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RESUMO

A classificacdo atual da OMS para LMA reconhece a importancia da pesquisa de
anormalidades genéticas para diagndstico e manejo adequado do paciente. A textura da
cromatina dos nucleos estd relacionada com fendmenos epigenéticos como a metilacdo.
Nosso estudo teve como objetivos estudar o status de metilagdo dos genes CDKN2B (p15),
CDKN2A (p16), CDKNIC (p57), TP73 (p73), ESRI (ER) e ABCBI (MDRI), verificar a
freqiiéncia das mutacdes nos genes FLT3 e NPMI e analisar parametros da morfometria e
textura da cromatina. Verificamos também a associacdo entre o perfil imunofenotipico,
textura nuclear e caracteristicas moleculares. Além disso, analisamos a relacdo destas
varidveis com a sobrevida global. Foram estudados 106 pacientes com LMA de novo (19
com LMA M3 e 87 com outros subtipos de LMA) diagnosticados no nosso Servico. Nas
LMAs M3 foi encontrado 15,8% de pacientes com FLT3-TKD e 10,5% FLT3-ITD. Os
pacientes com LMA M3 foram mais jovens, apresentaram menor nimero de leucdcitos e
plaquetas. Tiveram também maior expressdo de CD45 e MPO do que os outros subtipos de
LMA. Os pacientes com LMA M3 tiveram melhor sobrevida que os outros subtipos. Dentre
esses pacientes as LMA M3 FLT3-ITD+ apresentaram pior sobrevida. O desvio padrdao do
nivel de cinza foi um fator independente de progndstico. Em relag@o aos casos de LMA ndo
M3 foi encontrado 23,3% dos pacientes com presenga da mutagdo FLT3-1TD, 8,1% FLT3-
TKD e 29,1% da mutagdo no gene NPMI. As mutacdes nos genes NPM1 e FLT3 foram
mais frequente em pacientes com caridtipo normal. Dos pacientes com outros subtipos de
LMA, 3,4% apresentaram metilacdo no gene ESRI, 26,4% no gene CDKN2B, 11,5% no
gene CDKN2A, 1,1% no CDKNIC e 23,0% no gene TP73. Os pacientes que apresentaram
o gene CDKN2B metilado tiveram menor dosagem de hemoglobina e expressao do CD13.
Os pacientes com metilacdo no gene TP73 apresentaram menor contagem de leucdcitos,
expressao de CD45, CD13, CD33 e MPO. Os pacientes com LMA sem maturagdao
apresentaram menor R?45. Na anélise de sobrevida dos pacientes com LMA, excluindo M3,
os casos com NPMI+ FLT3-ITD- tiveram melhor sobrevida. O R245, a entropia e a
mutacdo FLT3-ITD foram fatores independentes de progndstico. A frequéncia das
mutacdes e de metilacdo encontrada foram semelhantes a outros estudos. O R%45 pode ser

uma varidvel nova para avaliacdo da textura da cromatina.
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ABSTRACT

The WHO classification for acute myeloid leukemia (AML) has emphacized the
cytogenetic and molecular aspects for diagnosis and proper management of the patients.
The nuclear chromatin texture is related to epigenetic phenomena such as methylation. In
our study we examined the frequency of mutations in FLT3 and NPMI genes, the
methylation status of genes CDKN2B (p15), CDKN2A (p16), CDKNIC (p57), TP73 (p73),
ESRI (ER) and ABCBI (MDRI) and analyzed features of nuclear morphometry and
chromatin texture. We studied the association between the immunophenotypic profile,
nuclear texture and molecular features. In addition, we analyzed the relationship between
these variables and overall survival of the patients. We studied 106 patients with de novo
AML: 19 with promyelocytic leukemia (APL) and 87 with other subtypes of AML
diagnosed in our Service. Patients with APL were younger, had lower peripheral leukocyte
counts and platelets. They also showed a higher expression of CD45 and MPO than other
subtypes of AML. Among them, 15.8% presented FLT3-TKD and 10.5% showed FLT3-
ITD. CDKN2B was methylated in 21.0%, CDKN2A in 21.0% and TP73 in 10.5% of the
patients. Methylation in CDKNIC, ER and MDR/ were not found. Patients with APL had
better survival than other subtypes. The standard deviation of gray level was an
independent factor of prognosis. Among the other cases of AML, we found the FLT3-ITD
mutation in 23.3%, the FLT3-TKD mutation in 8.1%, and 29.1% of the patients had
mutation of the NPM1 gene. Mutations in NPM1 and FLT3 were more frequent in patients
with a normal karyotype. Among these patients, 3.4% had methylation of the ESRI gene,
26.4% in CDKN2B, 11.5% in CDKN2A, 1.1% in the CDKNIC and 23.0% in TP73. Patients
with methylated CDKN2B showed lower hemoglobin levels and a lower expression of
CD13. Patients with methylation in the TP73 gene had lower peripheral leukocyte counts
and lower expression of CD45, CDI13, CD33 and MPO. Patients with AML without
maturation had lower R?45. In the survival analysis of patients with AML, except APL, the
cases with NPMI+ FLT3 ITD- had better survival. The R*45, entropy and FLT3-ITD
mutation were independent predictors of prognosis. The frequency of mutations and
methylation found were similar with other studies. The R?45 can be a new variable for

evaluation of chromatin texture.
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1.1- Leucemias Agudas

A leucemia aguda pode ser definida como uma proliferacdo clonal maligna de
células precursoras na medula dssea (MO) de etiologia desconhecida que leva a
substituicdo da hematopoese normal por células imaturas capazes de infiltrar linfonodos,

baco, figado e outros 6rgdos (MARTINS E FALCAO, 2000; PELLOSO, 2003).

A transformacdo maligna pode ocorrer durante qualquer estigio de diferenciacio
das células linféides ou mieldides, o que explica a heterogeneidade da doenca (SMITH,
1996). As leucemias agudas podem ser derivadas de 3 linhagens: linféide B ou T e

mieldide.

1.2- Leucemia Mieldide Aguda

A leucemia mieldide aguda (LMA) € uma doenca clonal de células
hematopoéticas caracterizada pela proliferacdo anormal e suspensido da diferenciacdo de
células progenitoras da linhagem mieléide com acimulo dessas células imaturas na MO. A
infiltracdo da MO € frequentemente acompanhada de neutropenia, anemia e plaquetopenia

(MARTINS, 2005; POLLYEA, 2011).

O mecanismo que leva a célula precursora mieldide a perder o controle da
proliferacdo celular, ocasionando a expansdo do clone leucémico, permanece incerto. A
alteracdo que desencadeia o processo neopldsico pode ocorrer em qualquer estigio da
diferenciacdo das células precursoras mieldides (Figura 1), dando origem aos vdrios tipos

de LMA atualmente conhecidos (MARTINS, 2005).

A LMA representa cerca de 15-20% das leucemias agudas da infancia e 80% das
leucemias dos adultos (MARTINS e FALCAO, 2000). Os sinais e sintomas clinicos da
LMA devem-se a infiltragdio da MO e eventualmente de outros o6rgdos pelo clone
leucémico, com subsequente inibicdo da hematopoese normal. Os pacientes podem
apresentar anemia, sangramentos e febre. A infiltracdo leucémica de varios 6rgdos pode

levar a hepatomegalia, esplenomegalia, hipertrofia das gengivas e dor 6ssea. Podem existir,
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eventualmente, infiltracdo de pele e comprometimento do sistema nervoso central (SNC)

(LLACER, 2005).
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Figura 1: Estagios de diferenciacdo das LMAs.

O diagnéstico das leucemias agudas € baseado na presenga de células bldsticas, as
quais devem constituir 30% das células nucleadas na MO do paciente, segundo o critério do
Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB) e 20% segundo a Organizacdo
Mundial de Satide (OMS) (MARTINS e FALCAO, 2000; VARDIMAN, 2002; PELLOSO,
2003). A detec¢ao da t(8;21), inv(16), t(16;16) ou t(15;17) € diagndstico de leucemia aguda
mesmo quando a contagem de blastos for menor que 20% (HEEREMA-MCKENNEY E
ARBER, 2009).

O grupo FAB classifica as LMAs (Tabela 1), de acordo com aspectos
morfolégicos e citoquimicos, em 8 diferentes subtipos (MO a M7). A classificagdo segundo
a OMS de 2001 incorporou caracteristicas imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares e
introduziu importantes correlagdes progndsticas (VARDIMAN, 2002; CHEN, 2009;
HEEREMA-MCKENNEY E ARBER, 2009). A classificacdo atual da OMS (Tabela 2)

expandiu o nimero de classes caracterizadas por translocagdes cromossdmicas recorrentes
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e inclui duas classes provisorias caracterizadas por mutacdes génicas, LMA com mutagdo
no gene NPMI e LMA com mutacdes no gene CEBPA (HEEREMA-MCKENNEY E
ARBER, 2009).

Tabela 1: Classificacao das LM As de acordo com os critérios FAB.

FAB

Mo LMA minimamente diferenciada
M1 LMA sem maturagdo

M2 LMA com maturacio

M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda
MS Leucemia monocitica aguda

Mé6 Eritroleucemia

M7 Leucemia megacariocitica aguda
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Tabela 2: Classificagdo das LM As segundo a OMS 2008.

1. LMA com alteracdes genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(q22;q22); (RUNXI/RUNXITI)

LMA com inv(16) ou t(16;16)(p13.1;q22); (CBF//MYHI1)
Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;q12); (PML/RAR )
LMA com t(9;11)(p22;q23) (MLLT3/MLL)

LMA com inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); (RPN1/EVII)
LMA (megacariocitica)com t(1;22)(p13;q13); (RBM15/MKLI)
Classe provisoria: LMA com mutagdo no gene NMP1

Classe provisoria: LMA com mutag@o no gene CEBPA

2. LMA com alteracdes relacionadas a SMD

3. Neoplasias mieldides relacionada a terapia

4. LMA sem outra categorizagao

LMA com diferenciacio minima
LMA sem maturagdo
LMA com maturagdo
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monobldstica/monocitica aguda
Leucemia eritréide aguda
Leucemia eritréide pura
Eritroleucemia, eritréide/mieldide
Leucemia megacariobldstica aguda
Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

5. Sarcoma mieloide

6. Proliferacdes mieldide relacionadas a Sindrome de Down

Mielopoiese anormal transitoria

LMA associada a Sindrome de Down
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A leucemia promielocitica aguda (LPA) € um subtipo distinto da LMAs
caracterizada pela presenca da t(15;17). Esta translocacdo provoca a fusdao do gene PML no
cromossomo 15 com o gene RARa (receptor o do 4cido retindico) no cromossomo 17
(JACOMO, 2007; SWERDLOW, 2008; BEITINJANEH, 2010; CHILLON, 2010; SINGH,
2010).

No Brasil, a LPA representa aproximadamente 20% das LMAs de novo, uma
incidéncia aumentada quando comparada a encontrada em estudos na Europa e Estados
Unidos (JACOMO, 2007; SWERDLOW, 2008; LUCENA-ARAUJO, 2010). Nas tltimas
décadas, o progndstico da LPA teve grande melhora com o uso de quimioterapia associada

ao uso do acido trans retinéico (ATRA) e ao trioxido arsénico (BEITINJANEH, 2010).

As células leucémicas de pacientes com LPA mostram um perfil de expressdo
antigénica distinto que inclui positividade forte de CD33, expressdao de CD13 e CDI117,
rara expressao de HLA-DR e CD34, perda de CD7, CDIlla, CD14 e CDI8, e baixa
expressdao de CD15 (ORFAO, 2004; LO-COCO, 2006).

Muitos fatores progndsticos t€m sido descritos, como a variante morfoldgica,
padroes de fusdo do gene RARa e contagem de leucdcitos e plaquetas ao diagndstico
(SWERDLOW, 2008; CHILLON, 2010; SINGH, 2010). Como nos outros subtipos de
LMA onde a citogenética e a presenca de mutagdes g€nicas representam fatores
prognésticos importantes, o valor de anormalidades cariotipicas adicionais e/ou mutacdes

moleculares ainda € incerto nesses pacientes (SWERDLOW, 2008; SINGH, 2010).

1.3- Fatores Prognésticos

A idade mais avancada € um fator prognéstico adverso associado a diminui¢ao da
remissdo completa, sobrevida livre de doenca (SLD), sobrevida livre de recidiva e
sobrevida global e com maiores taxas de mortalidade relacionada ao tratamento e recaida

em comparagdo a pacientes mais jovens (SMITH, 2010; POLLYEA, 2011).

Marcadores clinicos e laboratoriais como hepatoesplenomegalia, dosagem sérica

de LDH elevada e alta contagem de leucdcitos no sangue ao diagndstico estdo associados a
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um pior prognoéstico. A contagem de leucdcitos elevada € um preditivo de morte na inducio

da remissdo (SMITH, 2010).

A estratificacdo de risco da LMA em favordvel, intermedidrio e desfavoravel é
baseada na citogenética e no status de mutagdes génicas (FLT3, KIT, NPM1 e CEBPA) e
sdo usados para identificar quais pacientes se beneficiardo com transplante de medula dssea

(TMO) alogénico (HEEREMA-MCKENNEY E ARBER, 2009).

Anormalidades cromossOmicas caracterizadas por translocagdes balanceadas,
perda e ganho de cromossomos sdo peculiares as leucemias e encontradas em mais de 65%
dos casos. E considerada como prognéstico favordvel a presenca da translocagdo t(15;17),
t(8;21) ou inv(16) (VAN DONGEN, 1999; VARDIMAN, 2002; PELLOSO, 2003). Sao
consideradas desfavordveis alteragdes envolvendo os cromossomos 3, 9, 11, 20, 21, del

(5q) ou del (7q) (PELLOSO, 2003).

O estudo de novos fatores progndsticos na LMA tem ajudado a desenvolver novos
alvos terapéuticos e permite um melhor entendimento da doenca (FORAN, 2010). Muitos
dos novos fatores progndsticos importantes foram identificados nos pacientes com LMA
com caridtipo normal (LMA-CN), que compreendem o maior subgrupo de pacientes com
LMA (40-50%) e sdo classificados como sendo de risco intermedidrio. Dentre esses fatores,
as mutacdes envolvendo os genes FLT3, NPM1, MLL, CEBPA, NRAS, C-KIT e RUNXI sdo
as alteragdes mais comuns na LMA-CN (HASLAM, 2010; FORAN, 2010).

Dentre as trocas genéticas, mutagdes no gene FLT3 sdo de particular interesse. Em
paralelo com mutagdes no gene NPMI e KIT, mutagdes no FLT3 sd@o uma das mais
freqilientes alteragdes somaticas na LMA, ocorrendo em aproximadamente 20-30% dos

pacientes (KOH, 2009).

O gene FLT3, encontrado no cromossomo 13ql2, codifica uma proteina de
membrana, membro da familia do receptor da tirosina quinase classe III e esta envolvido na
regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose dos progenitores das células
hematopoéticas (BALDUS, 2007; MROZEK, 2007; HASLAM, 2010). A duplicacdo em
tandem interna (ITD) do gene FLT3 ocorre dentro do dominio justamembrana do gene

(éxons 14 e 15) variando no comprimento da regido duplicada de trés a mais de 400
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nucleotideos, ¢ uma das alteragcdes moleculares mais prevalentes em pacientes com LMA-
CN sendo detectada numa freqiiéncia de 28-40%. Clinicamente, pacientes com FLT3-1TD
diferem dos pacientes sem esta mutacao no que diz respeito a caracteristicas pré-tratamento
e resposta ao tratamento. Pacientes FLT3-ITD positivos estdo associados com leucocitose,
alta porcentagem de blastos na MO, aumento do risco de recaida na remissdao completa e
reducdo da sobrevida (BALDUS, 2007; MROZEK, 2007: GALE, 2008). Os primeiros
estudos retrospectivos demonstraram que a mutacdo FLT3-ITD estd associada a uma
sobrevida significativamente pior em adultos jovens (<60 anos). A incidéncia de mutagdes
FLT3 aumenta com a idade, mas a presenca da mutacdo parece ter impacto menor no
prognodstico entre os pacientes mais idosos (>60 anos), possivelmente em funcdo de outros

fatores prognésticos adversos serem mais prevalentes (FORAN, 2010).

Além disso, 5-14% dos pacientes LMA-CN apresentam uma mutagdo missense no
éxon 20 do gene FLT3, isto é, dentro da al¢a de ativacdo do dominio da tirosina quinase
(FLT3-TKD). As substituicdes D835Y constituem aproximadamente 50% das mutacdes
FLT3-TKD. Mutagdes FLT3-TKD menos frequentes envolvem outros residuos de
aminodcidos, incluindo o Y842C, K662Q e V592A (BALDUS, 2007; WHITMAN, 2008).
O FLT3-ITD e FLT3-TKD promovem a fosforilagio da proteina FLT3, levando a
interrupcdo da hematopoese normal. Pacientes com mutacdo no FLT3 apresentam pior
prognéstico do que os pacientes sem esta alteracio (BALDUS, 2007; MROZEK, 2007;
HASLAM, 2010).

A descoberta de mutacdes no gene NPM1 na LMA foi baseada na observacao da
localizagdo citoplasmética aberrante da proteina NPM (em vez de nuclear) por
imunohistoquimica. NPM € uma proteina de transporte nuicleo-citoplasmatica localizada
principalmente no nucléolo e tem vdrias fun¢des como: interagir com p53 no controle da
proliferacdo celular e apoptose; estd envolvida na manutenc¢do da estabilidade genomica
controlando o reparo do DNA e a duplicacio do centromero durante a mitose; e

desempenha um papel fundamental na biogénese do ribossomo (FORAN, 2010).

O gene NPM1, localizado no cromossomo 5q35, codifica a proteina NPM. Esse

gene pertence a uma nova categoria que funciona tanto como oncogene como gene
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supressor de tumor, dependendo dos niveis de expressdo do gene, interagdo com parceiros e
compartimentalizacdao (FORAN, 2010). Muta¢des no gene NPM I normalmente ocorrem no
éxon 12 do gene, mas raramente podem envolver outros éxons (por exemplo, 9 e 11).
Mutacdes nesse gene sao encontradas em vdarias desordens hematoldgicas e sdo frequentes
lesdes genéticas identificadas em adultos com LMA, ocorrendo em cerca de 30% dos casos.
Em criancas com LMA as mutacdes no gene NPM1 sdo menos freqiientes (cerca de 7% dos
casos), indicando aumento de freqii€ncia da alteracdo genética com a idade. Tanto em
criancas quanto em adultos com LMA, as mutagcdes no NPMI estdo associadas com
cariétipo normal, embora com freqiiéncias diferentes (cerca de 53% dos adultos com LMA-
CN e 24% das criancas com LMA-CN). Mutacdes no gene NPM identificam um subgrupo
de pacientes de prognéstico favordvel associados com alta taxa de remissao completa e
maior sobrevida livre de eventos (BALDUS, 2007; FALINI, 2007). Cerca de 40% dos
pacientes com mutagdes no gene NPM1 também sdo FLT3-ITD positivos. O progndstico
desfavoravel dos pacientes com FLT3-ITD ndo é afetado pela presenca ou auséncia de
mutacdes no gene NPM 1. Em contraste, pacientes sem FLT3-ITD e com mutacdes no gene
NPM] tém significativamente melhor sobrevida livre de eventos e sobrevida global do que

os pacientes sem mutagdes no NPM1 (BALDUS, 2007).

O estudo de fatores progndsticos na LMA € muito importante, principalmente,
para estratificacdo dos pacientes com LMA quanto ao grupo de risco e escolha do

tratamento adequado para esses pacientes.

1.4 — Metilacao

Alteragdes epigenéticas tém um papel importante na biologia do cancer. Fatores
epigenéticos sao definidos como modificagdes no genoma, ocorridos durante a divisdo
celular, que ndo envolvem troca na seqiiéncia de DNA. Ou seja, sdo aqueles que alteram o
fendtipo sem alterar o genétipo (FEINBERG, 2001; MOMPARLER, 2003; DAS e
SINGAL, 2004).

Como principal processo epigenético envolvido na regulacdo da expressao génica,

a metilacdo consiste na adi¢cdo de um radical metil (CH3) nas bases nitrogenadas citosinas
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(C) em pares de citosina guanina (CpG). Pares CpG tendem a estar em conjunto em areas
conhecidas como ilhas CpG que estdo presentes, principalmente, nas regides promotoras

dos genes (GARCIA-MANERO, 2003; MOMPALER, 2003).

Metilacdo nas ilhas CpG nas regides promotoras de genes estd associada com o
silenciamento do gene e fendmenos fisiologicos observados em processos como a
inativacdo do cromossomo X na mulher e no imprinting gendmico. Em contraste, metilacio
aberrante em genes supressores do tumor € observada frequentemente em doengas malignas

humanas, incluindo leucemias agudas (GARCIA-MANERO, 2003; MOMPALER, 2003).

A metilacdo de promotores gé€nicos estd associada ao silenciamento do gene. Esta
observacdo em células tumorais pode sugerir que a metilacdo aberrante do DNA seria uma

via para inativacao de genes supressores de tumor (DAS e SINGAL, 2004).

A metilagdo estd associada as leucemias e outras doengas hematoldgicas (DAS e
SINGAL, 2004; GUTIERREZ, 2005). Muitos genes foram encontrados metilados nos
canceres. Os genes susceptiveis s@o os genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular
(CDKN2A, CDKN2B, Rb, p14***, CDKNIC, TP73), com o sistema de reparo do DNA
(BRCAI, MGMT), apoptose (DAPK, TMSI, CDKN2A, CDKN2B, pl4**f, TP73),
resisténcia a drogas, diferenciacdo, angiogenese e metéastase (DAS e SINGAL, 2004;

ZOCHBAUER-MULLER, 2001).

A metilacdo aberrante do DNA de genes supressores de tumor parece ocorrer em
estagios precoces do desenvolvimento tumoral e aumenta progressivamente, levando ao
fendtipo maligno. A detec¢do da metilacdo anormal tem sido utilizada como marcador em
potencial para o cancer (HERMAN, 1998; JONES e LAIRD, 1999; MOMPALER, 2003).
Alteragdes epigenéticas, como a metilagdo, sao freqiientemente encontradas em pacientes
com sindromes mielodispldsicas (SMD), leucemia linf6ide aguda (LLA) e LMA (CHEN e
WU, 2002; GUTIERREZ, 2005). Além disso, o aumento da taxa de metilagdo nas regides
promotoras dos genes estd associado com pior progndstico da doenga, e a sobrevida em
pacientes com LMA e SMD com metilagdo no DNA gendmico € significativamente menor

comparado com aqueles sem metilacdo anormal no DNA (MAHMUD, 2009).
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Alguns genes tém sido avaliados quanto ao seu padrao de metilacdo em desordens
hematopoéticas, principalmente nas leucemias agudas. Estudos sugerem que pl4 e
CDKN2A sao raramente metilados na LLA, embora Roman-Gomez et al. tenham
encontrado recentemente uma freqiiéncia elevada. O CDKNIC estd metilado em 50% dos
adultos, mas é aparentemente raro em criangcas com LLA. O CDKN2B encontra-se
freqlientemente metilado nas leucemias agudas. Metilagdo do p2/ € rara em alguns
canceres. O TP73 encontra-se metilado em cerca de 20% das criancas e adultos com LLA e
15% das LMAs (GUTIERREZ, 2005; GARCIA-MANERO, 2003). O gene CDHI,
envolvido na adesdo celular, foi descrito como metilado em 32 a 78% de pacientes com
LMA e em 53% dos pacientes com LLA. O gene HICI, gene supressor de tumor, estd
metilado em 10% dos pacientes com LMA e em 50-100% para LLA (LEONE, 2002). O
gene ESRI e ABCBI foram encontrados frequentemente metilados nas LLAs e LMAs
(GARCIA-MANERO, 2002; GARCIA-MANERO, 2003; EKMEKCI, 2004).

1.5 - Analises Morfométricas e de Textura da Cromatina Nuclear

Textura € o termo genericamente utilizado para indicar o aspecto de uma imagem ou
parte dela (HARALICK, 1973). A textura da cromatina nuclear estd relacionada com a sua
distribuicao devido a expressdo ou supressdo de genes, devido a fendmenos genéticos e
epigenéticos, tais como metilagdo ou modificacdo das histonas, o que remodela
profundamente a arquitetura nuclear caracteristica de cada tipo de tecido e a maturacao
celular. Mudangas fisiolégicas ou patoldgicas podem influenciar neste processo (CREMER,

2005; GILBERT 2005; MISTELLI, 2005; ORR, 2005).

De Capoa et al (1999) demonstraram uma correlacdo entre os niveis de metilacio e
a condensagdo da cromatina no nucleo interfasico, analisado em esfregacos corados com
Giemsa. Chen et al (2009) mostraram que pacientes com LMA com invaginagdes nucleares

proeminentes apresentaram alta frequéncia das mutagdes FLT3-ITD e NPM1.

As tentativas de utilizar-se de ferramentas matemdticas aplicadas a imagens de
microscopia objetivam oferecer maior confiabilidade ao processo diagnéstico (METZE e

ADAM, 2005). Diversos estudos vém demonstrando a utilidade das técnicas de andlise de
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textura na diferenciacdo objetiva de células de diversas neoplasias (ADAM, 2004 a;
ADAM, 2004 b; METZE, 2004). Desta forma o estudo da textura nuclear apresenta-se
como importante ferramenta na avaliac@o histoldgica e citoldgica. O tamanho, a forma e a
textura dos nucleos sdo de fundamental importancia na avaliacdo citolgica de malignidade

(ADAM, 2002).

Nos ultimos anos, andlises de imagens computadorizadas de microscopia t€ém sido
amplamente utilizados na patologia e citologia para a diferenciacdo de células normais,
tumores benignos e malignos, como marcador progndstico em neoplasias e em andlise do
remodelamento da cromatina de células em cultura (MELLO, 2007; METZE, 2009;
BEDIN; 2010). A anélise de imagens tem se mostrado uma forma rdpida e confidvel para
andlises morfologicas quantitativas e, além disso, é capaz de detectar alteragdes
morfoldgicas sutis que ndo podem ser reconhecidas por microscopia convencional

(METZE, 2009; BEDIN; 2010; METZE, 2010).

Foi visto que as LLLAs de origem B ou T apresentam diferengas significativas nas
caracteristicas de textura nuclear o que provavelmente reflete os diferentes eventos
moleculares associados com a diferenciacdo celular, padrio de metilacio dos genes e

apoptose assim como eventos funcionais especificos da linhagem (MELLO, 2008).

Um aspecto importante da andlise de textura é a determinag@o da fractalidade. A
dimensdo fractal e o “goodness of fit” (R?) foram considerados fatores progndstico
independentes em outras doengas neopldsicas como, melanoma e mieloma multiplo

(BEDIN, 2010; FERRO, 2011).

Até o momento ainda ndo existem estudos de morfometria e textura da cromatina
em pacientes com LMA. O estudo desses parametros da imagem dos nucleos de blastos
leucémicos e a corelacdo com outros fatores progndsticos conhecidos na LMA pode ser

interessante e 1til na classificacdo quanto ao grupo de risco dos pacientes com LMA.
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1- Verificar a freqiiéncia das mutacdes nos genes FLT3 e NPM1 nas LMAs de novo.

2- Estudar o status de metilagdo dos genes CDKN2B (pl15), CDKN2A (p16), CDKNIC
(p57), TP73 (p73), ESRI (ER) e ABCBI (MDRI).

3- Analisar diversos parametros da morfometria e textura da cromatina.

4- Verificar associacdo entre o perfil imunofenotipico, textura nuclear e caracteristicas

moleculares.

5- Comparar a importancia progndstica de todas estas caracteristicas.
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3.1- Critérios de Inclusio e Exclusio e Aspectos Eticos da Pesquisa

Foram incluidos prospectivamente no estudo todos os casos de LMA de novo
diagnosticados no Hemocentro e no HC da UNICAMP durante o periodo de 2007 a 2009,
sem tratamento prévio. Foram excluidos aqueles pacientes com diagnéstico de leucemia

bifenotipica, LLA, pacientes com LMC em crise bldstica e leucemias secunddrias.

O material utilizado na pesquisa foi 0 mesmo encaminhado aos laboratdrios de
rotina e nao foi feita nenhuma coleta adicional nos pacientes. Os dados clinicos e
laboratoriais de interesse da pesquisa de cada paciente foram obtidos dos prontudrios e

inseridos em base de dados para anélises posteriores.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas da UNICAMP (n°389/2007).

3.2 - Dados Avaliados
Ao diagndstico foram avaliados:
- Hemograma
- Mielograma
- Cariétipo
- Imunofenotipagem
- Morfometria
- Padrées de metilacdo
- Mutagdes nos genes FLT3 e NPM 1

O diagnéstico de LMA foi baseado na presenca de uma populacdo andmala de
blastos na MO (>20%), Sudan positivo e O-naftil-acetato esterase negativo ou positivo. A

imunofenotipagem foi realizada em todos os casos.

Os casos foram classificados de acordo com os critérios FAB e OMS. Em algumas
andlises os casos foram agrupados em LMA sem maturacdo (MO, M1 e M5) e em LMA

com maturacao (M2, M4, M6 e M7).
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Os pacientes foram tratados segundo o protocolo utilizado por Mayer et al (1994) e
Kern et al (2006). Para os pacientes acima de 65 anos foi usado o protocolo de acordo com
Kantarjian et al (2006). Nos pacientes com leucemia promielocitica aguda foi utilizado o
protocolo Aida modificado (PAGNANO et al, 2010). Os pacientes que tinham doador de

medula relacionado compativel foram submetidos a TMO alogénico ap6s a 1? consolidagdo.

De cada paciente foi coletado a data do diagndstico, data de 6bito, transplante

(censurado no dia do TMO) ou ultima consulta para o célculo da sobrevida global.

3.3- Técnicas

* Imunofenotipagem

Foram coletadas de cada paciente, amostras de SP e/ou MO em tubos contendo
EDTA como anticoagulante. Foi realizado um ajuste na concentracdo de células em

5x10°/ml para a marcacdo de membrana e 2x10°/ml para marcacdo de citoplasma.

Para marcacdo da membrana celular incubou-se 100ul do material com 5ul de
cada anticorpo por 20 minutos a temperatura ambiente (TA) no escuro. Acrescentou-se 2ml
de solugdo lisante e foi incubado por 10 minutos a TA no escuro. As amostras foram
lavadas com 2ml de PBS e ressuspendidas em 0,5ml de PBS para leitura em citdmetro de

fluxo.

Para marcacao de citoplasma incubou-se 100 ul do material com 5ul do anticorpo
de membrana por 20 minutos a TA no escuro. Acrescentou-se 2ml de solugdo lisante e
incubou por 10 minutos a TA no escuro. Foi utilizado o Kit de Permeabilizagdao (Dako)
segundo as instru¢des do fabricante. Acrescentou-se Sul do anticorpo e incubado por 15
minutos a TA no escuro. As amostras foram lavadas com 2ml de PBS e ressuspendida em

0,5 ml de PBS para leitura em citometro de fluxo.

Para tipagem das leucemias foi usada imunofenotipagem com um painel de trés
cores (FITC/ PE/ PERCP) (Figura 2). No painel secundério para LLA-T € utilizado um
painel com quatro cores (FITC/ PE/ PERCP/ APC).
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Painel Primario:

CD3/CD19/CD45

CD7/CD13/CD45
HLA-DR/CD33/CD45

CD7+ CD19+

v

CD13+ e/ou CD33+

Painel Secundario
para LLA T:
CD3/CD8/CD45/CD4
CD3./TdT/CD45/CD5

Painel Secundario para
LLA B:
CD10/CD20/CD19
Kappa/Lambda/CD19
Kappa./Lambda,/CD19

Painel Secundario para
LMA:
CD11b/CD14/CD45
CD15/CD34/CD45
MPO/CD117/CD45

Figura 2: Painel de anticorpos monoclonais utilizados na classificacdo das leucemias

agudas.

O painel primério foi utilizado para definicdo da linhagem celular e o secundario

direcionado para os marcadores especificos de cada linhagem.

Foi realizada a aquisi¢ao de 10.000 eventos em cada tubo, efetuada em citdmetro
de fluxo, modelo FACs Calibur™ (Becton-Dickinson, San Jose — CA -USA), utilizando o

programa Cell-Quest™ (BD). A andlise foi realizada no programa Paint-a-Gate™ (BD).

* Caridtipo

A amostra de MO foi adicionada ao meio de cultura (meio RPMI 1640 + soro
fetal bovino + penicilina e estreptomicina + heparina). Essa amostra foi colocada na estufa
a 37°C por 24h. Acrescentou-se demecolcine para estabilizar a divisdo do ciclo mitético.

Foi adicionada uma solugdo hipotdnica de KCI 0,075M para lisar a membrana nuclear e
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depois interrompeu-se a hipotonia com um fixador (diluicdo 3:1 de metanol + &4cido
acético). Foram feitas lavagens utilizando a solucdo fixadora. Pingou-se o material em
laminas e estas foram coradas utilizando a técnica de bandeamento G. Foram analisadas no

minimo 20 metéafases apds captura das imagens com aparelho Cytovision.

* Morfometria

Para andlise morfométrica foram utilizados esfregacos de MO corados pelo
Leishman. Foram adquiridas 100 imagens consecutivas de blastos por paciente capturados
pelo sistema Leica DC 500 (formato bmp, lente ocular com aumento de 10 X e objetiva

com aumento de 100 X em 6leo de imersdo).

Os nucleos foram segmentados (Figura 3) de modo interativo. As imagens foram
transformadas em escala de cinza (Figura 4) com niveis de luminancia (graus de cinza)

variando entre 0 e 255. Foram examinadas as seguintes varidveis:
v’ Area

v’ Fator de forma — permite avaliar o quanto pr6xima a forma do contorno da imagem

segmentada € da circunferéncia.

v" Desvio padrdo do nivel de cinza — variabilidade dos niveis de cinza. Pode demonstrar

areas de baixa, média ou alta condensacao da cromatina.
v’ Varidveis da matriz de co-ocorréncia de acordo com Haralick:

- Entropia — revela a existéncia de um processo de diferenciagdo nuclear progressivo.
Quando apresenta valores menores significa uma maior organizacdo da cromatina,

conseqiientemente um nuicleo mais maduro.
- Contraste — medida da quantidade de variacdo local de niveis de cinza.

- Momento diagonal — valores maiores mostram as varia¢des abruptas de brilho da

imagem.
- Proeminéncia de agrupamentos — medida de condensagdo da cromatina nuclear.

- Homogeneidade local — medida de homogeneidade em uma imagem.
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v Quanto a fractalidade da cromatina, foram analisados a dimensio fractal (DF) segundo o
método de Minkowski-Bouligand e a sua “goodness of fit” (taxa de ajuste da dimensdo
fractal da cromatina ao fractal ideal — R?) ap6s transformagio pseudo-3D (Figura 4)
(METZE, 2009; BEDIN, 2010). Foi usada a corre¢cdo a 45 graus (R245) segundo Albregtsen
(2009).

- DF — representa o nivel de irregularidade de um fractal. A fractalidade esta presente,
quando caracteristicas semelhantes podem ser encontradas independentemente do
aumento da imagem na andlise. Essa andlise também ¢é importante porque independe da
qualidade da coloracdo da imagem e pode mostrar aspectos relevantes da complexidade

de uma estrutura nao revelado pela morfometria cldssica.

- R*45 — coeficiente corrigido do R®. O R* é um importante critério de fractalidade e é
definido como uma estimativa da “qualidade do fractal”. O R* pode ser interpretado como

uma medida da rugosidade da superficie da imagem do nucleo (Adam, 2006).

Figura 3: Imagem de um nicleo segmentado.

Figura 4: Imagem em escala de cinza de um ntcleo

segmentado e sua transformacdo pseudo 3D.
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* Metilacdo

A extracdo do DNA foi realizada pela técnica padrdao de fenol-cloroférmio
(DAVIS, 1986). O DNA foi quantificado em equipamento NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) e a andlise qualitativa realizada em

gel de agarose 1,0%.

Os DNAs das amostras foram submetidos ao tratamento com bissulfito de sédio
utilizando o kit EZ DNA Methylation Kit™ (Zymo Research). Este tratamento converte as
citosinas ndo-metiladas em uracilas, enquanto as citosinas metiladas permanecem

inalteradas (GARCIA-MANERO, 2003).

Para os genes CDKN2A e TP73 (Figura 3) foram realizadas rea¢des de PCR
especificas para deteccao de metilacdo (MSP — methylation specifc PCR) conforme Herman
and Baylin (1998). Na amplificagdo por PCR foram utilizados 2 pares de primers. Um dos
pares reconhece especificamente as seqiiéncias com as citosinas mantidas em suas posicoes
originais (metiladas), enquanto o outro € especifico para as timinas nos lugares das
citosinas (seqiiéncias ndo-metiladas). Em todas as reacOes foram utilizados controles

positivos (U937 e HL60) e negativos.

As reacdes de PCR foram realizadas com a preparacdo do mix: tampao 10x;
1,25mM de dNTP’s; 6,7mM de MgCl,; 500mM dos primers sense e antisense; 0,025U de
Taq platinum polimerase e dgua estéril. Adicionou-se 1pl da amostra de DNA tratado com
bissulfito. A reacdo de PCR foi iniciada com desnaturacdo por 5 minutos a 95°C. A
amplificacdo foi feita com 45 ciclos de 95°C por 1 minuto, temperatura especifica de
anneling de cada primer (Tabela 3) por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Para finalizar, 72°C
por 7 minutos. Para visualiza¢do dos fragmentos amplificados, os produtos de PCR foram

separados por eletroforese em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio.

Para os genes CDKN2B, CDKNIC, ESRI e ABCBI (Figura 3) foi utilizado
bissulfito-PCR seguido de anélise de restricio (COBRA) conforme Garcia-Manero (2002).
As reagoes de PCR foram realizadas no volume final de 50ul. Em cada reacdo sdao usados
1ul do DNA tratado com bissulfito, 1,25mM de dNTP’s, 6,7mM de MgCl,, tampado 10x,
500mM de cada primer e 0,025U de Taq platinum polimerase. As reacdes de PCR foram

realizadas utilizando a temperatura de 95°C por 5 min e temperaturas especificas de
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anneling de cada primer (Tabela 3). Apds a amplificacdo os produtos de PCR foram

digeridos com enzimas de digestdo especificas (Tabela 3) e os produtos separados em gel

de agarose 3% corado com brometo de etidio.

Tabela 3: Sequéncia dos primers e condi¢des da bissulfito PCR utilizados.

Temperatura
Primers Sequéncia 0) Enzima Referéncia
F: 5 GGTTTTTGAGTTTTTTGTTTTG 3’ Garcia-Manero
ESRI 51 BstUI
R: 5 AACTTACTATCCAAATACACCTC 3’ et al (2002)
F: 5> GTTATAGGAAGTTTGAGTTT 3’ Garcia-Manero
ABCBI 51 Taql
R: 5> AAAAACTATCCCATAATAAC 3’ et al (2003)
F: 5 GGAGTTTAAGGGGGTGGG 3’ Garcia-Manero
CDKN2B 58 BstUI
R: 5> CCTAAATTACTTCTAAAAAAAAAC 3’ et al (2002)
F: 5> GGTTGGGYGTTTTATAGGTTA 3’ Shen ef al
CDKNIC 55 Hhal
R:5> ACCTAACTATCCGATAATAAACTCTTC 3’ (2003)
F: 5 TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 3’ Wong et al
CDKN2A U 60 -
R: 5 CAACCCCAAACCACAACCATAA 3’ (2000)
F: 5 TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 3’ Wong et al
CDKN2A M 60 -
R: 5> GACCCCGAACCGCGACCGTAA 3’ (2000)
F: 5> AGGGGATGTAGTGAAATTGGGGTTT 3’ Garcia-Manero
TP73 U 60 -
R: 5 ATCACAACCCCAAACATCAACATCCA 3’ et al (2002)
F: 5> GGACGTAGCGAAATCGGGGTTC 3’ Garcia-Manero
TP73 M 60 -

R: 5" ACCCCGAACATCGACGTCCG 3’

et al (2002)

Legenda: M — methylated (metilado); U — unmethylated (nao metilado).
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* Deteccao das Mutacoes nos Genes FLT3 e NPM1

Na pesquisa das mutagdes no gene NPMI e FLT3-ITD foi feita a técnica de
genotipagem utilizando o equipamento MegaBACE 1000 (GE Healthcare - Amersham) e

analisadas pelo software Fragment Profiler v1.2 (Figuras 4 e 5).

As amostras foram amplificadas nas seguintes condi¢des de reacdo: 0,5ul de DNA
genOmico; 120mM do primer FLT3 sense marcado com fluor6foro HEX (Tabela 3) e
120mM do primer FLT3 antisense nao marcado; 240mM de primer NPM1 sense marcado
com fluor6foro FAM (Tabela 4) e 240mM do primer NPMI1 antisense nao marcado;
tampao 10X; 3mM de MgCl,; 0,2mM de dNTP’s; 0,05U de taq polimerase e agua.
Condic¢des de ciclagem: desnaturacao inicial 94°C por 10 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30

segundos; 56°C por 1 minuto; e 72°C por 2 minutos. Extensao final de 72°C por 7 minutos.

Os produtos da PCR marcados foram diluidos 40x em dgua. Em seguida, 2ul de
cada dilui¢do foi distribuida em placa de 96 pogos previamente preparada com uma mistura
contendo 7,75ul de Genotyping Loading Solution (0,1% de Tween 20 em H,0O) + 0,25ul de
MegaBACE Size standards ET550-R, perfazendo um volume final de 10ul. As amostras

foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos antes de serem colocadas no equipamento.

Tabela 4: Sequéncia dos primers e enzima utilizados nas reagdes para FLT3 e NPM 1.

Primers Sequéncia Enzima

F: 5> GTGGTAGAATGAAAAATAGAT 3’
NPM1 -
R: 5" CTTGGCAATAGAACCTGGAC 3’

F: 5 GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 3’
FLT3-ITD -
R: 5> CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3’

F: 5" CCGCCAGGAACGTGCTTG 3
FLT3-TKD EcoRV
R: 5" GCAGCCTCACATTGCCCC 3’
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Na analise da mutacdo FLT3-TKD foi realizado PCR com a utilizacdo da enzima
Taq DNA Polimerase (0,025U), primers (200nM) (Tabela 4), dNTP’s (0,2mM), MgCl,
(2mM)_ tampao 10x e dgua. As reacdes foram submetidas a amplificacdo em termociclador
sob as seguintes condicdes: 94°C por 5 minutos; 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por

40 segundos, 72°C por 30 segundos; e extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram submetidos a digestio com a enzima EcoRV e

separados por corrida eletroforética em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio.

3.4- Analise Estatistica

Foi realizada andlise estatistica descritiva e as correlagdes foram examinadas pelo
teste de Spearman. As diferencas entre os grupos foram analisadas pelos testes de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis. Foi considerado significativo p<0,05. A influéncia das varidveis
categdricas na sobrevida global foi analisada pelo modelo de Kaplan-Meier. Para estudar a
relacdo de todas as caracteristicas clinicas, fenotipicas, morfométricas e moleculares na
sobrevida global dos pacientes, foi utilizada a regressdao de Cox de risco proporcional. Em
uma segunda etapa, todas as varidveis com p<0,10 foram incluidas em uma regressiao

multivariada de Cox (input p<0,05 e output p<0,1; selecao de backward conditional).
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4.1- Analise Descritiva

Entraram no estudo 106 pacientes com LMA de novo diagnosticados no
Hemocentro da Unicamp. Na tabela 5 estd representada a freqiiéncia em relagdo a

classificacdo da LMA.

Tabela S: Freqiiéncia quanto a classificacao FAB.

Tipo LMA Numeros de Casos
MO 10
M1 23
M2 27
M3 19
M4 17
M5 8
M6 1
M7 1

Como a LMA promielocitica tem caracteristicas proprias, € a frequéncia destes
casos na amostra foi grande, separamos estes casos para andlises separadas. Dados
relacionados a idade, sexo e indices hematolégicos dos pacientes com LMA estao

representados na tabela 6.
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Tabela 6: Dados clinicos e hematoldgicos dos pacientes com LMA.

Outros Subtipos de LMA LMA M3
Idade (anos) 53,5 (9-97) 44,0 (20-82)
Masculino/Feminino 41/46 9/10
Hemoglobina (g/dl) 8,1 (3,4-13,7) 8,8 (3,0-14,1)
Leucécitos (x10°/1) 30,0 (0,8-281,3) 5,0 (0,69-160,0)
Plaquetas (x10°/1) 42,0 (2,0-289,0) 18,5 (5,0-85,0)

Analisando o cari6tipo (Tabela 7), 34 pacientes apresentaram cariétipo normal, 37
caridtipo alterado, 12 tiveram resultado inconclusivo devido ao pequeno niumero ou
auséncia de metafases e 17 pacientes nao foram analisados. As alteracdes cariotipicas
encontradas no diferentes subtipos de LMA estdo apresentadas na tabela 8. Em 6 casos,
embora o cariétipo ndo tivesse dado resultado, a alteracdo foi detectada por métodos

moleculares.
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Tabela 7: Cariétipo dos pacientes com LMA (n=71).

Alteracoes Cariotipicas N
LMA M3 (n=10):

t(15;17) 8

t(15;17), t(4;6) 1

t(15;17), del (7) 1

Alteragdes de baixo risco (n=16):

inv(16) 3

t(8;21) 2

-X, 1(8;21) 1

Cariétipo normal NPM1+ FLT3 ITD- 10

Alteragdes de risco intermediério (n=31):
Cariétipo normal 21
+8

-Y
del(8)
+21
t(8;16)
t(1;11)
t(11;20) 1

—_ e e e e (D

p—

Hiperdiploidia

Alteragdes de alto risco (n=14):
del(5)

del(7)

i(17)

Caridtipos complexos

Caridtipo normal FLT3 ITD+ NPM1-

W L NN
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Tabela 8: AlteracOes cariotipicas e moleculares encontradas nos diferentes subtipos de

LMA.

Tipo LMA Cariétipo FLT3-ITD NPMI

MO 2 nl, 4 inc, 2 del(5), 1 complexo, 1 NA 1 0

10 nl, 3inc, 1 t(8;16), 2 +8, 1 -Y, 1 complexo, 1
M1 8 6
hiperdiploidia, 4 NA

2 9nl, 3 inc, 2 t(8;21), 1 =X t(8;21), 1 del(7), 1 del(8), 1 s q
+21,11(17), 2 complexo, 6 NA

M3 1 nl, 1inc, 8 t(15;17), 1 t(4;6) t(15;17), 1 del(7) 5 0
t(15;17), 1 NA, 6 analise molecular PML/RARa

6 nl, 1inc, 3 inv (16),1 t(11;20), 11(17), 11(17), 1
M4 4 7
complexo, 4 NA

MS 4nl, 1t(1;11), 1 del(7), 1 (+8), 1 NA 2 3
Mo I nl 0 1
M7 I nl 0 0

Legenda: nl — normal; inc — inconclusivo; NA — ndo analisado.

4.2- Caracteristicas da Leucemia Promielocitica

As caracteristicas clinicas e hematoldgicas dos pacientes com LMA M3 estao

representadas na tabela 6.

O diagnéstico da LMA promielocitica foi feito pelo caridtipo em 10 casos (Tabela
7). Seis casos tiveram apenas diagnostico molecular (PML/RARa) e em 3 casos O

diagnéstico foi apenas morfolégico devido a auséncia de metéafases.

Trés (15,8%) pacientes apresentaram a mutacdo FLT3-TKD e 2 (10,5%) a
mutacdo FLT3-ITD. Nenhum paciente apresentou mutacdo no gene NPMI. A frequéncia
dos diferentes genétipos FLT3-ITD/NPM1 nao foi estatisticamente diferente entre os

pacientes com LMA M3 e os pacientes ndo M3 (p=0,07) (Tabela 9).
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Tabela 9: Frequéncia dos diferentes gendtipos FLT3 ITD/NPM1 nos pacientes com LMA
M3 e nos outros subtipos de LMA.

LMA M3 Outros Subtipos de LMA
NPM1- FLT3 ITD- 17 (89,5%) 52 (60,5%)
NPM1- FLT3 ITD+ 2 (10,5%) 9 (10,5%)
NPM1+ FLT3 ITD- 0 (0%) 14 (16,3%)
NPM1+ e FLT3 ITD+ 0 (0%) 11 (12,7%)

Os pacientes com presenga da mutacdo FLT3-TKD apresentaram dosagem de
hemoglobina (Hb) menor, maior porcentagem de blastos na MO e maior frequéncia de

metilagdo no gene CDKN2B (Tabela 10).

Tabela 10: Dados clinicos, hematol6gicos e moleculares dos pacientes com LMA M3 com

e sem a presen¢a da mutagdo FLT3-TKD.

FLT3-TKD + FLT3-TKD - )4
Idade (anos) 51,0 (45-57) 38,5 (20-82) 0,48
Hb (g/dl) 6,0 (3,0-7,4) 9,6 (5,7-14,1) 0,04
Leucdcitos (x10°/1) 12,0 (8,0-160,0) 2,0 (0,69-68,7) 0,21
Plaquetas (x10°/1) 10,0 (10,0-60,0) 19,0 (5,0-85,0) 0,86
Blastos na MO (%) 93,0 (92,0-98,0) 86,6 (60,0-97,0) 0,05
CDKN2B metilado 100,0% 6,2% 0,0002

Os pacientes com presenca da mutacdo FLT3-ITD apresentaram maior expressao
de HLA-DR, CDI11b e CD34. Esses pacientes apresentaram maior contagem de leucécitos
e porcentagem de blastos na MO ao diagndstico, embora essa diferenga nao tenha sido

estatisticamente significativa (Tabela 11).

Resultados
59



Tabela 11: Dados hematoldgicos, fenotipicos e moleculares dos pacientes com LMA M3

com e sem a presenga da mutacdo FLT3-ITD.

FLT3-ITD + FLT3-ITD - )/
Idade (anos) 40,0 (22-58) 44,0 (20-82) 0,78
Hb (g/dl) 8,8 (8,0-9,7) 8,7 (3,0-14,1) 0,78
Leucécitos (x10°/1) 63,0 (61,0-65,0) 2,0 (0,69-160,0) 0,09
Plaquetas (x10°/1) 27,0 (20,0-34,0) 14,5 (5,0-85,0) 0,32
Blastos na MO (%) 92,7 (89,5-96,0) 88,0 (60,0-98,0) 0,35
IMF HLA-DR 121,0 (100,8-141,2) 0,0 (0,0-25,9) 0,0004
IMF CD11b 41,1 (39,8-42,5) 0,0 (0,0-20,1) 0,01
IMF CD34 42,9 (35,4-50,4) 0,0 (0,0-63,5) 0,009

No estudo da metilacdo foram encontrados 4 (21,0%) pacientes com metilacdo no
gene CDKN2B, 4 (21,0%) no gene CDKN2A e 2 (10,5%) no gene TP73. Nao foi
encontrado pacientes com metilacdo nos genes ESRI, ABCBI e CDKNIC.

Os pacientes que apresentaram o gene CDKN2B metilado tiveram dosagem de Hb

menor do que os que ndo se apresentaram metilados (Tabela 12).

Tabela 12: Dados hematoldgicos dos pacientes com LMA M3 com o gene CDKN2B

metilado e ndo metilado.

CDKN2B metilado CDKN2B nao metilado p
Hb (g/dl) 6,7 (3,0-8,0) 9,7 (5,7-14,1) 0,05
Leucdcitos (x10°/1) 36,5 (8,0-160,0) 1,7 (0,69-68,7) 0,09
Plaquetas (x10°/1) 22,0 (10,0-60,0) 18,5 (5,0-85,0) 0,45

Resultados
60



Os pacientes que apresentaram o gene CDKN2A metilado tiveram dosagem de Hb
maior, menor contagem de leucdcitos e expressdo do CD13 menor do que os que ndo se

apresentaram metilados (Tabela 13).

Tabela 13: Dados hematolégicos e fenotipicos dos pacientes com LMA M3 com o gene

CDKN2A metilado e ndo metilado.

CDKN2A metilado n CDKNZ2A nao metilado P

Hb (g/dl) 10,8 (10,6-14,1) 8,0 (3,0-10,9) 0,01
Leucécitos (x10°/1) 0,92 (0,9-1,5) 12,0 (0,69-160,0) 0,05
Plaquetas (x10°/1) 26,0 (9,0-28,0) 18,0 (5,0-85,0) 0,90
IMF CD13 49,1 (0,0-63,5) 122,6 (0,0-844.,5) 0,04

Quando comparados com pacientes de outros subtipos da LMA, os pacientes com
LMA M3 foram mais jovens (p=0,026), tiveram menos leucdcitos periféricos (p=0,025) (7
casos tiveram leucocitose), contagem de plaquetas mais baixa (p=0,00006) (Tabela 6) e
IMF do CD45 e MPO maiores (Tabela 14). O CD34 apresentou fraca expressiao em 4
casos, 0 HLA-DR em 3 casos € o CD11b também em 3 casos. As outras caracteristicas

fenotipicas ndo tiveram diferenca em relacdo as LMAs de outros subtipos.

Tabela 14: Dados hematoldgicos e fenotipicos dos pacientes com LMA M3 e nos outros

subtipos de LMA.

LMA M3 Outros Subtipos de LMA P
IMF CD45 521,8 (120,8-908,5) 214,9 (15,4-2711,2) 0,016
IMF MPO 1690,9 (861,6-2148,3) 231,9 (0,0-1812,9) 0,002
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Em relagcdo as caracteristicas morfométricas e de textura do nucleo os pacientes
com LMA M3 apresentaram menor fator de forma, entropia, energia, contraste € momento

diagonal do que os outros subtipos de LMA (Tabela 15).

Os pacientes FLT3-ITD+ tiveram menor desvio padrdo do nivel de cinza, entropia,
contraste, momento diagonal e proeminéncia de agrupamentos € maior segundo momento

angular, homogeneidade local e R?45 (Tabela 16).

Tabela 15: Variaveis morfométricas e de textura da cromatina estudadas.

LMA M3 Outros Subtipos de LMA p
Area Nuclear (%) 105,4 (83,4-126,8) 101,6 (67,0-133,8) 0,59
Fator de Forma 0,97 (0,81-1,12) 1,06 (0,82-1,14) 0,03
Desvio padrao do
8,5 (6,2-10,4) 9,2 (6,4-13,8) 0,06

Nivel de cinza
Entropia (Haralick) 7,72 (6,9-8,2) 7,83 (7,0-8,9) 0,04
Contraste 3,46 (2,29-4,84) 3,92 (2,53-7,96) 0,05
Momento diagonal 17,2 (12,0-20,3) 19,0 (12,6-30,6) 0,02
Proeminéncia de

s 4,63 (1,97-11,94) 5,59 (1,11-31,48) 0,08
agrupamentos (x10°)
Homogeneidade local 0,56 (0,53-0,61) 0,55 (0,48-0,59) 0,06
DF Minkowski 2,11 (2,09-2,14) 2,12 (2,09-2,15) 0,16
R’45 0,99853 (0,99802-0,99940)  0,99843 (0,99675-0,99935) 0,11
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Tabela 16: Varidveis morfométricas e de textura da cromatina estudadas nos pacientes

LMA M3 com e sem a presenca da mutacdo FLT3-ITD.

FLT3-ITD+ FLT3-ITD- p
Area Nuclear (uz) 100,9 (86,6-115,3) 105,4 (83,4-126,8) 0,63
Fator de Forma 1,07 (1,02-1,12) 0,97 (0,81-1,11) 0,15
Desvio padrao do

6,3 (6,2-6,5) 8,7 (7,4-10,4) 0,026
Nivel de cinza
Entropia (Haralick) 6,95 (6,9-7,0) 7,74 (7,3-8,2) 0,026
Contraste 2,59 (2,29-2,89) 3,69 (2,87-7,83) 0,039
Momento diagonal 13,0 (12,0-14,0) 17,9 (15,0-20,3) 0,026
Proeminéncia de

s 2,09 (1,97-2,20) 5,04 (2,46-11,94) 0,026
agrupamentos (x10°)
Homogeneidade local 0,60 (0,59-0,61) 0,55 (0,53-0,58) 0,026
DF Minkowski 2,10 (2,09-2,10) 2,12 (2,10-2,14) 0,06
R%45 0,99925 (0,99910-0,99940)  0,99841 (0,99802-0,99910) 0,032
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4.3- Caracteristicas dos Outros Subtipos de LMA

Sete (8,1%) pacientes apresentaram a mutagao FLT3-TKD (Figura 5), 20 (23,3%)
FLT3-ITD (Figura 6) e 25 (29,1%) a muta¢do no gene NPM1 (Figura 7). Dentre esses, 11
pacientes apresentaram associacdo das mutacdes FLT3-ITD e NPM1. Considerando apenas
os pacientes com caridtipo normal a freqiiéncia da mutagdao FLT3-ITD foi 27,3%, FLT3-

TKD 21,2% e da mutagdo no gene NPM1 foi 48,5%.

Nao houve diferenca nos dados hematolégicos dos pacientes com presenga ou

auséncia da mutacdo FLT3-TKD (Tabela 17).

Tabela 17: Dados hematoldgicos dos pacientes com LMA ndo M3 com e sem a mutagdo
FLT3-TKD.

FLT3-TKD+ FLT3-TKD- )4
Hb (g/dl) 7,5 (5,6-10,3) 8,3 (3,4-13,7) 0,30
Leucdcitos (x10°/1) 30,0 (6,4-118,6) 30,0 (0,8-281,3) 0,69
Plaquetas (x10°/1) 90,0 (12,0-227,0) 42,0 (2,0-289,0) 0,68
Blastos na MO (%) 60,8 (33,5-95,0) 77,0 (20,0-100,0) 0,29

M12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 ND

Figura 5: Digestdo com a enzima EcoRV. Paciente 7 com presenga da
mutacdo FLT3 TKD. Pacientes 1-6 e 8-14 sem a mutacdo FLT3 TKD. M:
marcador 100pb; ND: nao digerido.
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Figura 6: A- Paciente sem a mutacdo FLT3 ITD com presenca de apenas um pico
representando o alelo selvagem. B- Paciente com a mutacdo FLT3 ITD com a presenca de

dois picos, o primeiro representando o alelo selvagem e o segundo, o alelo mutante.
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Figura 7: A- Paciente sem a mutagdo no gene NPMI com presenca de apenas um pico

representando o alelo selvagem. B- Paciente com a mutagdao no gene NPM1 com a presenca

de dois picos, o primeiro representando o alelo selvagem e o segundo, o alelo mutante.
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Os casos sem nenhuma das mutacdbes NPM1 e FLT3-ITD apresentaram menor

contagem de leucdcitos enquanto que os pacientes com presenca da mutacdo FLT3-ITD

tiveram maior leucocitose (p=0,003) (Tabela 18). Os casos com presenca de mutacdo no

gene NPM1 apresentaram baixa expressao do CD34 (p=0,0004) (Tabela 18). Nao houve

diferenca nas outras caracteristicas fenotipicas em relacdo aos pacientes com diferentes

genétipos FLT3-ITD/NPM].

Tabela 18: Mediana do nimero de leucécitos (x10°/1) e IMF do CD34 nos grupos com e

sem a presenca das mutagoes.

Leucometria IMF CD34

NPM1I- FLT3 ITD-

NPM1- FLT3 ITD+

NPM1+ FLT3 ITD-

NPMI1+ FLT3 ITD+

20,1 (0,8-182,1) 195,2 (0,0-567,5)
60,0 (6,4-281,3) 66,1 (23,6-387,1)
32,8 (1,9-217,3) 0,0 (0,0-108,3)

144,7 (5,4-245,0) 0,0 (0,0-219,7)

Foram encontrados 3 (3,4%) pacientes com metilacdo no gene ESRI (Figura 8),
23 (26,4%) no gene CDKN2B (Figura 9), 10 (11,5%) no gene CDKN2A (Figura 10), 1
(1,1%) no gene CDKNIC (Figura 11) e 20 (23,0%) no gene TP73 (Figura 12). Nao foi

encontrado paciente com metilagdao no gene ABCBI (Figura 13).

ESRI (ER)
M1 234567 8 91011 C+ND

— w— e —

- —>» 206pb

— 158pb

—> 48pb

Figura 8: Pesquisa de metilacdo no gene ESRI. Pacientes 1-10

sem metilacdo no gene ESRI. Paciente 11 com metilacdo no gene

ESRI. M: marcador 100pb; C+: controle positivo; ND: ndo

digerido.
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CDKN2B (p15)
M12 3 456 78 91011121314 15C+ND

Figura 9: Pesquisa de metilagcdo no gene CDKN2B. Pacientes 1-5 e 7-15 sem metilacdo no
gene CDKN2B. Paciente 6 com metilacio no gene CDKN2B. M: marcador 100pb; C+:

controle positivo; ND: ndo digerido.

CDKN2A M 1 6) CDKN2A U (p16)
M1 234 5 6 C+B

IVIERIRE2 8 3NN4 5 46 7 8 .C+ B

Figura 10: Pesquisa de metilagcdo no gene CDKN2A. CDKN2A M (methylated): Pacientes
1-6 sem presenca de alelo metilado no gene CDKN2B. CDKN2A U (umethylated):
Pacientes 1-8 com presencga de alelo ndo metilado no gene CDKN2B. M: marcador 100pb;

b

C+: controle positivo; B: branco.

CDKNIC (p57)

—» 155pb

—>» 91 pb
—>» 64 pb

Figura 11: Pesquisa de metilacio no gene CDKNIC. Pacientes 1-10 sem metilacdo no

gene CDKN1C. M: marcador 50pb; C+: controle positivo; ND: ndo digerido.
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—> 60pb s 690

Figura 12: Pesquisa de metilagdo no gene TP73. TP73 M (methylated): Pacientes 1-3 e 5-6
sem presenca de alelo metilado no gene TP73. Paciente 4 com presencga de alelo metilado
no gene TP73. TP73 U (umethylated): Pacientes 1-7 com presenca de alelo ndo metilado

no gene TP73. M: marcador; C+: controle positivo; B: branco.

ABCBI (MDRI)

Figura 13: Pesquisa de metilacdo no gene ABCBI. Pacientes 1-10 sem metilacdo no gene

ABCBI. M: marcador 100pb; C+: controle positivo; ND: nao digerido.
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Os pacientes que apresentaram o gene CDKN2B metilado tiveram dosagem de Hb
menor € menor expressdo de CD13 do que os que ndo se apresentaram metilados (Tabela

19). A metilacdo no CDKN2B foi mais frequente nos subtipos M1 e M2.

Tabela 19: Dados hematolégicos e fenotipicos dos pacientes com o gene CDKN2B

metilado e ndo metilado.

CDKN2B metilado = CDKN2B nao metilado )/
Hb (g/dl) 7,7 (3,4-11,4) 8,8 (3,4-13,7) 0,04
Leucécitos (x10°/1) 23,1 (0,8-172,0) 30,0 (1,0-281,3) 0,37
Plaquetas (x10°/1) 53,0 (9,0-227,0) 42,0 (2,0-289,0) 0,21
IMF CD13 74,5 (0,0-322,5) 125,3 (0,0-838,8) 0,03

Os pacientes com metilacdo no gene 7TP73 apresentaram menor contagem de
leucécitos, menor expressao de CD45, CD13, CD33 e MPO (Tabela 20) e maior frequéncia
de metilacio no gene CDKN2A (TP73 metilado=30% vs TP73 nao metilado=6,0%;
p=0,003).

Tabela 20: Dados hematolégicos e fenotipicos dos pacientes com o gene TP73 metilado e

nio metilado.

TP73 metilado TP73 nao metilado P
Hb (g/dl) 7,7 (3,4-13,4) 8,5 (3,4-13,7) 0,21
Leucécitos (x10°/1) 6,8 (1,0-172,0) 39,0 (0,8-281,3) 0,01
Plaquetas (x10°/1) 41,0 (9,0-188,0) 45,0 (2,0-289,0) 0,86
IMF CD45 119,5 (15,4-657,1) 306,5 (49,5-2711,2) 0,0004
IMF CD13 70,5 (0,0-299,1) 1249 (0,0-838,8) 0,04
IMF CD33 100,9 (0,0-590,3) 221,9 (21,0-1357,8) 0,02
IMF MPO 112,6 (0,0-293,0) 332,0 (0,0-1812,9) 0,05
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A expressdao andomala de CD19 e de CD7 foi mais frequente na LMA M2. O CD15

esteve mais expresso nas LMAs M4 e M5, e ausente na M3.

Por causa do nimero restrito de casos, agrupamos em LMA sem maturagao (MO,
M1 e M5) e LMA com maturagdo (M2, M4, M6 e M7), a tabela 21 mostra a frequéncia das
alteracdes encontradas nesses casos. Os pacientes com LMA sem maturacio tiveram maior
frequéncia de metilacdo no gene 7P73 (Tabela 21). As LMAs sem maturagdo apresentaram

menor expressdo de CD11b e MPO (Tabela 22).

Tabela 21: Frequéncia de alteragdes encontradas nos diferentes grupos de LMA.

LMA sem maturaciao LMA com maturacio P
FLT3 TKD + 2 (4,8%) 5(11,4%) 0,29
FLT3 ITD + 11 (26,2%) 9 (20,5%) 0,45
NPM1 + 9 (21,4%) 16 (36,4%) 0,16
CDKN2B metilado 13 (30,9%) 10 (22,2%) 0,29
CDKN2A metilado 7 (16,7%) 3 (6,7%) 0,12
CDKNIC metilado 1(2,4%) 0 0,29
TP73 metilado 15 (35,7%) 5(11,1%) 0,019
ESRI metilado 1(2,4%) 2 (4,4%) 0,63

Tabela 22: Dados fenotipicos dos pacientes com LMA agrupados pelo grau de maturagao.

LMA sem maturacio LMA com maturacao )/
IMF CD11b 21,4 (0,0-419,3) 84,4 (0,0-462,5) 0,03
IMF MPO 75,3 (0,0-293,0) 368,7 (112,6-1812,9) 0,004
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. ~ 2
Os pacientes com LMA sem maturacio apresentaram menor R°45 do que os casos

com LMA com maturacao (Tabela 23).

Tabela 23: Variaveis morfométricas e de textura da cromatina estudadas.

LMA sem maturaciao LMA com maturacio p
Area Nuclear (pz) 98,9 (67,0-129,0) 104,3 (78,1-133,8) 0,14
Fator de Forma 1,07 (0,87-1,14) 1,05 (0,82-1,14) 0,33
Desvio padrao do
9,3 (7,1-13,8) 9,1 (6,4-12,9) 0,12

Nivel de cinza
Entropia (Haralick) 7,91 (7,1-8,9) 7,82 (7,0-8,7) 0,09
Contraste 4,02 (2,9-7,9) 3,74 (2,5-5,8) 0,06
Momento diagonal 19,3 (14,5-30,6) 18,6 (12,6-27,1) 0,08
Proeminéncia de

s 5,5(1,7-31,5) 5,6 (1,1-15,3) 0,28
agrupamentos (x10°)
Homogeneidade local 0,55 (0,48-0,59) 0,56 (0,51-0,59) 0,11
DF Minkowski 2,12 (2,09-2,15) 2,12 (2,10-2,15) 0,09
R*45 0,99828 (0,99675-0,99935)  0,99859 (0,99728-0,99916) 0,02

Resultados

71



4.4- Analise de Sobrevida

Os pacientes com LMA M3 tiveram melhor sobrevida do que os pacientes com 0s
outros subtipos de LMA estratificados quanto ao risco cariotipico molecular (p=0,00004)

(Figura 14).

—+— LMA M3
LMA baixo risco cariotipico/molecular
1.0 —+— LMA risco cariotipico/molecular interm
LMA alto risco cariotipico/molecular
0,8 |
|
n=19

§ 0,6
k]
§ p=0,00004
S Y 20
s} n=
=
Q.

0,2

n=34
0,0 - n=18
T T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Sobrevida Global

Figura 14: Sobrevida global dos pacientes em relacao ao tipo de LMA.

Entre os pacientes com LMA M3 os com FLT3-ITD+ tiveram pior sobrevida

(p=0,001) (Figura 15).

Entre os outros tipos de LMA os pacientes com NPM - FLT3 ITD+ tiveram pior
sobrevida, os NPM 1+ FLT3 ITD- melhor sobrevida e os pacientes com outros genotipos

FLT3 ITD/NPM]1 tiveram sobrevida intermedidria (p=0,034) (Figura 16).
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Figura 15: Sobrevida global dos pacientes LMA M3 quanto a presenca da mutacdo FLT3-
ITD.
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Figura 16: Sobrevida global dos pacientes quanto aos diferentes genotipos FLT3-
ITD/NPM1.
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4.4.1- Analise de Sobrevida Uni e Multivariada das LMA M3

Usando o modelo de Cox, na andlise univariada foram significativos a contagem
de leucocitos, presenca da mutacdo FLT3-ITD, metilacdo no gene CDKN2B, expressao de
HLA-DR, expressao de CD34, expressao de CDI11b, desvio padardo do nivel de cinza,

homogeneidade local, entropia e dimensao fractal (Tabela 24).

Na anélise multivariada explorando s6 a intensidade de expressao dos antigenos a
andlise ndo gerou um modelo. Juntando as alteracdes moleculares, a leucometria e as
varidveis morfométricas apenas o desvio padrdo do nivel de cinza foi um fator

independente de bom progndstico (Tabela 24).

Tabela 24: Analise de sobrevida uni e multivariada das LM As M3.

Univariada Multivariada
p B p B
Leucdcitos 0,045 +0,000 DP do nivel de cinza 0,031 -1,238

Mutacdo FLT3-ITD 0,011 +2,552

Metilacao no

0,066 +1,703
CDKN2B
IMF HLA-DR 0,025 +0,017
IMF CD34 0,077 +0,028
IMF CD11b 0,086 +0,050

DP do nivel de cinza 0,025 -1,278

Homogeneidade local 0,044 +54,242

Entropia 0,035 -3,634
DF 0,056 -85,728
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4.4.2- Analise de Sobrevida Uni e Multivariada dos Outros Subtipos de LMA

Na anédlise univariada foram significativos a contagem de leucdcitos, presenca da

mutacdo FLT3-ITD, expressao de CD13, homogeneidade local, entropia, dimensao fractal e

R?45 (Tabela 25). Na andlise multivariada permaneceram no modelo a presenca da mutacio

FLT3-1TD, entropia e R?45 como fatores independentes de prognoéstico (Tabela 25).

Tabela 25: Anélise de sobrevida uni e multivariada dos outros subtipos de LMA.

Univariada Multivariada
p B p B
Leucdcitos 0,10 +0,003 Mutacdo FLT3-ITD <0,00005 +1,509
Mutacdo FLT3-1TD 0,10 +0,466 Entropia 0,064 -1,715
IMF CD13 0,05 +0,001 R?45 0,010  -1725,6
Homogeneidade local 0,089 -9,275
Entropia 0,099 +0,546
DF 0,10 +15,442
R*45 0,056  -455.9
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As LMAs constituem um grupo heterogéneo de neoplasias hematolégicas quanto
aos seus aspectos bioldgicos e clinicos. As LMAs sdo cada vez menos classificadas como
uma entidade unica de doenga. A classificacdo das LMAs pelos critérios OMS de 2008
baseia-se na recorréncia de anormalidades genéticas que predizem progndstico e resposta a

terapia (FORAN, 2010).

Recentemente, tem-se estudado novos fatores progndsticos na LMA, o que esta
dirigindo a nossa compreensdo da biologia da doenca e também o desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos (FORAN, 2010). No presente trabalho estudamos as
caracteristicas citoldgicas, fenotipicas, citogenéticas e moleculares de casos novos
consecutivos de LMA de novo da nossa Institui¢do, e a relacdo destas com a sobrevida dos

pacientes.

Tanto a natureza da LMA como a resposta do paciente mudam com a idade. A
idade é uma varidvel adversa em relacdo ao alcance da remissdo e risco de recaida. E
evidente que os pacientes mais velhos sdo mais propensos a ter mais comorbidades e ter
maior morbidade a quimioterapia do que os pacientes mais jovens. A LMA em pacientes
mais velhos tem mais chances de ser precedida por uma fase mielodispldsica, tem
citogenética desfavordvel mais frequentemente, positividade a proteina de resisténcia a
multiplas drogas e responde menos a quimioterapia (APPELBAUM, 2006; SMITH, 2011).
A mediana de idade encontrada em nosso estudo foi semelhante a descrita em outros
trabalhos brasileiros e de outros paises, tanto nas LMA M3 (SINGH, 2010; CHILLON,
2010) como nos outros subtipos de LMA (GALM, 2005; BALLEISEN, 2009; LUCENA-
ARAUJO, 2010).

A distribui¢do dos casos quanto a classificagdo FAB nos casos das LMAs nao M3
foi semelhante a encontrada em outros estudos (THIEDE, 2002; GALM, 2005;
WHITMAN, 2008).

A frequéncia das LMAs M3 foi similar a encontrada em outros estudos brasileiros
(PAGNANO, 2000; SAGRILLO, 2005; JACOMO, 2007; LUCENA-ARAUJO, 2010) e
aumentada em relacdo a relatada na Europa e nos Estados Unidos. A frequéncia de LMA
M3 encontrada na China (MA, 2009; RUAN, 2009) é maior que a do Japao (YANADA,
2005; MORI, 2011) e mais proxima da encontrada na populacdo brasileira. O perfil
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imunofenotipico tipico da LMA M3 demonstrado por Orfao et al (1999) foi visto na

maioria dos casos.

Muitos casos de adultos com LMA sdo caracterizados pela presenca de vdrias
anormalidades cromossOmicas recorrentes € em muitos casos essas anormalidades se
correlacionam com caracteristicas clinicas especificas. A andlise do cariétipo ao
diagndstico € importante para estratificacdo do tratamento. Aproximadamente 40-50% dos
pacientes té€m cariotipo normal e sdo classificados como tendo progndstico de risco
intermedidrio, mas dentro desse grupo existe um grande espectro de respostas ao tratamento
e resultados de longo prazo. Tornou-se cada vez mais evidente que existem numerosas
anormalidades moleculares nesses pacientes explicando a heterogeneidade da doenca

(HASLAM, 2010).

O cariétipo convencional por bandeamento G mostrou mitoses em 85% dos casos
analisados, similar ao encontrado por Lo-Coco (2008). No entanto, ainda obtivemos um
grande ndmero de pacientes em que nao foi possivel obter mitoses para anélise. Portanto, o
emprego de técnicas moleculares pode ser util para obter informacdes relevantes do

paciente principalmente nesses casos de falha da citogenética convencional.

De acordo com Bacher et al (2009) cariétipo complexo pode ser detectado em 10-
15% dos pacientes com LMA e apresentam prognéstico ruim. A freqii€ncia de cariétipo de

alto risco no nosso estudo foi similar a encontrada por Krum et al (2009).

A investigacdo de possiveis alteragdes moleculares € determinante para
estratificacdo do progndstico das LMAs, o que serve de indicativo para prever o risco de
recaida, a resisténcia a terapia, a SLD e a sobrevida global desses pacientes. Schlenk et al
(2008) mostram que além da classificagdo de risco citogenético marcadores moleculares

sao fatores clinicamente significantes na resposta a terapia e na sobrevida.

A frequéncia da mutacdo FLT3-TKD no nosso estudo foi semelhante a outros
trabalhos na Europa e nos Estados Unidos (THIEDE, 2002; BALDUS, 2007; WHITMAN,
2008), embora alguns trabalhos brasileiros tenham encontrado uma frequéncia baixa dessa
mutagdo (CHAUFFAILLE, 2008; EMERENCIANO, 2008; LUCENA-ARAUIJO, 2010).

Whitman et al (2008) encontraram maior contagem de leucdcitos e porcentagem de blastos
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na MO e uma menor SLD nos pacientes FLT3-TKD+ o que ndo foi encontrado no nosso

estudo.

Os nossos pacientes com presenga da mutacdo FLT3-ITD apresentaram maior
contagem de leucdcitos, o que também foi observado por Thiede et al (2002). A sobrevida
global dos pacientes com presenca da mutacdo FLT3-ITD foi menor tanto nos casos de
LMA M3 como nos outros subtipos de LMA. Lucena-Araujo et al (2010), estudando uma
populacdo brasileira, também encontraram menor sobrevida global em pacientes com LMA
FLT3-ITD+. Haslam et al (2010) nao identificaram diferenca na sobrevida de pacientes
FLT3-ITD+ e FLT3-ITD- e atribuiram isso ao fato de ser um estudo retrospectivo e ao
pequeno nimero de pacientes e tempo de acompanhamento. Thiede et al (2002) mostraram
que a presenca da mutacdo FLT3-ITD estd associada com uma pior resposta clinica, com
sobrevida global e SLD mais curtas. Embora s6 tenham encontrado significancia estatistica
para SLD. Singh et al (2010) estudando um grupo de pacientes com LMA M3 encontraram
uma SLD inferior nos pacientes FLT3-ITD+. No entanto, ndo encontraram diferenca
estatistica na sobrevida global dos pacientes com LMA M3 FLT3-ITD+ e FLT3-ITD-. Ja
Beitinjaneh er al (2010), em recente estudo de meta-andlise, mostraram que a presenga da
mutacdo FLT3-ITD estd associada com pior SLD e sobrevida global em pacientes com
LMA M3. Além disso, na andlise multivariada do nosso estudo a presenca da mutagdo

FLT3-ITD foi considerada fator de mau progndstico independente nas LM As nao M3.

O status de mutacdo da combinacdo FLT3-ITD e NPM1 tem sido importante para
conferir respostas a terapia de inducdo padrdo em pacientes com LMA-CN, em particular,
pacientes com mutacdo no gene NPMI sem FLT3-ITD confere resultados relativamente

favoraveis (SCHLENK, 2008; HASLAM, 2010).

A presencga das mutagdes no gene NPM1 e FLT3 foi mais frequente em pacientes
com caridtipo normal. A freqiiéncia encontrada dessas mutac¢des foi similar a relatada na
literatura (BALDUS, 2007; FALINI, 2007; SUSUKI, 2005; MR()ZEK, 2007; SCHOLL,
2008). A incidéncia dos 4 diferentes genétipos FLT3-ITD/NPM1 nos pacientes estudados
foi coerente com o relatados em outros estudos (BALDUS, 2007; FALINI, 2007;
HASLAM, 2010), embora a frequéncia dos pacientes com auséncia das 2 mutagdes tenha

sido maior no nosso estudo.
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Pela anélise de Kaplan-Meier, no nosso estudo, os casos NPM I+ sem a mutagcdo
FLT3-ITD apresentaram melhor sobrevida global do que os outros genétipos FLT3-
ITD/NPM1. Embora, na andlise de Cox a presenca da mutacdo no gene NPMI nao foi
considerada como fator progndstico independente. Haslam et al (2010) ndo observaram
diferenca na sobrevida global dos pacientes com LMA com os diferentes gendtipos FLT3-
ITD/NPM]1 e atribuiram isso ao fato de ser um estudo retrospectivo, ao pequeno nimero de
pacientes estudados e ao curto tempo de acompanhamento desses pacientes. J4 num estudo
realizado por Rolling et al (2010), estudando pacientes idosos, mostrou que a presenga da
mutacdo no gene NMP] teve influéncia significativa na sobrevida global, enquanto que a
mutagdo FLT3-ITD ndo influenciou. A identificacdo das mutacdes no gene NPM1 e FLT3-
ITD sao consideradas o diagnéstico molecular minimo requerido para pacientes com LMA-

CN contribuindo para estratificacdo prognéstica (HASLAM, 2010).

O papel de mecanismos epigenéticos na patogénese e progressdo de cinceres
humanos tem recebido grande atencio (EKMEKCI, 2004). A metilacdio do DNA ¢
reconhecida como um elemento chave na regulacao da expressao génica. Todas as LMAs
apresentam anormalidades nos padrdes de metilacdo, sendo estes padrdes ligados aos varios
fendtipos da doenca bem como a variacdes da resposta ao tratamento (BULLINGER,

2010).

Galm et al (2005) confirmaram que vdarios genes que regulam a proliferacao
celular (CDKN2B, TP73 e E-caderina) e o reparo do DNA (RARf2 e SOCs-1) podem estar
simultaneamente metilados nas LMAs. A metilacdo aberrante nas ilhas CpG de mualtiplos
genes relacionados ao cancer parece ser um evento comum em adultos com LMA
ocorrendo em todos os subtipos FAB e em todos os grupos de risco citogenéticos. Estes
padrdes de metilacdo t€m relagdo com a distribuicdo da cromatina nuclear e a morfologia

dos blastos.

A metilacdo do DNA, na regido promotora do gene, € responsavel pelo
silenciamento de um grande nimero de genes em praticamente todos os tipos de cancer
(CANLIDORO, 2008). O gene supressor de tumor CDKN2B, silenciado em uma variedade
de doencas malignas hematoldgicas, € metilado de forma heterogénea. Delecao e metilagao

do gene CDKN2B ocorre comumente nas LLLAs, enquanto que a metilagdo € o principal
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modo de silenciamento do gene CDKN2B nos casos de LMA (ROSU-MYLES, 2008).
Metilagdo no gene CDKN2B é encontrada em aproximadamente 50% dos casos de SMD e
hd uma correlagdo entre os altos niveis de metilacdo e a transformacdo de SMD para
leucemia. O estudo de metilacgdo no gene CDKN2B tem sido utilizado como um

biomarcador para SMD e LMA e como um indicador progndstico isolado ou em

combinacdo com outros genes (ROSU-MYLES, 2008; CANLIDORO, 2008).

A frequéncia de casos apresentando metilacio no gene CDKN2B foi similar a
encontrada por Galm et al (2005) e abaixo da encontrada por Ekmekci e al (2004) e Wong
et al (2000). Encontramos uma frequéncia de casos com metilacio no gene CDKNZ2A
menor que a encontrada por Wong et al (2000) e maior que a achada por Galm et al (2005)
e Ekmekci et al (2004) que encontraram uma frequéncia muito baixa ou auséncia de
metilagdo nesse gene, respectivamente. Em nosso estudo encontramos uma frequéncia de
metilacio no gene 7P73 acima da encontrada em outros trabalhos (GALM, 2005;
EKMEKCI, 2004). Embora a metilagdao no gene CDKN1C tenha sido encontrada nas LLAs
(CANALLI, 2004; SHEN, 2003) estudos em pacientes com LMA nado tem encontrado
metilacao nesse gene (BRAKENSIEK,2005; LI, 2002) coerente com o encontrado no nosso
estudo que foi encontrado em apenas 1 paciente. A frequéncia de metilacao no gene ESRI

foi muito abaixo da encontrada por Ekmekci et al (2004).

E provdvel que a metilagio global do DNA em um determinado tumor seja
modulada por fatores genéticos, €tnicos e ambientais. Foi sugerido uma significativa
variabilidade inter-individual na metilacdo global do DNA em LMA. Além disso, as
variagdes podem ser deduzidas a partir da freqiiéncia de metilacdo de alguns genes-alvo. A
metilacdo do gene CDKN2B tem sido relatada em 30-90% de pacientes com LMA e em 30-
80% no gene E-caderina. Ekmekci et al (2004) sugerem que estas variagdes podem indicar
diferencas nos subtipos da LMA incluidos nos estudos, que podem ser influenciados pelo

ambiente, ou a diferencas no nimero de pacientes examinados.

A distribuicdo da metilacdo aberrante do DNA € uma caracteristica da LMA.
Lesoes epigenéticas sdo mais frequentes e recorrentes que as lesdes genéticas nos canceres
(MELNICK, 2010). A compreensdao do impacto da metilacio do gene na patogénese da

LMA pode ndo s6 conduzir ao desenvolvimento de novos biomarcadores, mas também
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ajudar a determinar pacientes candidatos a terapias com agentes demetilantes (GALM,

2005).

Nos ultimos anos, a andlise de imagem computadorizada tem sido amplamente
utilizada em histologia e citologia de diversos tecidos, a fim de estudar a diferenciacdo do
tecido normal, para a classificagdo de neoplasias e para o estabelecimento de varidveis
prognésticas (FERREIRA, 2006; MELLO, 2008; METZE, 2009; JONDET, 2010; BEDIN,
2010; METZE, 2010). O remodelamento da cromatina, principalmente devido a eventos
epigenéticos, pode ser encontrado durante a transformagao celular maligna (DE CAPOA,
1999; METZE, 2010; MELNICK, 2010). Na hematopoiese normal, o controle e
ordenamento da expressdo génica durante a maturacdo celular normal € controlada por
fenomenos genéticos e epigenéticos (MELNICK, 2010). Blastos de LMA e SMD
apresentam alteracOes epigenéticas e o padrao de metilagdo do DNA ndo se encaixa nos
estdgios de maturacao mieldide normal, permitindo distinguir blastos normais e leucémicos
por caracteristicas fenotipicas e moleculares. Este aspecto tem sido usado para a
determinacdo de doenca residual minima (DE CAPOA, 1999; REIS-ALVES, 2010;
MELNICK, 2010).

Andlises quantitativas do ndcleo podem ser feitas pela morfometria geométrica e
por andlise de textura da cromatina. Recentemente, demonstramos que vdrias caracteristicas
morfométricas sdo capazes de distinguir LLA de origem B ou T (MELLO, 2008). De
Capoa et al (1999) demonstraram que dominios ricos em metilacio no DNA equivalem a

regides de heterocromatina nos esfregacos corados pelo Giemsa.

No nosso estudo, as LMAs M3 apresentaram menor fator de forma do que os
outros subtipos de LMA. Isso significa que as LMAs M3 apresentam nticleos de contornos
mais irregulares que os outros subtipos de LMA. Por ser uma doenca bem caracterizada
molecularmente, a LMA M3 apresentou caracteristicas morfométricas mais homogéneas.
Além disso, foi o primeiro estudo em que o desvio padrdo do nivel de cinza teve

importancia prognostica.

Alteragdes na estrutura da cromatina dos blastos leucémicos refletem diferencas na

maturagdo. As regides de heterocromatina nos esfregagos corados pelo Giemsa
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correspondem a dominios do DNA ricos em radicais metil, alteracdes na textura do nicleo

podem ser interpretadas como modificagdes nos padroes de metilacao.

Adam et al (2006) sugerem que o “goodness-of-fit” (RZ) da dimensdo fractal do
nicleo em preparacdes citoldgicas coradas pelo May-Griinwald-Giemsa podem quantificar
o remodelamento do padrdo de metilacio do DNA. Tanto a dimenséo fractal como seu R*
permitem estimar o grau de distribui¢do irregular da cromatina de uma forma geral nas
células tumorais (METZE, 2010). Por outro lado, Metze et al (2009) sugerem que o R%45
deve ser usado nas investigacdes sobre o R? da dimensdo fractal para a normalizacdo das
medidas. O R%45 ¢ o coeficiente corrigido do R?. Os nicleos com maior dimensdo fractal
apresentam menor R? (Albregtsen). Valores de R? mais altos equivalem a valores mais
préximos da dimensio fractal “ideal” do nicleo. O R*45 foi considerado fator prognéstico

independente nas LLAs B (METZE, 2009).

No nosso estudo, a textura da cromatina dos blastos leucémicos medida pelo R%45
e pela entropia foram considerados fatores progndsticos independentes ao lado de varidveis
de risco conhecidas na LMA. Estes resultados indicam que R’45 pode ser uma varidvel

nova e interessante para avaliagdo da textura da cromatina.
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6.1- Conclusoes das LMAs M3

- Nas LMAs M3 a frequéncia da mutacdo FLT3-ITD foi menor que nos outros subtipos de
LMA.

- Nao foi encontrada mutac¢ao no gene NPM 1.

- Os aspectos da morfometria foram muito homogéneos confirmando que a LMA M3 é uma

doenca homogénea por ser caracterizada molecularmente.

- As LMAs M3 apresentam nticleos de contornos mais irregulares.

- A mutagdo FLT3-ITD esteve associada com maior leucocitose.

- Os pacientes que apresentaram a mutacao FLT3-ITD tiveram menor sobrevida global.

- O desvio padrao do nivel de cinza dos blastos leucémicos foi um fator independente de

bom progndstico, portanto os casos com nucleos mais maduros t€m melhor prognéstico.

6.2- Conclusoes dos Outros Subtipos de LMA

- Sdo mais heterogéneas que as LMAs M3 por apresentarem maior variabilidade na

entropia, contraste ¢ momento diagonal.

- A frequéncia das mutagdes e de metilacdo encontrada foram semelhantes com outros

estudos.

- As mutagdes no gene NPMI e FLT3 sao mais frequentes em pacientes com caridtipo

normal.
- A presenca da mutacdo FLT3-ITD foi um fator independente de mau progndstico.

- A presenca da mutagdo FLT3-ITD e as caracteristicas de fractalidade e de textura da
cromatina (medido pelo R?45 e pela entropia, respectivamente) foram considerados fatores

de risco mais importantes que o caridtipo e o status de metilagao dos genes estudados.

- O R%45 pode ser uma varidvel nova e interessante para avaliacdo da textura da cromatina

com valor progndstico.
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(Grupo III)

PARECER CEP: N° 389/2007 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente  este projeto)
CAAE: 0300.0.146.000-07

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “METILACAO ABERRANTE DO DNA E ESTUDO DA MORFOMETRIA
EM LEUCEMIAS AGUDAS™. -

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Mariana Rezende Bandeira de Mello

INSTITUICAO: Hemocentro / UNICAMP
APRESENTACAQ AO CEP: 11/06/2007

Ly

II - OBJETIVOS

Verificar a freqiiéncia das mutagoes nos genes FLT3 e NPMI1 nas LMAs. Estudar os
padrdes de metilacdo dos genes pl5, pl6, p57, p73. ER e MDRI1. Analisar diversos parimetros
da morfometria. Verificar o perfil de metilagao nas amostras analisadas e buscar associagdes
com a morfometria.

III - SUMARIO

A metilagdo é o principal processo epigenético envolvido na regulagio da expressio
sénica. Pares de citosina quanina (CpG)tendem a estar em conjunto em areas conhecidas como
ilhas CpG que estdo presentes, principalmente, nas regides promotoras dos genes. A metilagio
do DNA nos promotores associados as ilhas CpG tem sido associada com o silenciamento
génico. A metilagdo aberrante em genes supressores de tumor ¢ observada frequentemente em
doencas milignas humanas incluindo leucemias aguda. A deteccdio da metilagio anormal tem
sido utilizada como marcador em potencial para o cancer € sao frequentemente encontradas em
pacientes com sindromes mielodisplasticas (SMD) e com leucemias agudas. A textura da
cromatina dos nicleos esta relacionada com fenémenos epigenéticos, tais como metilacio ou
modificagdo da histona, o que remodela profundamente a arquitetura nuclear caracteristicas de
cada tipo de tecido. Estudos sugerem uma correlagdo entre os niveis de metilacio e a
condensacio da cromatina no nicleo interfastico. Mosse estudo tem como objetivos estudar as
caracteristicas fenotipicas das pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA) e correlaciond-las -
com caracteristicas dé textura nuclear. Isto é especialmente importante na diferenciagdo entre
LMA e SMD. Estudaremos também a freqiiéncia das mutagdes nos genes FLT3 e NPM 1 e
verificaremos o perfil de metilacdo nas amostras analisadas buscando associacdes com a
morfometria. Para pesquisas das mutagdes serd utilizada a técnica de RT-PCR. Na analise
morfométrica serdo adquiridas 100 imagens de blastos consecutivos de cada paciente. Os niicleos
serdo inteiramente segmentados e analisados por programas de computagdo. No estudo da
metilagdo o DNA seré tratado com bissulfito de sédio e submetido as técnicas MSP ou COBRA.
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Os testes estatisticos serdo executados nos programas WinStar 3.1 for Windows ou SPSS 10.0
for Windows. O nivel de significincia considerado sera de 5% (p=0,05).

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se de um estudo do tipo série de casos envolvendo pacientes (maiores de 18 anos)
que apresentem LMA que forem admitidos no Hemocentro e HC/UNICAMP entre junho de
2007 e setembro de 2009. Os dados avaliados® serdo: Hemograma, Mielograma,
imunofenotipagem, alteragdes moleculares e estudo da morfometria e da metilagdo. Serdo
estudadas as associagdes possiveis entre os dados clinicos e laboratoriais com a morfometria e a
metilacao do DNA.

O projeto esta de acordo. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido estd adequado,

_apds.resposta daparecer. . T -
"V-PARECERDOCEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Medlcas da UNICAMP, ap6s
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ©
atendendo todos os dispositivos das Resolucdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restricdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O confeudo e as conclusdes aqui apresentados s@o de responsabilidade exclusiva do
CEP/ECM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar-ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizac@o alguma € sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nZo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LMA.

Casoo Iniciais HC Sexo Idade Dia;naét:tico Da'helotliltl:ti:na Situacao So&:ﬁ;’;?a Hb Leucometria Plaquetas T:i}loos
1 MOL 9786413 2 55 25/65/2007 30/08/2007 1 97 6,0 58300 227000 70
2 AJCL 6702648 1 64 30/05/2007 20/07/2007 1 51 6,7 13420 12000 58
3 NTMB 9794436 2 24 31/05/2007 29/09/2010 0 1217 9,6 2000 11000 72
4 JCO 23497 1 31 11/06/2007 04/10/2007 1 115 8,5 150000 17000 80
5 VMM 23566 2 48 15/06/2007 01/08/2010 0 1143 10,8 1500 9000 60
6 JLPA 23763 2 22 26/06/2007 07/10/2007 1 103 8,8 2500 68000 40
7 MASF 9817713 2 58 27/06/2007 20/10/2007 1 115 6,5 35100 100000 93
8 AGP 23806 1 27 27/06/2007 13/10/2010 0 1204 7,0 1400 85000 97
9 JCO 4101969 2 79 02/07/2007 12/07/2007 1 10 11,4 30000 129000 87,5
10 CJBN 9827910 1 48 04/07/2007 23/08/2007 1 50 9,0 1900 58000 44
11 DYO 23896 1 15 11/07/2007 04/08/2007 1 24 8,4 44600 45000 82,5
12 CNV 9869388 2 34 28/08/2007 25/08/2010 0 1093 9,5 1000 9000 80
13 JAF 2933863 1 79 31/07/2007 18/09/2007 1 49 3,4 75000 2000 100
14 BG 9877301 1 62 03/08/2007 15/09/2007 1 43 9,8 8130 180000 70
15 MCJ 9881875 2 51 10/09/2007 26/02/2008 1 169 7,1 144700 18000 77
16 SSML 9897282 2 41 25/09/2007 15/01/2008 0 112 7,8 23190 36000 92
17  MDRS 24829 2 51 02/10/2007 05/11/2007 1 34 7,8 20600 11000 65
18 RCT 25001 1 24 15/10/2007 7.8 2400 36000 75
19 GSRT 9919404 2 80 19/10/2007 18/11/2007 1 30 9,9 21880 30000 53
20 OBz 25215 2 85 01/11/2007 1 75 85000 100000 60,8
21 VAA 9932456 2 58 05/11/2007 05/11/2007 1 0 8,0 61000 34000 89,5
22 OAE 25343 1 9 21/11/2007 15/01/2008 1 55 8,0 115000 150000 83,2
23 AMC 3664792 2 83 27/11/2007 27/03/2008 1 121 7,7 19570 35000 91
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cont. Tabela 1: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LMA.

Casoo Iniciais HC Sexo Idade Dia;naét:tico Da'helotliltl:ti:na Situacao So&:ﬁ;’;?a Hb Leucometria Plaquetas T:i}loos
24 LAGR 8691586 2 43 1 1/-1 1/2005 10/01/2006 1 60 9,3 2160 27000 94
25 GDO 9307516 1 25 10/11/2005 18/05/2006 1 189 11,4 57100 215000 48,5
26 JMT 9351565 1 52 13/01/2006 11/05/2006 1 118 7,4 164500 53000 94,5
27 ERS 9368996 1 25 03/02/2006 02/05/2006 1 88 3,4 1250 39000 78
28 AASN 9328570 2 57 22/05/2006 08/06/2006 1 17 7,4 12000 10000 92
29 GSB 9468730 2 32 24/05/2006 02/06/2006 1 9 7,5 100000 29000 67,5
30 SSVA 9486146 2 36 09/06/2006 25/01/2007 0 230 8,8 83380 45000 92
31 CDMJ 9522643 1 20 21/07/2006 27/02/2007 1 221 4,5 1180 32000 83,5
32 LFB 20803 1 25/09/2006 3,0 160000 10000 98
33 APB 9535325 1 52 04/08/2006 21/11/2007 1 474 9,7 24830 19000 89,5
34 CMN 9968762 1 47 19/12/2007 25/12/2007 1 6 12,6 111100 35000 94,5
35 CRB 25802 2 08/01/2008 8,0 8040 96000 55
36 SL 25900 1 72 16/01/2008 04/02/2008 1 19 9,8 2800 38000 73,5
37 FSR 4200393 2 97 17/01/2008 21/01/2008 1 4 5,2 4220 22000 38
38 JPS 10052025 1 53 01/04/2008 15/07/2008 1 105 4,7 162320 42000 71,3
39 MAR 10052623 1 26 02/04/2008 27/01/2010 0 665 10,9 58140 34000 96
40 VRS 9955694 1 71 29/11/2007 02/06/2009 1 551 5,3 6300 98000 88
41 MDP 9005097 2 72 08/02/2008 23/03/2009 1 409 3,4 2000 40000 82
42 NRS 10017233 1 25 22/02/2008 06/05/2008 1 74 13,4 7300 65000 55
43 RMSA 9702409 2 32 28/04/2008 01/09/2008 1 126 7,9 1500 37000 97,5
44 JAF 9714367 1 33 21/05/2008 15/06/2010 0 755 6,0 39690 39000
45 ICL 27350 1 38 26/05/2008 53,2
46 LAP 10112007 2 46 05/06/2008 08/12/2009 1 551 7,2 1880 14000 25
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cont. Tabela 1: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LMA.

C:soo Iniciais HC Sexo Idade Dia;naét:tico Da'helotliltl:ti:na Situacao So&:ﬁ;’;?a Hb Leucometria Plaquetas T:i}loos
47 NB 27495 1 79 09/66/2008 09/06/2008 1 0 10,9 171000 80000 85,5
48 MSP 27643 2 61 19/06/2008 05/07/2010 0 746 85,3
49 LRS 2394463 2 65 19/06/2008 09/07/2008 1 20 4,4 172000 64000 85
50 SCS 10139249 1 60 03/07/2008 11/11/2010 0 861 6,0 1420 7000 88
51 LAT 10102210 2 66 23/07/2008 26/10/2008 1 95 7,8 72300 138000 77
52 MCSM 10207072 2 49 23/07/2008 7,3 98000 19000 86,5
53 KK 28052 1 68 25/07/2008 30/05/2010 1 674 9,7 1000 63000 40
54 SRLS 10162258 2 48 29/07/2008 02/12/2008 0 126 12,2 11080 75000 50
55 EMM 28195 2 44 04/08/2008 13/09/2008 1 40 7,0 50000 20000 65,9
56 ARS 28230 2 62 07/08/2008 10/08/2008 1 3 13,0 23000 49000 69
57 ELS 2795061 2 54 19/08/2008 14/09/2008 1 26 10,5 36590 95000 24
58 JVN 10192655 1 66 05/09/2008 15/12/2008 1 101 10,3 11830 26000 33,5
59 BACS 29344 1 45 04/11/2008 13/10/2010 0 708 6,0 8000 60000 93
60 JAC 28604 1 51 05/09/2008 20/11/2008 1 76 9,7 3240 34000
61 NS 28646 2 76 11/09/2008 05/10/2008 1 24 7,7 5400 68000 96
62 MMBD 28813 2 68 22/09/2008 25/09/2008 1 3 6,3 245000 74000 88,5
63 HBL 9012341 2 57 22/09/2008 10,7 28300 110000 93,5
64 TAS 10217845 2 41 26/09/2008 18/02/2009 0 145 10,1 30610 188000 72,5
65 FGO 10231724 1 73 13/10/2008 7,6 118600 23000 76,5
66 CP 29196 1 76 21/10/2008 06/07/2010 0 623 8,0 1400 26000 88
67 MAMM 10240531 2 59 21/10/2008 26/10/2008 1 5 11,3 44440 20000 64
68 LGP 29244 1 24/10/2008 5,0 70000 70000
69 DFI 10244161 2 74 24/10/2008 02/01/2009 1 70 5,3 21010 36000 90
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cont. Tabela 1: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LMA.

Casoo Iniciais HC Sexo Idade Dia;naét:tico Da'helotliltl:ti:na Situacao So&:ﬁ;’;?a Hb Leucometria Plaquetas T:i}loos
70 AS 9190107 1 75 29/-1 0/2008 11/11/2010 0 743 8,1 1210 9000 84
71 EAB 10248791 2 82 03/11/2008 19/10/2010 0 715 7,2 690 34000 77,6
72 TSC 10251009 2 63 04/11/2008 13/12/2008 1 39 9,4 11110 139000 20
73 SAPR 10254130 2 47 06/11/2008 13/01/2009 1 68 9,7 180200 34000 96
74 RCF 29524 1 18/11/2008 9,5 6400 113000 95
75 LAP 10273071 1 43 01/12/2008 09/11/2010 0 708 10,6 920 26000 90
76 AMV 10273837 1 34 01/12/2008 8,6 800 85000 76,6
77 AVS 10295574 2 56 07/01/2009 17/01/2009 1 10 9,0 75000 165000 78
78 MAT 30026 2 64 13/01/2009 9,2 23200 50000 82,7
79 CMLS 30173 1 18 27/01/2009 27/01/2009 1 0 6,0 281290 87000 93,3
80 CMP 10317413 2 29 03/02/2009 16/10/2009 1 255 6,2 65890 34000 76,5
81 JRM 30430 1 66 11/02/2009 17/02/2009 1 6 7,0 40000 140000 32,9
82 TACB 31212 2 79 13/03/2009 30/03/2009 1 17 10,0 54000 68000 70,9
83 TCSP 10347846 2 43 13/03/2009 05/08/2009 0 145 11,9 5040 236000 40
84 PCS 10574255 2 20 17/03/2009 20/07/2010 0 490 5,7 68700 18000 79
85 LB 31250 1 80 17/03/2009 25/03/2009 1 8 10,6 2800 9000 81,4
86 JCC 31256 1 24 18/03/2009 24/04/2009 1 37 11,1 1300 51000 74
87 RAS 31260 2 42 18/03/2009 75 9600 16000 44
88 JPB 10359904 1 46 23/03/2009 23/03/2009 1 0 13,7 182090 21000 97,5
89 RRF 10362236 1 65 25/03/2009 28/09/2010 0 552 5,4 217300 182000 81,5
90 JAOS 31490 1 61 06/04/2009 30/05/2009 1 54 7,5 79320 26000 85,3
91 MPR 31514 2 52 07/04/2009 02/05/2009 1 25 9,0 8250 42000 57,6
92 ACV 31588 2 23 13/04/2009 23/04/2009 1 10 8,0 56000 5000 92,4
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cont. Tabela 1: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LMA.

Casoo Iniciais HC Sexo Idade Dia;naét:tico Da'helotliltl:ti:na Situacao So&:ﬁ;’;?a Hb Leucometria Plaquetas T:i}loos
93 RSF 31609 1 35 1 4/64/2009 30/04/2009 1 16 6,9 35000 12000 48,3
94 DAR 10379239 1 60 14/04/2009 20/05/2009 1 36 8,3 125800 214000 91,5
95 VRP 3816618 2 70 15/04/2009 10/05/2009 1 25 11,1 117800 289000 66,5
96 BA 32000 1 75 12/05/2009 54,1
97 MECA 32093 2 46 19/05/2009 21/05/2010 1 367 5,6 30000 90000 58,6
98 ICO 32624 1 40 29/06/2009 13/01/2010 1 198 7,0 60000 10000 84,2
99 RCN 10454613 2 24 07/07/2009 06/08/2009 1 30 9,5 39000 24000 93,5
100 ALS 10458293 1 27 13/07/2009 26/10/2010 0 470 14,1 900 28000 74,5
101 JCA 32823 1 50 15/07/2009 22/07/2010 0 372 10,5 2000 6000 83
102 CFRS 7119270 2 76 17/07/2009 13/08/2009 1 27 9,4 2080 29600 38
103 FSA 10472421 2 65 28/07/2009 30/12/2009 1 155 9,3 14000 8500
104 SX 10473530 1 47 29/07/2009 27/12/2009 1 151 10,6 60800 26500 38
105 JCR 33087 2 22 07/08/2009 06/09/2009 1 30 9,7 65000 20000 96
106 ZFG 33124 2 79 07/08/2009 10/09/2009 1 34 8,5 23000 122000 69,5
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Tabela 2: Caracteristicas citogenéticas e moleculares dos pacientes com LMA.

n° Cariétipo Risco FLT3 FLT3

Caso Cariotipo Alteragao Cariétipo Risco Car/Mol TKD ITD NPM1 p15 p16 p57 p73 ER MDR1

1 nl 46XX 2 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0
2 nl 46XY 2 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0
3 alt PML/RARa 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 alt 46XY, inv(16) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 alt 49XX, t(15;17)(q22;q11), +3mar 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 O
6 inc 46XX 2 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0
7 inc 0 0 0 1 0 0 0 0 0
8 nl 46XY 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 1 0 0
10 inc 0 0 0 0 0 0 1 0 0
11 alt 46XY, 1(8;16)(q23;q24), 21q+ 2 0 1 0 0 0 0 0 0 O
12 alt PML/RARa 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 nl 46XY 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0
15 inc 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0
16 nl 46XX 2 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0
17 nl 46XX 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 alt 46XY, i(17)(q10) 3 3 0 0 0 1 0 0 0 0 O
19 alt 45XX, -7,-10,-18,+2mar 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 nl 46XX 2 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
21 alt 46XX, 1(15;17)(q22;q11) 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 O
22 alt 47XY, +21 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 1 1 0 1 0 0
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cont. Tabela 2: Caracteristicas citogenéticas € moleculares dos pacientes com LMA.

n° Cariétipo Risco FLT3 FLT3

Caso Cariotipo Alteragao Cariétipo Risco Car/Mol TKD ITD NPM1 p15 p16 p57 p73 ER MDR1

24 nl 46XX 2 2 0 0 0 0 0 0 0 O 0
25 alt 46XY, del(7)(g31) 3 3 0 0 0 1 0 0 0 O 0
26 alt 46XY[23], 46XY, inv(16)[02] 1 1 0 1 1 0 0 0 0 O 0
27 nl 46XY 2 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0
28 alt 46XX, t(15;17)(g22;911)[12], 46XX[08] 0 1 1 0 0 1 0 0 0 O 0
29 nl 46XX 2 3 0 1 0 0 0 0 1 0 0
30 alt 46XX, 1(1;11)(921;923) 3 2 0 0 0 0 0 0 0 O 0
31 alt 46XY, del(7)(g22) 3 3 0 0 0 1 0 0 1 0 0
32 1 0 0 1 0 0 1 0 0
33 inc 0 0 0 0 0 0 0 O 0
34 nl 46XX 2 2 0 0 0 0 0 0 0 O 0
35 0 0 0 0 1 0 1 0 0
36 alt hiperdiplodia 3 2 0 0 0 0 0 0 0O O 0
37 0 0 0 0 0 0 0 O 0
38 nl 46XY 2 2 0 1 1 0 0 0 1 0 0
39 alt 46XY, t(4;6)(p16;913), t(15;17)(gq22;q11) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 O 0
40 nl 46XY 2 1 0 0 1 0 0 0 0 O 0
41 alt 46XX, 1(11;20)(p15;q13) 3 2 0 0 0 1 0 0 1 0 0
42 alt 47XY, +8[10], 46XY[14] 2 2 0 0 0 0 1 0 1 0 0
43 nl 46XX 2 2 0 0 0 0 0 0 0 O 0
44 inc 2 0 1 1 0 0 0 0 O 0
45 0 0 0 1 0 0 0 O 0
46 nl 46XX 2 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0
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cont. Tabela 2: Caracteristicas citogenéticas € moleculares dos pacientes com LMA.

n° Cariétipo Risco FLT3 FLT3

Caso Cariotipo Alteragao Cariétipo Risco Car/Mol TKD ITD NPM1 p15 p16 p57 p73 ER MDR1

47 nl 46XY 2 2 0 1 1 0 1 0 0 0 0
48 alt 46XX, 1(15;17)(q22;911)[10], 46XX[05] 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 O
49 inc 3 0 1 0 1 1 0 1 0 0
50 alt PML/RARa 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
51 alt 46XX, -9,+11,-19,+mar[24]/ 47XX,-9,+11,+mar[03] 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
52 inc 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
53 inc 0 0 0 0 0 0 1 0 0
54 nl 46XX 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
55 0 0 0 0 0 0 0 0 0
56 alt 46XX, 1(7:2)(932,7),del(11)(q23),del(12)(p13) 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 O
57 alt 46XX, del(1)(q41),-5,+8,9p+,12p+,16Q+,-22,+mar 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
58 nl 46XY 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
59 alt 46XY, 1(15;17)(q22;q11) 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0O
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0
61 nl 46XX 2 2 0 1 1 1 0 1 1 0 0
62 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0
63 inc 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
64 inc 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0
65 nl 46XY 2 1 1 1 1 1 0 1 0 0
66 nl 46XY 2 0 0 0 0 1 0 1 0 0
67 nl 46XX 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
68 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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cont. Tabela 2: Caracteristicas citogenéticas € moleculares dos pacientes com LMA.

C:soo Cariotipo Alteragao Cariétipo C;rii:;ifo Cgirjlfnoc)I '.:I.I;(TS F#Il;s NPM1 p15 p16 p57 p73 ER MDR1
69 alt 46XX, del(5)(q13) 3 3 0 0 0 0 0 0o 1
70 alt 47XY, +8[10], 46XY[10] 2 2 0 0
71 alt PML/RARa 0 1 0 0 0
45XX, del(5)(g22),1(7;19)(p15;p13),t(7;?)(p13,?),-18[09])/
72 alt 46XX, del(5)(g22), t(7;19)(p15;p13), 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t(11;11)(p11;911),t(7;?)(p13;?)[09]
73 nl 46XX 2 2 0 1 1 0 0 0 0 O 0
74 nl 46XY 2 3 1 1 0 1 0 o 1 0 0
75 alt 46XY[10)/ 46XY, t(15;17)(g22;q11)[08] 0 1 0 0 0 0 1 0 0 O 0
76 nl 46XY 2 2 0 0 0 1 0 0 0 © 0
77 nl 46XX 2 1 0 0 1 0 0 0 0 O 0
78 alt 45X,1(8;21)(922;022),-X 1 1 0 0 0 0 0 0O 0 1 0
79 3 0 1 0 0 0 0 0 O 0
80 alt 46XX, del(8)(q22)[10]/ 46XX[10] 2 2 0 0 0 1 0 0 o0 1 0
81 3 0 1 0 1 0 0 0 O 0
82 nl 46XX 2 2 0 0 0 0 1 0 0 © 0
83 alt 46XX, 1(8;21)(g22;922)[18]/ 46XX[02] 1 1 0 0 0 0 0 0 0 O 0
84 alt 46XX, t(15;17)(922;q11) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 O 0
85 0 0 0 0 0 o 1 0 0
86 alt 46XY, i(17)(q10)[07])/ 46XY[08] 3 3 0 0 0 0 0 0 0 O 0
87 alt 46XX, t(8;21)(922;922) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 O 0
88 alt 45X, -Y 2 2 0 0 0 0 0 0 0 O 0
89 nl 46XY 2 1 0 0 1 0 0 0 0 O 0
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cont. Tabela 2: Caracteristicas citogenéticas € moleculares dos pacientes com LMA.

C:soo Cariotipo Alteragao Cariétipo C;rii:;ifo Cgirjlfnoc)I '.:I.I;(TS F#Il;s NPM1 p15 p16 p57 p73 ER MDR1
90 3 0 1 0 1 0O 0 0 0 0
91 nl 46XX 2 0 1 1 1 0O 0 0 0 0
92 alt PML/RARa 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
93 1 0 0 1 0 0 0 0 0 o0
94 alt 46XY, del(5)(q13) 3 0 0 0 1 0 0 0 0 o0
95 nl 46XX 2 0 0 0 0 0O 0 0 0 o0
96 0 0 0 0 0o 0 0 0 0
97 nl 46XX 2 2 1 0 0 0 0O 0 0 0 0
98 alt 46XY, +8 2 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0
99 nl 46XX 2 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0
100 alt PML/RARa 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
101 alt 46XY, t(15:17)(q22:911) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
102 inc 0 0 0 0 o 0 0 0 o0
103 inc 0 0O 0 0 0 0
104 alt 46XY, inv(16)(p13:q22)[14])/ 46XY[06] 1 1 0 0 0 0 0O 0 0 0 o0
105  alt 46XX, fg)'g(),(ﬁ(f?ﬁ ;()1(‘2 ;2127;24(5412)2[;1%1]1 ory 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
106 nl 46XX 2 3 0 1 0 1 0 0 0 0 0
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Tabela 3: Caracteristicas fenotipicas dos pacientes com LMA.

n° FAB M3x commatx IMF IMF IMF IMF  IMF HLA- IMF IMF IMF IMF IMF IMF
Caso ndao M3 sem mat CD45 CD19 CD7 CD13 DR CD33 CD11b CD14 CD15 CD34 MPO

1 2 0 2 248,4 0 0 322,5 57,8 317 22 0 0 0

2 2 0 2 197,5 34,6 31,8 125,2 20,5 553,9 89,6 0

3 3 1 569,8 0 0 128 0 155,9 0 0

4 4 0 2 0 0 812,5 86,8 622,8 0 0

5 3 1 438 0 0 43 0 168,7 0 0 3979,5

6 2 0 2 135,4 0 312 0 192,2 121,8 20,8 48,4

7 0 0 84,8 0 0 40,3 99,2 68,4 39,9 192,3

8 3 1 275,2 0 0 93,2 0 189 0 0

9 1 0 1 98,4 113,9 0 146,8 343,2 51,9 0

10 0 0 1 115,1 0 0 0 126,9 0 162,3

11 1 0 1 461,7 151 0 415 230,6 297 0

12 3 1 908,5 0 0 844,5 0 1610,6 0 0

13 0 0 1 92,7 329,8 0 148,7 402,2 72,2 0 0 0 353,3 0

14 4 0 2 557,1 0 38,4 247,2 179,8 322,6 76,4 0 195,3 0

15 2 0 2 51,6 0 0 25,3 0 173 0 0 0 0

16 1 0 1 98,6 0 27,3 95,1 0 447,2 30,1 0 50 108,3

17 2 0 2 460,2 0 48,4 344 91 268,5 188,8 0 121,2 92,4

18 2 0 2 153,9 61,3 0 27 116,7 207,8 0 0 332

19 2 0 2 149,5 0 0 204 72,6 410,4 0 0 35,2 425,8

20 1 0 1 69,1 26,9 0 181,2 101,3 891,3 0 0 88,4 71

21 3 1 298,2 30 0 485,2 100,8 381,1 39,8 0 0 35,4 861,6

22 2 0 2 193,7 31,8 162,5 79,9 30,1 257,8 0 0 66,9 287,8

23 0 0 1 25,5 16,2 147 63,1 64 123 22,4 0 0 104,1

Anexos

120



cont. Tabela 3: Caracteristicas fenotipicas dos pacientes com LMA.

n° FAB M3x commatx IMF IMF IMF IMF  IMF HLA- IMF IMF IMF IMF IMF IMF
Caso ndao M3 sem mat CD45 CD19 CD7 CD13 DR CD33 CD11b CD14 CD15 CD34 MPO

24 4 0 2 62,9 0 0 36,1 32,2 21 0 0 0

25 2 0 2 435,9 0 263,2 138,1 677,5 293,4 52,4 32,5

26 4 0 2 707,7 19,5 93,1 87,5 82,4 248,2 38,6 0 88,7

27 7 0 2 153,4 0 86,6

28 3 1 790,5 0 0 0 0 42,3 42,2

29 1 0 1 15,4 0 100,2 70,5 122,4 17,8 0 0 343,4

30 5 0 1 1705,9 0 0 192 220,1 241,9 422,8 27,5 0

31 5 0 1 271,5 0 0 0 58,8 43,3 419,3 0 37 27,5

32 3 1 333,2 446,4 0 4271 0 0

33 3 1 654,4 0 0 105,7 0 46,1 0 0 0 0

34 5 0 1 611,4 0 0 678 58,3 828,3 2252 333,2 82,4 67

35 4 0 2 52,6 27,2 0 136,6 59,2 146,5

36 1 0 1 176,5 32,8 0 387,4 68,7 380 47,7 0 73 298,3

37 2 0 2 162,6 37 53,4 105,4 147,7 413,9 93,5 127,4

38 2 0 2 97,2 0 0 162,1 28,6 100,9 28,3 0

39 3 1 120,8 26,4 0 257,1 0 380 0 63,5

40 4 0 2 163,1 0 0 212,8 109,6 255,2 88 0 489,9 36,1

41 4 0 2 213,1 64,3 28,2 109,2 161,6 296,2 56,5 201,6 93.8 132,3 112,6

42 5 0 1 369,4 0 0 72 246,3 186,6 81 50,4 122,4 0

43 1 0 1 485 0 51,7 47,8 64,4 29,5 293,4 33,2

44 2 0 2 555,5 0 0 125,3 0 195,6 320 0

45 2 0 2 49,5 0 113,1 74,5 0 210,9

46 6 0 2 123,9 85,1 41,6 101,8 87,3 135,7
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cont. Tabela 3: Caracteristicas fenotipicas dos pacientes com LMA.

n° FAB M3x commatx IMF IMF IMF IMF  IMF HLA- IMF IMF IMF IMF IMF IMF
Caso ndao M3 sem mat CD45 CD19 CD7 CD13 DR CD33 CD11b CD14 CD15 CD34 MPO

47 5 0 1 1233,9 39,1 0 139,8 98,5 281,6 63,9 130,9

48 3 1 888,9 0 0 63,5 0 107,7 0 0

49 1 0 1 152,7 0 72,9 62,1 69,9 26,5 29,2 0 200,5

50 3 1 422,4 0 0 145,8 0 273,8 0 0

51 1 0 1 70,2 0 0 308,9 28,1 126,6 0 0

52 1 0 1 104,5 0 0 0 0 40 0 0 74,8

53 0 0 1 216,8 0 29,2 93,7 98,2 570,5

54 2 0 2 4083,7 34,4 0 228,3 41,6 1151,6 1774 0

55 5 0 1 680 0 0 149,8 256,1 384,3 189,2 72,7

56 0 0 1 318,1 0 0 0 54,2 1357,8 218,2 91,8

57 4 0 2 324,4 0 0 485,5 134,1 296,9 105 0

58 2 0 2 1502,9 17 0 85,1 146,9 358,4 155 4449

59 3 1 658,1 0 0 140,4 0 323,6 0 0 0

60 2 0 2 151,8 0 0 838,8 113,8 51,5 0 0

61 1 0 1 42,3 0 0 44,3 0 590,3 0 219,7

62 2 0 2 343,3 0 0 50,2 210,8 243,4 25,8 0

63 4 0 2 112,5 0 0 0 0 86,1 24,2 0 0 0

64 1 0 1 77,6 0 0 26 0 47,6 20,4 0 0 15,8

65 4 0 2 657,1 0 37, 299,1 1089 415,1 60,9 0

66 1 0 1 97,7 0 0 32,7 230,6 17,4 0 0 62,9 75,8

67 5 0 1 2711,2 0 0 142,7 186 40,9 96,6 237,3 14,3

68 4 0 2 1759 0 0 110,2 176,5 38,7 96,2 71,4 198,2

69 0 0 1 187 0 0 162,2 293,6 116 242,6
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cont. Tabela 3: Caracteristicas fenotipicas dos pacientes com LMA.

n° FAB M3x commatx IMF IMF IMF IMF  IMF HLA- IMF IMF IMF IMF IMF IMF
Caso ndao M3 sem mat CD45 CD19 CD7 CD13 DR CD33 CD11b CD14 CD15 CD34 MPO

70 1 0 1 314,3 0 0 48 186,4 173,6 0 0 208,3

71 3 1 473,8 0 0 98,2 0 153,4 0 0 0

72 2 0 2 810,2 0 0 151,3 442.8 2951 318,5 46,2 256,9

73 5 0 1 2265,1 0 0 145,2 202,6 141,3 1854 65 0

74 0 0 1 149,2 0 188,4 32,9 386,9 47 27,1 0 387,1 0

75 3 1 632,4 0 37,3 0 0 59,8 0 0 0 2190,9

76 1 0 1 160,3 0 0 147,1 392,6 156,6 0 0 251,3

77 2 0 2 672,9 0 32,7 117,4 568,2 4977 94,8 0 0

78 2 0 2 574,6 37,1 0 201,4 4571 98 64,5 53,1 205,6 436,8

79 1 0 1 998,6 0 0 197,1 54 33,6 0 0 23,6

80 2 0 2 130,3 0 62,6 22,7 368,1 270 0 0 567,5 420,2

81 2 0 2 219 0 71,3 42 450,6 209,4 0 0 62,7 263,4

82 1 0 1 186,6 0 0 42,9 153,7 117,9 38,8 0 134,1

83 2 0 2 329,8 0 0 49 588,1 53,3 177 29,4 119

84 3 1 623,9 0 0 117,3 25,9 18,4 20,1 31 0 1690,9

85 1 0 1 107,3 0 0 62,7 399,3 38,7 0 0 279 293

86 4 0 2 203,5 0 0 414,9 0 232,9 0 0 0

87 2 0 2 346,7 25,7 0 44,3 295,8 21,2 132,8 113,2 389,2 1812,9

88 1 0 1 92,1 0 0 65 88,1 359,7 0 0 365,5

89 4 0 2 259,3 0 0 36,8 339,1 126,6 92,4 0 0

90 1 0 1 374,7 18 0 77,6 56 39,1 0 0 66,1

91 1 0 1 537 0 0 75,9 641,8 320,9 134,6 0 19,4

92 3 1 688,6 0 0 156,9 0 215,7 0 0 0
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cont. Tabela 3: Caracteristicas fenotipicas dos pacientes com LMA.

n° FAB M3x commatx IMF IMF IMF IMF  IMF HLA- IMF IMF IMF IMF IMF IMF
Caso ndao M3 sem mat CD45 CD19 CD7 CD13 DR CD33 CD11b CD14 CD15 CD34 MPO

93 4 0 2 2271,2 0 52,7 520,9 485,8 576,4 383,4 3889 0

94 0 0 1 136,2 0 213,9 120,2 149 37 0 0 4354

95 4 0 2 118,3 0 0 623,1 834,6 93,4 97,3 0 249,6

96 2 0 2 904,8 0 0 787,9 1236,5 616,9 462,5 118,9 286,1

97 2 0 2 434,9 0 0 49,5 0 36,9 81,2 26,8 510,8 405,4

98 1 0 1 442 0 42,7 106,2 637,5 286,1 25,9 0 0 208,1

99 1 0 1 261,8 0 0 124,9 536,8 491,83 263,99 1529 157,1 92,6

100 3 1 1444 0 0 55,2 0 92,9 0 0 0 0

101 3 1 148,6 0 0 25,5 0 19,7 0 0 0 0

102 0 0 172,9 0 0 37,1 189,9 80,2 0 0 0 220,9

103 2 0 298,7 0 0 65 473,5 59,1 202,1 89,5 323,4 370,2

104 4 0 377,8 0 0 316,8 64,1 158,6  110,8 35,8 89,3 0

105 3 1 146,7 0 0 48,4 141,2 0 42,5 0 0 50,4 2148,3

106 4 0 2 267,5 0 0 220,3 495,1 156,6 84,4 305,7 65,1 59
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Tabela 4: Caracteristicas morfométricas dos pacientes com LMA.

C:;o Area FF8 SDGrayLev MEAngSecMon MELocHomog MEEntropy MEContrast MEDiagMom MECIuProem FDMink R245Mink
1 24219,57813 1,005221 8,082932 0,007747 0,547647 7,759208 3,655221 17,374884 267642,9688 2,118184 0,998389
2  17806,08203 0,999326 6,37876 0,012982 0,59353 7,045391 2,537276 12,570899  134094,375 2,096806 0,999161
3
4  25046,42773 1,000953 7,060833 0,009942 0,574645 7,389639 2,88361 14,396827 165797,0938 2,107337 0,998799
5 21346,92383 0,971539 7,550319 0,01052 0,579997 7,372894 3,002806 14,989248 246257,7813 2,102701 0,999028
6 17892,16602 1,082402 6,69913 0,010749 0,569459 7,316741 3,282407 14,866697 111532,1484 2,117803 0,99902
7  15383,02246 1,110435 9,712288 0,008986 0,550437 7,744856 5,645468 21,940039 1068159,125 2,121056 0,998627
8  28529,41797 0,85001  8,455836 0,007723 0,568485 7,719689 2,872802 15,498988 315214,0938 2,115552 0,998621
9 15728,83789 1,102221 11,665826 0,006774 0,535341 8,153585 6,656629 25,451801 1708998,25 2,12621 0,998255
10 15084,72363 1,077463 12,238278 0,006692 0,52645 8,205292 7,964992 27,499668 2014635  2,129889 0,998308
11 24379,53906 1,032515 12,428065 0,004564 0,506902 8,57963 6,209254 27,133211 1925516  2,144125 0,997382
12 19617,60156 1,100317 9,597807 0,012624 0,573481 7,376885 4,833831 20,290674 1194352,625 2,10715  0,9991
13 15517,28027 1,143432 13,843675 0,003514 0,481546 8,919011 7,965034 30,572718  1892691,75 2,152877 0,996751
14 19105,9043 1,012912 9,420756 0,00904 0,561572 7,690819 3,960104 18,639458 737150,6875 2,10971 0,998773
15
16 20432,17578 1,079424 9,192199 0,007456 0,554406 7,870117 4,247096 19,891212  553332,625 2,123987 0,998113
17  19303,09766 1,085732 11,155007 0,005877 0,523825 8,274665 5,6739 24,403606 1191735,375 2,12967 0,99789
18  24876,62695 1,054957  9,54494 0,008096 0,548563 7,821917 4,544987 20,79261 1079534,625 2,112546  0,9986
19  18742,40039 1,100711 9,135262 0,009098 0,566331 7,663855 3,756336 18,528954 647834,75 2,109848 0,998923
20 22304,07227 1,042303 10,374205 0,006433 0,546222 8,083539 4,33056 21,168772  828616,375 2,118468 0,998404
21 19480,17188 1,120025 6,47204 0,014135 0,588 7,010493 2,887482 14,000609 220546,2656 2,104344 0,9991
22 18708,28516 1,080834 10,27233 0,006484 0,539994 8,091072 4,797079 21,591513  720909,625 2,127498 0,99817
23  18747,7168 1,118878 10,452538 0,007706 0,543779 7,945399 5,085526 22,165144 1015852  2,111474 0,998321
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cont. Tabela 4: Caracteristicas morfométricas dos pacientes com LMA.

C:;o Area FF8 SDGrayLev MEAngSecMon MELocHomog MEEntropy MEContrast MEDiagMom MECIuProem FDMink R245Mink
24 20049,80664 1,137131 7,402092 0,011305 0,574401 7,318298 3,471772 16,078899  345324,4688 2,107594 0,998981
25 17585,51563 1,114286 9,991632 0,006155 0,532695 8,123149 4,669262 21,032393 632433,5 2,124089 0,997881
26

27

28

29

30 20629,5625 1,083043 7,061119 0,012668 0,588625 7,122772 2,975447 14,520021 359945,875 2,098578 0,999129
31 18490 1,143674 7,582629 0,012399 0,577394 7,208658 3,431795 15,965155 497032,6563 2,103207 0,999053
32

33 18767,56445 1,114636 7,678122 0,011109 0,582233 7,322371 3,159896 15,630049 448276,5313 2,09667 0,999007
34

35 22899,25781 1,113003 9,365157 0,008862 0,568498 7,698143 3,886819 19,035019 876712 2,104242 0,99868
36 28203,87305 1,112566 13,577716 0,004548 0,509878 8,615582 6,271308 28,625629 3148368,5 2,128406 0,997979
37 21810 1,089044 7,821536 0,0087 0,557058 7,607652 3,547471 17,176023  337503,5938 2,113155 0,998647
38 22087,40625 1,124504 9,306808 0,007507 0,545082 7,872551 4,546787 20,579332 647870,8125 2,119919 0,998691
39 20321,83203 1,113899 8,783686 0,008659 0,560158 7,683612 3,927193 18,44005 600212,0625 2,109361 0,998725
40 22769,11328 1,057909 10,101699 0,006773 0,529608 8,066243 4,98043 22,227219  913736,0625 2,132512  0,9982
41  23543,63867 1,048901 9,082745 0,00802 0,537245 7,841681 4,590797 20,487389  645734,625 2,124909 0,998223
42  23177,00977 1,044194 8,914974 0,007617 0,556888 7,80961 3,539053 17,760942  442241,0625 2,110088 0,998526
43 22215,26758 1,086438 9,576683 0,006093 0,515443 8,167713 5,411659 22,966518  639895,875 2,149037 0,997929
44

45 19459,83203 1,090454 9,417941 0,007683 0,541608 7,893758 4,967334 21,156475 614828 2,125614 0,998233
46  25446,62305 1,077428 7,403924 0,010271 0,569609 7,407999 3,196433 15,761131  312636,6875 2,111574 0,998921
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cont. Tabela 4: Caracteristicas morfométricas dos pacientes com LMA.

C:;o Area FF8 SDGrayLev MEAngSecMon MELocHomog MEEntropy MEContrast MEDiagMom MECIuProem FDMink R245Mink
47  21369,75195 1,076402 8,087581 0,008843 0,562444 7,591744 3,858971 17,673576  407661,5625 2,117666 0,998583
48 25633,92383 0,966907 8,980386 0,008177 0,555699 7,76589 4,027535 18,942471 697980,25 2,12446  0,99844
49 18453,18555 1,079246 8,779466 0,006888 0,525419 7,969575 5,052547 21,135876 446061,25 2,147348 0,997845
50  19605,5957 1,047041 7,370529 0,011286 0,580177 7,296563 3,270345 15,637535  342433,9063 2,107783 0,998986
51 22365,5 1,083037  9,62326 0,006232 0,527345 8,118636 4,742006 21,674084 579513,4375 2,141983 0,997828
52  20422,12109 1,084577 9,536812 0,00736 0,563332 7,887245 3,850878 19,242489 569265,25 2,117819 0,998367
53 21977,79492 1,049412 9,194657 0,008063 0,559681 7,813704 4,042298 19,247566  736591,1875 2,117574 0,998418
54  24032,8457 1,087138 8,937733 0,007558 0,54507 7,860404 3,986962 18,887259  559267,6875 2,130394 0,998052
55 18674,5918 1,101617 8,387718 0,008058 0,547598 7,735923 4,006306 18,121437  392872,125 2,126452 0,998211
56  26332,86914 1,043559 10,319378 0,005872 0,529981 8,210512 4,810779 22,700819  777058,5625 2,132905 0,9977
57  23405,04883 1,067642 9,737811 0,007361 0,553128 7,920889 4,171216 20,264975 888553 2,117521 0,998428
58 22234,26172 1,057602 8,504547 0,008535 0,562691 7,673516 3,719814 17,842077 433959,75 2,113405 0,99859
59  21650,02734 1,048363 8,925035 0,008013 0,552836 7,778861 3,938395 18,824236 529156,25 2,114339 0,99832
60  23220,9082 1,039216 10,052301 0,006855 0,545431 8,019265 4,394392 21,147968 911679,5 2,11872  0,99825
61 22827,40039 1,071565 11,092879 0,004927 0,513495 8,421347 5,437315 24,272522 939699,25 2,138308 0,997434
62 23733,26172 1,07439  9,170205 0,007468 0,554964 7,858438 3,875945 19,252075  560209,625 2,119764 0,998431
63 21894,62305 1,06558 12,546141 0,004455 0,518097 8,558654 5,437352 25,29834 1493165,25 2,132517 0,997768
64 20942,40039 1,103676  7,62405 0,010362 0,570584 7,407601 3,974953 17,285904  403903,7813 2,110542 0,998922
65 26732,0957 1,012037 9,037828 0,00766 0,55564 7,826279 3,637309 18,652851 563370,8125 2,119143 0,998738
66 21828,88477 1,057524 8,431812 0,008517 0,559461 7,676936 3,694664 17,89609  481000,9688 2,112559 0,998627
67 19798,89648 1,050658 8,237499 0,008621 0,564053 7,622846 3,291253 16,369995 329406,1875 2,115095 0,998683
68  23185,6875 1,016657 7,732694 0,009864 0,572423 7,457479 3,145612 15,876743 521951,4688 2,109491 0,998877
69 20951,57813 1,090333 9,251486 0,00734 0,550732 7,882077 4,095302 19,375328  543085,125 2,1208 0,998498
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cont. Tabela 4: Caracteristicas morfométricas dos pacientes com LMA.

C:;o Area FF8 SDGrayLev MEAngSecMon MELocHomog MEEntropy MEContrast MEDiagMom MECIuProem FDMink R245Mink
70 29019,16992 0,960546 9,706695 0,006157 0,540278 8,071667 3,885338 19,52603  528827,5625 2,124302 0,998135
71 21915,01953 0,951911 9,737882 0,006371 0,539152 8,063844 4,055999 19,732885  627226,375 2,129973 0,99802
72  26246,36914 0,979662 11,708846 0,004789 0,513416 8,484171 5,382745 24,671724  1177955,75 2,140374 0,997449
73  25823,27539 1,012611 11,213501 0,004862 0,521365 8,405489 4,831409 23,064758 772041,5625 2,139894 0,998073
74  19429,40625 1,030491 8,612788 0,007893 0,545691 7,799121 4,346508 19,126896 395111,4063 2,119747 0,998164
75 25531,11133 0,89934  8,280286 0,008284 0,551296 7,718708 3,456524 17,046862 358651,6875 2,127288 0,998242
76  23087,68164 0,990736 11,031149 0,004886 0,51591 8,41266 4,831198 22,764572  858486,0625 2,142984 0,997678
77 27612,79492 0,960699 8,294834 0,00843 0,564697 7,657676 3,084416 15,997869  411661,875 2,111562 0,998679
78 30096,44727 0,92436 10,411597 0,006328 0,562378 8,034706 3,166028 18,026005 715760,4375 2,112509 0,998804
79  24709,45898 0,86569  7,733908 0,007463 0,555964 7,706917 3,132836 15,410921  175064,8438 2,119476 0,997776
80 24064,61914 0,942777 6,668486 0,011335 0,586224 7,228807 2,540451 13,080503  140002,2344 2,103863 0,999075
81 27876,82031 0,908937 8,66828 0,007536 0,551206 7,815291 3,425044 17,288286  436530,125 2,12276 0,998553
82  24479,64453 0,930853 9,178318 0,006641 0,539896 7,992898 3,952585 19,011951  425866,2813 2,130531 0,998169
83 27141,82422 0,88886  7,694783 0,008738 0,570648 7,556196 2,881739 14,976779 251912,3281 2,10706 0,998689
84 27831,01367 0,807606 8,50733 0,007196 0,549474 7,827453 3,385984 17,015732  310310,6563 2,122847 0,998397
85

86 28474,38281 0,822692 10,705235 0,004832 0,508318 8,415353 4,844463 22,536255 756550,3125 2,146845 0,997318
87 24584,23438 0,995745 8,216625 0,008801 0,567556 7,624613 3,18978 16,464525 377921,25 2,111907 0,998725
88 28784,06445 0,941208 9,227715 0,006593 0,546918 7,979349 3,547094 18,023693 417120,1875 2,125021 0,99786
89 27097,32227 0,94269  9,385841 0,007171 0,575789 7,818231 2,854288 16,194992  426597,9688 2,10839 0,998892
90 27624,69141 0,954012 10,213416 0,006418 0,54394 8,089395 3,852361 20,139547 734169,75 2,132135 0,99851
91 28618,26367 1,015449 8,500854 0,008745 0,570405 7,638352 3,26219 17,105177 7676255 2,111547 0,998739
92 25765,26563 0,980924 8,562107 0,007562 0,554275 7,784072 3,455917 17,407082 478181,9375 2,117949 0,998129
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cont. Tabela 4: Caracteristicas morfométricas dos pacientes com LMA.

C:;o Area FF8 SDGrayLev MEAngSecMon MELocHomog MEEntropy MEContrast MEDiagMom MECIuProem FDMink R245Mink
93 29596,61914 1,037226 9,546758 0,006796 0,54235 7,998066 4,155578 20,404726 648762,5 2,129442 0,998277
94 22317,69922 0,910247 9,27886 0,007538 0,570065 7,807398 2,974326 16,321346  497814,125 2,107229 0,998537
95 23856,26758 0,941258 7,514243 0,009007 0,570241 7,521671 2,906703 14,76861 208984,625 2,107789 0,998508
96 22381,57227 1,041441 10,907362 0,005442 0,525729 8,293576 4,899601 22,741096 894704,5 2,131191 0,997661
97 27312,85156 1,038192 12,947853 0,004093 0,505732 8,702888 5,853796 27,090069 1533544,625 2,144849 0,997284
98 23270,23242 1,06498 8,746715 0,009733 0,590385 7,493781 2,909927 15,416616 549803,25 2,09634 0,999352
99 26052,37305 0,93571  9,724123 0,005996 0,545357 8,064282 3,591777 18,481989 495935,25 2,122481 0,997583
100 26919,08203 0,878295 10,393575 0,005527 0,534999 8,213691 4,029858 20,306255 624278,9375 2,138463 0,998044
101  26519,73633 0,862339 9,725393 0,006237 0,534693 8,093378 4,104853 20,219875 617377,5625 2,134414 0,998282
102 23485,19922 1,070272 8,258501 0,009284 0,563752 7,591841 3,546913 17,357302 405410,8125 2,10722 0,998626
103 20807,28125 1,054671 7,701097 0,009905 0,56662 7,484365 3,3201 15,954331 267941,9063 2,112347 0,998893
104 20728,93945 1,066318 8,481586 0,008632 0,556932 7,682989 3,725103 17,787083  421249,2813 2,120213 0,998587
105 25944,02734 1,022447 6,219214 0,014332 0,607798 6,899849 2,289837 12,050587 197167,1875 2,087958 0,999407
106 23825,27344 1,113142 8,119428 0,00962 0,583041 7,509845 2,864399 15,509717  381171,125 2,108254 0,999039
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