos, diferente do observado

na LMMC.”® Nos 32 pacientes com LMMJ avaliados, a porcentagem de mondcitos cldssicos foi
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bastante inferior ao controle e ao descrito na LMMC, e a de mondcitos ndo classicos estavam

aumentadas, mais compativel com SMD que com LMMLC.

Recentemente, Gandgeel e col. descreveram o comportamento das subpopulagdes
monociticas de 14 pacientes com LMMJ, a maioria com material congelado. O perfil de
distribuicdo de monécitos também ndo foi auxiliar no diagndstico para LMMJ, mas estes
autores nao apresentam porcentagens destes subtipos. Porém, foi observado uma relagao
entre porcentagens > 94% de mondcitos classicos e mutacdo de PTPN11.”! Quando
comparamos os achados imunofenotipicos das populagdes monociticas com o perfil
molecular, a distribuicdo de mondcitos cldssicos foi diferente a depender do gene mutado. Os
pacientes com PTPN11 tiveram porcentagens de mondcitos classicos inferiores a 80%
enquanto aqueles com NF1 tiveram uma mediana superior a 94%, corroborando mais uma
vez perfis imunofenotipicos distintos de acordo com o perfil molecular. Embora Gandgeel e
col. tenham observado uma populacdo de mondcitos cldssicos > 94% nos pacientes com
PTPN11, esse valor foi achado em apenas 4 pacientes e obtido a partir de amostras congeladas
de sangue periférico, o que pode ter influenciado na marca¢do antigénica. E importante
ressaltar que os mondcitos de sangue periférico ndo foram analisados no presente estudo,
embora comportamento semelhante dos dois compartimentos celulares, SP e MO, ja tenha

sido descrito na LMMC.3637

Ainda sobre a populacdo monocitica, Calvo e col. estudaram as populacdes celulares
em sangue periférico de pacientes com doencgas leucoproliferativas associadas ao RAS
(RALDpatias), espectro de doenca com quadro clinico e laboratorial idéntico a LMMJ, de curso
indolente; encontraram uma populacdo de mondcitos CD16* circulantes, diferente do grupo
controle estudado. Apesar do presente estudo ndo ter acessado sangue periférico, a
populacdo monocitica encontrada na medula d6ssea dos pacientes com LMMJ sinaliza
comportamento semelhante e corrobora a necessidade de estudos adicionais de populac¢des

monociticas circulantes.2®

Ao diagndstico, do compartimento de células granulociticas, a alteracdo mais
freglientemente observada foi uma reducdo da complexidade interna. Como uma doenca
com caracteristicas mielodisplasicas, achados morfoldgicos de disgranulopoiese como de

hipogranulacdo s3o frequentes e podem refletir neste achado imunofenotipico.”? De maneira
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semelhante, alteracdo de padrdo de maturacdo e assincronismo maturativo sdo achados
dispoiéticos frequentemente descritos em pacientes com sindrome mielodisplasica,

caracterizando o comportamento mielodispldsico da LMMJ.>7>8

Os linfécitos maduros analisados mostraram achados interessantes acerca dos
linfocitos T, e semelhantes aos encontrados no estudo prévio de 2016.°® Uma reduc3o desta
populacgdo foi observada ao diagndstico de pacientes com LMMJ podendo estar relacionada a
uma desregulacdo imune associada a doenca. Quando comparado com o perfil molecular,

independente desse, a populagao linfocitica mostrou-se diminuida ao diagndstico.

Das alteragGes qualitativas, além da expressdao anémala em precursores mieloides,
altera¢des de maturacdo e complexidade interna observados na populacdo granulocitica, foi
frequentemente observada alteragdes imunofenotipicas em mondcitos. Foi frequente nos
pacientes com LMMJ uma reduc¢ao da expressao de HLA-DR. Semelhante ao observado nas
outras populacdes celulares, um imunofendtipo anémalo com reducdo da expressao de HLA-
DR foi mais observado nos pacientes com muta¢ao de PTPN11 quando comparado aos outros
perfis moleculares. Estudos descrevendo os mondcitos em pacientes com LMMC mostram
alteragGes imunofenotipicas como reducdo da expressdao de HLA-DR, expressdo aberrante de
CD2, expressdo aberrante de CD56.3 Nenhum dos pacientes da nossa amostra apresentou
expressao aberrante de CD56 em mondcitos. Apesar de sua descricao na LMMC, pacientes
pos tratamento quimioterdpico e controles sauddveis também podem apresentar essa
marcagao aberrante em mondcitos e este achado nao deve ser considerado como marcador
diagndstico ou de suspeicio de doenca.3®’* Feng e col. avaliaram as alteracdes
imunofenotipicas em pacientes com LMMC comparadas a monocitoses reacionais. Os
pacientes com LMMC apresentam scores superiores de altera¢gdes imunofenotipicas em todas
as subpopulacdes, mais exuberante na populacdo de precursores mieloides, auxiliando no
diagndstico diferencial da LMMC e outras doencas mielodisplasicas/mieloproliferativas de
monocitoses reacionais. Nossa coorte de pacientes com LMMJ apresentaram como alteracdo
imunofenotipica mais frequente nos precursores mieloides a expressao anémala de CD7, mas
outras alteracbes como da expressao anormal de CD117 devem ser estudadas em estudos

subsequentes.®®
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Apds o tratamento com 5-azacitidina alteracdes imunofenotipicas puderam ser

observadas e relacionadas a resposta obtida com tratamento clinico.

Ao longo do tratamento com 5-azacitidina houve uma reducdao das células
CD34/CD117+ naqueles pacientes com resposta clinica, evidenciado o controle do carater
mieloproliferativo da doenca, o que foi mais evidente apds 3 ciclos da medicacdo. Os pacientes
que evoluiram com progressdo de doenca apds tratamento hipometilante mostraram
aumento destas células, o que reforca o conceito de controle da mieloproliferacdo exercido
pela 5-azacitidina somente naqueles pacientes com resposta clinica. Shen e col. descreveram
recentemente o perfil imunofenotipico de pacientes com LMMC quanto as populacdes
celulares ao diagndstico e apds tratamento e encontraram uma baixa mediana de células
CD34*, mas com vdrias altera¢des imunofenotipicas também encontradas na SMD e que nao
sofreram altera¢do apds tratamento com droga hipometilante.3® Apesar da semelhanca dos
critérios diagnosticos clinicos e laboratoriais entre LMMC e LMMJ, nossa casuistica mostrou
aspectos distintos, com um aumento desta populacdo celular ao diagndstico e queda nas

porcentagens de acordo com a resposta a terapéutica.

Da populacdo CD34/CD117* da nossa casuistica e resposta, observamos também que
todos os pacientes que tiveram progressdo de doenca em algum momento tinham expressao
aberrante de CD7, que foi menos frequente nos pacientes com alguma resposta, sinalizando
para um possivel fator prognéstico ou preditor de resposta. Outro achado que reforca possivel
implicacdo deste marcador com tipo de resposta é sua associacdo com maior risco de
progressao de doenca e resposta inferior ao tratamento clinico quando realizada regressao
logistica, e em conjunto com a mutagao de NF1. Alhan e col. encontraram uma associagao
entre esta varidvel e uma resposta inferior ao tratamento clinico com 5-azacitidina em
pacientes com SMD.®? Observamos ainda a manutencdo da marcacdo de CD7 em precursores
mieloides ao longo de todo o tratamento clinico, sem diferen¢a na porcentagem de células
positivas de acordo com o tipo de resposta. Este dado corrobora para uma persisténcia do
clone leucémico nestes pacientes apesar de resposta clinica, laboratorial e controle da
mieloproliferacdo. Apesar da 5-azacitidina permitir o controle da doenca, ndo é esperado a
cura somente com o uso do agente hipometilante. Ainda ndo ha estudos disponiveis se a

resposta obtida com o uso dessa medicacdo antes do transplante pode ser traduzida em
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melhora da sobrevida e diminuicdo das taxas de recaida.*® A 5-azacitidina parece ter uma acdo
de melhorar a performance dos pacientes para o transplante, sem erradicar o clone de células

doentes, como ja descrito.

Ainda no compartimento de células CD34", a reducdo observada de progenitores
linfoides B, com auséncia de H1 em maior nimero de pacientes tratados do que antes do
tratamento pode ser secundaria a toxicidade do hipometilante. Pacientes com LMMC tratados
com hipometilante também mostraram a mesma distribuicdo de hematogobnias tipo 1 do

diagndstico, sem incremento desta populagdo.3’38

O mesmo controle mieloproliferativo nas células CD34/CD117* foi observado na
populacdo monocitica. Apesar da queda da propor¢ao de mondcitos, ela ndo foiacompanhada
de um rearranjo das subpopulagdes monociticas, com manutencdo da porcentagem de
mondcitos classicos apds 3 ciclos de azacitidina nos 3 grupos de resposta. Esse dado nos
permite inferir que apesar da reducdo de carga tumoral, o aumento de mondcitos CD16*
persiste, inclusive com aumento da porcentagem/total de mondcitos. Estudos recentes tém
mostrado o papel dos mondcitos CD14°CD16* derivados de mondcitos cldssicos, que teriam
uma fungao anti-inflamatdria, na hemostasia sanguinea e na cicatrizagdo tecidual, além de
controle de disseminacdo de células tumorais metastdaticas. No contexto de algumas doencas
cronicas, como na artrite reumatdide e esclerose multipla, esses mesmos mondcitos nao
cldssicos tém sido associados com um efeito inflamatdrio e até de auto-imunidade, embora
os estudos sejam conflitantes.”* Selimoglu-Buet e col. identificaram um envolvimento do miR-
150 e TET3 na regulagdo da distribuicao de monécitos; a delegao implica em divisdes anormais
das subpopulacdes. Na LMMC ocorre hipermetilacdo de um gene promotor do MiR-150, com
consequente reducido da expressdo e assim reducdo de mondcitos ndo classicos circulantes.””
Na LMMJ, o incremento de mondécitos ndo classicos em medula éssea observado ao
diagndstico e ao longo do tratamento com droga hipometilante parece mostrar uma

patogénese distinta.

Estudo recente do comportamento das subpopulacdes monociticas de pacientes com
LMMC apds tratamento com 5-azacitidina mostrou uma reorganizacdo das subpopulacbes
monociticas naqueles com resposta a terapia. Na nossa coorte de pacientes com LMMJ houve

uma queda dos mondcitos totais, mais intensa apds os primeiros 3 ciclos, com queda
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proporcional dos 3 subtipos em relacdo ao total de células nucleadas. Porém, embora a
propor¢do de mondcitos cldssicos em relagdo aos mondcitos totais figue mantida, ha
rearranjo entre os mondcitos CD16* com aumento dos nao classicos, também mais intensa

apods os primeiros 3 ciclos.

Da populagao linfoide T, diminuida ao diagndstico, observamos importante
incremento com o tratamento, principalmente nos pacientes com resposta clinica completa.
Este achado foi mais evidente com 3 ciclos da medicagao e favorece um possivel efeito
imunomodulador da 5-azacitidina nestes pacientes e com resposta étima nos ciclos iniciais da
medicacdo. Infelizmente, ndo analisamos os diversos subtipos de linfécitos T e fizemos apenas
um screening de linfdécitos NK. Isto devera ser feito prospectivamente nos pacientes inseridos

no Grupo no futuro.

Varios estudos tém mostrado mecanismo de acdo de medicagdes inibidoras da DNA
metiltransferase como a 5-azacitidina in vitro e in vivo. Pacientes com sindrome
mielodisplasica avancada se apresentam com valores de linfécitos T reguladores (Treg)
elevados quando comparados a doadores de medula éssea. Respondedores ao tratamento
com hipometilante evoluem com mudangas no perfil de linfécitos T CD4. E observada uma
reducdo da populacdo de Treg, desmetilacdo e aumento de expressdao de linfécitos Treg
FOXP3+ e aumento da producdo de IL-17 (interleucina 17). Os linfécitos Treg perdem sua
tradicional funcdo imunossupressora, conferindo um papel imunomodulador a 5-
azacitidina.’®’® O presente estudo n3o avaliou comportamento das subpopulacdes de
linfécitos T, mas diante do incremento numérico desta populagdo, tdo reduzida ao
diagnéstico, investigacdo adicional do papel da 5-azacitidina em pacientes pediatricos com
doenca de comportamentos mieloproliferativo e mielodispldsico se faz necessaria, assim

como acessar essa mudanca de perfil de linfdcitos Treg.

Todos os outros achados qualitativos descritos ao diagndstico como alteragdes de
maturacao granulocitica, expressao reduzida de HLA-DR e reducao de complexidade interna
mantiveram-se ao longo do tratamento com 5-azacitidina, com 3 e 6 ciclos, e podem ser
reflexo da toxicidade ao tratamento com 5-azacitidina e ndo de uma auséncia de melhora da

dispoiese medular.
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Por fim, quando analisamos os pacientes com resultados nos 3 momentos de avaliacao
algumas caracteristicas puderam ser observadas. Como os pacientes respondedores ao
hipometilante, com reducdo de carga tumoral de doenca, sdao pacientes com menores
contagens de células CD34/CD117* ao diagndstico e durante o tratamento, este achado
favorece a melhor resposta nos pacientes com menores porcentagens de precursores
mieloides (melhor controle do comportamento mieloproliferativo); além disso, eles tém um
aumento mais exuberante da populacdo de linfécitos T que os outros pacientes indicando
talvez papel imunomodulador da 5-azacitidina nos pacientes respondedores. Aparentemente
a melhor resposta parece ser obtida com 3 ciclos de azacitidina, visto ser onde hd reducao
significativa de precursores mieloides, aumento de linfécitos T, reducdo de mondcitos, com
apenas manutencdo dos valores nos ciclos subsequentes naqueles pacientes com alguma
resposta. Além disso, a perda desse imunofendtipo de respondedor foi observada nos
pacientes que progrediram doenca com 6 ciclos. Apesar da casuistica pequena e estratificada
pelos tipos de reposta clinica obtida, os resultados do presente estudo permitem inferir o
melhor momento para o TCTH seja apds 3 ciclos de medicagao, com melhor controle do clone
leucémico, e risco de ndo manutencdo da resposta com ciclos subsequentes. Os pacientes com
NF1 e CD7 aberrante em precursores mieloides talvez sejam elegiveis ao transplante mais
rapidamente devido aparente resposta inferior e progressao de doeng¢a com 5-azacitidina.
Estudos com maior nimero de pacientes em cada estrato sdo necessarios para confirmar

estes achados.

Diante da dificuldade de acessar resposta a terapia dos pacientes com LMMJ somente
com parametros clinicos, ja que alguns pacientes podem permanecer com doenca estavel
independente do tratamento, e com oscilagdes de tamanho de baco e leucometria, outros
pardmetros de avaliacdo s30 necessarios.**>* A associacdo de avaliacdo de resposta genética
pré-transplante aos parametros clinicos tem sido utilizada inclusive com implicacoes
progndsticas. Hecht e col. descreveram uma casuistica de 21 pacientes com LMMIJ e
evidenciaram uma sobrevida livre de eventos de 100% nos pacientes com resposta genética
completa com terapia pré-transplante contra 61% no grupo de n3o respondedores.®’ De
maneira semelhante, os parametros imunofenotipicos descritos, como a populacido

CD34/CD117* e linfécitos T, poderiam ser acrescentados na avaliagdo de resposta dos
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pacientes com LMMJ submetidos o tratamento clinico, e comparados quanto ao impacto nas

curvas de sobrevida.

Caracteristicas imunofenotipicas aberrantes ndo mudaram com o tratamento, e
sugerem persisténcia do clone leucémico. Um parametro imunofenotipico, a expressao
antigénica aberrante de CD7, talvez seja uma varidvel a ser observada no acompanhamento
pos-transplante dos pacientes com LMMJ para rapida detec¢do de recaida de doenga, comum

entre esses pacientes (40-50%).3%61

Alguns grupos tém estudado o uso da 5-azacitidina apds transplante naqueles
pacientes com recaida de doenca e como ponte para um segundo procedimento, ou como
tratamento paliativo. O emprego como profilaxia para recaida, ja que doenca tem altas taxas
de recaida pdés TCTH ainda é uma questdo em debate.*>®” No contexto pds-transplante,
estudos avaliando o uso da 5-azacitidina em pacientes com SMD evidenciaram beneficio
naqueles pacientes com doenca residual minima positiva (DRM).8! Os achados do nosso
estudo apontam para necessidade de avaliar essa populacao celular doente pds-transplante
para identificar um clone residual com potencial impacto prognéstico, e até identificar uma
populacdo de pacientes com LMMJ que teriam beneficio de tratamento adicional pds-

transplante com droga hipometilante, semelhante ao descrito na SMD.
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7. CONCLUSOES

A imunofenotipagem por citometria de fluxo se mostrou uma ferramenta factivel ao
diagnodstico de pacientes com LMM)J, identificando caracteristicas semelhantes as observadas
em pacientes com sindrome mielodisplasica, além da mieloproliferacdo esperada pela
doenca. O imunofendtipo, apesar do pequeno numero de pacientes, mostrou algumas
alteragdes distintas aqueles encontrados na LMMC, principalmente na populagdo monocitica,
podendo a ICF auxiliar na distincdo com outras neoplasias mieloides. Além disso, parece haver
um imunofenétipo distinto de acordo com o perfil de mutagdo molecular observada, com
caracteristicas de maior agressividade como maiores populacdes de precursores mieloides e
expressao aberrante de CD7 naqueles perfis mutacionais sabidamente de evolu¢dao mais

agressiva.

Na evolucdo de resposta de pacientes com LMMJ sob tratamento clinico a
imunofenotipagem também se mostrou vidvel na identificagdo de fatores de resposta e até
preditores dessa, e poderia ser incorporada aos critérios clinicos na reavaliagdo. As
populacBes de células CD34/CD117* e de linfécitos T sofreram alteracdes evidentes de acordo
com a resposta clinica observada. Além disso os status pré e pds transplante poderiam ser
acessados na tentativa de identificar uma populacdo de maior risco de recaida e assim com

beneficio de tratamentos adicionais.

O numero de pacientes em cada grupo de resposta foi pequeno e estudos maiores sao
necessarios para confirmar estes achados. E em estudos posteriores seria importante incluir
avaliacdo do status imunofenotipico pré-transplante e pés-transplante, avaliar perfil de
linfécitos T dos pacientes com LMMJ ao diagnéstico e com a imunomodulagdo secundaria ao

uso da 5-azacitidina, além de avaliacdo dos monécitos de sangue periférico.
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RESUMO:
A Sindrome Mielodisplésica (SMD) e Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ) sdo

doencas raras em pediatria. A imunofenotipagem foi incluida em 2008 no work-up
diagnéstico do Grupo Brasileiro de SMD em Pediatria. Porém séo poucos os estudos
gue abordam os achados da da imunofenotipagem por citometria de fluxo em pediatria
bem como identificacdo de fatores progndsticos nos marcadores encontrados.
Objetivo: Caracterizar os achados imunofenotipicos dos diferentes subtipos de SMD
em pediatia ao diagnostico e ao longo de tratamento com hipometilantes, e identificar
fatores prognésticos e de resposta terapéutica. Materiais e métodos: sera realizado
um estudo prospectivo observacional em uma coorte de 80 pacientes ( amostra por
conveniéncia ) com diagnostico de SMD, até 18 anos de idade. Os dados seréao

analisados no programa estatistico SPSS v.21.
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INTRODUCAO:
A Sindrome Mielodisplasica (SMD) compreende um grupo heterogéneo de desordens

clonais da hematopoiese que variam quanto progresséo e riscos. Em pediatria é
dividida segundo a classificacdo OMS nas seguintes categorias: Citopenia Refrataria
(CR), Anemia Refrataria com Excesso de Blastos e em transformacéo (AREB e AREB-
t); Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ) nas doencas
mieloproliferativas/mielodisplasicas; e SMD/LMA relacionada ao paciente com
sindrome de Down (Hasle et al., 2003). Dentro do seu espectro variado, a doenca
pode evoluir tanto para leucemia mieloide aguda (LMA) ou para um quadro de
citopenia progressiva e faléncia medular (Malcovati et al., 2005). A determinacao dos
fatores progndsticos associados a esta evolucado ja sdo bem definidos em adultos,
com scores clinicos estabelecidos como o IPSS — R (International Prognostic Scoring
System — Revised) e WPSS (WHO classification based Prognostic Score System)
(Greenberg et al., 2012 Malcovati et al., 2011). O IPSS é baseado em 3 pilares:
porcentagem de blastos, citogenética e nUmero de citopenias no sangue periférico, e
classifica os pacientes em quatro diferentes grupos de acordo com o risco de evoluir
para LMA. (Della Porta et al., 2012). No contexto da oncologia pediéatrica, a SMD figura
como uma patologia rara com taxa de incidéncia anual de 0.8 a 1.8 por milhdo de
criancas de 0 a 14 anos (Passmore et al., 2003 Hasle et al., 2003) e diferentemente
da bem estabelecida estratificagcdo de risco em adultos sdo poucos os trabalhos
realizados com esses pacientes (Albers et al., 2015 Lorand-Metze et al., 2007 Veltroni
et al., 2009).Dentro da classificacdo de SMD em pediatria merece um paragrafo a
parte a Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ) que diferente dos demais subtipos
da doenca € uma patologia que assume um comportamento mieloproliferativo (Hasle
et al., 2003). Com maior incidéncia em pacientes até 2 anos de idade, o diagnéstico
se baseia em achados clinicos e laboratoriais e se caracteriza por uma proliferacédo
descontrolada de leucécitos e mondcitos (>1000 monécitos em sangue periférico),
com pesquisa de mutacdo BCRABL necessariamente negativa, frequente aumento da
hemoglobina fetal (principalmente nos pacientes com caridtipo normal), e
esplenomegalia (Baumman et al., 2008 Aricé et al., 1997). Em 90% dos casos
encontramos mutagdo somatica em um dos genes: NF1, PTPN11, KRAS, NRAS, CBL
(Locatelli et al., 2015). A baixa incidéncia destas doencgas, < 5% do total de neoplasias

hematolégicas em criancas até 14 anos de idade (Lopes et al., 1999), tem impacto
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direto no atraso do diagndstico e do inicio da terapéutica adequada com consequente
piora da sobrevida desses pacientes. Além disso, dificulta novas pesquisas na
definicdo dos fatores prognasticos e de resposta terapéutica neste grupo.Em 1997, no
Brasil, foi fundado o Grupo Cooperativo Brasileiro de Sindrome Mielodisplasica em
Pediatria (GCB — SMD — PED). Com o0 objetivo inicial de estudar esta doenca rara da

faixa etéaria
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pediatrica (até 18 anos de idade) o grupo oferecia suporte para revisdo de casos
suspeitos e auxilio com ferramentas diagnosticas novas como a biologia molecular. O
GCB-SMD-PED é formado por hematologistas, pediatra-hematologistas e pediatra-
oncologistas, e se subdivide em comités de morfologia/citometria de fluxo, faléncias
medulares, SMD secundaria, doencas mieloproliferativas, genética, tratamento,
epidemiologia e Sindrome de Down. Com sede no Hospital de Cancer Infanto-juvenil
de Barretos desde 2013 o grupo ja recebeu um total de 536 criancas desde o inicio
de sua atuacdo e teve um aumento nos ultimos anos atribuido a estratégia de
divulgacdo da doenca e seus critérios diagnosticos; cerca de 5 pacientes séo
encaminhados de todo territério brasileiro ao més com suspeita diagnostica de SMD.
No periodo de 2013 a 2015 foram 146 pacientes inscritos, 28,7% com diagndstico
confirmado de SMD. Atualmente, além de propiciar treinamento dos profissionais que
encaminham estas criancas, o grupo oferece também possibilidade de tratamento
para os casos confirmados com uso de medicacdes hipometilantes (Azacitidina) e o
transplante de medula 6ssea no Hospital de Cancer de Barretos.A imunofenotipagem
por citometria de fluxo, incluida no “work-up” diagndstico de criangas do GBC-SMD-
PED em 2008, constitui parte integrante no diagnostico das neoplasias hematologicas
em geral, estando bem padronizada como técnica diagndstica auxiliar da SMD de
adultos. Permite a diferenciagdo da SMD de citopenias periféricas reacionais (néo
clonais) principalmente em pacientes com cariétipo normal e poucas atipias na
citologia da medula 0ssea (Westers et al.,, 2012). Embora ainda nado incluida em

scores prognoésticos, numerosos trabalhos vém demonstrando que a
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imunofenotipagem permite a identificagdo de fatores implicados com o prognéstico e
resposta terapéutica (Alhan et al.,, 2014). O score gerado pelas alteracdes
encontradas na imunofenotipagem, o FCSS (Flow Cytometry Scoring System) foi
considerado em varios estudos como complementar ao score clinico IPSS, ja que
permitiria a identificac@o de altera¢des na amostra ainda néo vistas através da anélise
morfologica (Malcovatti et al., 2011 Van de Loosdrecht et al., 2009 Reis-Alves et al.,
2013) Entre os achados da imunofenotipagem, o nimero de alteracdes encontradas,
0 aumento de células CD34+ mieloides e o achado de co-expressdes aberrantes
nestas células tém sido associados a uma doenga mais agressiva e a progressao.
(Van de Loosdrecht et al., 2009). Nos casos pediatricos, pela menor prevaléncia da
doenca, a imunofenotipagem como parte integrante do fluxo diagnéstico ainda é uma
ferramenta em implementacéo. Porém ja é demonstrada a sua importancia na analise
de diagnosticos diferenciais como no caso das citopenias refratarias com medula
Ossea hipocelular (Aalbers et al., 2015) e na identificacdo dos clones aberrantes nos
pacientes com excesso de blastos (Veltroni et al., 2009). Na LMMJ, a

imunofenotipagem auxilia na diferenciacdo com outras doencas que cursam
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com monocitose e mimetizam doenca mieloproliferativa, como as infec¢des virais
exemplificadas pelo citomegalovirus e herpes virus tipo 6, principalmente naqueles
pacientes com pesquisa negativa das mutacdes génicas associadas. (Hasegawa et
al., 2013). Mas nesta doenca ha poucos relatos das caracteristicas imunofenotipicas,
bem como o seu significado progndstico. Justificativa: Como a sindrome
mielodisplasica/mieloproliferativa € um grupo de doencas raras em pediatria sdo
poucos os trabalhos que demonstram a importancia dos achados imunofenotipicos
destes pacientes ao diagnodstico. Nao é bem estabelecida a relacdo entre os
marcadores encontrados pela citometria de fluxo e a sua importancia progndstica.
Além disso, seu valor para acompanhamento de resposta terapéutica também néo
esta estabelecido. A imunofenotipagem foi incluida na avaliacdo diagnostica dos

pacientes inscritos no GCB — SMD — PED em 2008 e desde esta data os pacientes
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inscritos no grupo com suspeita de SMD tem a anélise imunofenotipica incluida entre
as ferramentas diagndésticas juntamente com a avaliacdo morfolégica da medula
0ssea (citologia e histologia), citogenética, genética clinica, biologia molecular e os
dados clinicos. Portanto a andlise destes dados permitiria a caracterizacédo do perfil
imunofenotipico da doenca nas suas diferentes apresentacées quando comparado a
casos com medula normal — casos controles (ndo neopasicos); possibilitaria a
identificacdo de marcadores com potencial valor progndéstico e ainda de sucesso
terapéutico com o tratamento proposto pois a maioria das criancas com indicacao de
tratamento séo reavaliadas no Hospital de Cancer infanto-juvenil de Barretos, sede do
GCB-SMD-PED.

HIPOTESE:
A imunofenotipagem por citometria de fluxo permitira identificar populacdes clonais,

expressdes aberrantes e padrédo de maturacdo de granuldcitos além da definicdo de
subpopulacdes celulares. Cada subtipo de sindrome mielodisplasica tera suas
particularidades imunofenotipicas o que auxiliard no diagnéstico diferencial; além
disso a expressdo de marcadores anormais em alguns grupos celulares como blastos
e mondcitos e porcentagem de blastos identificados ao diagndstico serdo marcadores
prognaosticos e de resposta ao tratamento com hipometilantes.

Objetivo da

Pesquisa: OBJETIVO

PRIMARIO:

Caracterizacdo e comparacao das diferentes formas de mielodisplasia (AREB, CR,

LMMJ) em relagéo aos achados da imunofenotipagem por citometria de fluxo.

OBJETIVO SECUNDARIO:
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1-  Caracterizacao dos subgrupos de SMD diagnosticados pelo GCB — SMD - PED
e grupo controlequanto suas caracteristicas sociodemograficas e clinicas de maneira

retrospectiva para aqueles ja com analise imunofenotipica e prospectiva para
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pacientes que ainda serao incluidos com esse diagnostico ao longo da realizac&o do
projeto.

2-  Comparacgdo dos achados da imunofenotipagem ao diagnéstico dos pacientes
com LMMJ, AREB, CRe controle quanto as populacdes de células identificadas
(linfécitos T, mondcitos e hematogbnias por exemplo), expressdao de marcadores
aberrantes, padrdo de maturacdo, nimero de altera¢cdes encontradas, quantidade de
blastos.

3-  Avaliar as mudancas no perfil imunofenotipico dos pacientes com LMMJ apds o
tratamento comazacitidina:

-Avaliar o papel da azacitidina nas diferentes populacbes avaliadas pela
imunofenotipagem.

- Encontrar alterac6es na imunofenotipagem que preveem resposta clinica e evolucao
pos transplante.- Comparar as caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com
resposta completa, resposta parcial ou auséncia de resposta clinica e quanto
resposta molecular.

4-  ldentificar possiveis fatores progndsticos nos pacientes com SMD pediéatrica

atraves daimunofenotipagem

5-  Caracterizagdo imunofenotipica e sociodemografica dos pacientes

encaminhados ao GCB - SMD PED e com diagnéstico descartado de sindrome

mielodisplasica apos andlise dos subcomités responsaveis.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS:
Neste projeto sera avaliado o resultado de exames que ja estdo implementados na

rotina diagndstica dos pacientes encaminhados ao Hospital de Cancer Infantojuvenil
de Barretos com suspeita de SMD. O desenvolvimento desde projeto ndo resultara
em riscos adicionais aos participantes de pesquisa.Entretanto, mesmo que minimo,
h& o risco de quebra acidental de sigilo sobre as informacdes pessoais e clinicas dos
participantes incluidos no estudo. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram a
garantir o sigilo de todos os participantes, ndo divulgando publicamente o nome ou

qualquer outra informacao que possa identificar os envolvidos neste estudo.
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BENEFICIOS:
O desenvolvimento deste estudo nado resultard& em beneficios diretos aos

participantes, entretanto pode contribuir no estabelecimento de novos parametros
para auxiliar o diagndstico de pacientes com sindrome mielodisplasica no futuro.
Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

RESPOSTAS REFERENTES AS PENDENCIAS EMITIDAS NO PARECER DE
EMENDA N°3.136.251:

1. Na nova versao do projeto apresentado nao foi realizada a alteracao solicitada no

item 4 do pedido de emenda, ou seja, o desmembramento do Objetivo. Solicita-se

adequacao.

-RESPOSTA PESQUISADOR: Foi adicionado no projeto final o desmembramento do
objetivo 3 que seréa foco do projeto de doutorado nas pag7 e 8, grifado em amarelo.

- ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos foram adequadamente apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem dbices éticos.

Considerac0fes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundac&o Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos
analisou o(s) seguinte(s) documento(s) do projeto 1119/2016, e:

- Aprovou a emenda ao estudo, submetida em 31/05/2019;

Apds analise do(s) documento(s) supracitado(s), o Comité faz a seguinte
recomendacao:

( x) O Estudo deve Continuar;

( ) O Estudo dever ser Interrompido;

( ) O Estudo esta Finalizado;

() Solicita-se Esclarecimento;
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem Autor Situagéo
Documento
Informagbes |PB_INFORMACOES BASICAS 127416(31/05/2019 Aceito
Basicas do 7_E2.pdf 11:03:32
Projeto
Projeto mestradofinalE2_1.doc 31/05/2019| Anita Aceito
Detalhado / 11:02:34 |Frisanco
Brochura Oliveira
Investigador
Outros Carta_pendecia.pdf 31/05/2019| Anita Aceito
11:00:13 |Frisanco
Oliveira
Outros Carta_de_Resposta_Pendencias.docx |31/05/2019(Anita Aceito
11:00:00 |Frisanco
Oliveira
Outros emendaAnita2.docx 10/12/2018|Anita Aceito
16:54:51 |Frisanco
Oliveira
Projeto mestradofinalE2.doc 10/12/2018|Anita Aceito
Detalhado / 16:54:03 |Frisanco
Brochura Oliveira
Investigador
Outros Formulario_para_Emenda.pdf 08/06/2016| Anita Aceito
11:05:39 |Frisanco
Oliveira
Outros Formulario_para_Emenda.doc 08/06/2016| Anita Aceito
10:59:54 |Frisanco
Oliveira
Outros Carta_de_Resposta_a_Pendencia2.doc | 28/04/2016(Anita Aceito
X 16:17:16 |Frisanco
Oliveira
Projeto mestradofinalNovo2.doc 28/04/2016|Anita Aceito
Detalhado / 16:16:44 |Frisanco
Brochura Oliveira
Investigador
Outros Carta_de_Resposta_a_Pendencia.docx | 28/04/2016|Anita Aceito
14:15:52 |Frisanco
Oliveira
Projeto mestradofinalNovo.doc 27/04/2016] Anita Aceito
Detalhado / 12:32:47 |Frisanco
Brochura Oliveira

Investigador

87




TCLE / Termos| TermoAssentimentol2al8anosNovo.doc| 27/04/2016] Anita Aceito
de 12:22:40 |Frisanco
Assentimento / Oliveira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos| TermoAssentimento6allanosnovo.doc |[27/04/2016]Anita Aceito
de 12:15:52 |Frisanco
Assentimento / Oliveira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos| TCLE_NOVO.DOCX 27/04/2016| Anita Aceito
de 12:01:56 |Frisanco
Assentimento / Oliveira
Justificativa de
Auséncia
Outros Ficha_ 6 SMD_v1 2 01 2015 Genetica|11/04/2016(Bruna Aline | Aceito
pdf 10:34:02 |Roque Alves
Outros Ficha 5 SMD_v1 1 03 2016 Imunofe |11/04/2016(Bruna Aline | Aceito
notipagem.pdf 10:33:45 |Roque Alves
Péagina 07 de
Outros Ficha_4 SMD_vl1 1 09 2014 Citogene|[11/04/2016|Bruna Aline | Aceito
tica.pdf 10:29:46 |Roque Alves
Outros Ficha_3 SMD_v1 2 02 2015 Histologi|11/04/2016|Bruna Aline | Aceito
a.pdf 10:29:17 |Roque Alves
Outros Ficha_ 2 SMD_v1 4 02 2015 Citologia|11/04/2016|Bruna Aline | Aceito
pdf 10:28:54 |Roque Alves
Outros Ficha_ 1 SMD_v1 2 03 2015 Identifical 11/04/2016|Bruna Aline | Aceito
cao.pdf 10:28:18 |Roque Alves
Outros Fontedefinancioamentol.pdf 17/03/2016|Anita Aceito
18:37:15 |Frisanco
Oliveira
Folha de Rosto |folhaderostofinal.pdf 17/03/2016|Anita Aceito
18:36:13 |Frisanco
Oliveira
TCLE / Termos | TermoAssentimentol2al8anos.doc 17/03/2016|Anita Aceito
de 14:01:07 |Frisanco
Assentimento / Oliveira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos | TermoAssentimento6allanos.doc 17/03/2016|Anita Aceito
de 14:00:51 |Frisanco
Assentimento / Oliveira
Justificativa de
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Auséncia

Justificativa de
Auséncia

Outros Ciencia_e_Autorizacao.pdf 16/03/2016|Anita Aceito
16:45:50 |Frisanco
Oliveira
Outros CadastrodoProjeto.pdf 16/03/2016| Anita Aceito
16:38:30 |Frisanco
Oliveira
Projeto mestradofinal.doc 16/03/2016|Anita Aceito
Detalhado / 16:37:25 |Frisanco
Brochura Oliveira
Investigador
Declaracdo de [Responsabilidade.pdf 16/03/2016|Anita Aceito
Pesquisadores 16:32:40 |Frisanco
Oliveira
Outros MABIN.pdf 16/03/2016|Anita Aceito
16:29:56 |Frisanco
Oliveira
TCLE / Termos | TCLE.docx 16/03/2016|Anita Aceito
de 16:25:32 |Frisanco
Assentimento / Oliveira

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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Ficha Coleta

FICHA DE COLETA

Servico de origem

1 ID Coleta 1
Origem ( Cidade/Estado)

2 2
Descrever

3 ID GCB-SMD Ped 3

4 RH no HCB 4

5 Paciente 5
Descrever

6 Data de nascimento (ndo precisa incluir no banco novamente) 6

DD/MM/AAAA I
7 Diagnostico final WHO 2016 8
Dados sobre a coleta

Data de coleta no grupo SMD

8 8 / /

DD/MM/AAAA

Momento da avaliagdo

9 ) ) ) 9

1- Diag 2-3ciclos 3- 6 ciclos

10 Idade na data da Coleta em meses 10
Esplenomegalia ao exame fisico

11 1- Sim 2-N&o | 11
Medida (cm)

12 12

13 US abdome com esplenomegalia 13

1- Sim 2- N&o 3- N&o realizado
14 Medida (cm) 14
Hemograma
15 Hemoglobina (Hb) 15
— 3

16 Hematdcrito (Ht) em % 16

17 VeM 17

18 HCM 18

19 Leucocitos 19

—
20 Promieldcitos % 20
ieldci 0,
21 Mieldcitos % 21
—
29 Metamieldcitos % 29
30 0
23 Bastéo % 23
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Segmentados %

24 24
e
o5 Eosindfilos % o5
inféci 0
26 Linfécitos % 26
ACi 0,
27 Mondcitos % 27
0,
o8 Blastos em % 28
29 Plaquetas 29
Mielograma
Blastos %
30 30
31 Displasia linhagens 31
Descrever
Outros exames
32 Citogenética/Caridtipo 32
Descrever
Painel Molecular
33 1- Sim  2-Né&o 33
34 Resultado Painel Molecular 34
Descrever
35 Hemoglobina Fetal 35
Série granulocitica
36 Série granulocitica % 36
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
37 SSC gran 37
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
38 IMF CD45 gran/IMF CD45 linfo 38
1- Normal; 2- Alterado; 3- Nao realizado; 888- N&ao se aplica; 999- Ignorado
39 Padrao CD13/CD16 39
1- Normal; 2- Alterado; 3- Nao realizado; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
40 Padrdo CD11b/CD16 40
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- Né&o se aplica; 999- Ignorado
a1 Padrdo CD13/CD11b a1
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
42 Expresséo aberrante de CD34 42
0- Ausente; 1- Presente; 3- Nao realizado; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
43 Expresséo aberrante de CD7 43
0- Ausente; 1- Presente; 3- Nao realizado; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
a4 Expresséo aberrante de CD19 a4
0- Ausente; 1- Presente; 3- Ndo realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
45 Expresséo de CD56 45
0- Ausente; 1- Presente; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
46 Desvio a esquerda assincrono 46
0- Ausente; 1- Presente; 3- Nao realizado; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
Série monocitica
— P
47 Série monocitica % i ' 47
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
48 Granularidade 48
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
49 | %Mondcitos CD14+/CD16- 49
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% Mondcitos CD14+/16+

50 50
51 | % Mondcitos CD14-/CD16+ 51
o —
52 %Precursores mononociticos 52
53 Padr&o anormal HLA-DR 53
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
54 Expresséo de CD56 54
1- Normal; 2- Alterado; 3- Nao realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
55 Expresséo aberrante de CD34 55
0- Ausente; 1- Presente; 3- Nao realizado; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
56 Expressao aberrante de CD7 56
0- Ausente; 1- Presente; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
57 Expressao aberrante de CD19 57
0- Ausente; 1- Presente; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
Blastos
% CD34
58 %; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado 58
59 CD34 59
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
60 % Células precursoras B 60
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
61 Células precursoras B 61
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
62 % CD34+/CD13+/CD117+ 62
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
63 CD34+/CD13+/CD117+ 63
1- Normal; 2- Alterado; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
64 Expressao anormal de CD7 64
0- Ausente; 1- Presente; 3- N&o realizado; 888- N&o se aplica; 999- Ignorado
65 Expressédo anormal de CD56 65
0- Ausente; 1- Presente; 3- Nao realizado; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
66 Assincronismo maturativo (CD11b, CD15) 66
0- Ausente; 1- Presente; 3- Nao realizado; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
Linfécitos T
67 %; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado 67
68 Linfocitos NK i . 68
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
69 Hematogonia tipo | (CD34 CD19 CD10) 69
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
70 Hematogonia tipo Il (CD19 CD10) 70
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
71 Linfécitos B maduros 71
%; 888- Nao se aplica; 999- Ignorado
72 Total de alteragbes i - 72
888- Nao se aplica; 999- Ignorado
Tratamento
Realizou tratamento
73 1- Sim 2-N&o 73
Azacitidina
74 1- Sim 2-N&o 74
TMO
75 1- Sim 2-Nao 75
76 Data TMO 76

DD/MM/AAAA
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Obito

w 1- Sim 2-N&o v
Data 6bito
78 78
DD/MM/AAAA
Data Ultima informacéo
79 DD/MM/AAAA 79
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Abstract

The diagnosis of juvenie myelomonocytic leuksemia (JMML) is based on
dinical, laboratory and molecular features but immunophenotyping [multi-
parmetric low oytomsetey (MEC)] has pot been wed moutinely. In the pre-
sent study, we describe the flow cytometric features at disgnosis with
special attention to the distibution of monocytic subsets and the relation
between MFPC and molecular subgroups MPC was performed with an
eight-colour plitform based on Euroflow. We studied 33 JMML cases
CDHTCD N T)CDNET celk =2% was found in 25 cases, and 51-5% pre-
senited an aherrant expression of CD7. A decrease of CD34™/CD197/CDL0™
cells was seen in eight caies and in four they were absent. The granulocytic
population had a decreased side scatter in 29 caed Bome mimow finoibo-
cytic precumsors were increased in 28 patients, with a decrease in classical
monocytes (median 80:7%) and increase in CD 16" [intermediate and non-
dassical). A more pronounced increase in myeloid CD34 celk was seen in
patients with Neurfibromatosis type 1 (NFI) and tymosine-protein phos-
phatase non-receptor type 11 (PTPNI1), with abermnt CD7 expression in
four of sir amd 1012 patients respectively. Thus, JMML shows an
immunophenotypic profile simiar to myelodysplastic syndromes, and a dif-
ferent monocyte subset distibution when compared with chronic MML
MEC proved to be an important diagnostic tool that can help in differen-
tial disgnosis with other donal disesses with monocytoss.

Keywords juvenile myelomonocytic leuksemsia, flow cytometry, CMML,
myelodysplastic synd rome, molecular subtypes.

Tuvenile myelomomooytic laukaemia (JMML) & a2 mre donal
hasmanpoietic disease responsible for —~3% of all mediatric
haemamogical malignancies and mare during sary
appromimately LY LOMLODD children aged 0-14 yeams,
TMML has characeristics from both myelodymplastic and
mypeloproliferative syndrome." The maor diagnostic crite-
riz according to the 2016 revision of the Warld Halth Orga-
nization (WHO) chesifiation of myeloid neoplsms and
acute leukaemia inchide dinical, bbomtory and molecular
findings, such as splenomegaly, monogtosis in peripheral
Haod (PR (1.0 = 10°/1), breakpoint cluster region-Abdsmn
[BCR-ABL) resmangement negative and bone marrow [EM)
blasts of <20%>* Just one-third of the patients present m

& M0 Brifish Sodety for Heematdlogy and Jahn Wiley & Sons Lid

ghnarmal karyotype and monasomy 7 is the most frequent
finding

More than 8% of patients with TMML present a2 muta-
tion in the Bat Sarcoma (RAS) signalling pathway, consid-
ered the main driver, induding the gemes tyrosine-protein
phosphataze non-receptor type 11 [PTPNIT), KRAS proto-
ancogene, GTPase [KRAS), NRAS proto-onmgens, GTPase
[ NRAS), Casitas B-linsage hmphoma (CBL) and Newrafibro-
matasis type 1 (NFI3" According to the mutated gene, a
differert clinical presentition and sutcome are sxpacted ™
In ~15% of the cases, no molecular marker can e identified,
and minar dizgnostic criteria are necessary to establish differ-
ential diagnosis, mainly with other myeloproliferative condi-
tions like chronic myeloid leukaemia and myd oprolifemtion
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ANEXO D - Tabela 14 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 2 pacientes com negativa¢do de PTPN11 apds 6 ciclos de azacitidina.

Idade s Bacocm Leucdcitos Plaquetas  %Blastos %CD34/CD117 %CD34/CD117 %Llinfocitos T % Linfocitos T
Molecular  Caridtipo . , ) ) . ) .
Meses diag diag diag MO diag 6 ciclos diag 6 ciclos
Paciente 6 17 PTPN11 normal 0 20.000 144.000 6 3 NA 8,2 NA
Paciente 9 46 PTPN11 -7 6 22.900 84.000 4,8 3,4 0,71 2,7 24,1

NA = ndo avalidvel. Amostra hemodiltida prejudicando analise imunofenotipica.
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ANEXO E - Tabela 15 - Caracteristicas clinicas, laboratoriais, imunofenotipicas e resposta dos 21 pacientes com avalia¢ao ao diagnéstico,

com 3 e 6 ciclos de 5-azacitidina.

Idade Molecular %CD34/CD117 %CD34/CD117 %CD34/CD117 CD7 %Linfocitos %Llinfocitos %Linfdcitos Resposta Resposta
meses diagndstico 3 ciclos 6 ciclos T T T 3 ciclos 6 ciclos
diagnostico 3 ciclos 6 ciclos

Paciente 1 49 PTPN11 6,8 3,76 0,58 + 15,4 12,0 28,9 Completa Parcial
Paciente 2 46 PTPN11 3,4 0,32 0,71 + 2,7 31,0 24,1 Completa Completa
Paciente 3 8 NF1 3,8 3,4 4,6 - 1,2 7,8 2,4 Parcial Parcial
Paciente 4 9 KRAS 1,9 2,6 0,7 - 5,6 21,2 26,6 Parcial Parcial
Paciente 10 29 Neg 0,9 3,0 5,5 + 3,3 23,3 16,2 Completa Completa
Paciente 11 32 Neg 1,6 0,17 0,64 - 9,3 34,7 6,7 Completa Completa
Paciente 12 38 NF1 4,7 3,3 1,6 - 8,5 10,5 10,0 Parcial Parcial
Paciente 13 30 PTPN11 2,8 3,17 1,63 + 4,4 10,0 11,0 Parcial Parcial
Paciente 14 14 NRAS 1,5 0,62 1,4 - 2,4 23,7 16,0 Parcial Parcial
Paciente 16 11 Neg 5,9 1,6 1,9 - 2,6 2,6 3,1 Parcial Parcial
Paciente 17 37 KRAS 0,8 1,9 2,8 - 2,2 3,1 8,9 Parcial Parcial
Paciente 19 72 NF1 3,3 4,59 3,0 + 0,9 7,5 4,9 Progressao Progressao
Paciente 20 10 NRAS 2,7 2,28 2,21 2,4 2,6 4,4 Parcial Parcial
Paciente 21 8 NRAS 4,0 2,09 1,1 - 1,4 2,1 8,4 Parcial Parcial
Paciente 22 55 NF1 4,9 6,40 5,73 + 1,5 2,0 1,6 Progressao Progressao
Paciente 23 42 PTPN11 12,0 5,80 7,55 + 3,0 20,0 13,6 Completa Progressao
Paciente 24 14 NRAS 1,6 1,44 0,4 - 1,3 12,0 24,4 Parcial Completa
Paciente 25 9 Neg 1,9 1,67 1,80 - 1,9 16,8 8,6 Parcial Parcial
Paciente 26 31 Neg 13,5 2,32 0,7 + 7,0 13,7 31,0 Parcial Completa
Paciente 28 14 KRAS 2,8 1,50 1,63 - 0,9 5,2 1,5 Parcial Parcial
Paciente 31 21 PTPN11 5,9 3,85 1,04 + 2,0 3,4 3,0 Completa Parcial
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