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RESUMO

Leucemia mieloide aguda (LMA) é causada por proliferacdo clonal de células
precursoras da linhagem mieloide. O diagnostico de LMA é realizado pela
identificacdo de sinais clinicos e laboratoriais, incluindo porcentagem de blastos
leucémicos no sangue periférico ou medula éssea, imunofenotipagem e alteragoes
moleculares. E descrito na literatura que alteragdes genéticas associadas @ LMA
podem influenciar no progndstico, na celularidade e na expressao de marcadores
celulares em blastos em diferentes populag¢des. O objetivo deste estudo foi analisar
na populagao atendida a celularidade, os marcadores celulares em mieloblastos e as
mutacdes nos genes NPM1 e FLT3 (ITD) em pacientes com LMA na Bahia. Foi
coletado sangue periférico e medula 6ssea de 114 individuos com LMA de novo,
subtipo ndo-LPA, sem quimioterapia prévia, confirmados por imunofenotipagem
entre 2019 e 2025. Os participantes do estudo foram classificados de acordo com o
sexo e status mutacional NPM1 e FLT3-ITD. Foi analisada a celularidade e a
presenca de marcadores celulares em mieloblastos (CD2, memCD3, citCD3, CD?7,
CD10, CD11b, CD13, CD14, CD15, CD16, CD19, CD33, CD34, CD35, CD38, CD45,
CD56, CD64, CD71, CD79a, CD117, CD123, CD300e, HLA-DR, MPO) por citometria
de fluxo. Este estudo identificou que o perfil desta populagdo de estudo possui
menor idade média, maior predominancia do sexo feminino, menor frequéncia de
mutacdo em NPM1 e FLT3-ITD, em comparagdo com os descritos em outros
estudos. A populacdo teve alta mortalidade em 90 dias, com efeito marcante da
comutacdo NPM1 e FLT3-ITD, diferente do descrito na literatura para este status de
mutacdo. Ha associacdo da menor frequéncia dos marcadores CD34 e HLA-DR em
individuos com mutagcdo em NPM1 e maior frequéncia de CD2, CD7 e CD11b em
individuos com mutagdo FLT3-ITD. A analise da sobrevivéncia global e
imunofenotipagem demonstra parametros que ndo sdo comumente descritos na

literatura e podem estar associados ao perfil desta populacéao.

Palavras-chave: leucemia mieloide aguda; progndstico; imunofenotipagem; NPM1;
FLT3-ITD.



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is caused by the clonal proliferation of precursor cells
of the myeloid lineage. The diagnosis of AML is made by identifying clinical and
laboratory signs, including the percentage of leukemic blasts in peripheral blood or
bone marrow, immunophenotyping, and molecular alterations. It is described in the
literature that genetic alterations associated with AML may influence prognosis,
cellularity, and the expression of cellular markers on blasts in different populations.
The objective of this study was to analyze, in the treated population, the cellularity,
cellular markers in myeloblasts, and mutations in the NPM1 and FLT3 (ITD) genes in
patients with AML in Bahia. Peripheral blood and bone marrow were collected from
114 individuals with de novo AML, non-APL subtype, without prior chemotherapy,
confirmed by immunophenotyping between 2019 and 2025. The study participants
were classified according to sex and NPM171 and FLT3-ITD mutational status.
Cellularity and the presence of cellular markers in myeloblasts (CD2, memCD3,
citCD3, CD7, CD10, CD11b, CD13, CD14, CD15, CD16, CD19, CD33, CD34, CD35,
CD38, CD45, CD56, CD64, CD71, CD79a, CD117, CD123, CD300e, HLA-DR, MPO)
were analyzed by flow cytometry. This study identified that the profile of this study
population shows a lower average age, a higher predominance of females, and a
lower frequency of NPM1 and FLT3-ITD mutations compared to those described in
other studies. The population had high 90-day mortality, with a marked effect of
NPM1 and FLT3-ITD co-mutation, different from what is described in the literature for
this mutation status. There is an association of lower frequency of the CD34 and
HLA-DR markers in individuals with NPM1 mutation and higher frequency of CD2,
CD7, and CD11b in individuals with FLT3-ITD mutation. The analysis of overall
survival and immunophenotyping demonstrates parameters that are not commonly

described in the literature and may be associated with the profile of this population.

Keywords: acute myeloid leukemia; prognosis; immunophenotyping; NPMT,
FLT3-ITD.
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1 INTRODUGAO

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma neoplasia maligna do sistema
hematopoiético, caracterizada pela proliferagdo descontrolada de células
progenitoras imaturas da linhagem mieloide com bloqueio na diferenciagcédo celular
(Murphy Yee, 2017). Essa condigdo leva ao acumulo de blastos na medula 6ssea,
comprometendo a produgdo de células sanguineas normais. Clinicamente, os
individuos com LMA apresentam sinais e sintomas relacionados a faléncia medular,
como infecgdes recorrentes, hemorragias, anemia, fraqueza e dor no corpo
(Robbins, 2016). De forma simplificada, as leucemias podem ser classificadas com
base na linhagem celular (mieloide ou linfoide) e na velocidade de progressao
(aguda ou crénica). As formas mais comuns incluem: LMA, leucemia mieloide
cronica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e leucemia linfocitica crénica
(LLC) (INCA, 2022).

O diagnostico da LMA geralmente € realizado pela identificagdo de mais de 20% de
blastos no sangue ou medula éssea, em esfregaco, por analise de morfologia
(exceto alguns subtipos que podem ser diagnosticadas com menor percentual de
blastos), e acompanhado por técnicas de classificagdo do subtipo da doenga, como
imunofenotipagem para identificagdo de moléculas celulares associados a linhagem
e maturacédo celulares, e analise de alteragbes genéticas por biologia molecular
associadas a doencga (Dohner et al.,, 2022). O sistema imunolégico interfere na
resposta clinica a quimioterapia e a progressdo da doencga e a resposta antitumoral
bem-sucedida depende da capacidade das células imunoldgicas efetoras de
reconhecer e atacar as células tumorais e de sinalizar outras células do sistema
imune (Sariani et al., 2021; Park et al., 2023). Entretanto, a LMA é considerada uma
doenga maligna com disfungéo imunologica. Os mieloblastos s&o capazes de criar
um ambiente imunossupressor, onde as respostas imunes inatas e adaptativas séo
profundamente desreguladas e podem afetar o progndstico dos pacientes (Park et
al., 2018).

A identificagdo de algumas alteracdes genéticas também auxilia na determinagao do

prognostico, auxiliando na definicdo do risco terapéutico e contribuindo para a
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decisdo do tratamento. Algumas alteragdes genéticas sao recorrentes na LMA, como
no gene da nucleofosmina 1 (NPM1) e do receptor de tirosina quinase 3 semelhante
a FMS (FLT3), sendo alvos importantes para diagnésticos mais aprofundados
(Dbéhner et al., 2022).

O FLT3 é um receptor de membrana que, quando mutado, fica constantemente ativo
nas ceélulas imaturas e leva a leucemogénese na LMA, afetando caracteristicas
funcionais dos blastos leucémicos. A mutacdo neste receptor pode ocorrer mais
frequentemente como duplicagcdo interna em tandem (ITD), associado
frequentemente a um progndstico mais adverso. Nao comumente também ocorrem
mutagdes pontuais no dominio da tirosina quinase (TKD), sem impacto na sobrevida
(Li et al., 2023; Padmakumar et al., 2021).

O NPM1 é uma proteina encontrada em abundancia no nucleo de células em
proliferacdo e atua em diversas atividades como biogénese de ribossomo, reparo de
DNA e regulagcdo da apoptose, se movendo continuamente entre o nucleo e o
citoplasma (Padmakumar et al., 2021). A mutacdo no gene responsavel leva a
formagdo de uma proteina com modificagcdo conformacional que resulta em uma
proteina alongada e promove uma localizagdo aberrante da proteina no citosol,
reduzindo sua atividade em células leucémicas, promovendo um progndstico mais

favoravel (Padmakumar et al., 2021).

Apesar dos beneficios na identificagdo de diversas alteragdes genéticas associadas
a LMA, o custo envolvendo este diagndstico pode ser oneroso para o sistema
publico de saude do Brasil, e a identificacdo da associacdo de marcadores celulares
associados pode sugerir a presenca de alteragdes genéticas importantes pontuais
para serem diagnosticadas. Ha descrito na literatura que existem associacdes da
expressao de alguns marcadores celulares em blastos com as mutag¢des recorrentes
NPM1 e FLT3-ITD, entretanto os resultados divergentes ressaltam a importancia da

consideracgao do perfil populacional neste tipo de estudo (Pessoa et al., 2023).

Em populagdo miscigenada como ocorre no estado da Bahia, a caracterizagao
biolégica pode fornecer informagdes relevantes sobre diferengcas populacionais e

determinacdo de estratégias de diagndstico e tratamento mais adequadas a esta

1



populacdo. Deste modo, o presente trabalho buscou-se analisar as mutacdes
definidoras de risco terapéutico NPM1 e FLT3-ITD, a celularidade da linhagem
mieloide, e o perfil de marcadores celulares de mieloblastos em individuos
diagnosticados com LMA em populagdo atendida em um centro de referéncia da

Bahia, assistidos pelo sistema unico de saude (SUS).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leucemias

O termo leucemia € uma palavra de origem grega da junc¢ao da palavra ‘leukos’, que
significa branco, e ‘haima’, que significa sangue e se refere a uma doenga altamente
heterogénea (Jimenez-Morales et al., 2023). Nao existe consenso sobre a
descoberta da leucemia, mas a sua primeira descrigdo precisa foi publicada em
1825 por Alfred Velpeau, ao descrever os sintomas da leucemia em relagdo ao
aumento de células brancas do sangue em um paciente post mortem. Todos os
medicos que contribuiram para a descoberta da leucemia descreveram alteragcdes
de sangue como sangue leitoso, misturado com pus ou sangue purulento, referindo

a alteracdo do sangue como uma caracteristica da leucemia (Kampen, 2012).

A leucemia é caracterizada como doencga que causa acumulo de células imaturas no
sangue ou medula, resultado da desregulagcdo da hematopoiese normal e
progressiva substituicdo de células sanguineas normais. E um tecido hematopoiético
anormal recém formado que foi iniciado por células-tronco alteradas e organogénese
similar as células normais, e possui a autorrenovacéo desregulada caracteristica de
todos os canceres. Alternativamente, em células mais diferenciadas podem surgir
células leucémicas de progenitores mais comprometidos, caracterizando outros

subtipos da doenga (Passegué et al., 2003).

Entre os canceres, a leucemia (Classificacdo Internacional de Doengas — CID:
C91-C95) é um dos tipos que mais atinge a populagdo mundial, responsavel por
cerca de 437.033 (2,4%) dos casos globais e 309.006 (3,2%) das mortalidades por
cancer (Bray et al., 2018). No Brasil, a leucemia ocupa a décima posi¢ao entre os
tipos de cancer mais frequentes. E estimado que ocorram 11.540 novos casos a
cada ano entre 2023 e 2025, valor correspondente a 6.250 casos em homens e
5.290 em mulheres, representando um risco estimado de 5,90 casos novos a cada
100 mil homens e 4,78 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2022).

De forma simplificada, a leucemia pode ser separada em quatro grandes subtipos de
acordo com a linhagem celular e evolugao clinica da doencga: leucemia linféide

cronica (LLC), leucemia linféide aguda (LLA), leucemia mieloide cronica (LMC) e
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leucemia mieloide aguda (LMA). Além disso, dentro de cada grupo a leucemia pode
ser distinguida baseada em diferengas morfoldgicas, linhagem de comprometimento
e alteragdes genéticas. Enquanto a linhagem mieloide ou linfoide se refere ao tipo de
diferenciagdo da célula leucémica, a forma aguda de ambas apresentam perfil
agressivo da doengca em que as células afetadas se multiplicam rapidamente,
enquanto a forma cronica se agrava mais lentamente e exige acompanhamento

permanente (Kampen, 2012).

Nao ha causas definidas para o estabelecimento da leucemia, ha uma variedade de
fatores, tanto pré existentes quanto adquiridas, que afetam o material genético das
células pré-leucémicas e podem ter relacdo com o desenvolvimento da doenca. E
relatado na literatura variaveis como mutagcdes genéticas germinativas, exposigcao a
radiacdo ou agentes quimicos durante a vida e a gravidez, agentes infecciosos,
tratamento prévios e outros fatores que podem ter efeito genético nas células
precursoras hematopoiéticas. Além disso, fatores como idade, raca e area
geografica, sdo relatados com efeito na incidéncia da doenga (Deschler e Libbert,
2006; Bispo et al., 2020; Tebbi, 2021).

2.2 Leucemia Mieloide Aguda

A LMA é um tipo de leucemia, promovida através da aquisicao progressiva e
sequencial de alteragdes genéticas e epigenéticas e acumulo de precursores
mieloides indiferenciados na medula éssea. Como consequéncia do acumulo de
mutacbes e a capacidade de autorrenovagdo, ocorre a expansido clonal
descontrolada destes precursores mieloides no sangue periférico e medula 6ssea,
levando a hematopoiese insuficiente das células precursoras, promovendo um
bloqueio relativo ou absoluto na diferenciagdo de células mieloides

morfologicamente e funcionalmente normais (Nollmann et al., 2024).

Os individuos com LMA apresentam um conjunto de sinais associados a auséncia
das células diferenciadas saudaveis de linhagem mieloide, consequentemente
levando a sintomas como imunossupressdo e trombocitopenia. A auséncia das
células maduras leva a sintomas que induzem a suspeita desta doenga

hematoldgica, como a febre, fadiga, dispneia, dor de cabega, disfungéo neuroldgica,
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hiperplasia gengival, adenopatia, espleno e hepatomegalia, sangramento

mucocutaneo e menorragia (Dinardo et al., 2023).

Com base na etiologia, a LMA pode ser categorizada em LMA de novo ou LMA
secundaria, caracterizada pela evolugao de um disturbio hematoldgico antecedente,
principalmente de uma sindrome mielodisplasica (SMD) ou neoplasia
mieloproliferativa (NMP). Também pode ser uma LMA relacionada a terapia (t-LMA),
apos exposicdo a agentes quimioterapicos citotdéxicos e/ou radioterapia. A LMA
secundaria e t-LMA apresentam caracteristicas clinicas e biologicas distintas da
LMA de novo, incidem predominantemente na populagao idosa e apresentam menor
taxa de resposta as terapias convencionais, com indices mais elevados de recidiva

devido a resisténcia a quimioterapia citotéxica (Goel et al., 2021).

Devido a LMA ser um grupo heterogéneo de doencgas, com perfis diferentes tanto
genéticos quanto morfolégicos, € evidente a relevancia clinica da identificagdo dos
subtipos de LMA e determinacdo do progndstico. Existem algumas organizagdes
que estabelecem critérios para a classificagao das LMAs, incluindo o Grupo Francés,
Americano e Britanico (FAB) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(Padmakumar et al., 2021).

Historicamente, o primeiro sistema de classificacdo da LMA foi o FAB, que tem como
base os achados morfoldgicos e citoquimicos. Segundo a FAB, oito subtipos de LMA
podem ser diagnosticados: LMA com diferenciagdo minima (MO0), LMA sem
maturagcdo (M1), LMA com maturagcdo (M2), leucemia promielocitica aguda (M3),
leucemia mielomonocitica aguda (M4), leucemia monoblastica aguda /leucemia
monocitica (M5), leucemia eritroide aguda (M6), leucemia megacarioblastica aguda
(M7).

Ha também critérios de classificagao da LMA pela OMS, que classifica com base da
diferenciagdo: leucemia mieloide aguda com diferenciagdo minima, leucemia
mieloide aguda sem maturagao, leucemia mieloide aguda com maturag¢ao, Leucemia
basofilica aguda, Leucemia mielomonocitica aguda, Leucemia monocitica aguda,
Leucemia eritroide aguda e leucemia megacarioblastica aguda. Adicionalmente a

OMS considera anormalidades genéticas definidoras da doenga como leucemia
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pro-mielocitica aguda (LPA) com fusédo PML::RARA; LMA com fuséo
RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, DEK::NUP214, RBM15::MRTFA, BCR::ABLT;
LMA com rearranjos em KMT2A, MECOM, NUP98; LMA com mutagcao em NPM1 e
CEBPA, LMA relacionado a SMD e LMA com outras anormalidades genéticas.
Clinicamente, mesmo com a inclusdo da classificagdo da OMS, a classificagdo FAB
€ a primeira a ser utilizada pois permite uma rapida qualificacdo preliminar do tipo de
LMA (Khoury et al., 2022; Milman et al., 2023)

Além de ser capaz de se proliferar sem controle, as células leucémicas da LMA
possuem a capacidade de evitar o sistema de defesa imune através de cinco
principais mecanismos: aumento de expressédo de ligantes inibitérios ou moléculas
soluveis inibitorias, aumento de subtipos celulares imunossupressores, manipulagao
moléculas no microambiente tumoral, e redugcdo da expressdo de moléculas do

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Khaldoyanidi et al., 2021).

Alguns dos exemplos de mecanismos de escape imune (Figura 1) sdo: a redugao na
expressao de antigeno leucocitario humano (HLA), para evitar o reconhecimento por
linfocitos; aumento da expressao de ligantes inibitérios de células T (como PD-LA1,
Gal-9, CD155, CD112, CD86) e forma soluvel de NKG2DL, para evitar a agcao de
células T e natural killer; estimulam a expressao de células supressoras derivadas
de mieloides (MDSCs), células Treg e alteram macréfagos, modificando o
microambiente tumoral (Tettamanti et al., 2022). Deste modo as células leucémicas
da LMA possuem maior crescimento e expansao em relacdo a células normais

devido a vantagens causadas por alteragdes geneéticas.
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Figura 1. Resumo dos mecanismos de evasdo imune mais conhecidos exercidos
por blastos de LMA. Fonte: Adaptado de Tettamanti et al., 2022.

2.3 Dados Epidemiolégicos da LMA

A LMA pode atingir adultos ou criangas, mas é um evento raro em pessoas com
menos de 45 anos. A incidéncia anual ajustada por idade para pessoas com 65 anos
ou mais é de 20,1/100.000 em comparagao com 2,0/100.000 para aqueles com
menos de 65 anos. Logo, & caracterizada como um dos tipos de leucemia mais
comuns em adultos mais velhos, mas mesmo assim € relativamente rara,
representando aproximadamente 1,1% dos diagndsticos de cancer, no entanto, é a
segunda forma mais comum de leucemia globalmente (DONG et al., 2020; Juliusson
et al., 2009). O risco médio de um individuo apresentar a doenga durante a vida é de
aproximadamente 1%. Os homens tém maior predominancia em relagcdo as
mulheres, numa proporgdo de 5:3, ou seja, os homens tém 1,6 vezes mais
probabilidade de serem diagnosticados com LMA do que as mulheres, com uma
incidéncia anual ajustada a idade de 5,42 e 3,47 por 100.000 individuos em homens

e mulheres, respectivamente (Juliusson et al., 2009).
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De acordo com os dados do DATASUS, entre 2008 e 2017 houve registro de 63.452
mortes por leucemias no Brasil, sendo que 36% foram causadas por LMA, o subtipo
mais frequente (22.704 obitos). Com relagao a taxa de mortalidade por faixa etaria,
na populacdo de 0 a 19 anos houve redugado, enquanto na populacdo de 20 a 49
anos nao houve alteragdo significativa e na faixa de 50 anos ou mais houve um
crescimento significativo de em média 1,5% ao ano. Apesar da redugdo da
mortalidade na faixa etaria de 0 a 19 anos, a taxa de mortalidade por LMA ajustada
por idade no Brasil, apresentou crescimento significativo de em média 0,8% ao ano.
O numero absoluto de o6bitos por LMA no Brasil entre 2008 e 2017 cresceu
aproximadamente 23%, variando de 1.996 ébitos ao ano em 2008 a 2.462 6bitos em
2017. A etnia dos individuos com ébitos registrados indicam que 62% foram pessoas
de cor branca, 27% pardos e 5% pretos, sendo 50% do sexo feminino € 50% do
sexo masculino. Entretanto, na Bahia, 57% dos 6bitos foram de individuos pardos,

24% brancos e 12% pretos (Observatorio de Oncologia, 2020).

2.4 Diagnostico de LMA

O diagndstico da LMA ¢é realizado a partir da verificagdo da presenca dos sinais
clinicos e sintomas relacionados a doenca, verificagdo do historico familiar,
realizagdo do exame fisico e analise de exames laboratoriais, tais como mielograma,
imunofenotipagem, biologia molecular e citogenética. O diagnédstico definitivo da
LMA se d& a partir do achado de mais de 20% de mieloblastos, exceto em alguns
casos de alteracbes genéticas ou moleculares especificas, em aspirado de medula
0ssea ou sangue periférico, por analise da morfologia celular, apds coloragao
(Dohner et al., 2022). Além disso, existem outras técnicas que podem complementar
o diagnéstico, fornecendo informagdes confirmatdrias ou auxiliando na classificagao
da doenca e determinagao do prognéstico, como a imunofenotipagem, identificagao

de alteragdes citogenéticas ou mutagoes.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo, € uma pratica padrao no diagnéstico de
LMA, capaz de identificar as células leucémicas, quando comparadas aos
precursores mieloides normais. Esta técnica utiliza diversos marcadores que sao
anticorpos monoclonais fluorescentes que se ligam a antigenos celulares de

superficie, citoplasmaticos e nucleares (cluster of differentiation - CD), e permitem a
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caracterizacdo de uma populagao de acordo com o perfil expresso (Chen e Cherian,
2017).

O diagnéstico de LMA por imunofenotipagem deve conter marcadores para os
precursores hematopoiéticos (CD34, CD117, HLA-DR), marcadores mieloides
(citMPO, CD33, CD13), marcadores de maturagao mieloides (CD11b, CD15, CD64,
CD65), marcadores monociticos (CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c),
marcadores megacariociticos (CD41 (glicoproteina llb/llla), CD61 (glicoproteina —
[lla), CD36 e marcadores eritroides (CD235a — glicoforina A), CD71, CD36), além
de marcadores de linfocitos T (CD3) e linfécitos B (CD10, CD19, CD22 e CD79a)
(Dohner et al., 2022). Os blastos de LMA expressam antigenos encontrados também
em células mieloides imaturas saudaveis (incluindo CD13, CD33 e CD34) e outros
marcadores celulares sdo expressos dependendo do subtipo morfolégico da LMA e

do estagio de diferenciacao.

O diagndstico molecular de LMA também pode ser realizado por analise citogenética
com métodos que permitam identificar anormalidades nos cromossomos das células
leucémicas. A analise citogenética pode ser realizada com a identificacdo de
alteragdes citogenéticas convencionais por microscépio e pelo teste de Hibridizagao
Fluorescente in situ (FISH), que utiliza sondas de DNA especificas e
complementares a sequéncia alvo, permitindo deteccdo de alteragdes menores
eventualmente invisiveis pela citogenética convencional, na confirmagdo de
alteragdes complexas ou na determinagdo de quimera pds transplante (Pitel et al.,
2023). Na LMA, cerca de 75% dos casos apresentam alteragdes de cariétipo sendo
mais comuns a PML::RARAIt(15;17)(924.1;921.2),
RUNX1::RUNX1T1/1(8;21)(q22;922.1), CBFB::MYH11/inv(16)(p13.1922) ou
t(16;16)(p13.1;922) e alteragdes envolvendo 11923 (KMT2A) (Stone et al., 2023).

Os testes genéticos moleculares realizados por diagnosticos de painel genético ou
plataformas que testam simultaneamente mutagdes e rearranjos sao de fundamental
importancia para ajudar a definir a doenca, classificar o risco do paciente e orientar
quais as melhores terapias a serem empregadas em determinado caso. Os métodos

de sequenciamento de nova geracdo (NGS) e reagcdo em cadeia da polimerase
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(PCR) séao utilizados para avaliar a presenca de alteragbes genéticas ou moleculares
(Déhner et al., 2022).

A LMA é uma doencga altamente heterogénea e podem ser categorizados trés
grupos de risco prognosticos com base nas translocagdes cromossdmicas e
mutacdes genéticas como risco favoravel, intermediario ou adverso (Quadro 1). Os
fatores prognosticos sao relevantes na predicdo da mortalidade relacionada ao
tratamento, e também preditivo da resisténcia a terapia convencional. Contudo é
importante considerar a idade e a existéncia de comorbidades importantes (Doéhner
et al., 2022).
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Quadro 1. Classificagcéo de risco genético no diagnostico da LMA.

Categoria de Risco Anormalidade Genética

Favoravel e 1(8;21)(g22;922.1)/RUNX1T::RUNX1T1t,%

e inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;g22)/
CBFB:MYH11t,%

e Mutated NPM1t,§ without FLT3-ITD

e DbZIP in-frame mutated CEBPA||

Intermediario e Mutated NPM11,§ with FLT3-ITD

e Wild-type NPM1 with FLT3-ITD (without
adverse-risk genetic lesions)

o £(9;,11)(p21.3;,923.3)/MLLT3::KMTZ2AT 1

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

Adverso t(6;,9)(p23.3;934.1)/DEK::NUP214

t(v;1 ‘Iq23.3}fKMT2A—rearranged#

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

t(8;16)(p11.2;p13.3)/KATEA::CREBBP

inv(3)(q21.3926.2) or (3;3)(921.3;926.2)/

GATA2, MECOM(EVI1)

t(3926.2,v)/ MECOM(EVI1)-rearranged

—5 or del(5q); —7; —17/abn(17p)

e Complex karyotype,** monosomal
karyotypett

¢ Mutated ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, and/or
ZRSR21%

e Mutated TP53*

Fonte: Adaptado de Dohner et al., 2022

. 2 o * 9

Ja foram descritas mais de 300 translocagdes cromossOmicas e mutagdes génicas
associadas a LMA. Acredita-se que mais de um evento mutagénico seja necessario
para a leucogénese, envolvendo mecanismos que resultem na ativagdo de vias de
proliferagédo celular (mutagdes de classe |, como exemplos BCR::ABL1, FLT3, RAS,
c-Kit, PTPN11, NF1, TEL-PDGRR), comprometimento da diferenciagdo normal
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(mutacdes de classe Il, como exemplos CBFB::MYH11, AML1::ETO, TEL::AML1,
PML::RARA, MLL, NUP98::HOXA9, PU.1, C/CEPa, AML1, AML1-AMP19, CEBPA,
NPM1). Associado a terceira classe de mutagdes, de carater epigenético, ha
mutagcdes em genes relacionados a metilagdo do DNA, como DNMTS3A, TET2, IDH-1
e IDH-2 (Khoury et al., 2022).

Aproximadamente 45% dos casos de LMA possuem cariotipo normal e apesar disto,
quando se faz avaliagdo por biologia molecular, é observavel que mesmo com
cariotipo normal, ocorreram mutagdes genéticas associadas a doencga. Dentre estas,
as mutacdes dos genes NPM1 e FLT3 sao as mais prevalentes, correspondendo,
respectivamente, a 25-30% e a 30-40% dos casos. Dessa forma, estao diretamente
relacionados com a promoc¢éo da leucemogénese (Kurzer e Weinberg, 2023). As
mutacdes no gene NPM1 sem FLT3-ITD, estdo associadas a prognéstico favoravel
e melhor sobrevida (Tarlock et al., 2021). A NPM1 tipo selvagem ou mutado com
FLT3-ITD, independentemente da razdo alélica, esta associada a prognostico
intermediario  (Dohner et al., 2022). E importante destacar que a mudanca do
prognéstico adverso da presengca da mutagdo FLT3-ITD para progndstico
intermediario esta relacionado com o desenvolvimento de medicamentos que
bloqueiam a atividade dos receptores de tirosina quinase (Dohner et al., 2017;
Doéhner et al., 2022).

O gene NPM1, localizado no cromossomo 5q35, codifica a fosfoproteina
nucleofosmina, que esta em constante movimentagao entre o nucleo e o citoplasma,
e esta diretamente relacionada com a codificagao, transcricdo, manutengao, reparo
do DNA e entre outras fungdes (Patel, 2023). A mais frequente mutacao consiste na
duplicacdo de quatro pares de bases no éxon 12 (85% dos casos), mas também
podem ocorrer outros tipos de inser¢ao de quatro pares de bases na mesma regiao.
Essa mutagdo causa a localizagao aberrante da proteina NPM1 no citoplasma. O
NPM1 é reconhecido pela OMS e pela Classificagdo de Consenso Internacional
(ICC), como uma mutagéo definidora de LMA, devido a raridade das mutacdes do
NPM1 na SMD e a rapida progressédo observada na maioria dos individuos

previamente definidos como SMD com mutagdo NPM1 (Forghieri et al., 2020).
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O NPM1 selvagem possui diversas fungdes descritas, como a inibicado da duplicagéo
do centrossomo, liberado durante a duplicacéo celular e permitir a formacao do fuso
mitético; a localizagdo nucleolar e a capacidade de ligar rRNA e proteinas
ribossébmicas, permitindo a cooperagdo na biogénese do ribossomo; possui
capacidade de ligar as histonas centrais e de ligacéo, regulando a formagéo de
heterocromatina; também estad envolvida no reparo de DNA, ao se ligar ao TP53,
aumentando sua estabilidade e atividade transcricional, e ao APE1, regulando sua
atividade de endonuclease; e outras fungdes descritas como como metilagdo de
RNA e rRNA (5) e separagao de fases liquido-liquido no nucleo (Figura 2).

Controle da Divisao Biogénese do Agrupamento de Reparo de
Celular Ribossomo Histonas DNA
-~
dﬂD__-__
/ A
|
1 :‘Lx 1
A

Figura 2. Algumas das func¢des bioldgicas associadas ao NPM1 selvagem. Fonte:
Adaptado de Falini et al., 2020.

O NPM1 possui 3 dominios: a regido do amino-terminal (N-terminal), similar a
membros da familia das nucleofosmina, regido com dois sinais de exportagao
nuclear (NES), que promovem o transporte de NPM1 do nucleo para o citoplasma
pela interacdo com o exportador nuclear XPO1; uma regido central, envolvida na
ligacdo com histonas; e uma regido carboxi-terminal (C-terminal), exclusiva para a
proteina NPM1, com um feixe de trés hélices que contém o sinal de localizacao
nucleolar (NoLS). Mutacbes nos triptofanos da regiao C-terminal causam a perda
NoLS e promovem a insercdo de um novo NES, causando a localizagao aberrante
do NPM1 de individuos com LMA e reducao de sua atividade em células mutadas
(Ranieri et al., 2022)

O gene FLT3, codifica uma proteina monomérica, o receptor com atividade
tirosina-quinase, relacionado a ativagao de vias de sinalizagao celular responsaveis

pela sobrevida, proliferacao e diferenciagcao das células hematopoiéticas, sendo este
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normalmente muito expresso em estagios iniciais de células precursoras mieloides.
Estruturalmente, o receptor FLT3 contém uma parte extracelular com 5 dominios
semelhantes a imunoglobulina, um dominio transmembrana e uma regiao
citoplasmatica que consiste em um dominio justamembrana seguido por dois

dominios de tirosina quinase (Rosnet e Birnbaum, 1993).

Mutagbes do tipo ITD, FLT3-ITD, consistem em inser¢gbes de comprimento variavel
na regido que codifica o dominio justamembrana do receptor. Ja a mutagdo em TKD
(FLT3-TKD), é do tipo pontual. Ambas as mutagdes resultam na permanente
atividade tirosina-quinase, entdo promovem a proliferacdo descontrolada de células
mieloides anormais, acarretando leucocitose grave em individuos com LMA (Figura
3). A primeira mutagdo possui frequéncia de 35 a 45% dos casos de LMA com
caridtipo normal, ja a segunda apresenta frequéncia inferior a 5% (Kazi e
Roénnstrand, 2019).
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Figura 3. Estrutura do receptor FLT3 na forma ativada e inativada, e associagado com

a sinalizagao intracelular. Fonte: Leifheit et al., 2024.

O diagnéstico por imunofenotipagem e identificagcdo de alteragbes genéticas
permitem o diagndstico mais completo dos individuos com LMA, dados importantes
para a determinagdo do grupo de risco, predicdo de prognostico e adequagéo de
terapias individualizadas. E descrito na literatura diferentes perfis imunofenotipicos
que estdo presentes em individuos com algumas das principais alteragbes
moleculares associadas a LMA, como mutagcbes em NPM1 e FLT3, em relagao aos

que nao possuem alteragéo (Pessoa et al., 2023).
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2.5 Tratamento

A LMA é uma leucemia bastante agressiva e deve o tratamento deve ser iniciado
assim que feito o diagndstico. Os principais tratamentos disponiveis dependem da
idade do paciente e fatores de risco citogenético e molecular. Apesar de muitos
avancgos, a base da terapia continua sendo uma combinag&o de regimes baseados
em citarabina e antraciclinas, medicamentos que atuam nas células leucémicas, mas
com efeito também em células saudaveis. A quimioterapia normalmente ocorre em
duas fases: indugdo e consolidagdo, e para candidatos elegiveis, o transplante

alogénico de células-tronco deve ser considerado (Shimony et al., 2023).

Na inducéao, fase inicial da quimioterapia, o objetivo € eliminar completamente a
doenca e alcancar o periodo de remissdo completa, definida quando o paciente com
LMA tem menos de 5% de blastos na medula 6ssea normocelular, auséncia de
leucemia extramedular, contagem de neutréfilos acima de 1.000/mm? e contagem de
plaguetas acima de 100.000/mm?3, com auséncia de sintomas da doenca. Entretanto,
ainda é necessario a administracao da terapia pés-remissdo ou consolidagcdo, com

acompanhamento dos parametros hematologicos do paciente (Sharvit et al., 2022).

Em adultos jovens, idosos com baixo risco de mortalidade relacionada ao tratamento
e aqueles com fatores de risco favoraveis e intermediarios, o regime mais
comumente adotado é o esquema “7+3”, que consiste na infusdo continua de
Citarabina 100 ou 200 mg/m?dia por sete dias juntamente com Antraciclina
(Daunorrubicina 45 a 90mg/m?/dia ou ldarrubicina 12mg/m?/dia) por trés dias. Essa
combinagao resulta em remissao completa em 50 a 75% dos individuos (Sharvit et
al.,, 2022). As opcgbes alternativas para pacientes recidivados ou refratarios sao
fludarabina, citarabina, fator estimulador de colénias de granuldcitos e regimes de

idarrubicina e citarabina a base de mitoxantrona (Déhner et al., 2022).

A terapia de indugdo é altamente téxica para a medula &ssea, causando
pancitopenias e complica¢gdes hemorragicas, problemas no sistema gastrointestinal,
insuficiéncia renal devido a sindrome de lise tumoral e disturbios eletroliticos. Pode

levar até 1 més para a contagem de células se recuperar, e esses individuos podem
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ficar internados por algumas semanas para receber o devido suporte no intuito de

controlar quaisquer complicagdes médicas (Sharvit et al., 2022).

A terapia alvo, a partir do uso de medicamentos que atacam especificamente as
células leucémicas e que causam menos danos as ceélulas saudaveis podem ser
empregadas isoladamente ou junto com a quimioterapia, como Midostaurina ou
Gilteritinib, que s&o inibidores de FLT3; Gemtuzumab ozogamicina, um anticorpo
monoclonal CD33 conjugado com caliqueamicina; CPX351, uma formulagéo
lipossomal de daunorrubicina e citarabina, para t-LMA ou LMA com alteragcbes
relacionadas a mielodisplasia; Venetoclax, um mimético do dominio 3 de homologia
BCL2 (BH3), tém como alvo seletivo as células-tronco leucémicas, atua inibindo a
proteina pro-apoptética BCL2 e induz a apoptose; Ivosidenib e Enasidenib, que
foram aprovados como monoterapia para individuos com LMA com mutagéo IDH
(Déhner et al., 2022).

Apos atingir a remissdo completa com terapia de indugéo, inicia-se a terapia de
consolidagdo com citarabina em altas doses, com o objetivo de eliminar as células
leucémicas residuais que persistem apds a terapia de inducdo e maximizar a
duracao da resposta. A produgao de células saudaveis deve voltar ao normal depois
da indugdo. No entanto, pode haver um numero pequeno de células doentes que
nao alteram o desenvolvimento das células do sangue, mas que podem crescer e
gerar uma recaida da leucemia mieloide aguda. Portanto, a consolidagcdo tem como
objetivo destruir qualquer residual de células doentes no corpo. Se isso nao for feito,

a doenca pode retornar em poucos meses (De Lima et al., 2021).

A fase de consolidacao, além de ser feita pela quimioterapia, pode ser realizada por
meio de um transplante de medula 6ssea a partir da infusdo de células-tronco para
repor as células destruidas pela quimioterapia. Estas novas células-tronco
regeneram a medula éssea e permitem a formagdo de novas células saudaveis. O
transplante de medula éssea é preferido em individuos com menos de 60 anos de

idade com progndstico intermediario ou desfavoravel (Nabha et al., 2019).

Existem trés tipos de transplante de medula d&ssea: alogénico, quando as

células-tronco hematopoiéticas € de um doador compativel, como irmao ou do banco
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de doadores, ou parente que seja metade compativel; autélogo, quando a medula é
do préprio individuo (se um doador estiver disponivel, o transplante alogénico é
preferivel ao autdlogo) e singénico, quando a medula é doada por um irmao gémeo.
Em um transplante alogénico a resposta imunomediada é reconhecida como enxerto
versus leucemia. O reconhecimento das células do hospedeiro como estranhas, é
importante para o efeito terapéutico do transplante, mas precisa ser controlado pelos
efeitos colaterais e risco de morte. As células T do doador reconhecem as células
cancerigenas atraveés da ligagdo dos receptores das ceélulas T as moléculas de
MHC, conhecido HLA, presentes na superficie das células cancerigenas,
reconhecendo antigenos tumorais e células com HLA diferentes. Por esse motivo, o
doador € escolhido com base na correspondéncia dos alelos HLA, reduzindo a
rejeicdo do enxerto. Por outro lado, a resposta aloimune do doador pode atingir os
tecidos saudaveis dos individuos com LMA, causando a doenca do enxerto contra o
hospedeiro, disturbio multissistémico que geralmente afeta inicialmente a pele,
depois o trato gastrointestinal, o figado e os pulmdes e, em um estagio posterior,

pode afetar quase todos os 6rgaos (Baron et al., 2020).

A definicao do tratamento da LMA considera multiplos fatores progndésticos e o risco
terapéutico, visando aumentar a sobrevida e preservar a qualidade de vida dos
pacientes. O manejo dos pacientes é individualizado com base na idade, status
funcional e nas caracteristicas citogenéticas e moleculares do clone leucémico.
Esses parametros sdo essenciais para a estratificacdo de risco e para a selecao da
terapia mais adequada, incluindo o uso de tratamentos molecularmente
direcionados, como acido trans-retinoico (ATRA) e trioxido de arsénio para LMA-M3,
e inibidores de FLT3 para individuos com mutagao no gene FLT3 (Grimwade e Hills,
2009). A caracterizagao laboratorial detalhada é especialmente importante em
populacdes miscigenadas, como a atendida na Bahia, para otimizar estratégias

diagndsticas e terapéuticas individualizadas que atendam a demanda da populagéo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Analisar o perfil da celularidade e imunofenotipagem de individuos com leucemia

mieloide aguda e mutagdo em NPM1 e FLT3-ITD em populagédo da Bahia.
3.2 Objetivos Especificos

e Descrever o perfil laboratorial de individuos com LMA na diagnosticados na
Bahia;

e Analisar a correlagdo da razdo neutrdfilo-linfécito com a celularidade da
populagao;

e Analisar a diferenca de celularidade de individuos com LMA de acordo com o
status mutacional em NPM1 e FLT3-ITD;

e Analisar a sobrevida dos individuos com LMA de acordo com o status
mutacional em NPM1 e FLT3-ITD;

e Analisar a associagao de marcadores celulares em mieloblastos de individuos

de acordo com o status mutacional em NPM1 e FLT3-ITD.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracdes Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do Instituto
de Ciéncias da Saude (ICS/UFBA) sob CAAE: 93328318.7.0000.5662. Apods
assinatura do Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) dos individuos
elegiveis diagnosticados com LMA, os dados foram registrados e armazenados com
codificagdo, e tratados com eticidade e sigilo por profissionais treinados e

estudantes capacitados para esta atividade.

4.2 Desenho e Populagao do Estudo

O presente estudo é descritivo do tipo transversal, a populagéo avaliada no presente
estudo é composta por individuos atendidos na Bahia em um unico centro,
diagnosticados no laboratério de imunologia e biologia molecular (Labimuno) com
LMA entre 2019 e 2025 pela observacdo de sinais clinicos e hematolégicos
caracteristicos da doenga e confirmagao do diagndstico por imunofenotipagem em
citometria de fluxo. Apos confirmagao da doenca, os individuos foram analisados em
relacdo a presenga de mutagcdo em NPM1 e FLT3-ITD. O registro no sistema de
informagdes sobre mortalidade (SIM — DATASUS) dos individuos participantes foi

avaliado por 90 dias para identificacao de estado de ébito.

4.4 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram cadastrados e incluidos individuos com idade maior ou igual a 18 anos, com
primeiro diagnostico (de novo) confirmado de LMA, atendidos pelo SUS. N&o foram
incluidos no estudo, individuos que fizeram quimioterapia antes do diagnostico de
LMA, individuos com leucemia promielocitica aguda (LPA, também referido como

LMA-M3) ou qualquer outra alteracao mieloproliferativa prévia.

4.6 Coleta de Amostras

A coleta de amostras bioldgicas (sangue periférico e/ou aspirado de medula 6ssea)
dos individuos foi realizada em tubos com EDTA (vacuette) e encaminhadas para o
diagndstico de servigo do Labimuno. O diagndstico das amostras coletadas foi
submetido a imunofenotipagem por citometria de fluxo e armazenado para testes

moleculares por PCR. Conforme recomendado, todas as amostras foram coletadas
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antes da realizacdo de tratamento por quimioterapia ou transplante de medula
O0ssea. Amostras de sangue e medula 6ssea foram processadas a fresco para o
diagndstico de rotina por imunofenotipagem e armazenadas em freezer a -20° para

as analises de mutagéo genética por PCR.

4.7 Imunofenotipagem

Foi realizada a contagem de leucocitos no analisador hematolégico CELL-DYN
Emerald. Posteriormente, realizou-se a incubagao de 500.000 células por 15 minutos
em temperatura ambiente sob abrigo de luz, com anticorpos conjugados para
identificacdo de moléculas de superficie e citoplasmatica. Posteriormente as
hemacias foram lisadas com 1mL da solugédo de lise (BD FACSLyse™) e submetida
a lavagem com 2 mL de solugao salina tamponada com fosfato (PBS) seguida por 5
min de centrifugacdo a 500G, e as células homogeneizadas em 300uL de PBS. A
aquisicao dos dados das amostras foi obtida em citometria de fluxo no BD
FACSCanto™ II, com o Software FACSDiva v6.0. Foi avaliada a porcentagem das
diferentes populag¢des de leucdcitos: mieloblastos, mondcitos, granulécitos, baséfilos
e eosindfilos das amostras dos participantes e os marcadores celulares em
mieloblastos: CD2, memCD3, citCD3, CD7, CD10, CD11b, CD13, CD14, CD15,
CD16, CD19, CD33, CD34, CD35, CD38, CD45, CD56, CD64, CD71, CD79a,
CD117, CD123, CD300e, HLA-DR e MPO presentes na populacdo de mieloblastos.
A expressédo do marcador celular foi classificada como positiva se pelo menos 5%
das células tivessem intensidade captada registrada. Os dados gerados foram
analisados utilizando o programa Kaluza - Beckman Coulter. Os dados de
celularidade foram analisadas em grupos diferentes de acordo com a origem do

material, sangue periférico ou medula dssea.

4.8 Extracao de DNA

A extragao do DNA gendmico (gDNA) do sangue periférico e/ou aspirado de medula
0ssea, foi realizada com os kits PureLink® Genomic DNA Mini (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) e ReliaPrep Blood gDNA Miniprep (Promega), seguindo as
recomendagdes dos fabricantes. A pureza e concentragdo do DNA extraido é

avaliada em espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) sob
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comprimento de ondas 260 nm e 280 nm, e considerado com uma boa qualidade

quando a razao estava entre de 1,7-2,0, e as amostras foram armazenadas a -20°C.

4.9 Detecgao de Mutagoes em NMP1 e FLT3

Para detecgao das mutagdes nos genes NPM1 e FLT3, foram realizadas reagdes em
PCR convencional com os primers especificos (Tabela 1), conforme protocolo
descrito por Noguera e colaboradores (2005). A extremidade 5’ dos primers senso

foi modificada com os fluoréforos HEX e FAM, respectivamente.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para a identificacdo do estado

mutacional dos individuos diagnosticados LMA.

Gene Sequéncia de iniciadores (5°3’) Numero de Acesso
(NCBI)

NPM1 NPM-Rev6 5'-accatttccatgtctgagcacc-3' NM 002520
(349 pb)

NM-F2 5'-atcaattatgtgaagaattgcttac-3'
FLT3-ITD ITD-R6 5’-atcctagtaccttcccaaactc-3’ NM_004119.3
(366 pb)

R5-ITD 5'-tgtcgagcagtactctaaaca-3’

Fonte: Noguera et al., 2005.

O produto do PCR foi preparado com padrao molecular LIZ P500™ e Formamida
HiDi™, para serem submetidos a analise de fragmentos em sequenciador
automatico SeqStudio 5 (Thermo Fisher Scientific) para identificacdo do tamanho
molecular do produto da PCR por eletroforese capilar. Os arquivos gerados foram
analisados com o software GeneMapper® e analisando o tamanho dos fragmentos

amplificados.

4.10 Analise Estatistica
A escolha das analises estatisticas foi baseada na verificagdo da independéncia dos
dados, na normalidade (testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov) e na

homogeneidade de variancias (teste de Levene). As analises foram realizadas no
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software IBM SPSS Statistics (versdo 26.0) e os graficos foram construidos no
GraphPad Prism (versao 8.4.2).

Foi realizada a analise descritiva da celularidade dos participantes e da frequéncia
de marcadores celulares em mieloblastos utilizados no diagnostico da LMA. Para a
comparagao da celularidade entre os sexos e com apenas uma mutacdo, foi
aplicado o teste de Mann-Whitney. A analise da diferenca de celularidade entre os
grupos de acordo com o status de comutagado foi realizada por meio do teste de
Kruskal-Wallis e o teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar a significAncia da
associacao entre a presenga de mutacdes e a expressao de marcadores celulares.

O valor de p foi considerado significante quando menor 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Descricao do Perfil Laboratorial da Populagao de Estudo

Em analise de distribuicdo dos dados foi identificado que na populagao total, apenas
a variavel idade apresentou distribuicdo normal. Em estratificagcdo por sexo, nas
amostras de medula O0ssea as variaveis idade e porcentagem de granuldcitos
apresentaram distribuicdo normal. J&4 nas amostras de sangue periférico, apenas a

idade apresentou distribuicdo normal.

O presente estudo incluiu 114 individuos com idade média de 50 anos (x18), sendo
50 (43,9%) do sexo masculino e 64 (56,1%) do sexo feminino. Entre os individuos
avaliados, 62,28% (71/113) nao tiveram mutacdo em NPM1 ou FLT3-ITD, 14,04%
(16/113) apresentaram mutagdo NPM1 sem FLT3-ITD, 12,28% (14/113)
apresentaram NPM1 selvagem e mutagcdo FLT3-ITD e 10,53% (12/113) ambas
mutacdes. Na analise ndo houve dados do status mutacional FLT3-ITD de 1
individuo e ndo houve dados de linfocitos (% e células/mm?) de 22 individuos, sendo
desconsiderados em analises envolvendo estas variaveis. Nas analises, foi avaliado
diferenca de celularidade entre os sexos masculino e feminino em amostras de
medula 6ssea e sangue periférico, entretanto nao foi identificada diferengca com
significAncia estatistica nas varidveis descritas neste trabalho. Os dados
laboratoriais da populacdo estudada total estdo descritos na tabela 2, os dados
estratificados em sexo masculino e feminino estdo descritos na tabela suplementar
1.

Tabela 2. Descricdo do perfil laboratorial da populagao total adulta diagnosticada

com LMA de novo (ndo-M3) neste estudo.

Populagao Total
Perfil Populacional

(n=113)
Idade, média (desvio padrao) 50 (x18)
NPM1wte FLT3-ITD-n (%) 71 (62,28)
NPM1mut e FLT3-ITD-, n (%) 16 (14,04)
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NPM1wt e FLT3-ITD+, n (%)

NPM1mut e FLT3-ITD+, n
(%)

Subtipo celular, mediana
(IQR)

Leucécitos (células/mm3)
Mieloblastos (%)
Mieloblastos (células/mm?)
Mondcitos (%)
Mondcitos (células/mm?)
Neutrofilos (%)
Neutrofilos (células/mm?)
Basdfilos (%)

Basofilos (células/mm?)
Eosindfilos (%)
Eosindfilos (células/mm?)

Subtipo celular, mediana
(IQR)

Linfocitos (%)
Linfécitos (células/mm3)

NLR

Sangue Periférico
(n=66)

35900 (14200-73600)

42,79 (24,11-79,43)
16217 (4328-37318)
9,00 (0,46-36,89)
2025 (156,15-12355)
6,15 (1,45-16,50)
1136 (425-6038)
0,02 (0,00-0,61)

3 (0-342)

0,00 (0,00-0,10)

0 (0-26)

Sangue Periférico
(n=50)

7,11 (4,59-14,18)
2951 (2236-4240)

0,98 (0,21-2,18)

Medula Ossea
(n=48)

47250 (14350-103350)

33,82 (20,13-64,62)
11038 (3774-42155)
5,40 (0,30-21,47)
1168 (28-8891)
16,85 (5,59-35,98)
6631 (1066—16456)
0,00 (0,00-0,44)

0 (0-186)

0,00 (0,00-0,17)

0 (0-51)

Medula Ossea
(n=42)

8,06 (5,35-16,79)
3923 (2272-5637)

1,82 (0,82-4,24)

Caracterizacdo de 114 individuos com LMA avaliados neste estudo. Foram

analisados 114 individuos para mutacdo em NPM1 e 113 para mutagdo em

FLT3-ITD. Os dados referentes aos subtipos celulares sdo apresentados em

valores de mediana, com o intervalo interquartil (IQR) indicado entre parénteses.
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NPM1wt (sem mutacdo NPM17); NPM1mut, com mutagcdo em NPM1; FLT3-ITD-,
sem mutagcdo em FLT3-ITD; FLT3-ITD+, com mutagdao FLT3-ITD; NLR, razao

neutrdfilo-linfocito.

5.2 Correlagado da Razado NLR com a Celularidade

Para avaliar o efeito da razdo neutrdfilo-linfocito (NLR) na celularidade em amostras
de sangue periférico e medula 6ssea da populagéo de estudo, foi realizado o teste
correlacdo de Spearman com a idade, leucocitos e mieloblastos (%). Apenas foi
identificado correlagdo negativa e moderada entre o NLR com os mieloblastos em

medula 6ssea (p=-0,549; p<0.001) e em em sangue periférico (p =-0.402; p<0,001)

(Figura 4a).
1 :
00 -®& - Medula Ossea
p=-0,549
P <0.001
7539 =—a— Sangue Periférico
(] p=-0,402
p <0.01

Mieloblastos (%)
(3]
o

|
o
L O )

Razao Neutrofilo-Linfocito (NLR)

Figura 4. Efeito da razao neutréfilo-linfécito (NLR) na celularidade. (a) Grafico
de dispersdo de dados com a analise de correlacdo de mieloblastos (%) e razdo
NLR (rho de Spearman) em amostras de medula éssea (n=42) e sangue periférico

(n=50). A linha é uma curva spline com 4 nés que representa a dispersao dos dados.

5.3 Diferenga de Celularidade no Status Mutacional NPM1 e FLT3

Foi realizada a analise da diferenga da celularidade de leucdcitos totais, mieloblastos
mondcitos, linfocitos, neutrofilos e razdo NLR entre individuos com status mutacional
NPM1 e FLT3 em sangue periférico e medula 6ssea. A analise estatistica indica que

ha diferenga entre a quantidade de mieloblastos entre os grupos com e sem
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mutacdo em NPM1 em sangue periférico (U=324,000; p=0.03), mas essa diferencga
nao foi identificada em medula 6ssea. Houve diferenga entre grupos com e sem
mutacao FLT3-ITD (U=238,000; p=0,004) em sangue periférico e entre grupos com e
sem mutagao FLT3-ITD (U=67,000; p=0,24) em medula 6ssea. De forma similar,
houve diferenga de leucécitos entre os grupos com e sem mutagdo em NPM1 em
sangue periférico (U=299,000; p=0.012), entre grupos com e sem mutagédo FLT3-ITD
(U= 235,000; p=0,004) em sangue periférico e entre grupos com e sem mutagao
FLT3-ITD (U=75,000; p=0,45) em medula 6ssea (Figura 5a).

A anadlise da populagao estratificada por comutacdo (NPM1 selvagem e FLT3-ITD-,
NPM1 mutado e FLT3-ITD-, NPM1 selvagem e FLT3-ITD+, e NPM1 mutado e
FLT3-ITD+) em amostras de sangue periférico, indica, pela analise de Kruskal-wallis,
que houve diferenca na quantidade de mieloblastos (H(3)=11,114;p=0,011),
leucdcitos (H(3)=12,583; p=0,011) e linfécitos (H(3)=11,062; p=0,011). O teste de
post-hoc ajustado de bonferroni indica que a diferenga foi observada entre os grupos
sem ambas mutagdes (NPM1 selvagem e FLT3-ITD) e com ambas mutagdes (NPM1
mutado e FLT3-ITD+) (Figura 5b).
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Figura 5. Diferenga da celularidade de acordo com o status de mutacao NPM1 e
FLT3-ITD. (a) Teste de Mann-Whitney do perfil de mieloblastos (esquerda) e
leucdcitos (direita) entre individuos com status NPM1wt (n=44) e NPM1mut (n=22)
em sangue periférico; entre individuos com status FLT3-ITD- (n=46) e FLT3-ITD+
(n=19) em sangue periférico; e com status FLT3-ITD- (n=41) e FLT3-ITD+ (n=7) em
medula 6ssea. (b) Teste de Kruskal-wallis em amostra de sangue periférico de
individuos estratificados em NPM1wt e FLT3-ITD- (n=33), NPM1mut e FLT3-ITD-
(n=13), NPM1wt e FLT3-ITD+ (n=10), e NPM1mut e FLT3-ITD+ (n=9). Na analise de
linfocitos em sangue periférico a populagdo foi estratificados em: NPM1wt e
FLT3-ITD- (n=26), NPM1mut e FLT3-ITD- (n=8), NPM1wt e FLT3-ITD- (n=7), e
NPM1mut e FLT3-ITD+ (n=8). Nao houve diferenga com significancia estatistica em
amostras de medula 6ssea. Os dados sao representados pelo topo da barra

(mediana), e linhas superiores e inferiores (intervalo interquartil). As linhas
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conectadas com asterisco representam as diferengas com significancia estatistica (*,
p<0.05; **, p<0.01). NPM1wt (sem mutagdo NPM1); NPM1mut, com mutagcdo em
NPM1; FLT3-ITD-, sem mutagdo em FLT3-ITD; FLT3-ITD+, com mutagao FLT3-ITD;

sp, sangue periférico; mo, medula éssea.

5.4 Perfil de Sobrevivéncia em 90 Dias

Para avaliar o perfil do tempo de sobrevivéncia dos individuos com LMA em 90 dias,
a populacao total do estudo foi estratificada entre os sexos masculino e feminino e
presenca de mutacdo em NPM1 e FLT3-ITD. Ao final de 90 dias apenas 58 de 114
(50,9%) da populacao total sobreviveu e, quando comparados individuos entre
grupos com e sem mutagdo em NPM1 (x*(1)=4.337; p= 0.037), e entre grupos com e
sem mutagdo FLT3-ITD (X*(1)=13.30; p<0.003), é identificado menor sobrevivéncia
em individuos com a mutagao, tanto em NPM1 (39,3% vs 54,7%), quanto FLT3-ITD+
(26,9% vs 58,6%) em relagdo ao grupo correspondente sem mutagao (Figura 6a e
Figura 6b, respectivamente). Na analise da influéncia da comutagdo na
sobrevivéncia, ao comparar os individuos estratificados em: NPM1wt e FLT3-ITD-,
NPM1mut e FLT3-ITD-, NPM1wt e FLT3-ITD+, e NPM1mut e FLT3-ITD+), foi
identificado que houve diferenca entre os grupos (X?*(3)=40.672; p>0.001)
demonstrando efeito sinérgico da mutagdo NPM1 e FLT3-ITD na sobrevida (Figura
6¢). Nos grupos de sexo, a taxa de sobrevivéncia foi de 42,0% (21/50) entre os
homens e 57,8% (37/64) entre as mulheres, porém sem significancia estatistica pelo
teste de log-rank (X?(1)=2.725; p=0.098) (Figura 6d).
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia durante 90 dias. (a) Porcentagem de
sobrevivéncia de individuos com NPM1wt (linha preta, n= 86) e NPM1mut (tracos
pretos, n=28). (b) Porcentagem de sobrevivéncia de individuos com FLT3-ITD- (linha
preta, n= 85) e FLT3-ITD+ (tragos pretos, n=26). (c) Porcentagem de sobrevivéncia
da populagcdo de estudo com NPMiwt e FLT3-ITD- (linha vermelha, n=71),
NPM1mut e FLT3-ITD- (tragos vermelhos, n=16), NPM1wt e FLT3-ITD+ (linha preta
— n=14) e NPM1mut e FLT3-ITD+ (tragos pretos, n=12). (d) Porcentagem de
sobrevivéncia da populacdo de estudo estratificada entre individuos do sexo
feminino (tragos pretos, n=64) e masculino (linha preta, n=50). Cada queda em uma
linha indica o obito de um individuo em seu respectivo grupo. NPM1wt (sem
mutacdo NPM1); NPM1mut, com mutagdo em NPM1; FLT3-ITD-, sem mutagdo em
FLT3-ITD; FLT3-ITD+, com mutagédo FLT3-ITD.
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5.5 Perfil de Antigenos em Mieloblastos com Status mutacional NPM1 e
FLT3-ITD

O perfil de marcadores celulares em mieloblastos de individuos com ou sem
mutagcdo em NPM1 ou FLT3-ITD esta descrito na tabela 3. O teste exato de Fisher
mostrou que ha associacdo entre da presenca de mutagdo em NPM7 com o
marcador CD34 (X*(1)=22,398; p<0.001) e HLA-DR (X?*(1)=19,236; p<0.001), e
associacao entre a mutagdo FLT3-ITD com o marcador CD2 (X*(1)=11,181;
p<0.003), CD7 (X3*(1)=4,716; p<0.025) e CD11b (X*(1)=3,990; p<0.046). Os dados
da imunofenotipagem da populagdo total, sem estratificagdo por presenca de

mutagéo, estao descritos no material suplementar 2.

Tabela 3. Associag¢ao da expressdo de marcadores celulares em mieloblastos em

individuos mutados em NPM1 e FLT3-ITD.

NPM1wt NPM1mut FLT3-ITD - FLT3-ITD +

valor valor

Positivo/Total Positivo/Total p Positivo/Total Positivo/Total p

(%) (%) (%) (%)

CD2 9/76 (10,6) 2/28 (7,1) 0,455 4/86 (4,7) 7/26 (26,9) 0,003

memCD3 0/78 (0,0) 0/28 (0,0) - 0/82 (0,0) 0/23 (0,0) -

citCD3 0/86 (0,0) 0/28 (0,0) - 0/87 (0,0) 0/26 (0,0) -
CD7 47/84 (56,0) 14/27 (51,9) 0,439 41/84 (48,8) 19/26 (73,1) 0,025
CD10 3/71 (4,1) 2/20 (10,0) 0,287 3/72 (4,2) 2/21 (9,5) 0,315
CD11b 3/74 (18,8) 2/20 (29,6) 0,117 14/85 (16,5) 9/26 (34,6) 0,046
CD13 79/85 (92,9) 25/26 (96,2) 0,480 80/86 (93,0) 23/24 (95,8) 0,523
CD14 1/86 (1,2) 0/28 (0,0) 0,754 1/87 (1,1) 0/26 (0,0) 0,770
CD15 19/86 (22,1) 5/26 (19,2) 0,496 18/86 (20,9) 5/25 (20,0) 0,583

CD16 0/84 (0,0) 0/27 (0,0) - 0,/84 (0,0) 0/26 (0,0) -
CD19 11/86 (12,8) 1/27 (3,6) 0,152 8/87 (9,2) 4/26 (15,4) 0,284
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CD33

CD34

CD35

CD38

CD45

CD56

CD64

CD71

CD79a

CD117

CD123

CD300e

HLA-DR

MPO

83/85 (97,6)
79/85 (92,9)
4177 (5,2)
78/82 (95,1)
84/84 (100,0)
24/86 (27,9)
63/82 (76,8)
34/46 (73,9)
8/85 (9,4)
84/85 (98,8)
65/75 (86,7)
0/86 (0,00)
85/85 (100,0)

66/83 (73,5)

28/28 (100,0)
14/26 (53,8)
2/27 (7,4)
26/28 (92,9)
27/27 (100,0)
7/28 (25,0)
23/28 (82,1)
16/20 (80,0)
0/28 (0,0)
27/27 (100,0)
26/27 (96,3)
0/28 (0,0)
22/28 (78,6)

25/28 (89,3)

0,564

<0,001

0,492

0,480

0,486

0,382

0,422

0,094

0,759

0,153

<0,001

0,066

84/86 (97,7)
71/84 (84,5)
3179 (3,8)
80/84 (95,2)
85/85 (100,0)
27/87 (31,0)
65/84 (77,4)
34/48 (70,8)
8/86 (9,3)
84/85 (98,8)
68/78 (87,2)
0/87 (0,0)
82/86 (95,3)

67/84 (79,8)

26/26 (100,0)
21/26 (80,8)
3/24 (12,5)
23/25 (92,0)
25/25 (100,0)
4126 (15,4)
20/25 (80,0)
15/17 (88,2)
0/26 (0,0)
26/26 (100,0)
23/23 (100,0)
0/26 (0,0)
24/26 (92,3)

18/26 (69,2)

0,588

0,427

0,137

0,418

0,090

0,510

0,133

0,112

0,766

0,065

0,425

0,195

Frequéncia de antigenos positivos em mieloblastos na populacédo de estudo,

estratificado pela presenca de mutacdo em NPM1 ou FLT3-ITD. O valor de p

representa a significancia estatistica da correlagéo no teste Fisher. O valor de p

em negrito representa os marcadores que deram associagao positiva com a

mutacé&o.
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6 DISCUSSAO

6.1 Analise do Perfil da Populagdao com LMA na Bahia

A populacao deste estudo apresentou idade média de 50 anos e maior prevaléncia
de mulheres, diferindo do relatado em paises mais desenvolvidos, com média de 65
anos e maior predominancia no sexo masculino (Shallis et al., 2024). A menor faixa
etaria provavelmente ocorre devido as piores condi¢gdes socioeconémicas dos
participantes e menor propor¢ao de idosos em comparagdo aos paises
desenvolvidos. Além disso, a maior prenominancia do sexo feminino nesta
populacdo possivelmente é explicada pela regiao demografica e cultural de maior
busca por assisténcia médica e menor envolvimento em conflitos (Reichenheim et
al., 2011).

A populagéo deste estudo foi avaliada em relagéo a razédo neutrofilo-linfécito (NLR),
razao util como marcador acessivel e de baixo custo para avaliar a inflamacao e o
estado imunolégico de pacientes, sendo sugerido na literatura como possivel
marcador de progndstico em alguns tipos canceres (Heshmat-Ghahdarijani et al.,
2023). Entretanto, na LMA nao ha muitos estudos que avaliem a associagdo do NLR
como fator de impacto na doenga. O trabalho de Mushtaq e colaboradores (2018)
concluiu que a razao alta de NLR pode servir como um fator progndstico de
sobrevivéncia em individuos com LMA recidiva ou refrataria. Zhang e colaboradores
(2021) mostraram que em individuos com LMA n&o-M3 no diagnéstico, individuos
que obtiveram NLR<2 apresentaram maior sobrevida global (SG) em comparagao
com aqueles com NLR=2, especialmente em individuos com blastos >50%, e que o
NLR pode refletir sobre a resposta a terapia de indugdo em individuos com LMA.
Entretanto, no presente trabalho, a sobrevida de individuos estratificados em grupos
NLR<2 e NLR=2, ndo apresentou diferenca no perfil de sobrevivéncia pelo teste

log-rank (dados nao mostrados).

Sabe-se que a LMA induz um estado inflamatério crénico nos individuos ao induzir a
secrecao de citocinas pro-inflamatérias (como IL-6, IL-8 e TNF) que induzem a
proliferagdo celular e resposta imune, enquanto regula o MHC Il, marcadores de

checkpoints inmunoldgicos, e induz a atividade de linfécitos Treg (NAJI et al., 2024;
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Tettamanti et al., 2022). Neste trabalho, a analise de correlagdo do NLR com a
celularidade indicou, com significancia estatistica, uma relagdo do menor numero de
blastos com maior razdo NLR em sangue periférico e medula (Figura 4). Esta
informacédo corresponde ao perfil da doenga, em que a diferenciacdo de células
granulociticas sédo reduzidas no processo de proliferagao de blastos, mas nao reflete
o estado inflamatério do individuo. Possivelmente os individuos com menor
porcentagem de blastos ainda possuem viabilidade para proliferagdo de neutrdfilos,
induzidos pelo perfil inflamatorio caracteristico da doenga, e em individuos com

menor numero de blastos o NLR esteve maior.

6.2 Analise do Status Mutacional NPM1 e FLT3-ITD

Em relagcdo ao status mutacional da populacido, houve frequéncia de 24,6% de
mutacdo em NPM1 e 23,0% de mutagcdo FLT3-ITD (Tabela 2), valor menor ao
descrito na literatura, que relatam frequéncia de aproximadamente 30% e 32% dos
casos de LMA, respectivamente (Dohner et al., 2022; Padmakumar et al., 2021).
Entretanto, comparado a coorte com individuos da Africa do Sul, as frequéncias
foram ainda menores que a descrita neste estudo (Marshall et al., 2014). As
frequéncias das mutagdes podem variar significativamente entre diferentes
populagdes e regides geograficas, provavelmente devido ao background genético
(Wei H et al., 2018). Esta diferenca pode ter ocorrido devido ao tamanho amostral
deste estudo ou possivelmente faz parte do perfil epidemiolégico caracteristico da

populacgéao.

Individuos com mutagcdo em NPM71 ou FLT3-ITD geralmente apresentam uma
contagem de leucdcitos e blastos mais elevada que os que nao possuem mutacao
(Thiede et al., 2006). Apesar disso, individuos com mutagdo em NPM1 possuem
melhor progndstico em relagdo aos que ndo possuem mutacdo (Su et al., 2013;
Juliusson et al., 2020; Liu et al., 2019; Zhao et al., 2022).

Neste estudo, a avaliacdo de diferencas na celularidade entre individuos com e sem
mutacdo NPM1 ou FLT3-ITD, indica que amostras de sangue periférico e medula de
individuos com mutacdo FLT3-ITD possuem maior quantidade de leucdcitos e

porcentagem de mieloblastos que aqueles sem a mutagdo. De forma similar, o
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mesmo foi identificado entre individuos com e sem mutacdo em NPM1, no sangue
periférico (Figura 5a), entretanto na medula éssea os leucécitos (U=91,000; p=0,27)
e mieloblastos (U= 114,000; p=0,71) ndao apresentaram diferenga. Esta informacéao
difere de trabalhos que ha contagem maior de leucécitos e blastos em amostras de
medula éssea na mutagdo NPM1 (Dohner et al., 2005; HAFERLACH et al., 2012;
Moassass et al., 2024).

As amostras foram estratificadas em grupos de comutagcdo NPM1 e FLT3-ITD para
avaliar se ha diferenga quando estratificado em amostras de sangue e medula,
entretanto em amostra de medula, um dos grupos (NPM1mut e FLT3-ITD+) teve
apenas 3 individuos, inviabilizando a analise estatistica. Nas amostras de sangue
periférico foram identificadas diferengas com significancia estatistica na contagem
de blastos, leucdcitos e linfocitos, e o post hoc de bonferroni indicou que a diferenca
esta entre os grupos NPM1wt e FLT3-ITD- vs NPM1mut e FLT3-ITD+ (Figura 5b).
Apesar da diferenga no grupo com comutagao ser maior nessas variaveis, € possivel
que estudo com maior tamanho amostral seja possivel identificar diferengcas com

significancia estatistica entre outros grupos.

Poucos estudos exploram o papel dos linfocitos na LMA. No presente estudo, foi
identificado que ha diferengca na contagem de linfécitos totais em sangue periférico
de individuos sem mutagdo NPM1 e FLT3-ITD e individuos com ambas as mutagdes
(NPM1mut e FLT3-ITD) (Figura 5b). A identificagdo da relagdo dos linfocitos com
estas mutacbes ¢é corroborada com trabalho anterior realizado por Reis e
colaboradores (2025), em populagdo da mesma regiao, que identificou que em entre
individuos com e sem mutagdo FLT3-ITD ha maior porcentagem de linfécitos B
(CD19+) em individuos sem mutagéo FLT3-ITD e maior de linfécitos T (CD3+) em
individuos com mutagéao FLT3-ITD em amostras de sangue periférico. Esta alteragao
talvez tenha sido influenciada devido a maior atividade de ambas as mutagdes em
estimular a proliferagao de linfécitos T reguladores, que estao associados ao escape
imune da doencga (Kuzelova et al., 2022). Entretanto, para obter esta informacéo é
necessario que haja estudos que avaliem a influéncia destas mutagdes nesses
subtipos de linfécitos. Os subtipos de linfocitos podem estar intimamente associados

a progressao da doenga e tém o potencial de servir como marcadores prognosticos
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na LMA (Jiao et al., 2025). Entretanto o status mutacional pode influenciar neste
parametro, sendo necessario avaliar o conjunto de parametros envolvidos na

leucemogénese.

6.3 Analise de Sobrevida da Populagao com LMA

A populacdo deste estudo teve registro de evento obito observado em 90 dias a
partir da data do diagnostico. Foi identificado que ao final deste periodo apenas
50,9% estava viva. Os individuos participantes deste estudo sido atendidos pelo
sistema unico de saude (SUS), e é possivel que foram atendidos em estagio mais
avancado da doenga, provavelmente devido as menores condi¢des financeiras que
promove inviabilidade de atendimento por outras vias, devido as condi¢des
sociodemograficas envolvidas no nordeste do Brasil, localidade deste estudo
(Palmeira et al.,, 2019). Adicionalmente, a falta de acesso a tratamentos
individualizados para LMA, devido ao alto custo, deve contribuir para a mortalidade
acentuada nesta populagdo em relagdo ao descrito em outros estudos (Forsythe e
Sandman, 2021).

No Brasil, o protocolo de tratamento é o “7 + 3” com infus&o continua de citarabina
(100 ou 200 mg/m?/dia) por sete dias, juntamente com antraciclina (Daunorrubicina
45 a 90 mg/m?#dia ou Idarrubicina 12 mg/m?/dia) por trés dias, o tratamento padrao
da LMA por mais de 40 anos (Portugal e Nucci, 2020; Sharvit et al., 2022). Para
individuos com mutagdo em FLT3, entre os medicamentos mais eficazes para o
tratamento da LMA, esta a midostaurina, um inibidor de quinases. Este medicamento
€ altamente eficaz na LMA e prolonga significativamente a sobrevida global e livre
de eventos entre individuos com LMA e mutagdo FLT3 (Stone et al, 2017). Isto
ressalta a importancia da identificagdo da mutacdo FLT3, entretanto o alto custo

deste medicamento no Brasil inviabiliza sua integracdo no tratamento.

Na analise de sobrevida dos individuos estratificados de acordo com o status
mutacional, foi identificado que no periodo de 90 dias ha uma maior mortalidade em
individuos com mutagcdo FLT3-ITD em relagdo aos que tém mutagdo néo possuem a
mutacéo (Figura 6b), e 0 mesmo € observado entre individuos com mutagdo em

NPM1 em relagao aos que ndo possuem a mutacdo. Estes dados corroboram com o
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progndéstico adverso associado a presenga da mutagdo FLT3-ITD, mas ndo em
relacdo melhor prognéstico do status mutacional NPM1 analisado isoladamente
(Déhner et al., 2022; Chan et al., 2022; Garciaz et al., 2024).

Quando a populagao foi estratificada em relagao ao status de comutacdo em NPM1
e FLT3-ITD, é observavel que o grupo de individuos com a comutagdo em NPM1 e
FLT3-ITD+ causou efeito no aumento da mortalidade dos individuos com LMA
(Figura 6c¢). Os individuos com comutagdo NPM1 e FLT3-ITD provavelmente
causaram viés na analise de sobrevida em individuos estratificados em apenas uma
mutacado (Figura 6a e 6b), este perfil &€ diferente do que é observado em outros
estudos, que relatam melhor prognostico de individuos com mutagdo NPM1 e
FLT3-ITD em relagao aos individuos com mutagéo apenas em FLT3-ITD (Schnittger
et al., 2011; Juliusson et al., 2020; Reville et al., 2022). Neste estudo apesar de
haver diferenca com significancia estatistica (p<0.001), para confirmar estes dados é
necessario estudos com maior populagdo, com maior tempo de acompanhamento

para confirmar se este é o perfil desta populacéo.

Na analise de sobrevida dos individuos estratificados por sexo, € observavel que ha
uma maior sobrevida dos individuos do sexo feminino, apesar de nao haver
significancia estatistica (Figura 6d). No estudo de Wiernik e colaboradores (2021),
entre individuos nao obesos, o sexo feminino teve maior sobrevivéncia, com
significancia estatistica. Nao € possivel saber se essa diferenga na sobrevida é
devido a diferengas hormonais, genéticas ou farmacocinéticas entre os sexos. Além
disso, como citado anteriormente, a regido demografica e cultural pode ter

influenciado no perfil de sobrevida deste estudo (Reichenheim et al., 2011).

6.4 Avaliagcao da Imunofenotipagem entre Individuos com Mutagao em NPM1 e
FLT3-ITD

Em analise da presenga de marcadores celulares em mieloblastos de acordo com o
status mutacional NPM1 e FLT3-ITD foi observado que ha associagdo, com
significancia estatistica, de menor frequéncia na expressao de HLA-DR e CD34 nos
mieloblastos de individuos com mutacdo em NPM1, e maior frequéncia de CD2, CD7
e CD11b em individuos com mutacdo em FLT3-ITD (Tabela 3).
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Apesar da populagcdo baiana ser miscigenada e heterogénea geneticamente, a
associagao negativa de CD34 e HLA-DR né&o foi diferente do que é relatado na
literatura em individuos com LMA e mutagdao NPM1, corroborando com a literatura
em outras populagdes (Mason et al., 2018; Chauhan et al., 2013). O perfil de
negatividade para CD34 e HLA-DR é frequentemente utilizado como um aspecto
imunofenotipico da LPA (Gajendra et al., 2023).

Entretanto dificilmente ocorre confusdo no diagndstico pois a morfologia nuclear de
LPA ¢é altamente distinta da LMA, além de poder ser confirmado pela identificagdo da
fusdo PML-RARA (Papadopoulou et al., 2024). Em individuos ja diagnosticados com
LMA ndo-M3, esses marcadores podem sugerir a presenga da mutagdo NPM17. Em
blastos com mutagdes em NPM1, também €& descrito blastos com invaginagdes
nucleares proeminentes denominadas cup-like, associadas com o imunofenétipo
distinto (CD34- e HLA-DR -), além de alta propor¢ao de casos com a mutagao
FLT3-ITD (Bennett et al., 2010). Também ¢é descrito parametros clinicos com alto
numero de blastos na medula 6ssea, alta contagem de leucécitos e niveis elevados
de Dimero-D (SUN et al., 2022.)

O CD34 ¢é uma fosfoglicoproteina transmembrana localizada na superficie de
células, conhecida principalmente como um biomarcador para células-tronco
hematopoiéticas (CTHs). O CD34 também pode mediar a ligacao de diferentes
células-tronco a matriz extracelular da medula éssea ou diretamente ao tecido. A
funcado exata de CD34 nao é completamente estabelecida, € proposto que entre as
atividades desta molécula esta a proliferagao de progenitor, inibicdo de diferenciagao
de células-tronco e estimulo da migragéo e adesao celular (Radu et al., 2023). Este
marcador € util para diagnosticar a LMA e outras neoplasias, além de utilidade na

identificac&o e isolamento de células-tronco para terapias (Sidney et al;. 2014).

O marcador HLA-DR (is6tipo DR do antigeno leucocitario humano de classe 2) tem
como fungdo primaria ligar peptideos e apresenta-los na superficie celular para
estarem acessiveis ao sistema imune pelos receptores de células T (TCR), e levar
levar a desfechos como aumento da inflamacao, estimular a producao de anticorpos

e promover a citotoxicidade celular. (Posch e Hurley, 2011). As células leucémicas
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possuem mecanismos de escape imune regulam negativamente moléculas de HLAs
que impedem o reconhecimento dos blastos leucémicos por linfécitos T, juntamente
com a expressao positiva de marcadores de checkpoint imunoldgico (Tettamanti et
al., 2022).

Apesar da recorréncia de associacao da frequéncia reduzida de CD34 e HLA-DR, ha
estudos que citam perfil diferente da mutacdo NPM1 com outros marcadores em
individuos com LMA. Em estudo realizado por Liu e colaboradores (2013), individuos
com LMA e NPM1 mutados tiveram menor frequéncia de expressao de CD2, CD7,
CD10, CD34 e HLA-DR, em relacdao a sua versao selvagem. Su e colaboradores
(2013), identificou associagdo de CD34- em individuos chineses com mutac&o
NPM1, mas ndo relata em HLA-DR. Em estudo na Australia é relatado que
mieloblastos de individuos com NPM1 podem apresentar redugao de expressao ou
auséncia de CD13, CD34 e HLA-DR e aumento de CD33 e CD123 (ZHOU Yi et al.,
2019). Em trabalho de Dalal e colaboradores (2012) no Canada foi observado que
individuos de cariétipo normal com mutacdo NPM71 tem menor frequéncia na
expressao de CD34, CD14 e CD2 e maior expressao de CD4 e CD19.

No presente estudo também foi identificado que ha uma associacido positiva da
frequéncia do marcador CD7 em individuos com mutagdo FLT3-ITD, assim como
relatado na literatura (Bagai e Crisan, 2015; Rausei-Mills et al., 2008; Chauhan et al.,
2013). Esta informacdo pode ser relevante pois recentemente ha trabalhos
envolvendo a utilizagdo de células CAR T direcionadas a CD7 devido a sua
expressdao em cerca de 30% em células leucémicas de LMA e ndo em células
mieloides normais, e a associacdo deste marcador com a mutacdo FLT3-ITD pode
sugerir potencial tratamento alternativo, além de inibidores de quinases (Cao et al.,
2022).

O marcador CD7 é uma glicoproteina transmembrana membro da superfamilia das
imunoglobulinas que desempenha um papel importante nas interagdes entre células
T e células T/células B durante o desenvolvimento linfoide (Stillwell e Bierer, 2001).
Essa molécula aparece mais precocemente em células-tronco e estagios

pré-timicos, e mantém sua expressado até as células T maduras, além de células
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natural killer (NK). Além de ser altamente expresso em ALL, uma subpopulagéo de
células de LMA pode expressar CD7, particularmente com diferenciacdo monocitica

ou megacariocitica (Naeim et al., 2018).

Algumas cascatas de sinalizagao iniciam pelo sinal de reconhecimento de CD7 e
possuem efeitos na secrecdo de IL-2, proliferacdo e regulagéo da ades&o. E descrito
na literatura que ha uma associacgao fisica entre CD7 e do fosfoinositideo 3-quinase
(PI3K), e para que a ativacédo via CD7 leve ao aumento da adesao celular (via
integrinas), a PI3K precisa estar ativa (Stillwell e Bierer, 2001). A ativagado do FLT3
inclui a cascata de sinalizagédo por PI3K, que esta ativo em cerca de 60% dos casos
de LMA, levando a fungbes como proliferacdo e sobrevivéncia celular (Leifheit et al.,
2024). Deste modo, € possivel que a ativagdo constante de PI3K decorrente da

mutacao FLT3 influéncia na expressao de CD7.

No presente estudo, de forma incomum, foi identificado associacdo da mutacio
FLT3-ITD com maior frequéncia de CD2 em individuos com LMA nao-LPA. Ha
estudos que relatam associacdo da mutagdo FLT3-ITD e CD2 em individuos com
LPA, entretanto mesmo na LPA o papel do FLT3—-ITD é controverso e nao é possivel
estabelecer uma relacdo entre eles e o0 risco de recaida ou sobrevivéncia
(Tekenokuchi et al., 2010; Melo et al., 2015).

O CD2 é uma molécula transmembranar membro da familia da superfamilia das
imunoglobulinas que promove a adesao e tradugdo de sinais em células T e NK.
Este marcador é expresso por células T periféricas, células NK, timécitos e um
subconjunto de células B timicas. O CD2 possui papel papel na ativagdo de células
T, citdlise mediada por células T ou NK e na produgao de citocinas por células T
(Naeim et al., 2018). Algumas neoplasias linfoides, podem perder a expressao de
CD2 e, como observador por Lewis e colaboradores (2007) alguns casos de LMA

podem expressar CD2 e CD7 de forma aberrante (Naeim et al., 2018).

No presente estudo foi observado associacdo de CD11b com a mutagédo FLT3-ITD,
porém nao foi identificado na literatura muitos dados desta associagdo em individuos
com LMA nao-LPA. Mufioz e colaboradores (2003) descreve a associagdo da maior

frequéncia deste marcador (CD11b) e CD36, além da menor frequéncia de CD34 e
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CD117. Adicionalmente, Angelini e colaboradores (2015) descrevem a expressao
mais frequente de CD11b e CD7 em amostras com ambas mutagdes (FLT3-ITD e
NPM1) em individuos com LMA de novo. O marcador CD11b € uma subunidade
proteica da familia de receptores de integrinas (Mac-1) e atua como uma molécula
que reflete estagios de maturagdo e é importante na adesao celular, transdugao de
sinal, quimiotaxia, ligacdo ao complemento e sobrevivéncia celular. Na
imunofenotipagem, o CD11b é um receptor especifico de leucécitos e € considerado
um marcador para mondcitos/promondcitos/macrofagos, eosindfilos, neutrdfilos,
basofilos e células natural killer (Orfao et al., 2019). Alguns estudos relatam pior
prognéstico da positividade CD11b em pacientes com LMA, mas esses dados sao

controversos (Xu et al., 2015).

Em relacdo a outros marcadores em individuos com mutagédo FLT3-ITD que néao
foram observados na populacdo estudada, o trabalho de Dalal e colaboradores
(2012) relataram associac¢ao negativa de FLT3-ITD com CD56. Além disso ha alguns
estudos relatam expressdo aumentada do marcador CD123 em individuos com
mutacdo em FLT3-ITD, associacédo nao observada neste estudo (p=0,065) (Mariani
et al.,, 2022; Angelini et al., 2015; Rollins-Raval M, et al., 2013; Safaei et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

O perfil da populagdo de estudo difere da descrita na literatura encontrada, com
menor idade média, predominancia do sexo feminino, menor frequéncia de mutacao
em NPM1 e FLT3-ITD e com baixa sobrevida global em 90 dias.

Nas analises envolvendo a razao neutrofilo-linfécito, foi identificado que ha uma
correlagdo negativa do numero de mieloblastos, entretanto devido ao perfil da LMA,
o NLR né&o deve refletir o perfil inflamatério e capacidade de resposta imune do
individuo pois deve haver viés causado pela regulagdo de granuldcitos e,

indiretamente, linfocitos.

As mutacdes NPM1 e FLT3-ITD causaram efeito na celularidade dos individuos com
LMA, a presenga das mutagbes simultdneamente apresentam maior numero de
mieloblastos, leucdcitos e linfocitos com alta heterogeneidade, similar ao relatado na

literatura.

Embora as mutagdes isoladas NPM1 e FLT3-ITD apresentarem efeito na sobrevida
de individuos com LMA nesta populagédo, a presenga simultanea de ambas as
alteragbes genéticas demonstrou um efeito significativo de pior prognéstico, perfil

diferente do descrito na literatura.

Ha associagao da menor frequéncia dos marcadores CD34 e HLA-DR em individuos
com mutacdo NPM1 e maior frequéncia de CD7 em individuos com mutacao
FLT3-ITD, dados correspondentes a informagdes recorrentemente descritas na
literatura. Entretanto, a maior frequéncia de CD2 e CD11b em individuos com
mutacdo FLT3-ITD ndo é muito relatada na literatura e pode estar associada com o

perfil da populagao de estudo.

E importante destacar que no Brasil, ha pouca literatura sobre LMA em adultos e,
sendo uma doenga relevante e de grande impacto social e econdmico, € necessario
que haja mais estudos, com um maior numero de participantes, e considerando mais
variaveis, como fatores genéticos, infeccdes, morbidades, que podem afetar o
desfecho da doenga, especialmente em populagdes com alta miscigenagéo, como a

da Bahia. Potencialmente corroborando com este estudo e auxiliando na
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caracterizacdo do perfil de populagbes geneticamente distintas, permitindo o

delineamento de estratégias de tratamento mais individualizadas.
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9 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1. Descricdo do perfil laboratorial da populagao total adulta

diagnosticada com LMA de novo (nao-M3) neste estudo.

Idade, média

(desvio padréao)

NPM1wt e
FLT3-ITD-, n (%)

NPM1mut e
FLT3-ITD-, n (%)

NPM1wt e
FLT3-ITD+, n
(%)

NPM1mut e
FLT3-ITD+, n
(%)

Subtipo celular,
mediana (IQR)

Leucdcitos
(células/mm?)

Mieloblastos
(%)

Mieloblastos

(células/mm?)

Monocitos
(%)

Masculino
(n=50)

51 (17)

34 (69,39)

7 (14,29)

5 (10,20)

3(6,12)

Sangue
Periférico
(n=26)

40050
(16200-83500)

39,64
(23,85-79,43)

18548
(3387-38506)

14,18
(1,85-37,97)

Medula Ossea
(n=24)

23950
(11050-74100)

37,68
(26,20-71,67)

6917
(3580-34114)

2,16
(0,30-13,38)

Feminino
(n=64)

49 (19)

37 (57,81)

9 (14,06)

9 (14,06)

9 (14,06)

Sangue
Periférico
(n=40)

34050
(12150-64600)

44,32
(28,12—80,13)

11835
(4517-34236)

3,34
(0,30-35,44)

Medula Ossea
(n=24)

91750
(25800-137000)

34,48
(17,58-56,81)

13597
(5025-42155)

7,08
(0,85-30,01)
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Mondécitos

(células/mm?)

Neutrdfilos
(%)

Neutrofilos

(células/mm?)

Basofilos
(%)

Basofilos

(células/mm?)

Eosinodfilos
(%)

Eosindfilos

(células/mm?)

Subtipo celular,

mediana (IQR)

Linfécitos
(%)
Linfocitos

(células/mm?)

Razdo RLN

4657
(470-13577)

7,81
(2,93-20,70)

3377
(591-9222)

0,07
(0,00-0,34)

12
(0-231)

0,00
(0,00-0,30)

0
(0-99)

Sangue
Periférico
(n=19)

6,50
(3,33-12,61)

3361,14
(1943-4767)

0,98
(0,51-3,29)

524
(28-4410)

19,53
(7,00-40,50)

4218
(806-13221)

0,00
(0,00-0,58)

0
(0-152)

0,00
(0,00-0,26)

0
(0-58)

Medula Ossea
(n=21)

10,32
(6,18-16,79)

2834
(1774-4877)

1,91
(0,50-4,23)

519
(42-9368)

6,00
(0,87-13,29)

825
(323-5788)

0,00
(0,00-0,75)

0
(0-346)

0,00
(0,00-0,07)

0
(0-25)

Sangue
Periférico
(n=31)

8,34
(4,91-17,46)

2817
(2394-4234)

0,60
(0,15-2,01)

4845
(128-15859)

15,07
(5,00-31,55)

7155
(2044-24500)

0,00
(0,00-0,33)

0
(0-291)

0,00
(0,00-0,09)

0

(0-22)

Medula Ossea
(n=21)

7,83
(4,57-11,80)

5258
(3076-7579)

1,73
(0,38- 4,24)

Caracterizacdo de 114 individuos com LMA avaliados neste estudo. Foram

realizados 114 foram analisados para mutacdo NPM1 e 113 para mutagdo em

FLT3-ITD. A sigla ‘wt’ refere-se a versdo selvagem dos genes, enquanto ‘mut’

indica sua forma mutada.
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Tabela Suplementar 2. Descrigdo das caracteristicas laboratoriais da populacéo de

estudo total.

Marcadores em Mieloblastos

CD2

memCD3

citCD3

CD7

CD10

CD11b,

CD13

CD14

CD15

CD16

CD19

CD33

CD34

CD35

CD38

CD45

CD56

CDe64

CD71

CD79a

Positivo/Total (%)

11/113 (9,7)
0/106 (0,0)
0/114 (0,0)

50/111 (55,0)
5/104 (5,3)

24/112 (21,4)

104/111 (93,7)
1/114 (0,9)

24/112 (21,4)
0/111 (0,0)

12/114 (10,5)

111/113 (98,2)

93/111 (83,8)
6/114 (5,8)

104/110 (94,5)

111/111 (100)

31/114 (27,2)

86/110 (78,2)
50/66 (75,8)

8/113 (7,1)
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CD117 111/112 (99,1)

CD123 91/102 (89,2)
CD300e 0/114 (0,0)

HLA-DR 107/113 (94,7)
MPO 86/111 (77,5)

Os dados foram expressos pela razdo de individuos com marcador positivo pelo
total de individuos que o marcador foi avaliado, com a porcentagem de positivos

entre parénteses.
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