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RESUMO

As leucemias agudas (LA) compreendem um grupo dgdeeo de
doencas caracterizadas pela rapida e incontrolggansao clonal de
células progenitoras do sistema hematopoiético.urgky a OMS,
caracteristicas imunofenotipicas, citogenéticasoecenlares, além de
outras associacdes, estao relacionadas ao pragnéstontribuem para
a estratificacdo das LAs, que é baseada na citbgemena incidéncia
de mutacgBes génicas, como as mutacdes noNfel e FLT3. Assim,

0 objetivo deste estudo foi avaliar a associa¢g&onuzacoes nos genes
NPM1 e FLT3 (DIT e D835) com outros parametros laboratoriais e
clinicos em casos de LA, atendidos pelo Servicblelmatologia (HU-
UFSC), no periodo de janeiro de 2012 a setemb0dd. Entre as 57
amostras encaminhadas ao LOEH, 42 estavam de aaosdmitérios de
inclusdo. A analise das amostras em relacdo a edwaacles foi
realizada pela técnica de reacdo em cadeia dagral® (PCR). Para
avaliar a presenca de mutacdes no gdiMl, foi realizado o
sequenciamento da regido de interesse. Entre osenfex
diagnosticados com leucemia mieloide aguda (LMA)D,7%
apresentaram a mutacdo no géne3 (FLT3-DIT: 19,2% eFLT3-
D835 11,5%). Nos pacientes diagnosticados com o suléipcemia
linfoide aguda (LLA) apenas um caso (7,1%) apreserdt mutacao
FLT3-D835 Néo foi observado associacdo entre a presencsages
muta¢Bes com o subtipo de LA. Porém, observou-seagoresenca da
mutagdo foi mais incidente em pacientes com LMA. r@sultados
mostram que nos casos onde foi detectada a muECEB-DIT, os
pacientes apresentaram tanto pior progressdo aliia doenca
(P=0,006) quanto menor taxa de sobrevida globaD,J®2). Ainda
mais, foi possivel observar valores para leucometatividade da
enzima LDH e porcentagem de blastos maiores emaelaqueles sem
a presenca da mutacdo. Esses resultados sugerem gesenca de
muta¢cBesFLT3-DIT sédo preditivos de mau progndstico e atuam de
forma independente, pois ndo foi possivel obsemganciacdo com 0s
demais fatores prognésticos. Em relacdo mut&tak8-D835 nao foi
possivel encontrar associacdo entre esta variddebdemais pardmetros
analisados. Na andlise da mutabtM1 entre os pacientes incluidos no
estudo, nenhum apresentou mutagbes compativeisesaritds na
literatura. No entanto, foi possivel detectar uraganmutacdo no gene
NPM1 em amostras de trés pacientes. Apesar do nunegueepo de
casos, pode-se observar que 0s pacientes aprasentitores
progndsticos desfavoraveis como o percentual doermirde blastos,



leucocitose em dois dos trés casos, e foram a abies da primeira
remissdo. Esses dados sugerem gue essa mutacasepadmsiderada
de mau progndstico, como as mutacdes no HdHd1 do tipo ndo-A.
Entretanto, a avaliacdo progndstica requer maionend de casos
avaliados para sua elucidacdo. Esses resultaddasamosjue diferentes
muta¢cbes no gendPM1 podem ndo ser raras, e requerem a analise da
sequéncia alvo completa. Assim, outros tipos deragifio podem ser
detectadas. No geral, o presente estudo destagpoat&ncia de incluir
a investigacdo de marcadores moleculares na avaigignostica dos
pacientes portadores de LA no momento do diagmysidim de que a
escolha do protocolo terapéutico seja 0 mais ajathgr

Palavras-chave:Leucemia aguda. Mutagfes. Génel'3. GeneNPM1
Fatores prognésticos.



ABSTRACT

MUTATIONS ANALYSIS IN NPM1AND FLT3 (DIT AND D835)
GENE AS MOLECULAR MARKERS FOR PROGNOSTIC
STRATIFICATION IN ACUTE LEUKEMIA PATIENTS

Acute leukemias (ALs) are a heterogeneous group diskases
characterized by a fast and uncontrolled clonallifpration of
hematologic progenitor cells. According to the eaitr classification
proposed by WHO, the prognosis is defined by imnpineootypic,
cytogenetic and molecular characteristics, whichntriloute to the
stratification of ALs, which is based on cytogeoetnd on the incidence
of gene mutations, as mutationsNiPM1 and FLT3. Thus, the aim of
this study was to evaluate the prognostic impacthef association
between mutations iNPM1 and FLT3 (DIT and D835) genes with
other laboratory and clinical parameters in pasiemth AL before the
first therapy. Patients attended the Hematologyatepent (UFSC-HU)
from January 2012 to September 2014. Among theaipkes sent to
(LOEH), 42 were according to the inclusion critefitae analysis of the
mutations in the samples was performed by polyneechsin reaction
(PCR). To assess the presence of mutationBIRM1 gene, it was
further carried out the sequencing of the regiointdrest. Among the
patients diagnosed with acute myeloid leukemia (ANficluded in this
study, 30.7% had mutations in tR& T3 gene FLT3-DIT: 19.2% and
FLT3-D835 11.5%). Among the patients diagnosed with acute
lymphocytic leukemia (ALL), only one patient (7.1%ad a mutation
FLT3-D835 There was no association between the presentieesé
mutations and the LA subtype. However, it was oleskrthat the
presence of the mutation was more prevalent irepetiwith AML. The
results show that when the mutatiBhT3-DIT was observed, patients
had a worse clinical progression (P=0.006) and duaed overall
survival rate (P=0.002). Moreover, patients withs timutation had
higher values of white blood cell count, LDH enzyamivity and blasts
percentage in relation to those without the mutatiche results suggest
that the presence dfLT3-DIT mutations are predictive of a worse
prognosis, but they act independently, since it wat observed an
association with the other prognostic factors. Reéigg NPM1
mutation, none of the patients included in thislgtahowed mutations
according to the described in the literature. Hovewy sequencing
analysis, it was possible to detect a new mutaticPM1 gene in three
patient samples. Despite the small number of patiegnmay be noted



that all three cases had unfavorable prognostitofacsuch as the
percentage of blasts, high white blood cell coumtwo of the three
cases, and all of them died before the first reiomss hese data suggest
that this mutation can be considered as poor pgnesuch as
mutations in NPM1 gene non-A type. However, the prognostic
evaluation of this new mutation requires a largemher of cases to be
fully elucidated. These results show that differemitations inNPM1
gene may not be rare, and require analysis by semg of the
complete target sequence.Thus, other typesof charaye be detected.
Overall, the present study highlights the impor&amé including the
investigation of molecular markers in prognosti@leation of patients
with AL at the diagnosis, so the most appropriegatment protocol can
be chosen.

Keywords: Acute leukemia. Mutationd=LT3 gene. NPM1 gene.
Prognostic factors.
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1 INTRODUGAO

No processo normal de hematopoiese as célulazantilsistemas
complexos de proliferacdo, diferenciacdo e apoptése leucemias
agudas (LAs) resultam de uma série de eventos iontas
evidenciados durante o processo de hematopoiesguas alteram
esses sistemas e conduzem a proliferacdo de cé#hdasras de forma
descontrolada. A multiplicagdo excessiva dessadastldenominadas
clones leucémicos, conduz a producao insuficieeteé&ulas maduras
normais na medula 6ssea (MO). Essa infiltracdo daduma
frequentemente é acompanhada por neutropenia, @anesfdu
plaguetopenia no sangue periférico (SP), podendar la infec¢des e
sangramentos, complicacdes potencialmente fataisag for instituido
tratamento adequado (STONE; O'DONNEL; SEKERES, 2004
CAMMENGA, 2005; LIESVELD, 2010; CORNELL; PALMER, 2@).

Ainda com o avanco nas técnicas de diagndsticatantento, a
progressdo rapida da doenca faz com que essasasiagpmalignas
ainda sejam responsaveis pela principal causa ide @br cancer em
criancas e, também, em adultos com menos de 39 @moslade
(DESCHLER; LUBBERT, 2006; RIVA; LUZI; PELICCI, 2032

Nos ultimos anos o progresso das tecnologias geadnjinto a
caracterizacdo de diversas mutacbes genéticas;ofezque as LAs
passasem a ser identificadas como doencas altarhetéegéneas e
permitiu que o entendimento da doenca sofressagiites em relacdo a
classificagcao, ao diagnostico e ao tratamento.udliaacao do sistema
de classificacdo das LAs pela Organizacdo MundiaSdude (OMS),
em 2008, redefiniu o diagnostico da doenca, quéatataracteristicas
tradicionais como a clinica e parametros morfoldgjiccom analises
imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares. @heoimento a
respeito dessas alteracdes genéticas possui valpmgstico importante
no que se refere a taxas de remisséo, risco dbvae sobrevida global
(SG). Com base nesses resultados € possivel estbel correta
estratificacdo dos pacientes diagndsticados conrersubgrupos, com
0 intuito de melhorar a avaliacdo individual e, lb#m, a escolha de
uma abordagem terapéutica diferenciada (SWERDLOVEI.et2008;
VARDIMAN et al., 2009).

Além do sistema de classificacdo da OMS para as &iBkemas
de diretrizes internacionais comoeukemiaNet EuropeigdELN) e
National Comprehensive Cancer NetwofiCCN) atualizados com
frequéncia, também incluem a pesquisa de alteraggesticasNPM1,
CEBPA, FLT3e KIT) nos guias de avaliagdo dos pacientes ao
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diagnéstico (DOHNER, 2010). Ainda mais, além daseratdes
genéticas serem amplamente utilizadas nas claggi#is de risco em
favoravel, intermediario e desfavoravel, sua détecambém é utilizada
para avaliar se 0s pacientes serdo beneficiados tamsplante de
medula déssea (TMO) alogénico e na avaliagdo da cdoeesidual
minima (DRM) (GRIMWADE, 2012; HEEL et al., 2013).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto progndstico da associacdo dasagdes no
gene FLT3 (duplicacdo interna em tandem-DIT e mutacdo pdéntua
D835) e no gendlPM1 com outros parametros laboratoriais e clinicos
em pacientes portadores de LA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar e implantar a metodologia de PCR segdiea
sequenciamento para a detec¢do da mutagdo noNfdvié no
Laboratorio de Oncologia Experimental e Hemopatat/FSC;

* Investigar as mutacdes no gereT3 (DIT e D835) e no gene
NPM1 nas amostras de SP e/ou MO de pacientes com giagmé
de LA, referenciados ao Hospital Universitario daividrsidade
Federal de Santa Catarina, antes da primeira &rapi

¢ Associar a presenca das mutagdes nos gdiE3 (DIT e D835)

e no genedNPM1 com outros fatores progndésticos, como: idade,
leucometria, atividade da LDH, expressdo de CDB¥%radores
aberrantes nos blastos e a presenca de outramcéatsr
citogenéticas, antes da primeira terapia;

¢ Relacionar presenca das mutacdes nos ¢diE3 (DIT e D835)

e no geneNPM1 e suas associagbes com o progndstico e
evolucéo clinica;

« Avaliar a importancia da detec¢do das mutacdegenss-LT3
(DIT e D835) eNPML1 para a estratificacdo de progndstico de
pacientes portadores de LA.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 LEUCEMIAS AGUDAS

As transformagfes malignas envolvem a aquisicaona série
de mudancas genéticas e epigenéticas que desregulanocesso
normal de desenvolvimento celular, resultando magg® de um clone
neopléasico, com propriedades de crescimento ddacsgi(GREAVES,
1999; CAGNETTA, 2014). Nesse contexto, as LAs podear
caracterizadas por sucessivos eventos mutaciomaiscélulas tronco
hematopoiéticas, que se acumulam e resultam nasacis clones
leucémicos, e apresentam dano na diferenciacadacehormal,
proliferacdo e apoptose. Esse processo é denomirademogénese
(BAIN, 2003; LIESVELD, 2010; KITAMURA et al., 2014)A
transformacdo leucémica pode ocorrer em difererfeses da
diferenciacdo celular, o que caracteriza a LA couma doenca
heterogénea em relacdo as caracteristicas clinicesfologicas,
imunoldgicas e moleculares, assim como o conteshalar em que as
alteracdes genéticas ocorrem (VOGELSTEIN, 2004kimAsas LAs
podem ser divididas em mieloides e linfoides derdmocom o
comprometimento da célula com a linhagem precursora
(KERSEY,1997; LIESVELD; LICHTMAN, 2010).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer, ANZD14),
os indices de leucemias no Brasil mostram-se altbgstimativa para o
biénio 2014-2015 (as informacdes para o ano de @b validas
também para o0 ano de 2015) é de aproximadameri@ B®/0s casos,
sendo 5.050 casos novos de leucemia em homen2@ en8 mulheres.
Na regiao sul, em relacdo aos homens as leucemiggmm a décima
posicdo na lista de neoplasia mais frequente, emgugue para as
mulheres este tipo de cancer ocupa a oitava podRgEia o Estado de
Santa Catarina, foram estimados 2.060 novos caspatdlogia (1.140
para homens e 920 para mulheres) e, para a capiaandpolis,
estimam-se 330 novos casos (180 para homens eat&0nulheres).
Como pode ser observado na Figura 1, a regido pekenta altos
indices de prevaléncia da doenca, dados que elagderscimportancia
clinica dos avancos laboratoriais que devem ocamwediagndstico e
progndstico das leucemias (INCA, 2014).

As leucemias mieloides agudas (LMAs) tém a incidegtobal
de 3,7 por 100.000 habitantes e representam ontgie frequente de
leucemia em pacientes adultos (25%) (KUMAR 2011 MWA@DER et
al., 2013). Enquanto que as leucemias linfoideslag(LLAS) possuem
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uma frequéncia de um a dois casos por 100.000anadst e constituem
11% de todas as leucemias. A distribuicdo das Lld&sacordo com a
faixa etaria, aponta para um modelo binodal maisvglente em
criancas e idosos (JABBOUR; FADERL; KANTARJIAN, ZR0
SIEGEL et al., 2014).

Figura 1 - Representacao espacial das taxas dé€nua de leucemia
or 100 mil homens e mulheres, estimadas paranio2®14-2015.

Homens 2 J Mulheres

_‘ 5,17-9,33 . 4,24-6,98 “
4,48-5,16 = i =

P

i 3,77-4,23
3,57-4,47 ey 2,87-3,76

2,25-3,56 1,23-2.86

Fonte: INCA, 2014
3.1.1 Leucemia Mieloide Aguda

As LMAs representam um grupo de doencas que podem s
causadas por diversas alteraces genéticas as aumlszem a uma
desordem clonal em células tronco ou células pitages do sistema
hematopoiético de origem mieloide na MO, com ou serolvimento
do SP, e que ocasionalmente também podem infiftrigado, baco,
linfonodos e outros tecidos (O’'DONELL et al., 201ZERRARA;
SCHIFFER, 2013). A progressédo natural da doengaacterizada pela
supressdo da hematopoiese normal, que leva ao comiimento de
células sanguineas, como granulécitos, linfocitesitrocitos ou
plaguetas, prejudicando suas fun¢fes normais (ESZ&YL; BASSAN
et al., 2004). Sem o tratamento adequado, os pesigortadores de
LMA podem ir a 6bito em dias, semanas ou mesespamnsequéncia
de infecgbes, sangramentos, anemia, entre outrasaxa(STONE;
O'DONNEL; SEKERES, 2004; CAMMENGA, 2005; LIESVELD,
LICHTMAN, 2010; CORNELL; PALMER, 2012).
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A LMA ¢é o tipo de leucemia mais predominante emltadyucom
diagnéstico realizado com mediana de 66 anos e aeaf% de todos
0s casos de LMA ocorrem em individuos com idadesopa 65 anos,
ainda aproximadamente um terco dos pacientes aatiigado apds os
75 anos de idade (PARIKH; JABBOUR; KOLLER, 2011;Nv&t al.,
2012; SCHLENK; DOHNER, 2013; CAGNETTA et al., 2018essa
forma, a LMA é considerada uma doenca heterogéréealassificada
em subtipos a partir de fatores biologicos e pretiods definidos pela
imunofenotipagem, pela analise citogenética e mtdec(SMITH;
HILLS; GRIMWADE, 2011; GRIMWADE, 2012).

As translocacfes e variacbes cromossomais queefnezmente
resultam de rearranjos génicos séo caracteristami MAs, e sugerem
gue eventos genéticos sdo fatores importantesgpacmpreensao dos
mecanismos da leucemogénese (BETZ; HESS, 2010jeclayou a
uma identificacdo crescente nos Ultimos anos ddedade de
anormalidades citogenéticas, e permitiu a elucwagais precisa da
heterogeneidade da doenca (VARDIMAN et al., 2008NBERS;
VALK, 2013; CAGNETTA et al., 2014). A incorporacé@las alteracdes
cromossdmicas como fatores priméarios de determindedsubgrupos
representa um avancgo importante nos sistemas dsifidacdo das
LMAs. Recentemente, um sistema de classificac&isde citogenético
foi definido, e divide os pacientes em grupos dgpésticos favoravel,
intermediario e adverso de acordo com os achadogeciéticos ao
diagnédstico (SWERDLOW et al., 2008).

3.1.2 Leucemia Linfoide Aguda

A LLA é uma neoplasia derivada de células linfoides
indiferenciadas, que estdo presentes em grandermimaeéVO, no timo
e nos ganglios linfaticos (UCKUN et al., 1998; PWRELLING;
DOWNING, 2004). Embora as LLAs possam estar preseain todas
as idades, é considerada uma neoplasia predomimamtiz de criancas,
pois acomete cerca de 80% dos pacientes neste,ggogaanto que
20% dos pacientes adultos sdo acometidos. A medmidade relatada
ao diagnostico varia entre 25 e 45 anos, com 60% pmhrientes
diagnosticados até os 20 anos de idade (JABBOURDBF;
KANTARJIAN, 2005; ESPARZA; SAKAMOTO, 2005; ASSELIN;
GAYNON; WHITLOCK, 2013). Na classificacdo mais rate da OMS
de 2008, as LLAs podem ser classificadas de acardm o
imunofenotipo em trés principais grupos: LLA deutd# precursora B;
LLA de células B associada a anormalidades geisétieeorrentes e



32

LLA de células T precursoras. Dessas, cerca de d&/wcasos sao de
origem de células pré-B, 5% de células B do tipauras e cerca de
20% dos casos pertecem ao grupo de células T (BEOIS; BASSAN;
HOELZER, 2011).

As anormalidades estruturais cromossémicas sao riamtes
para a classificagdo das LLAs em adultos e crianpass essas
informacdes sao consideradas de relevancia pragagdstem conjunto
com as alteragcbes moleculares definem um perfilrideo nestes
pacientes, assim como nos casos de LMA; o queibonpara uma
melhor conduta terapéutica (PUI; RELLING; DOWNIN@Q004;
ARMSTRONG; LOOK, 2005).

3.1.3 Diagnostico

Geralmente, o diagnostico de LA inicia-se a padé& uma
suspeita clinica, e baseia-se na avaliagédo doribisté exame fisico do
paciente (BAIN, 2003; (SWERDLOW et al., 2008). Sedwm a OMS
(2008), o diagndstico das LAs é realizado pelagomos resultados da
andlises citomorfolégicas e imunofenotipicas, cométoahos
citogenéticos e moleculares (SWERDLOW et al.,, 20@3gundo a
OMS as caracteristicas laboratoriais incluem atissdde amostras de
SP e/ou MO, obtidas antes da primeira terapia.ddesprocedimentos
diagnosticos permite a identificagédo da linhagemaddulas neoplasicas
e a avaliacdo do grau de maturacdo, o que é fumdahpara orientar a
terapéutica e determinar, até certo ponto, o ptgrudodas leucemias
(FARIAS; DE CASTRO, 2004; SWERDLOW et al., 2008).

3.1.3.1 Dados morfolégicos

A porcentagem de blastos é uma informacdo pratiea p
categorizar as leucemias de acordo com sua prégreSegundo a
OMS (2008), amostras de pacientes com mais de 20%lastos sdo
consideradas LMAs. Em alguns casos associados commalidades
genéticas definidas, como na translocacdo t(8;22)¢@2), o
diagnostico de LMA pode ser feito independentemeateontagem de
blastos no SP ou MO (SWERDLOW et al., 2008). O miestico de
LLA é feito quando a amostra de MO do paciente s 25% ou
mais de linfoblastos. Porém, quando o pacientesapta menos de 20%
de linfoblastos na MO e ndo h4 evidéncia de massaneedular, mas
apresenta associacdo com anormalidades genétimaserdes, também
€ considerado um caso de LLA (VARDIMAN et al., 2R09
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O aspecto morfélogico representa a primeira etapalgbritimo
de diagnodstico, entretanto este método ndo atinge critérios
necessarios para uma precisa diferenciacdo entsdoblsistos e
linfoblastos. Sendo assim, a imunofenotipagem pgometria de fluxo
tornou-se o padrédo-ouro para identificacdo desshadens celulares e
correta subclassificacdo das LAs (LAI; HIRSCH-GINSES; BUESO-
RAMOS, 2000; SEVILLA et al., 2010; CHIARETTI; ZINIG;
BASSAN, 2014).

3.1.3.2 Imunofenotipagem

Para a LA, a citometria de fluxo multiparamétrieantsido o
método preferencial para detectar a presenca tgeans especificos da
linhagem celular e do estagio de maturacdo em &asostinicas. A
classificacdo imunofenotipica das LAs é baseadavaliacdo de painéis
de anticorpos monoclonais e policlonais contraiesrsos antigenos de
superficie celular, citoplasmaticos ou nucleares;immadoscluster of
differentiatiorf (CD) (SWERDLOW et al., 2008).

A imunofenotipagem desempenha um papel fundamerdal
diagnostico e classificacdo das doencas hematakgidambém possui
contribuicdo relevante para definir a estratificagrognéstica dos
pacientes e orientar na decisdo terapéutica maéxuada (DEL
VECHIO et al., 2004; SWERDLOW et al., 2008; HEELatt 2013).
Seguindo este principio, a combinacdo de anticorpes alta
sensibilidade e especificidade é feita para cadladiem celular de
maneira que possam definir o perfil das populac@hadares avaliadas
através de um painel, o qual contribui para a dgftnou confirmacao
de um diagnéstico de acordo com a mais recentsifitagdo da OMS
(2008) (SWERDLOW et al., 2008; BAIN, 2010; HEEL at, 2013).
Além disso, o perfil imunofenotipico pode ser (i deteccdo de
anormalidades, como perfis antigénicos aberrantes monitoramento
da DRM apés o tratamento das LAs, e assim ideatiftasos de
recidiva, aceleracdo ou transformacgédo da doenca&RDINMAN et al.,
2009; GRIMWADE, 2012; HEEL et al., 2013; NCCN, 2014

Os antigenos de membrana e citoplasméaticos séotedsticos
de diferentes tipos de células, e, em alguns qasdam ser especificos;
isso possibilita identificar a linhagem celular nesus diferentes
estagios de maturagdo por meio de anticorpos cemsi@s antigenos, e
assim classificar as leucemias em linfoides (sobtiB e T) ou
mieloides. Como pode ser observado no Quadro&lakas leucémicas
de linhagem B expressam comumente os antigenogisdrana CD19,
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CD22 e o antigeno citoplasmatico CD79a. Os linfstola nas LLA-T
usualmente expressam TdT e variavelmente podenmessqr CD1a,
CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 e CDS8, entre esses, 0 amigCD3
citoplasmatico ou de superficie e CD7 sdo os magquéntemente
positivos. O subtipo LLA-T pode ainda ser estredifio em trés
diferentes grupos de acordo com os antigenos desdiiacéo celular
(SWERDLOW et al., 2008; BENE et al., 2011).

Quadro 1 - Classificacdo imunofenotipica das LLAdidhagem B e T.

Marcador Linhagem B Linhagem T

Pré-B Comum Pré-B B madura Pr6-T Prée-T T cortical mddular

HLA-DR + + + I+

TdT +
CD79a +
CD19 +
CD22c I+
CD10 .
CD20 - -1+
cu - -
SigM - - - + -

cD7 - - - ; +

CD2 - ; . .
CD3(c) B . . . +
CD1la

CD3 - - ; B . . +
CD4/CD8 - - ; B . } I+ J+
TdT=Terminal  Desoxinucleotidil ~ Transferase; = CD22(c)= CD22
intracitoplasmatico; cu= cadeia p citoplasmaticanlgS= imunoglobulina de
superficie; +: expressdo do antigeno; +/-: expressdiavel, frequentemente
positiva; -: auséncia de expressdo do antigena; ekpressdo variavel,
frequentemente negativa.
Fonte: Adaptado de BENE et al., 2011.

+/- + + + +

+ o+ + + o+ 4+

-+ [+ -+ [+ +/-

++ + 4+ o+ 4+ 4+ o+

ot o+

As caracteristicas imunofenotipicas das LMAs sdammamente
heterogéneas provavelmente devido a sua variaddidgenética. A
presenca de marcadores como: mieloperoxidase (MPQ83 e CD34
caracterizam o diagnostico de LMA (Quadro 2). Aitpadade para o

CD117 é um achado importante, visto que € um marcaerpresso
somente nas LMA’s (SWERDLOW et al., 2008; BENEIet2011).
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Quadro 2 - Expressdo de marcadores imunofenotipititgados no
diagnostico e classificagao das LMAs.

Linhagem imatura MPOc, CD13, CD33, CD117
Maturacgéo celular HLA-DR, CD34, CD45

Linhagem monocitica CD11c, CD13,CD14, CD33, CD64
Linhagem megariocitica CD41, CD61, CD42

Linhagem granulocitica CD13, CD15, CD33

Série eritréide CD71, CD235a (glicoforina A)

Fonte: Adaptado de DOHNER et al., 2010; LICINIO;NSPOS-SILVA, 2011.
3.1.3.3 Citogenética

A citogenética e os estudos moleculares frequemitenuetectam
anormalidades dentro do clone leucémico, os quadem sugerir o
diagnostico e/ou o prognéstico, auxiliar na escdibapéutica, na
deteccdo de eventual DRM e recidiva do pacientd NIBVADE et al.,
2001; HALL, 2001; SWIRSKY; RICHARDS, 2001; MROZEK;
BLOOMFIELD, 2012; MALUF; RIEGEL. 2011). As aberree®
citogenéticas adquiridas séo detectadas em 55%-d&86pacientes
recentemente diagnosticados com LMA (GRIMWADE et aD01;
LOWENBERG, 2001) e aproximadamente em 80% dos p@siecom
diagnéstico de LLA, incluindo tanto anormalidadesnéricas quanto
estruturais (HRUSAK; PORWIT-MACDONALD, 2002; MALUF;
RIEGEL, 2011).

Estudos de alteragbes citogenéticas podem fornecer
caracteristicas das anormalidades cromossémicgsassao utilizadas
na classificacdo das LMAs, o que possibilita idexar perfis de risco
em favoravel, intermediario e nao favoravel nospgsuanalisados
(GRIMWADE et al., 1998; MROZEK, 2008; MARCHESI &tt,a2011;
CORNELL; PALMER, 2012). Testes adicionais como a&edgdo de
muta¢cBes genéticas contribuem para a avaliacdo istm rdesses
pacientes, e estdo cada vez mais reconhecidas tmmortantes
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marcadores de diagndstico e prognéstico em neapladd sistema
hematopoiético (SWERDLOW et al., 2008; DALAL et,aR012;
NCCN, 2014).

Como consequéncia, a classificacdo da OMS de 2008ii
varios subconjuntos de LMAs, que além das classesterizadas pelas
alteracdes cromossdmicas recorrentes e aspectdsldg@mos inclui
classes provisérias com base em suas caractesiseadmicas
(VARDIMAN et al., 2009) (Quadro 3).

Nessa mesma classificacdo, a LLA esta divididalLéwy de
precursores de células B, de células T e leucensa Bdrkitt
(considerada uma fase leucémica do linfoma de Bu¢kiuadro 4).

Quadro 3 - Classificacdo para as LMAs e neoplasidecionadas
(Continua).

LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8 ;21)(g22,922) ; Runx1-RUNXT1

LMA com inv(16)(p13.1;g22) ou t(16;16) (p13.1;02%)
CBFB-MyH11

LPA com t(15 ;17)(922,912); PML-RARA

LMA com t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

LMA com t(6;9)(p23;034); DEK-NUP214

LMA com inv(3) (p21;926.2) ou t(3;3)(p21;926.2); RP
EVI1

LMA megacarioblastica com t(1;22)(p13;q13); RBM15-
MKL1

Entidade provisoria: LMA com mutagdo NPM1

Entidade provisoria: LMA com mutagdo CEBPA

LMA com alteracdes relacionadas com mielodisplasia

Neoplasias mieloides associadas ao tratamento

LMA néo categorizada nos itens anteriores
LMA com minima diferenciacao
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Quadro 3 - Classificacdo para as LMAs e neoplasidecionadas

(Concluséo).

LMA sem maturagao
LMA com maturagao
Leucemia mielomonocitica
Leucemia monoblastica/monocitica
Leucemia eritroide aguda
Leucemia eritroide pura
Eritrolecemia, eritroide/mieloide
Leucemia megacarioblastica
Leucemia basofilica
Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieloide

Proliferacao mieloide relacionada com sindrome de &@vn
Mielopoiese transitoria anormal

Leucemia mieloide associada com sindrome de Down

Neoplasias de células blasticas dendriticas plasnitnides

LMA: Leucemia mieloide aguda; LPA: Leucemia proroigtica
Fonte: Adaptado de SWERDLOW et. al., 2008.

Quadro 4 - Classificacdo para as LLAs e neoplasi#acionadas

(Continua).

Leucemia\Linfoma Linfoblastico B com anormalidadesgenéticas
recorrentes:

Leucemia\Linfoma Linfoblastico B cof
t(9;22)(g34;q11.2); BCR-ABL

Leucemia\Linfoma Linfoblastico B com t(v;11g23);MU

Leucemia\Linfoma Linfoblastico B cof
t(12;21)(p13;922), TEL-AML1 (ETV6Runx1)

Leucemia\Linfoma Linfoblastico B com hiperdiploidia

=20

Leucemia\Linfoma Linfoblastico B com hipodiploidia
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Quadro 4 - Classificacdo para as LLAs e neoplasi#acionadas
(Concluséo).

Leucemia\Linfoma Linfoblastico B com t(5;14)(q312)3
IL3-CMI
Leucemia\Linfoma Linfoblastico B com
t(1;19)(g23;p13.3); TCF3-PBX1

Leucemia\Linfoma linfoblastico B, ndo categorizadanos itens
anteriores

Leucemia\Linfoma Linfoblastico T

Fonte: Adaptado de VARDIMAN et al., 2009
3.1.4 Fatores progndsticos

Fatores prognésticos em doencas malignas podermiefiaidos
como variaveis relacionadas ao paciente, seja dwafalinica ou
bioldgica, bem estabelecidas e que devem ser daaliam conjunto,
como por exemplo: deteccdo de marcadores molesulateracdes
citogenéticas, laboratoriais e outras comorbidadess fatores estao
amplamente ligados a estratificacdo do pacientensetjuentemente a
deciséo terapéutica. Essas diferencas auxilianse@ra do protocolo a
ser seguido, seja atraves de um tratamento padrfmrouma decisdo
terapéutica especifica (SMITH et. al, 2010; LIERS&EHI., 2014).

O progndstico dos pacientes portadores de LMA padear, mas
a grande maioria apresenta prognéstico desfaveréavelal tem sido
associado a subgrupos de pacientes idosos, pretesdde sindrome
mielodisplasica (SMD), associado ao tratamento a@prmioterapia
durante o periodo de inducdo, leucocitose ou atiledelevada da
enzima lactato desidrogenase (LDH) (LOWENBERG; DOWGS!
BURNETT, 1999; STONE, 2009; BURNETT, 2012; LIERS@Hal.,
2014). Nas LLAs, um fator progndstico importanteeaconsiderado é a
presenca do cromossomo Philadelphia (Ph), o gtéalpessente em 5%
de criancas e em 25% de pacientes adultos diagadei com LLA
(PULLEN et al., 1999; PUI; RELLING; DOWNING, 2004,
SCHAFFEL; SIMOES, 2008).
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3.1.4.1 Idade

A idade do paciente ao diagnéstico é um fator postico
importante relacionado ao paciente portador de EMAinfluéncia da
idade no prognostico é evidente nos pacientes dadeisuperior a 60
anos (APPELBAUM et al.,, 2006; JULIUSSON et al., 2D0Pois
muitos fatores contribuem para isso, como a maiequéncia de
comorbidades, contraindicacbes do tratamento gm0 intensivo,
maior incidéncia de LMA secundaria a SMD anteceslest maior
frequéncia de anormalidades citogenéticas advéBEKERES et al.,
2004; BUCHNER et al., 2009; KRUG et al., 2010).dsspacientes tém
menores taxas de resposta a primeira indugdo tomeato, maiores
indices de mortalidade, menor sobrevida livre denda (SLD) e menor
sobrevida global (SG) (BURNETT, 2012). No entantmgesmo
considerando todos esses fatores, a idade do pacientinua a ser um
forte fator prognéstico independente (BUCHNER et2009; KRUG et
al., 2010). Pacientes com 65 anos ou mais sdodssados de mau
progndstico, mesmo apods quimioterapia intensivdependente do seu
risco citogenético (SCHOCH et al., 2004; APPELBALU#¥al., 2006;
BUCHNER et al., 2009).

Em criancas diagnosticadas com LLA maiores de ramas a
idade é considerada como de prognéstico desfalof@@GHULTZ et
al., 2007). Pacientes adultos maiores de 35 amescemetria maior a
30.000/mn, sdo considerados de alto risco, onde ha umafisagtie
queda na duracdo da remissdo e na taxa de SLD (6S&BUGET;
HOELZER, 2006; BASSAN; HOELZER, 2011).

3.1.4.2 Parametros Laboratoriais

Outros fatores progndsticos considerados impodans®
diagnéstico e utilizados como ferramenta complearensdo a
leucometria e a atividade da enzima LDH.

A leucometria elevada, com mais de 30.000imem pacientes
portadores de LLA-B e mais que 100.00/fem pacientes com LLA-T,
€ considerada como de progndstico desfavoravejudtrio que em
pacientes portadores de LMA, a contagem globaédedkcitos superior
10.000/mm, ja é considerada de alto risco (GOKBUGET; HOELZER
2006; ZANICHELLI; COLTURATO; SOBRINHO, 2010; BASSAN
HOELZER, 2011; CORNELL; PALMER, 2012).

A determinacdo da atividade da enzima LDH é aiil&z no
diagndstico de LAs como um marcador tumoral, a atigidade
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relaciona-se tanto com volume da neoplasia como somtaxa de
crescimento. O aumento da concentracdo plasmadssadenzima é
considerado como um fator progndstico desfavor&eelio para os
pacientes portadores de LLA quanto para aqueles lddd. Desse

modo, pacientes com elevada atividade da LDH podsuerer uma
terapia quimioterapica mais intensiva (KERSICHNITTGER 2003;

TSIMBERIDOU et al., 2008; BUCHNER et al., 2009).

3.1.4.3 AlteracBes cromossdmicas

Nas andlises multivariadas incluindo idade, tipoleleeemia e
contagem de leucécitos, as alteracBes de cariftipm relatadas como
o fator independente de prognéstico mais signifcéAPPELBAUM et
al., 2006; DOHNER et al., 2010; LIERSCH et al., 2D1A analise
cromossbmica é particularmente Gtil na avaliacagmgndstico, que
consequentemente influenciara na deciséo terapéftara a avaliacao
dessas alteracdes genéticas, atualmente além dgersdtica, os
laboratdrios clinicos tém disponiveis técnicas ecdio em cadeia da
polimerase (PCR) e de hibridagaositucom fluorescéncia (FISH)
capazes de detectar anomalias que nao sao visieeiandlise de
cariétipo, como micro delecdes e rearranjos crofmgs (NAOUM,
2001; VARDIMAN et al., 2009).

Na revisdo da OMS (2008), foram incluidos subtigp@deucemia
de acordo com a frequéncia em que essas anornegidddgenéticas
sdo encontradas (Quadro 5). A presente classificapfiesenta um
subgrupo denominado “LMA com anormalidades gengtieaorrentes”
entre a classificacdo das LMAs e trés outros grup@Esente na
classificacdo das LLAs de acordo o perfil de ridog pacientes, o que
demonstra a importancia da andlise dessas anoamesiccomo guia do
perfil de risco/estratificacdo, além de identificpacientes com
alteracBes genéticas especificas que podem seffidigh@s com
terapias moleculares (SWERDLOW et al., 2008; DOHNERL0).

Da mesma forma que ocorre com as LMAs, algumas
anormalidades citogenéticas também estdo associlasLAs. A
frequéncia dessas alteracfes pode variar conforidada do paciente
em criancas e adultos, o que pode explicar a difareentre as
manifestagdes clinicas nessas duas popula¢cfes.ex@nplo, em
pacientes pediatricos a alteracdo mais comum é&erpghdidia (>50
cromossomos-25% dos casos) em células B, comparagenas 7% em
pacientes adultos. Por outro lado, a alteracdo dBhiD, de
prognostico desfavoravel, é frequentemente enamtam adultos
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(25%) e raramente encontrada em criancas (3%) (E0L&t al., 1999;
NCCN, 2014).

Quadro 5 - Anormalidades citogenéticas utilizada<lassificacdo das
LAs da OMS (2008).

Fator de risco/Citegética
Favoravel Intermediério Desfavoravel
inv(16) (p13g22) Citogenética Citogenética complexo
t(16;16)(p13;922) normal >3 anormalidades
1(8;21)(g22;922) t(9;11) Cariotipo monossomal
t(15;17)(922;q12- (p22;923) inv(3)(g21g26)
LMA 21) +8 t(3;3)(q21;926)
+6 t(6;9)(p23;q34)
-Y t(9;22)(g34;q11)
11q9;23
-5, 5q
-7,-79
Hiperploidia t(1;19)(g23;p13) Hipoploidia
LLA t(7;14)(149;7q34 1(9;22)(934;q11)
ou 7pl4) t(4;11)(g21;923)
t(12;21)(p13;922)

Fonte: BASSAN et al., 2004; NCCN, 2014.
3.1.4.4 Marcadores Moleculares

O avanc¢o nas novas técnicas de sequenciamentotipetmmi
rapido aumento na identificagdo de novas mutagémétigas. Segundo
Naoe e Kiyoi (2013), aproximadamente 30 novas ajfies foram
identificadas com significado ainda desconhecidorelacionado as
LMAs com cari6tipo normal (NAOE; KIYOI, 2013).

As mutacdes genéticas foram incorporadas as dtassies de
risco, 0 que aumentou a habilidade de indentifiaheracbes que
apresentem um impacto positivo quando avaliadasc@munto com
outros grupos progndsticos, principalmente no gueefere a pacientes
com cari6tipo normal ou quando a andlise citogeaéiéio € suficiente
para avaliar o perfil prognodstico, situacbes onde ateracdes
citogenéticas ndo podem ser detectadas pela téamécaFISH
(GRIMWADE, 2001; SWERDLOW et al., 2008).
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Essas mutag¢des envolvem mudltiplas vias de sindlizagpodem
ser divididas em duas classes: oncogenes de dasseual inclui
mutagcBes que conferem vantagens proliferativasthsas leucémicas
atraves da ativacdo de receptores tirosina-cinas® ®S receptores
FLT3 e N-Ras, ou ainda mutacbes que atuam na agdiv de
supressores de tumor como o p53, induzindo a eratifio celular ou
inibindo a apoptose. Oncogenes de classe Il: inibediferenciacéo
atrdves do bloqueio de fatores de transcricdo cdkibl/Runxle MLL
(Quadro 6). Asscociagfes entre classe | e clasdeskmpenham um
papel fundamental no desenvolvimento das LAs (HASBEN, 2013;
KITAMURA, 2014).

Quadro 6 - Classificacdo das mutacdes encontradeseoplasias
hematoldgicas.

Mutacoes de Classe | (induzem a proliferacéo e ingm a
apoptose)

FLT3-DIT, KIT, PDGFR, TEL-PDGFR, FGFR
JAK2, JAK3, BCR-ABL
NRAS, KRAS
p53, NF1

Mutacdes de Classe Il (inibem a diferenciacéo)

RUNX1/AML1, PU1, CEBPA
FusbesvLL, PML-RARA, AML1-ETO

Fonte: Adaptado de KITAMURA et al., 2014.

As alteracdes cromossdmicas e as anormalidadeticgsnt&m
papel fundamental na estratificacdo dos subtipos ld&s. Essas
alteracBes em conjunto determinam um perfil desifleacéo de risco
em favoravel, intermediario e desfavoravel de awombm suas
caractéristicas (Quadro 7). A categoria de riscerinediario € a
categoria mais heterogénea das LMAs, e esta rakatdoao caridtipo
normal sem anormalidades estruturais. Baseadodlsemnetrospectiva
de grandes centros de estudos sabe-se que 40 ddsOpacientes com
LMA possuem cariétipo normal (GRIMWADE et al., 20 BYRD et
al., 2002; GROSSMANN et al., 2012; PATEL et al.12p
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Desse modo, a descoberta de mutagBes genéticasaessn de
leucemogénese foi importante para caracterizarosigiasos de LMA
citogeneticamente normais. Tanto nesses casos naqueles em que
apresentam caracteristicas citogeneticamente  aiprma&ssas
anormalidades genéticas recém-descobertas podem asstociadas a
caracteristicas clinicas, morfologicas e/ou fengdaip que permitem a
identificacdo de uma entidade leucémica especiiceam outros casos
mostraram ser indicadores progndsticos eficiemtesmo quando eles
nao definem um subtipo leucémico especifico (VARBMW et al.,
20009).

Como citado anteriormente, a estratificacdo de risbaseada na
citogenética e na incidéncia das mutacdes génidaalmente, apenas
uma selecao limitada de mutacdes genéticas estiéiddias nos modelos
de estratificacdo progndstica amplamente utilizadoso no sistema
ELN que, por exemplo, recomenda-se a pesquisa dagts genéticas
nos genesCEBPA FLT3-DIT e NPM1 para determinar o perfil
progndstico (SWERDLOW et al., 2008; DOHNER et 2010).

As duas muta¢des mais comuns que acometem oS feacEm
LMA e que possuem papel importante na avaliacagniistica sédo as
mutacdes no gemdPM1, presente em torno de 46-64% dos pacientes
com caribtipo normal e 9-18% dos pacientes condtipoi anormal, e as
mutacdes no genELT3 que ocorrem em aproximadamente 35% dos
pacientes adultos (BOISSEL et al., 2006; FALINI &t, 2007;
BEITINJANEH et al., 2010; ALLEN et al, 2013; PASEGH,;
DOHNER, 2013; LIERSCH et al., 2014).
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Quadro 7 - Estratificacdo de risco com base ndl gkrfanormalidades
moleculares e citogenéticas.

Perfil de risco Alteracbes moleculares Alterages citogenéticag

Citogenética normal com:  1(8;21)(g22;922)

inv(16)(p13922)
i Muta¢aoNPM1sem t(16;16)(p13;922)
Favoravel mutag&dFLT3-DIT t(15;17)(d22;912-21)
MutacdoCEBPA
t(8;21)(g22;922) ou +8 isolada
inv(16)(p13g22) ou t(9;11)(p22;923)
Intermediario t(16;16) com: Outras nédo definidas
MutacaoKIT

Citogenética normal com:  Citogenética complexa
(> 3 anormalidades):
Mutag8oFLT3-DIT -5
-7
Anormalidades do 11923,
Desfavoravel excluindo:
t(9;11)(p22;923)
inv(3)(q21g26)
1(3;3)(921;926)
1(6;9)(p23;934)
t(9;22)(g34;q11)

Fonte: Adaptado de NCCN, 2014.
3.1.4.4.1 Mutagdes no gene FLT3

O geneFLT3 (FMS-like tyrosine kinase)3esta localizado no
cromossomo 13gl2 e codifica um receptor transmemabdo tipo
tirosina-cinase, o qual desempenha um papel fundamena
hematopoiese. O receptor FLT3 pertence a subfahiiti@ms receptores
tirosina-cinase e é composto por cinco dominiosaegtulares (DE),
um dominio transmembrana (DT), um dominio justantamd (DJ),
dois dominios tirosina-cinases intracelularese e wominio
citoplasmatico (Figura 2) (AGNES et al., 1994; GABRELLI et al.,
1995; ROSNET et al., 1996).
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Na forma inativada o receptor FLT3 permanece nalmana na
forma monomérica ndo fosfoforilada, pois sua caonéwéo alostérica
nao permite que o receptor sofra dimerizacdo eecp@ntemente néo
exponha o sitio de fosforilacdo tirosina-cinaseivats do dominio
justamembrana. Na presenca de um ligante, a pacgefre rapidamente
uma alteragdo para a forma dimérica, alteranda@soformacéo, o que
caracteriza o estado ativo do receptor. Dessa formasitio de
fosfoforilagdo do dominio tirosina-cinase é exppstgue promove sua
ativacdo e conducdo a fosforilagdo de diverso®ssitle dominio
intracelular. A ativacdo desses receptores reciuta série de proteinas
no citoplasma formando um complexo, o qual é irteizado e da
sequéncia a cascata de sinalizacdo celular compuastaipalmente,
pelas viaPI3K e MAP kinaseqFigura 3) (WEISS; SCHLESSINGER,
1998; ZHANG; BROXMEYER, 2000; GONFLONI et al., 2000

Figura 2 - Representa¢ao esquematica do receptd. FL

NH,

Dominio extracelular

Dominio trasmembrana

Mutagdes

Dominio justamembrana
FLT3-DIT

Dominio tirosina-cinase

Dominio citoplasmatico

Dominio tirosina-cinase
Mutagoes
FLT3-D835

COOH
Nota: Representagdo esquematica do recephdB-like tirosina quinase 3
(FLT3), que é composto por um dominio extracel(RRE), um dominio
trasmembrana (DT), um dominio justamembranar (JM)de ocorrem as
mutacded-LT3-DIT, dois dominios tirosina-cinase altamente consewvatde
ocorrem as mutagdes do tipo D835 e um dominio leisopatico.

Fonte: Adapatado de SMALL, 2006.
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Todos os membros da subfamilia 1l dos receptoiresita-
cinase desempenham funcbes diretamente ligadasoléenacao, a
diferenciacdo e a apoptose das células hematagasétiormais. Em
células normais a expressao de FLT3 ocorre prilmg#e em células
progenitoras mieloides e linfoides (GABBIANELLI etl., 1995;
ROSNET et al., 1996; GILLILAND; GRIFFIN, 2002; STHWALT;
RADICH, 2003), entretanto a expressao de FLT3 tamb&m sido
observada em orgaos linfohematopoiéticos, comdgad, no baco e
no timo (ROSNET et al., 1993; LYMAN; JACOBSEN, 1998
MCKENNA et al., 2000).

Figura 3 - Estrutura e ativacao do receptor FLT3.

Kl
Gucoswagﬁk

Internalizagao
e degradagao

Nota: Transcricdo do gerfeMS-like tirosina quinase 3 (FLT3m mRNA, o
qual é traduzido na proteina FLT3. O receptor FLci®plasmatico sofre
glicosilagdo que promove o deslocamento do recepava a membrana, o
receptor sem a presenca da mutagdo, permanece eon proteina
monomérica inativa na superficie celular. Apés gadgéio com o ligante a
proteina sofre dimerizacdo, o receptor na formaédga promove a
fosforilacdo dos dominios tirosina-cinase, ativandmeceptor e seus efetores.
Os receptores dimerizados sé@o rapidamente inteadais e degradados.
Fonte: Adaptado de STIREWALT; RADICH, 2003.
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Mutacdes no genELT3 ocorrem em aproximadamente 35% de
pacientes adultos com LMA e conferem um perfil degpostico
desfavoravel em pacientes que poderiam ser coasioleicomo de risco
citogenético favoravel (BOISSEL et al., 2005; BENJANEH et al.,
2010; ALLEN et al, 2013; PASCHKA; DOHNER, 2013) ou
intermediario (KOTTARIDIS et al.,, 2001; WHITMAN edl., 2001;
FROHLING et al., 2002; THIEDE et al., 2002; GALEadt, 2008).

De forma geral, as alteracBes €T3 tém sido consideradas
como um fator de progndstico e ja incorporadas pataterminagéo de
risco e intensificacdo terapéutica nos protocodmem-atualizados nos
paises desenvolvidos (SWERDLOW et al., 2008; NC20lL4). Por
mais que haja discordancias quanto a agressividad®enca, todos os
estudos revelam leucocitose e menor taxa de remigs@resenca dessa
alteracéo. Alguns estudos avaliam também a passié de utilizacdo
das alteracbes effLT3 como marcadores tumorais para identificacdo
de DRM, nesta avaliacdo pacientes com alteracdesétigas de alto
risco, como as mutac6eBELT3-DIT e citogenética desfavoravel,
apresentaram uma menor taxa de SLD comparadas qoetea com
risco intermediario (KOTTARIDIS et al., 2001; HEIREet al., 2006;
LOKEN et al., 2012).

Alteracdes genéticas estudadas no ge€3 identificam dois
tipos distintos de mutacdo, uma no dominio justabmarma, as
duplicacdes internas etandem(DIT) no éxon 14 e o segundo tipo mais
comum localizado no dominio tirosina-cinase, asagigs pontuais no
residuo D835 no éxon 20 como demonstrado na Fig(Ba IREWALT
et al.,, 2001; MESHINCHI et al., 2001; KOTTARIDIS at., 2001;
THIEDE et al., 2002).

As duplicacBes internasn tandem sdo caracterizadas pela
duplicacdo de uma sequéncia de nucleotideos semidorque codifica
0 dominio justamembrana (éxon 14 e 15) ou uma oegifacente. A
regido duplicada pode variar de tamanho entre @ré$0 pb. Esta
insercado conduz a dimerizagcdo esponténea e atidec&nzima sem a
presenca do ligante com fosforilagdo autdbnoma estitotiva do
receptor, levando a uma proliferacdo celular dasclala independente
de citocinas (KIYOIl et al., 1999; HAYAKAWA et al.2000;
MESHINCHI et al., 2008).

Nas doencas hematolégicas malignas, as mutaco&épad®IT
do gend-LT3 sdo as mais encontradas, podem ser detectadbbAas
(15-35%), leucemia mieloide crénica (LMC) (5-10%MD (5-10%) e
LLA (5-10%) (KIYOI et al., 1999; ABU-DUHIER et al,2000;
KOTTARIDIS et al., 2001). A prevaléncia dessa métagumenta com
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a idade. Em individuos com idade superior aos &3 anfrequéncia de
mutacdes do tip&LT3-DIT é de 30-35%. Ja em pacientes mais jovens,
essas alteragbes moleculares sdo detectadas eb¥%2@-godem variar
entre 5-15% em pacientes pediatricos (STIREWALTakt 2001;
ANDERSSON et al., 2004).

Figura 4 - Representacao esquematica das mutetd&s

Cromossomo 13q12
A B
Individuo normal Individuo normal
Exon 14 fpgen Fron 15 Exon 20
Individuo com mutagéo Individuo com mutacgio
Exon 14 intron Exon 15 Exon 20
[ PK= |
DIT Mutagoes pontuais

Legenda: MutacdeELT3 localizadas no cromossomo 13qgl12. A) mutagdo do
tipo FLT3-DIT, éxon 14. B) mutacdo pontualT3-D835 éxon 20.
Fonte: Adaptado de LICINIO; SANTOS-SILVA, 2010.

A importancia clinica das mutacbes @hT3 nas LMAs foi
estabelecida a partir da associagdo entre a peesdac DIT e
leucocitose, alto percentual de blastos e respdstapéutica
desfavoravel (KOTTARIDIS et al., 2001). Alguns gospdetectaram a
presenca da mutacdo do tipgeLT3-DIT concomitante a outras
alteracbes, como, por exemplo, com a t(15;17)(d2221) indicando
prognéstico favoravel e com a t(6;9)(p23;q34) comogpdstico
desfavoravel (THIEDE et al., 2002; LIBURA et alQ(3). Entretanto,
dois estudos avaliaram pacientes com LMA e t(1%P2,q12-21) e
nao encontraram impacto significativoleT3-DIT na avaliacéo clinica
dos pacientes, porém houve uma tendéncia no seddidgoenor SLD e
taxas maiores de recidiva nesses pacientes. Alé&so,dambos os
estudos encontraram uma associacdo significative ELT3-DIT e
leucocitose, o que indica que apresenca da mutag®influenciar no
efeito bioldgico proliferativo em casos de LMA ca(h5;17)(q22;q12-
21) (KIYOl et al., 1999; NOGUERA et al. 2002).
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Assim, o valor progndstico da DIT no geReT3 associada a
outras alteracbes ainda ndo estd bem estabelquii®,a literatura
mostra trabalhos que associam a mutacéo DIT noRefi&com maior
frequéncia de recidivas, com taxas de remissaasiga@s do grupo
controle ou até mesmo associado a resposta cléniogavel (LACAYO
et al., 2004; GALE et al., 2007).

Além da mutacad-LT3-DIT estar associada com a leucometria
elevada, alta porcentagem de blastos na MO, tandséénrelacionada
com a diminuicdo de SLD e aumento do risco de inerida primeira
remisséo, em relacdo aos pacientes sem a mutadasDIT. Por isso,
a presenca dessa mutacdo esta relacionada a easdgld progndstico
desfavoravel (BALDUS et al., 2007; MROZEK et alQ0Z; GALE et
al., 2008). Vérios estudos sugerem que o TMO alogé&m pacientes
portadores de LMA conFLT3-DIT, durante a primeira remissao,
apresenta resultados melhores ao tratamento dagquedes que fazem
quimioterapia convencional de consolidagéo, ap#saisco de recidiva
persistir (MESHINCHI; APPELBAUM, 2009; GRIMWADE, 2@;
HASSERJIAN, 2013).

As mutacdes pontuais na posicdo 835 do éxon 2Gderd-T3
estdo localizadas no interior da alga de ativagicatundo dominio
tirosina-cinase (YAMAMOTO et al., 2001). Essas ngdtzs denomidas
FLT3-D835 promovem a autofosforilacdo constitutiva do reaept
independente de ligante assim como as muta€lb€s-DIT (GRIFFIN,
2001). A mutagdo D835 acomete a alca de ativac&egiondo dominio
tirosina-cinase, e a mutacdo mais comum resulsubstituicdo de um
residuo de &cido aspartico por um residuo de niapsintretanto, outras
mutacdes pontuais, delecbes e inser¢cdes menos efftegu que
envolvem outros residuos de aminoacidos, inclumd®42C, K662Q e
V592A também tém sido descritas (BALDUS et al., Z0/HITMAN
et al, 2008). A alca de ativagdo € um componem@®um aos
receptores tirosina-cinase e tem como funcdo blirgoeacesso de
adenosina trifosfato (ATP) e do substrato ao daméimiase quando o
receptor esta inativo. Com uma mutag¢éo pontuabnesggéo, o receptor
se encontra autoativado e assim, como na presengauth¢ad-LT3-
DIT, o controle da cascata de sinalizacdo promovido FIOI3 é
perdido, o que leva a proliferacao celular e blamuka diferenciacéo
(GRIFFIN, 2001). Essa mutagdo esta presente tantpazientes com
LMA (5-10%) e SMD (2-5%) quanto em pacientes comAL{1-3%).
No entanto, a sua relevancia clinica ainda é ceetsa, alguns
trabalhos demonstram que a presenca de mutacdpodBLiT3-D835
pode ocorrer em um subgrupo de pacientes com pstigndavoravel
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(presenca das mutacdd®M1 ou CEPBA, também que a presenca da
mutacdo isolada, em conjunto com a t(15;17)(g23;cdi2 com a
mutacdoFLT3-DIT, o progndstico passa a ser desfavoravel (ABU-
DUHIER et al, 2000; YAMAMOTO et al., 2001; THIEDE002;
FROHLING et al., 2002). Entretanto, um estudo eealo por Wang et
al. (2010) a presenca da muta¢dd-D835né&o apresentou associacao
positiva com taxas de SLD e SG como foi encotraa@ @ mutagao
FLT3-DIT (WANG et al., 2010).

As discrepancias encontradas entre esses estudem®er um
resultado importante das diferencas entre carattas dos pacientes,
presenca de outras alteracfes genéticas concagsitantinclusive de
um subtipo especifico de leucemia como as leucepramielociticas
agudas (LPA) (SCHLENK et al., 2008; BACHER et 2008).

Devido a baixa incidéncia (1,7%) relatada da preselas duas
mutacdes no gerelLT3 em pacientes portadores de LA, a avaliacdo do
valor clinico dessas muta¢cdes em conjunto é diffodl entanto o
prognostico desfavoravel parece prevalecer e estnddtro sugerem a
aquisicdo de resisténcia as terapias convencianaib/o especificas
nesses pacientes (LACAYO et al., 2004).

3.1.4.4.2 NPM1

A NPM1 (hucleolar phosphoprotein)1é uma fosfoproteina
nucleolar que transita entre o nulcleo e o citopdastiurante o ciclo
celular e interage com diversas proteinas. AssiNPBI1 é considerada
como uma proteina multifuncional, pois estad endavi no
processamento do RNA ribossomal, na duplicacdo efdriolo, na
resposta a estimulos de estresse (irradiagdo UVipéxiad), na
manutencao da estabilidade genbmica, na parti@pagaprocessos de
reparo de &cido desoxirribonucleico (DNA) e na flagio da
transcricdo por meio da modulacdo de eventos deleosacdo e
descondensacgdo da cromatina (GRISENDI et al., ZDA&EDE et al.,
2006). Além disso, a NPM1 liga-se ao p53 e regulgreteina
retinoblastoma (pRb), o p4Y e HDM2 (TAKEMURA et al., 2002;
BERTWISTLE, SUGIMOTO, SHERR, 2004; KURKI et al.,®).

Em 2005, foi relatado por Falini e colaboradores gsi mutacoes
no geneNPM1 sédo encontradas em cerca de 35% de todos os feacien
portadores de LMA e destes 50% em pacientes com dglAariotipo
normal. Em um estudo onde foi investigada a presefe@; mutacao
NPM1em 400 pacientes com diagndstico de leucemiasepca dessa
mutacdo foi encontrada em 26,2% dos pacientess tpddadores de
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LMA. A mutacdo ndo foi detectada em pacientes diagcados com
LLA ou com LMC (BOONTHIMAT; THONGNOPPAKHUN;
AUEWARAKUL, 2008). Outro estudo, realizado por Zhaet al., em
2007, relatou pela primeira vez na literatura preaagla mutacahPM1

em dois pacientes com SMD (ZHANG et al., 2007).

Essas mutacdes heterozigotas foram classificadas\ de F
(Figura 5), de acordo com insercdo ou dele¢cédo daapares de bases
no éxon 12 da regido C-terminal do gé&teM1 Falini e colaboradores
(2007) relataram que 75-80% dos pacientes portaddgeLMA com
mutagdo no gendPM1, possuiam a mutacéo do tipo A (FALINI et al.,
2007). Em outro estudo, realizado por Koh et a008, observou-se
que individuos portadores de LMA e com a mutag&d1 do tipo A
possuem progndstico favoravel, enquanto que agaefesmutacdes no
geneNPM1do tipo ndo-A séo de progndstico desfavoravel (Kedil.,
2009).

Figura 5 - Representacao esquematica das mutag@gEndNPM1

Cromossomo 5¢q35

xons[ 1 [2] 3 | a]5]6]7]8] 9 |1 12
Sequéncia normal
Mutagdo A
Mutagdao B
Mutagdo C
Mutagao D
Mutacdo E CTCTG: s GCAGTCTCTTGCCCAAGTCTCTTAA

Mutagdo F CTETG: nne GCAGTCCCTGGAGAAAGTCTCTTAA

Fonte: Adaptado de LICINIO; SANTOS-SILVA, 2010.

Posteriormente, em 2005, Suzuki et al. descreveramas quatro
novas mutacdes no gehdFM1 que foram designadas de G a J, e que
assim como as mutagdes anteriormente descritdtaresia insercéo de
guatro pares de base na posi¢éo 960 (Figura §)rdtsinas resultantes
das mutacfes descritas como G e H foram as mesasasutacdes do
tipo A, jA a mutacdo J compartilha a mesma protéénanutacdo do tipo
B. Porém, a proteina que provém da mutacdo | cont@mesiduo de
lisina na posicdo 289, enquanto que 0s outros uesiggermanecem
inalterados (SUZUKI et al., 2005).

Ainda, em outros estudos nos quais foi avaliadaeaenca da
mutacdo no gendPM1também descobriram novas variantes (Quadro
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8). Entretanto, como foram observadas em poucdsrgas, 0 impacto
no prognostico ainda é discutivel e requer maisdest (ZHANG et al.,
2007; BOONTHIMAT et al., 2008; LICINIO; SANTOS-SILA, 2010;
JEON al., 2013).

Figura 6 - Novas mutagdes descritas no géPRl1éxon 12.

Mutagéo G GATCTCTGTTTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG
Mutag&o H GATCTCTGCTTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAARAATAG
Mutagao | GATCTCTGTAAGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG
Mutagéo J GATCTCTGTATGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG

GCTATT CAAGAT CTCT T TT GECAGT GGAGGAAGTCTCTT GCTAT T AAGAT CT €T §TARGRCAGT GG AGGAAGT CTCTT

J. Em vermelho representado as inser¢des de gpates de base de acordo
com cada nova mutacgdo, abaixo as sequéncias obfidas clonagem.
Fonte: Adaptado de SUZUKI et al., 2005

Quadro 8 - Novas mutagOes apresentadas noNfelE e suas
respectivas sequéncias.

Estudo Sequéncia

Sequéncia normal AAGATCTC TG GCAG T GGAGGGAA

Mutacdo A AAGATCTC TG TCTC GCAG T GGAGGGAA
Zhang et al. (2006) AAGATCTC TG GCAG T CTTTCTCCC GAA

Boonthimat et al. (2008) | AAGATCTC TG TGTG GCAG T GGAGGGAA

AAGATCTC TG TTCG GCAG T GGAGGGAA

AAGATCTC TG TAAA GCAG T GGAGGGAA

AAGATCTC TGGCAG CGGC T GGAGGGAA

AAGATCTC CGCATG GCAG T GGAGGGAA

AAGATCTC TG CACGCG AG T GGAGGGAA

AAGATCTC TG CCAGAG AG T GGAGGGAA
AAGATCTC TGGCAG T CCCTTTCTA AGGGAA

Jeon et. al (2013) AAGATCTC TG GCAG AAAC T GGAGGGAA
AAGATCTC TG GCAG T CTTTAGCCCGGAGGGAA

Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2007; BOONTHIMAfTag¢, 2008;
LICINIO; SANTOS-SILVA, 2010; JEON et al,. (2013).
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3.1.5 Tratamento

O tratamento das LAs consiste em duas principasest
guimioterapia de inducéo e pos-remissdo (cons@mae para alguns
subtipos especificos ainda pode optar-se por uroait® fase chamada
de manutencdo. A primeira fase tem por objetivauznmda remisséo
completa, ou seja, diminuir a quantidade de blasto810O (menos de
5%) e restaurar a hematopoiese normal. Nos pasielidgnosticados
com LMA, este ciclo é realizado com uma terapiarish em um regime
com uma dose de 100 a 200mgtiia de citarabina (ARA-C),
administrada por infusdo venosa por sete dias deguentre os dias
dois e quatro também é adminitrada uma dose 12 tidmde
mitoxantrona (WESOLOWSKI et al.,, 2010; ZIMMERMANN al.,
2013; ROWE, 2013).

Nos pacientes com diagndstico de LLA uma varieddde
esquemas quimioterapicos podem ser utilizadosipdtair a remissao;
todos incluem a vincristina e a prednisona, a riaieles acrescenta a
L-asparaginase e/ou daunorrubicina administradaspariodo de trés a
quatro semanas (HAFERLACH et al.,, 2007; INTERMESG#Ial.,
2011).

Apoés a fase de inducdo inicia-se a fase de possé@micom a
administracdo de outros quimioterapicos, ou apeoass maiores dos
mesmos administrados para induzir a remisséo iniE&sa etapa visa
evitar a recidiva e a doenca residual minima, a spi@aracteriza pela
presenca de células leucémicas em quantidade dt@ete pelos
métodos diagndsticos atuais. Nessa segunda fasesddgvar em conta
variaveis como: estado clinico do paciente, presede outras
comorbidades, idade, histérico anterior de SMD rapia citotoxica,
assim como fatores progndsticos (WESOLOWSKI et apnl10;
ZIMMERMANN et al., 2013). Para as LMAs o protocaldilizado na
consolidacdo € o mesmo da terapia de inducdo. blo das LLAS, os
medicamentos utilizados s&o: metotrexato em altases] a
ciclofosfamida e a citarabina, entre outras. A namgio implica na
administracdo de quimioterapicos em baixas dosemrase diaria ou
semanal, em ambulatério, por longos periodos dpde@ esquema de
manutencao mais frequentemente usado na LLA é oagsecia 6-
mercaptopurina diaria e metotrexato semanal ou @aass por més
(NCCN, 2014).

Na versao atual da NCCN (2014) foram incluidos exwees
moleculares de genes especificos cdfhb, FLT3, CEBPA e NPM1
além das anormalidades citogenéticas como critieridsco de recidiva
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nestes pacientes, de forma que o tratamento pesseatizado de modo
individualizado considerando o perfil de risco duacientes. Além
disso, em um estudo onde foi avaliado a terapimté@sificacdo pos-
remissdo com transplante alogénico em pacientdaduooes de LMA
comFLT3-DIT demonstrou que esses pacientes obtiveram umanmaelho
clinica e uma taxa menor de risco de recidiva emperacdo aqueles
gue receberam tratamento quimioterapico convenki@2a% e 49%,
respectivamente (GALE et al.,, 2005). Sendo assama pma correta
estratificacdo prognostica e deciséo terapéutictysive indicacao para
TMO alogénico, novos trabalhos devem ser realizaq@sa
esclarecimento dos fatores de riscos prognoéstigradientes portadores
de LMA que apresentem as mutacdes no & e NPML
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 CASUISTICA

Foram coletadas amostras consecutivas de SP ou BIO d
pacientes de ambos 0s géneros, com suspeita dencAminhadas ao
Setor de Onco-hematologia da Divisdo de Analisésicals do Hospital
Universitario Polydoro Ernani de Sédo Thiago-HU/UFS& periodo de
janeiro de 2012 a setembro de 2014. As amostrasnf@olhidas em
tubos contendo EDTA como anticoagulante e sé foirsctuidas no
estudo aquelas cujos pacientes ou responsaveigi@ssi 0 Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE), conform€amité de Etica
de Pesquisa em Seres Humanos da UFSC (212/2008¢iapé).

4.1.1 Critérios de inclusdo

Os critérios de inclusdo considerados foram:
= Pacientes atendidos no HU-UFSC
= Pacientes com suspeita de LA
= Disponibilidade de material

4.1.2 Critérios de exclusdo

Foram excluidos desse grupo de estudo 0s pacigméeapresentaram
as seguintes condicdes:

= Pacientes com idade inferior a 15 anos

= Pacientes diagnosticados com LMC, SMD e aplaside

= Pacientes em recidiva

= Pacientes em tratamento

= Impossibilidade de obtencdo de dados clinicos
Desse modo, do total de amostras recebidas, seienfes nao
confirmaram o diagnéstico de LA, trés pacientes mficesentavam
todos os dados clinicos disponiveis, um pacienty@em tratamento e
quatro pacientes ndo apresentavam material suficieara a andlise.
Assim, das 57 amostras enviadas, 42 tiveram o @sigo confirmado
e foram incluidas no presente estudo (Figura 7).
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Figura 7 - Representacao esquematica do delineardastamostras
incluidas no estudo.

57 amostras recebidas
nao LOEH no periodo de
Janeirode 2012 a
setembro de 2014

7 amostras 3amaostras lamostra excluide 4 amostras excluidas
excluidasdevido ao excluidas devido a devido o paciente devidoa guantidade
diagndsticode LA falta de dados estar em insuficiente do
1éo se confirmar clinicos tratamento material

Total de amostras
analisacas com
diagnostico
delA=42

|
l LMA =26 |l LLA-T=4 ll LLA-B=10 |l LBA=2 |

Fonte: A autora, 2015.

4.2. EXTRACAO DE DNA

O DNA foi obtido a partir de 200 pL de SP ou MQirgindo-se
o kit comercialQIAmp DNA kit(QIAGEN, EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Inicialmente, 200 pL de amostra foram misturados 20 pL de
enzima protease K em um microtubo de 1,5 mL. Asilaglforam
lisadas utilizando-se 200 pL de tampéo AL na armplmmogeneizadas
em vortex durante 15 segundos e incubadas a 5@®rPQQ minutos.
Para cada 200 pL de amostra, adicionou-se 200 |etatel (96-100%)
e novamente as amostras foram homogeneizadas ¢ex dorante 15
segundos. A solucdo obtida foi transferida paraolana QIAamp e
centrifugada a 6.000 g por 1 minuto. O filtrado fiescartado e
adicionaram-se 500 pL de solugdo de lavagem AWtplana foi
centrifugada a 6.000 g por 1 minuto. Em seguideglana foi lavada
com 500 pL de um segundo tampdao de lavagem (AVegheifugada a



57

20.000 g por 3 minutos. O filtrado foi desprazadmlionado a coluna
100 pL de agua destilada. Posteriormente, a cdairmacubada durante
5 minutos a temperatura ambiente e centrifugada0@06g por 1

minuto. O DNA obtido foi armazenado a -20 °C paga wilizado na

reacao seguinte de PCR.

4.3 PCR PARA DETECGAO DA MUTAGAO DO TIPGLT3-DIT

Para a detec¢do da mutacdo do #d 3-DIT foi utilizada a
técnica de PCR com iniciadores especificos (5 -
GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3 e 5
CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3) para a amplificacdo dos
éxons 14 e 15 do gef®. T3, previamente descritos por Meshinchi et al.,
(2001).

As amostras foram amplificadas nas seguintes coesticl00 ng
de DNA genbmico; 5 pL de tampao 10X concentrada Jargq-DNA
polimerase (10 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI); ;& de MgCl;
(1,5 mM); 0,4 uL de dNTP mix (200 uM de cada); R0 de cada
oligonucleotideo iniciador (0,4 uM), 0,25 uL Tag-BNoolimerase
(recombinank (5 U/uL); e &gua ultrapura para completar o vadmal
da reacdo de 50 pL.

A reacdo constituiu de uma incubacéo inicial de°@4por 3
minutos seguidos de 35 ciclos de desnaturacad®@ $ér 30 segundos,
ligacdo dos iniciadores a 61 °C por 1 minuto eresée a 72 °C por 2
minutos, com uma extensédo final de 72°C por 8 raBiuAs reacdes
foram realizadas em termociclador Mastercycler ¢tei® (Eppendorf,
Alemanha), com reagentes Invitrogen (Carlsbad, EUA)

Os produtos de PCR foram inicialmente separados po
eletroforese em gel de agarose (2%) a 100 V poniB0tos, e corados
por brometo de etideo, para verificar se houve aliicacdo da
sequéncia alvo. Posterioremente, os produtos de fBaR avaliados
através de eletroforese em gel de poliacrilamidi 5280 V por 90
minutos e corados com brometo de etideo. As bdndas visualizadas
sob luz ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA

A deteccdo de somente uma banda de 329 pb corrksp@o
alelo do gene ndo mutado, ou seja, auséncia da@utk tipo DIT no
geneFLT3. Ja a presenca de um fragmento de tamanho maik® pl8
(até 400 pb), devido ao numero diferente de dugdiea emtandem
presentes, foi relacionada com a mutacdo homozigo@eteccdo de
dois ou mais fragmentos foi interpretada como pigseda mutacao
heterozigota (Figura 8). Estimou-se o tamanho dodytos da PCR por
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comparacgdo, ao marcador de tamanho molecular (Cadéder 50 pb
Invitrogen™ Life Technologies).

Figura 8 - Gel representativo da PCR para mut&gaa-DIT.

300 pb

1 2 3 4 5 6

Legenda: 1) Marcador de tamanho molecular de 5@p@pntrole negativo da
reacao; 3) Amostra paciente sem banda compatinelaconutacéd-LT3-DIT;
4) Amostra do paciente heterozigoto com banda ctimghacom a mutacéo
FLT3-DIT; 5) Controle negativo para mutacéo DIT no geh&3; 6) Controle
positivo para mutagéo DIT no geRET3.

Fonte: A autora, 2015.

4.4 DETECCAO DA MUTACAO DO TIPGFLT3-D835

Para a detecgdo da mutacdo do fhd3-D835 foi utilizada a
técnica de PCR seguida de uma digestdo por enzémeestricao,
conforme descrito por Liang et al. (2003). Ampliicse a regido do
éxon 20 do gen€LT3 utilizando-se oligonucleotideos especificos (5'-
CCGCCAGGAACGTGCTTG-3' e 5 GCAGCCTCACATTGCCCC-
3’). Foram amplificados 100 ng de DNA em uma sayca qual
continha os seguintes volumes e concentracfes:fifgiL de tampéao
10X concentrado para Tag-DNA polimerase (10 mM-HA@&, pH 8,4;
50 mM KCI); 2,25 puL de MgC4.(2,25 mM); 0,6 puL de dNTP mix (300
UM de cada); 2,0 uL de cada oligonucleotideo idmia(0,4 uM de
cada); 0,25 pL Tag-DNA polimerasee¢ombinant (5 U/uL); e agua
ultrapura para completar o volume final da reagas@pLL.

A reacdo constituiu de incubacéo inicial de 94 € 3 minutos
seguidos de 35 ciclos de desnaturacéo a 94 °COpsedhindos, ligacao
dos iniciadores a 66 °C por um minuto e extenséd % por 2 minutos,
com uma extensdo final de 72 °C por 8 minutos. degdes foram
realizadas em termociclador Mastercycler Person@Eppendorf,
Alemanha), com reagentes Invitrogen (Carlsbad, EUA)
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Ao término da PCR, os produtos foram separadoslptmoforese
em gel de agarose 2%, a 100 V por 30 minutos, osreom brometo de
etideo e visualizados sob luz ultravioleta em Im&geant LAS500
(GE- EUA).

Em seguida, os produtos de PCR foram submetidagestéo
enzimatica atraves da técnica B&LP (restriction fragment length
polymorphism) onde foi utilizado 10 pL do produto amplificadm e
uma solucdo contendo 1,0 pL da enzima Eco-RV (LQ)}J3,0 puL de
tampdo H 10X concentrado (500 mM Tris-HCI, pH 7180 mM
MgCly; 10 mM DTT; 1 M NaCl), e 1,0 pL de agua ultra-ppeaa cada
amostra. A solucdo foi incubada por 1 hora a 37 OE€.produtos
digeridos foram avaliados em gel de poliacrilanfi@éo, a 80 V por 90
minutos, corados pelo brometo de etidio e visuddigasob luz
ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA). O &mmo dos
fragmentos foi estimado, por comparacéo, com o adarcde tamanho
molecular (DNA ladder 50 pb Invitrogen™ Life Techogies).

Sabendo-se que a sequéncia codificante de D835reenge
GATA, sitio de atividade da endonuclease Eco-R\grasstras que néo
apresentam a mutacdo do tipo D835, apdés a digemt@onatica
apresentaram duas bandas: 46 e 68 pb indicandbaypwe a digestédo
completa dos alelos correspondentes ao gene er@quEsquanto que
as amostras com presenca da mutacdo pontual D&&seataram uma
Unica banda de 114 pb (mutagdo homozigota) ou mgasde trés
fragmentos: 46, 68 e 114 pb (mutacdo heterozigot@yesentado na
Figura 9.
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Figura 9 - Gel representativo da PCR para mut&td@-D835

100 pb
68 pb
50 pb
46 pb

1 2 3 4 5 6

Legenda: 1) Marcador de tamanho molecular 50 pbArpstra de paciente
antes da digestdo enzimdtica; 3) Amostra de paciBeterozigoto para a
mutacaoFLT3-D835 4) Amostra de paciente antes da digestdo enzia)di)
Amostra paciente negativo para a mutagB®3-D835 6) Controle negativo da
reacgéo.

Fonte: A autora, 2015.

4.5 PADBONIZACAO DA PCR PARA A DETECCAO DE
MUTACOES NO GENENPM1

O estudo da padronizagdo da técnica de PCR pargagdon no
geneNPM1 iniciou-se com desenho dos iniciadores senso esanio
atraves dosoftwarePrimer Select do Pacote DNA STAR (Lasergene).
Para isso, foi realizada a andlise da formacadrderds ehairpins para
0 par de iniciadores no préprmftware os quais podem interferir na
reacdo de amplificacdo. Além disso, foi avaliadopnagramaPrimer
Blast(NCBI) se os pares escolhidos estavam de acomcacgequéncia
de interesse, ou seja, apresentavam similaridade. in@iadores
escolhidos permitem a amplificagdo de uma sequémeiaervada que
compreende o local onde ocorrem as insercdes mdsras mutacoes
NPM1 (Quadro 9).
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Quadro 9 - Iniciadores utilizados na amplificac@sequéncia alvo do
geneNPM1

. - . Produto
Iniciadores Sequéncia de Nucleotideos .
Amplificado
Senso 5- CCATGTCTGACCACCGCTACTAC - 3
568 pb
Anti-Senso 5 - ATTGGCATATGGGTCTCTGTTC - 3’

Dessa forma, estabeleceu-se que seria utlizadaotagolo
descrito previamente por Pazhakh et al. (2011)quedl a reacéo foi
preparada de acordo com o descrito na Tabela 4egasntes condicoes
de amplificagdo: 5 minutos a 95 °C para denaturalidNA, 30
segundos a 94 °C, 1 minuto a 55 °C para anelandestiiciadores, 1
minuto a 72 °C para extensdo da sequéncia alvtdep@or 40 ciclos e
ainda 7 minutos a 72 °C para uma extensao finakaééao foi realizada
em termociclador Mastercycler Personal® (Eppenddiemanha),
com reagentes Invitrogen (Carlsbad, EUA). Posterdmte, a
amplificacdo dos produtos foi visualizada em geladarose 2%, por
meio de eletroforese a 100 V por 30 minutos, caanon brometo de
etideo e visualizadas sob luz ultravioleta de 320 (HOEFER-
MacroVue UV-20), utilizando-se um sistema de fot@uwimentacdo de
géis (DOC-PRINT Biosystems).

Tabela 1 - Volumes e concentracdes dos reagentidigadds
inicialmente na reagdo de PCR para deteccdo dag@nN&#ML

Reagente Volume Concentracdo
H,0 37,1 uL gsp 50 pL
Tampao 10x 5,0 uL 1X

MgCl, 50 mM 2,0 uL 1,5mM
dNTP 25 mM 0,4 uL 0,2 mM
Iniciador Senso 10 uM 1,0 uL 1uM
Iniciador Anti-Senso uM 1,0 uL 1uM
Taq Polimerase 5 U/uL 0,5 uL 25U
DNA molde 3,0 uL 37,5 ng

Volume Final 50,0 uL -

Fonte: Adaptado de PAZHAKH et al., 2011.
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Visando aumentar a sensibilidade, outras variaveiam
analisadas durante a padronizacdo da PCR comoemtoacio de
MgCl,, aditivos como dimetil-sulféxido (DMSO) e glicera a
quantidade de DNA molde.

4.5.1 Concentragdo de MgGl

A concentracdo do reagente de MgQlode influenciar o
resultado da PCR, pois atua como importante cofddoenzima DNA
polimerase, sendo assim um fator indispensavedagio.

De modo a atingir a quantidade necesséaria desgenteana
reacdo, foi realizado um gradiente de concentragdagle as
concentracdes testadas foram: 0,75 mM; 1,0 mM; m@se 1,5 mM.

4.5.2 Adicdo de cosolventes

Em reagcbes de PCR onde o DNA molde é rico em bases
adicionando-se aditivos como DMSO e glicerol a @ieapode ser
beneficiada, pois esses reagentes facilitam a tlragédo da fita dupla
de DNA e o pareamento dos iniciadores melhorandosua
especificidade. Assim, para aumentar a qualidadee@géo de PCR e
diminuir possiveis amplificacbes inespecificas rioreealizados testes
adicionando-se esses dois cosolventes em reaéemntis.

4.5.3 Quantidade de DNA

O excesso de DNA pode ser um fator que leva a fgimae
produtos inespecificos ou mesmo a inibicdo da maéd entanto a
baixa quantidade pode levar a amplificacdo de Ilsmnftacas
prejudicando a visualizagdo no gel. Desse modonflaéncia da
guantidade de DNA foi avaliada alterando-se gradatente o volume
adicionado na reacéao.

4.6 ANALISE DE MUTACOES NO GENE NPM1 POR
SEQUENCIAMENTO

Os produtos amplificados das amostras foram padbes
utilizando-se a enzima ExoSAP-IT (Affymetrix, INEUA), sendo que
para cada 5 pL do produto de PCR foi acrescentagdb @a enzima.
Posteriormente, a solucdo foi incubada a 37 °Clpominutos, para
remover o excesso de iniciadores e nucleotideos rdige foram
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incorporados na reacdo de PCR. Depois, a solu¢dactdada a 80 °C
por mais 15 minutos para inativacéo da enzima (gidQ).

Figura 10 - Esquema representativo onde mostréia dg enzima de
purificacdo EXoSAP-IT.

Produto de PCR Amplificado

NS T N
g
T
P (W L g L
T w7

Add ExoSAP-IT® & 37°C, 15 min para tratamento

80°C, 15 min para inativagdo

|

Produto de PCR

YO DA DA DD DA D
©

Nucleosidios

Fosfato Inorgénico

Fonte: Adaptado de http://www.affymetrix.com/as&8200_f1.pdf

Apoés a purificacdo, e com 0os mesmos iniciadordizadios na
reacdo de PCR, os produtos de PCR foram sequenciado
equipamento Hitachi 3500 Genetic Analyzer (AB Aegli
Biosystems®, Foster City/EUA), sendo a reacdo dpiesgciamento
preparada a partir do Kit BigDye® Terminator (AB ied
Biosystems®, Foster City/EUA), de acordo com adrug$es do
fabricante.

Resumidamente, as reac¢des foram realizadas nangaege 5
pmol dos iniciadores especificos de cada produtquédo produto de
PCR purificado por precipitacdo, nas seguintes icord térmicas: um
passo inicial de desnaturacédo a 96 °C por 60 segusetjuidos por 35
ciclos de desnaturacdo a 96 °C por 1 segundo Aligegs iniciadores a
50 °C por 5 segundos com rampa de alteracdo daetatup de 1
°C/segundo, e extensdo a 60 °C por 240 segundsgeri®omente os
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produtos marcados foram precipitados utilizandetaaol/EDTA para a
retirada dos nucleotideos e iniciadores ndo incagms. Os produtos
purificados foram ressuspendidos em 10 pl de forideme
eletroinjetados. A montagem dosntigse a analise da qualidade foram
feitas por meio do pacote Phred/Phrap/Consed ver2&d
(http://wvww.phrap.org) (EWING; GREEN, 1998; EWING a&., 1998).
A confirmacéo da identidade dos fragmentos foiizadh utilizando-se
o algoritmo BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Todas as etapas do sequenciamento e andlise da@nciag
obtidas foram realizadas em colaboragcdo com o bifmio de
Protozoologia (www.proto.ufsc.br) e o Laboratorie Bioinformatica
da UFSC (www.bioinformatica.ufsc.br).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A confeccdo do banco de dados e a analise esatifatiam
realizadas com o auxilio do software SPSS versa 13umarizaram-
se os dados como numeros absolutos e percentaaiasa de variaveis
nominais, e como mediana de valores maximo e minimeaso de
variaveis numéricas. Quanto a expressdo das mestagbgend-LT3
(DIT e D835), se fez a sumarizacdo de forma dicmtérfausente ou
presente).

Para analisar possiveis associa¢cfes entre a predenmqutacdes
no gene FLT3 com as variaveis: género, expressdao de CD34 e
progressao; os pacientes foram divididos em grgpanralisados pelo
teste de Chi-Quadrado. Variaveis numéricas comadatie sérica da
enzima LDH, leucometria e porcentagem de blasteanfoassociadas
com o grupo de interesse pelo teste Mann-Whitneycénsiderado um
nivel de significAncia de 5%€0,05) em todas as analises. A analise
estatistica foi realizada atravéssftwareSPSS (versao 17.0).

Para construcdo da curva de sobrevida utilizou-software
MedCalc® versdo 12.3.0.0 e a analise foi realizadéaves do método
de Kaplan-Meier.
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5 RESULTADOS

5.1 PAQRONIZAQAO DAS ANALISES PARA DETECCAO DA
MUTACAO NO GENENPM1

5.1.1 Padronizacgédo da técnica de PCR para detecoda mutagcdo no
geneNPM1

Conforme citado anteriormente em Casuistica e Mdé&toc
padronizagéo da técnica de PCR para andlise dengeese mutacdo no
geneNPML1 foi baseada no protocolo apresentado no estuéazieakh
et al. (2011), utilizando-se iniciadores previateedesenhados para
este estudo pekoftwarePrimer Select.

Para otimizar a reacdo, afim de reduzir interfagntjue
prejudicariam as etapas seguintes de purificac&egrienciamento,
foram analisadas as seguintes variaveis:

- Concentracdo de Mgg£la concentragéo ideal selecionada que
resultou em bandas mais intensas foi de 1,5 mM;

- Adicdo de cosolventes: segundo os testes reakzadm os
aditivos DMSO e glicerol, a utlizacdo de 2% decgiol na reacéo
reduziu o nimero de bandas inespecificas;

- Quantidade de DNA molde: a quantidade de DNA olzsa
que resultou em bandas mais fortes no gel de agdeofoi de 100 ng .

Assim, as amostras foram submetidas a técnica &edeGcordo
com o protocolo padronizado para amplificacdo depuoduto esperado
de 568 pb (Tabela 2, Figura 11).

Tabela 2 - Volumes e concentracbes padronizadas relagentes
utilizados na reacdo de PCR para deteccdo da muthbifdVl
(Continua).

Reagente Volume Concentracdo
H,0 30,1 uL gsp 50 pL
Tampéao 10x 5,0 uL 1X

MgCl, 50mM 2,0 uL 2mM
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Tabela 2 - Volumes e concentragbes padronizadas relagentes
utilizados na reacdo de PCR para deteccdo da mutbigaM1
(Concluséo).

Reagente Volume Concentracéo
dNTP 25 mM 0,4 pL 2mM
Glicerol 50% 2,0puL 2%

Iniciador Sense 10 uM 1,0 uL 1uM
Iniciador Anti-Sense uM 1,0 uL 1mM
Taq Polimerase 5 U/uL 0,5puL 2,5 U/uL

DNA molde 8,0 uL 100 ng
Volume Final 50,0 pL -

Figura 11 - Gel representativo das bandas ampldisaorrespondentes
ao fragmento do gerMdéPM1apds padronizacdo da técnica.

500 pb 568 pb

1 2 3 4 5 6 7

Legenda: 1) Marcador de tamanho molecular de 1002pb 6) Amostra
clinicas; 7) Controle negativo da PCR.
Fonte: A autora, 2015.
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5.1.2 Sequenciamento

Os produtos amplificados de 568 pb foram sequeosigmhra
andlise de mutagbes no geN®ML As sequéncias obtidas foram
analisadas pelo algoritmo Blastasic Local Aligment Search Tpoha
fim de verificar a identidade das sequéncias obtidam o gene
estudado. Todas as amostras apresentaram em ten89% de
similaridade com a sequéncia do gétfeM1 depositada no banco de
dadosGenBankNCBI) registrada com o nimero NG016018.1.

Das 42 amostras analisadas, 39 (92,9%) apresengasaquéncia
nao mutadawild type do geneNPML1 As outras trés amostras (7,1%)
apresentaram diferentes pontos de mutacéo (Fid)raglie ainda nao
foram descritos em nenhum trabalho da literatuadisado, como pode
ser observado na andlise das sequéncias obtidas t@ehica de
sequenciamento (Figura 13).

Figura 12 - Representacdo esquematica da nova dwoussagontrada no
geneNPM1

Cromossomo 5935

10
12 3 4 5 6 7 89:I_]H 12
™.
— EH—E—a—aa--- -+
T

A-NG_016018.1|(NPM1) AGGCTATTCAAAGATCTCTG GCAGTGGAGTGCA
B - Mutagdo A AGGCTATTCAAAGATCTCTGTCTGGCAGTGGAGTGCA
C - Mutagdo 951_965 AGGCTATTCACAGGTTTTTG GCCGGGGAGTGCA

Legenda: A) sequéncia padrdo ndo mutadéd (type obtida no GenBank
(NG_016018.1); B) sequéncia referente a mutac&ipdd, insercdo de quatro
pares de base na posicdo 960; C) sequéncia dasrtodtras que apresentaram
mutacdes ndo descritas no gaéieMl, entre a posicdo 951 e 965. As bases
mutadas estdo em vermelho; Todas as bases mosa@@sentaram qualidade
de Phred> 15.

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 13 - Representacdo das sequéncias obtidagaida analise de
sequenciamento do fragmento de 568 pb do éxon f2meNPML

GACTTCCTCCACTGCCAGAGATCTTGAATAGCCT GGAAAAAAAAAAAAAAAAA
GACTTCCTCCACTGCCAGAGATCTTGAATAGCCTGCAAAAAAAAAAAAARAAL

|

\ wllfMIw“HUﬂ

A
'\

GA CTTCCTCCACTGCCAGAGATCT TGAATAGCC TGGAAAAAAAAAAAAAAAA
GGACTTCCTCCCCGOGGCCOAAAATC TOGAAAAGCC GORAAAAAAAAAAAAAAAA

&bw\}\ I f m flﬁ ﬂ‘.‘mﬁ\l‘

LA

A

Legenda: A) sequéncia correspondente a uma ansmstiaa mutacdo no gene
NPMZ1, B) sequéncia correspondente a uma amostra corasanga da nova
mutagéo encontrada no gadeML1

Fonte: A autora, 2015.

5.2 ANALISE DESCRITIVA DOS CASOS ANALISADOS

Neste estudo foram analisadas 42 amostras de MOS#ode
pacientes com o diagnostico de LA, coletadas nimgerde janeiro de
2012 a setembro de 2014, em um estudo prospecseguencial. Tais
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Qgieol
Experimental e Hemopatias (LOEH) para a anliseecutdr das
mutacded-LT3 (DIT e D835) eNPML

De acordo com o subtipo de leucemia, 61,9% dospsed foram
diagnosticados com LMA, 33,3% com LLA e 4,8% comclemia
bifenotipica. Os respectivos pacientes foram categgos segundo a
atual classificagcdo da OMS (2008), e apresentaranseguinte
distribuicdo: LMA (dois casos; 4,8%), LMA sem matcéio (trés casos;
7,1%), LMA com maturacdo (dois casos; 4,8%), leuaem
mielomonocitica aguda (dois casos; 4,8%), leucemi@noblastica
aguda (dois casos; 4,8%), leucemia monocitica adddeas casos;
4,8%), leucemia promielocitica aguda (10 casos398R, LPA variante
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(um caso; 2,4%), LMA com t(8;21) (dois casos; 4,8%ucemia
bifenotipica (dois casos; 4,8), LLA-B tipo pré-Br{icaso; 2,4%), LLA-
B tipo comum (nove casos; 21,4%), LLA-T /linfomaftiblastico T
(dois casos; 4,8%), LLA tipo pro- T (dois caso§2%).

Em relacdo a idade, os pacientes apresentaram @diama de
46 anos (15-88 anos) e uma média de 45,7. Parapo gie pacientes
diagnosticados com o subtipo LMA, a mediana fodfig anos, para o
subtipo LLA a mediana foi de 41 anos e para o pabdducemia aguda
bifenotipica (LBA), 61,5 anos. As caracteristichsicas e laboratoriais
apresentadas pelos pacientes est4 apresentadbata 3a

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e laboratomis pacientes com
diagnostico de LA no momento do diagnéstico (Carg)n

Parametros N %
Género
Feminino 15 35,7
Masculino 27 64,3
Subtipo de leucemia
LMA 26 61,9
LLA 14 33,3
LBA 2 4.8
Idade (anos)
Mediana 45,7 76,2
Limites 15-88
CD34
Positivo 29 69,0
Negativo 13 31,0

Leucometria (mm®)
Mediana 8.820

Limites 540 - 77.200
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e laboratomis pacientes com
diagnostico de LA no momento do diagnéstico (Cosi).

Parametros N %
LDH (U/L)

Mediana 286,5

Limites 61-6.500
Blastos (%)

Mediana 38,0

Limites 0,0-97,0

5.2.1 Descricao dos casos clinicos de pacientes gpeesentaram a
nova mutagdo no gen&PM1

Do total de 42 pacientes incluidos neste estudss (7,1%)
apresentaram uma mutacdo no gbiRM1, porém diferente daquelas
descritas na literatura, (item 5.1.2). Como o n@mde casos foi
pequeno para fazer associa¢cdes com outros par&npetgndsticos, os
casos foram resumidos na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e laboratomiis pacientes com
diagndstico de LA que apresentaram a nova mutagageneNPM1
(Continua).

Parametros Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Género Masculino Feminino Masculino

Idade 29 25 15
Diagnéstico LMA LLA-T LLA-B

Subtipo Monoblastica aguda Tipo pro-T Tipo comum

Progressao Obito sem remissdo Obito sem remissdo Obito sem remissédo
Hemoglobina (g/dL) 9,5 8,3 7.9

Hematdcrito (%) 28 25,4 20,5

Plaquetas (mf 99.000 24.000 33.000
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e laboratomis pacientes com
diagnostico de LA que apresentaram a nova mutagdgeneNPM1
(Concluséo).

Parametros Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Leucometria (mrf) 5.190 177.200 36.390
Blastos (%) 52,2 95,0 -
LDH (U/L) 645 300
FLT3 (DIT e D835) Ausente Ausente Ausente

5.2.2 Andlise da associagéo entre as mutagbesned-g&3 com outros
fatores progndsticos

Do total de 42 pacientes incluidos neste estudococpacientes
(11,9%) apresentaram a mutacdo do #hd 3-DIT e cinco pacientes
(11,9%) apresentaram a mutacdo no gé&ndg3-D835 Entre os
pacientes analisados, um caso (2,4%) apresentoasaas) mutacdes
FLT3-DIT eFLT3-D835

Conforme apresentado na Tabela 5, a frequéncimdts;6es no
geneFLT3 (DIT e D835) foi relacionada ao subtipo de leucerRiade-
se observar que do total de pacientes diagnosicadm LMA (26
casos), cinco (19,2%) apresentaram mutacdo ddtipe trés (11,5%)
do tipo D835. Dos casos diagnosticados com o suliig\ ndo houve
nenhum caso positivo para a mutagdd 3-DIT. No entanto, um caso
(7,1%) apresentou a mutacdo do tpbT3-D835 E ainda, um caso
diagnosticado com o subripo LBA, apresentou a ndistacpontual
D835. Estatisticamente, ndo houve correlagdo #gtifa entre a
presenca da mutacdeLT3 (DIT e D835) com o subtipo de LA.
Entretanto, pode-se observar que a presenca dZaolRAT3 € mais
prevalente em pacientes com LMA.

Além disso, relacionou-se a presenca da mutacé&zatelo com
0 género dos pacientes, e verificou-se: 64,3% #363) eram do género
masculino e 35,7% (15 casos) do género femininasgociacédo entre
género e a presenca ou auséncia de mutacao noFg@iBe(DIT e
D835) néo foi significativamente associada comoepsat observado na
Tabela 6.
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Tabela 5 - Distribuicdo do subtipo de LA de acotdm a presenca das
mutacdes-LT3 (DIT e D835).

Mutacao LMA LLA LBA P
N % N % N %

FLT3-DIT

Presenca 5 19,2 0 0,0 0 0,0

Auséncia 21 80,8 13 929 2 1000 0,200

Inconclusivo 0 0,0 1 7,1 0 0,0
FLT3-D835

Presenca 3 115 1 7,1 1 50,0 0337

Auséncia 23 88,5 14 92,9 1 50,0 '

Tabela 6 - Avaliacdo da presenca ou auséncia d#scéas no gene
FLT3 (DIT e D835) de acordo com o género.

Mutagdo Feminino Masculino P
N % N %
FLT3-DIT
Presenca 2 13,3 3 111
Auséncia 13 86,7 23 85,2 1,000
Inconclusivo 0 0,0 1 37
FLT3-D835
Presenca 0 0,0 5 18,5 0142
Auséncia 15 100,0 22 81,5 '

Também foi investigada a associagdo entre a praseunc
auséncia das mutagbes do tiBbT3 (DIT e D835) com a idade, a
leucometria, a porcentagem de blastos e a atividédea de LDH ao
diagnostico, pois estudos revelam que a avaliag&daid parametros no
momento do diagndstico sao fatores progndsticooritaptes, assim
como a presenca de mutacdes no gelnE3 (DIT e D835) FATHI,
CHEN, 2011).

Como pode ser observado na Tabela 7, ndo foi awmactant
associacao estatisticamente significante entreatusels prognadsticos,
idade, percentual de blastos, leucometria, atiediLDH e a presenca
da mutacdoFLT3-DIT. Porém, pode-se observar que a leucometria
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(mediana de 27.450/nfjnnos pacientes que apresentavam a mutacdo
estd com valores trés vezes maior em relacdo aquple ndo
apresentaram a mutagéo. Ainda, tanto a atividatitas#e LDH, quanto
a porcentagem de blastos também foram maiores amienpes com a
mutacad-LT3-DIT.

Em relac@o a analise da associagdo entre os faagsosticos,
idade, leucometria, percentual de blastos e atieidde LDH, e a
presenca da mutacdBLT3-D835 também ndo foi obsevado uma
relacdo estatisticamente significativa, entretant,andlise realizada
entre a idade e a presenca da mutacao foi obsemraddendéncia de
maior idade nos pacientes que apresentavam a rau2b (Tabela
8).

Tabela 7 - Asssociacdo entre os fatores progndstca presenca ou
auséncia das muta¢6es do tflor 3-DIT.

Auséncia de FLT3-DIT Presenca de FLT3-DIT

Fatores
progndsticos
Mediana Limites Mediana Limites P
Idade (anos) 47,0 15,0-87,0 39,0 16,0-88,0 0,680
Leucécitos (xl@mms) 8,3 0,4-177,2 27,4 2,8-73,5 0,407
Blastos (%) 37,5 0,0-95,0 50,0 23,0-97,00 0,142
LDH (U/L) 269,0 0,0-6.500,0 436,0 166,0-1.194,0 @622

Tabela 8 - Asssociacdo entre os fatores progngstica presenca ou
auséncia das mutagdes do tifior 3-D835

Auséncia de FLT3-D835 Presenca de FLT3-D835

Fatores
prognosticos
Mediana Limites Mediana Limites P
Idade (anos) 45,0 15,0-88,0 67,0 25,0-76,0 0,078
Leucdcitos (Xlamrn?’) 8,8 0,5-177,2 11,3 2,8-44,1 1,000
Blastos (%) 38,0 0,0-97,0 27,0 0,0-75,00 0,635
LDH (U/L) 273,0 61,0-6.500,0 349,5 118,0-5.189,0 947,

Estudos relatam que a avaliacdo de alguns marcadore
moleculares pela técnica de imunofenotipagem, canexpressao do



74

marcador CD34 tem demonstrado ser um fator de rsbependente
para estratificacdo das LMAs em pacientes aduR@3GKOVA et al.,
2011). Assim, foi avaliado se havia associacacepressao de CD34
em células leucémicas e a presenca de mutagcaceneskd.T3. Como
pode ser visualizado na Tabela 9, ndo foi obseraadaciacdo entre a
presenca da mutagdo no gdfieT3 (DIT e D835) e a expressdo de
CD34 nos blastos leucémico®IT: P=0,765 eD835 P=0,665).
Contudo, o estudo demonstrou que entre 0s cincéergas que
apresentaram a mutacdo do tipbT3-DIT, quatro expressaram o
antigeno CD34, e o0 mesmo pode ser observado pargdagaoFLT3-
D835

Tabela 9 - Andlise da associacdo entre express@&iaé e a auséncia
ou presenca das mutag¢des no gelnE3 (DIT e D835).

Mutacgdo CD34 Positivo CD34 Negativo P
N % N %
FLT3-DIT
Presenca 4 13,8 1 7,7
Auséncia 24 82,8 12 92,3 0,765
Inconclusivo 1 34 0 0,0
FLT3-D835
Presenca 4 13,8 1 7,7
Auséncia 25 86,2 12 92,3 0.665

Como mecionado anteriormente, a andlise das andadab
citogenéticas em conjunto com as alteracbes males)l tem sido
amplamente utilizada nas classificacbes de rise pdwientes. Dessa
forma, avaliamos a presenca de associacdes entemcamalidades
cromossémicas (8;21)(922;922), t(15;17)(922;912) ea
1(9;22)(g34;911.2) presentes nas amostras dosnpasie as mutacdes
no geneFLT3. Entretanto, essas translocagbes ndo foram encastrad
simultaneamente a presenca das mutacdes em estudo.

Além das alteracBes citogenéticas, também foi adalse havia
associacao entre a presenca ou auséncia de mataggnda-LT3 (DIT
e D835) e a progresséo clinica dos pacientes poesdle LA. Os
pacientes foram divididos em quatro grupos: paegemm remissao,
pacientes em recidiva, pacientes que foram a Gitoremissédo e
pacientes que foram a 6bito sem remissao. Como serdebservado na
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Tabela 10, os pacientes com a presenca da mutacipod-LT3-DIT
apresentaram significAncia estatistica em relagiiogresséo clinica do
paciente. J4 para a mutacdo do tildr3-D835a associagdo nao foi
significativa.

Tabela 10 - Andlise da associacdo entre a progres@ica dos
pacientes e a auséncia ou presenc¢a de mutacbegefeld 3.

Progresséo clinica dos pacientes

Mutagédo Ob't.o em Ob|t9 sem Remisséo Recidiva P
remisséo remissdo
N % N % N % N %
FLT3-DIT

Presenca 0 0,0 4 26,7 1 53 0 0,0
Auséncia 1 50,0 11 73,3 18 94,7 100,0
Inconclusivo 1 50,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

0,008*

o

FLT3-D835
Presenca 0 0,0 3 20,0 1 53 16,6
Auséncia 2 1000 12 800 18 947 5 857 0560

=

* Significancia estatistica (p<0,05).
5.2.2.1 Analise de sobrevida

Na andlise de todos os casos incluidos no estudmédia
observada em relagdo sobrevida global foi de 2le6em (IC 95%:
16,369 a 26,835), porém nao foi possivel estabefeceediana (Figura
14).
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Figura 14 - Curva de sobrevida global de todosamseptes incluidos
neste estudo.
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Fonte: A autora, 2015.

Os pacientes foram analisados de acordo com avédérglobal
e também com o subtipo de leucemia (Figura 15).é8liande sobrevida
dos pacientes com diagnéstico de LMA foi de 22,3a8g para 0s
pacientes com diagnéstico de LBA foi de 10,0 megaes os pacientes
com diagnostico de LLA-B foi 17,2 meses e para asigmtes com
diagnéstico de LLA-T foi 5,5 meses. O calculo dadiaea s6 foi
possivel para os casos de LBA e LLA-T (10,0 e 1,@ses
respectivamente). Na andlise estatistica foi observque n&do ha
associacao entre a sobrevida global e o subtip®d®=0,974).

Entre os pacientes que apresentaram mutacdo dELUIfR) fez-
se a analise subdividindo os grupos de acordo ctpo@e mutacao de
FLT3-DIT e FLT3-D835 cuja sobrevida global foi consideravelmente
mais baixa (P=0,002) para os pacientes com mutdda3-DIT
(média:1,8 meses; mediana: 1,0 més) em relacadeagem a presenca
da mutacgdo no gerd. T3 (média: 24,3 meses) (Figura 16).
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Figura 15 - Curva de sobrevida global dos pacieptasrelacdo ao
subtipo de LA.
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Fonte: A autora, 2015.

Figura 16 - Curva de sobrevida global dos pacieptesadores de LA
gque expressaram a mutacao no geng3,
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Fonte: A autora, 2015.
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6 DISCUSSAO

As LAs compreendem um grupo de doencas heterogé&nesas
acometem o sistema hematopoiético e apresentanttardsticas
clinicas e biblogicas distintas. Entre elas as LM® o0 subtipo de
leucemia mais comum em pacientes adultos, com meedia idade de
66 anos e uma maior incidéncia em homens desce&sddateuropeus
(PARIKH; JABBOUR; KOLLER, 2011; DORES et al., 2012yor
outro lado, o subtipo LPA tem predominio em popidsclatinas e
hispanicas, e é mais frequentemente diagnosticadaaeientes jovens
(DORES et al., 2012). Estudos brasileiros realizatm Rio Grande do
Sul e Sdo Paulo apresentaram resultados onde amaedie idade dos
pacientes com diagnéstico de LA era de 42 e 43, aasgectivamente,
ou seja, inferior aquelas observadas em estudosrnationais
(AZEVEDO, 2009; PEZZI et al., 2012). Nas LLAs o gide incidéncia
ocorre entre dois e cinco anos de idade e um sequind acima de 50
anos, com mediana de idade ao diagndstico de 25 ands. Sua
incidéncia € maior na populacdo branca e do geméasculino
(CHAUHAN et al., 2012; PULTE et al., 2014; STOCKagt, 2013).

No presente estudo o0s pacientes diagnosticados Lddm
apresentaram uma mediana de idade inferior (4&%)anencontrada na
literatura internacional (PARIKH; JABBOUR; KOLLER,2011;
DORES et al., 2012), que pode ser exlicada devidal® numero de
casos classificados como LPA (10 casos, 23,8%), agoenete mais
frequentemente os jovens (DORES et al., 2012).rRorceé resultado
obtido neste estudo estd de acordo ao encontradouéws estudos
brasileiros (AZEVEDO, 2009; PEZZI et al., 2012) ediana de idade
dos casos de LLA incluidos neste trabalho foi d® 4hos, dados que
corroboram os encontrados na literatura (CHAUHANakt 2012;
PULTE et al., 2014; STOCK et al., 2013).

Em relacdo ao género nossos dados estdo de aandoutros
estudos, para os casos de LA, onde 64,3% dos pegipartencem ao
género masculino, incluindo os casos de LLA (85, 1RARIKH;
JABBOUR; KOLLER, 2011; DORES et al., 2012; STOCKagkt 2013).
Entretanto, alguns estudos néo observaram as@ocditre o género e
0 subtipo de leucemia (HWANG et al.,, 2004; AL-TONBX et al.,
2009).

No presente estudo foi investigada a presenca déscdes no
geneFLT3 (DIT e D835) em pacientes com diagndstico de LAua s
associacdo com o subtipo de leucemia. Véarios tnabahostram que a
mutacaoFLT3-DIT é mais frequente em pacientes portadores de LMA,
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cerca de 15-35%, (KOTTARIDIS et al., 2001; FROHLINGal., 2002;
XU et al., 2012; CARTER et al., 2012; CHAUHAN et,&012), do que
em outras neoplasias hematoldgicas, como na LLA6{1® SMD (5-
10%) (KOTTARIDIS et al., 2001; WANG et al., 2010HBUHAN et
al., 2012). Os resultados obtidos neste trabalh@ssemelham aos
relatados na literatura, a frequéncia da mut&tak8-DIT em pacientes
com LMA foi de 19,2% e ndo foram observados cago&loA com a
mutacao.

Segundo dados da literatura, a frequéncia da muE.CE3-D835
em adultos portadores de LMA é de 5 a 10% (THIEDEIe 2002;
MESHINCHI et al.,, 2006) e é mais observada em casos
citogenética normal (11-14,3%) (LEVIS; SMALL, 2003Resultados
semelhantes foram observados neste estudo, ondéefectado a
mutacao pontual D835 em trés casos, o que repaestri% do total de
pacientes portadores de LMA incluidos no estuds tdsos de LLA a
frequéncia da mutacdeLT3-D835diminui para 1-3% (THIEDE et al.,
2002; MESHINCHI et al., 2006). Para os casos coagribstico de
LLA, nossos resultados sdo divergentes aos citaadiseratura, pois foi
observada uma frequéncia de 7,1%, porém essep@derser explicado
devido a baixa casuistica do estudo.

Segundo a classificacdo da OMS (2008), as carstitad
imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares, alée outros
parametros como a leucometria, a idade e a pogmmtale blastos
estdo relacionados ao progndstico, e contribuemastratificacdo das
LAs (SWERDLOW et al., 2008). Por isso, foi analisak a presenca
de mutagdo no gerid. T3 (DIT e D835) estava associada com 0s outros
fatores progndésticos nos pacientes portadores de LA

Em relacdo a idade, um estudo realizado por Stitestaal.,
(2001) relatou que a incidéncia de mutadgéiet3 aumenta com a idade,
mas a presenca dessa mutagcdo parece ter menogoinspaw fator
progndstico em pacientes com idade superior a 66, aossivelmente
em funcdo de outros fatores progndsticos adverssems mais
prevalentes. Por outro lado, alguns estudos denaomstjue ndo ha
associacao entre idade e a mutacdo no d¢&rie8 (DIT e D835)
(LEVIS; SMALL, 2003; BAO et al., 2006). No presengstudo nao
observamos relacdo entre a idade do paciente esanma ou auséncia
de mutacédo no gere. T3 (DIT e D835).

A leucometria, a atividade sérica de LDH e as aabfdades
genéticas, assim como as mutagbes no ddnE3, analisadas no
momento do diagnéstico sdo importantes fatoresndsigros a serem
considerados para a decisdo terapéutica (STONB, BETZ; HESS,
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2010). A associacdo entre a leucometria e as negagd gend-LT3
(DIT e D835) é controversa, enquanto alguns estudlasaram uma
associacao entre a alta contagem de leucocitqeresanca de mutagéo
no geneFLT3 (KOTTARIDIS et al., 2001; WANG et al., 2010), outro
ndo mostraram a mesma associacdo em pacientedqrestade LMA
(SCHLENK et al., 2008; KARABACAK et al., 2010). Camvisto
anteriormente, a presenca da mutacdo do §&A&-DIT nas células
leucémicas confere vantagem de sobrevivéncia e rdomela
proliferacdo celular (BETZ; HESS, 2010; KITAMURA at., 2014).
Essa informacg&o vem ao encontro dos resultadofydesaestudos que
encontraram associacdo significativa entre a pgasde mutacdo no
geneFLT3 com a contagem global de leucocitos. Em nossaesssa
relacdo nao foi encontrada, mas pode-se obsereana@gipacientes que
apresentaram a mutac&®T3-DIT a leucometria apresentou-se mais
elevada do que naqueles que nao apresentaram gamuta

Em pacientes com LA frequentemente observa-se raaiotdade
de LDH, a qual é considerada como fator progndspois a elevada
atividade dessa enzima reflete aumento da massardlifVARMA;
VARMA, 2008). Um estudo conduzido por Peng et 2008) em
adultos com LA e a presen¢a da mutaB&ad 3-DIT mostrou que ha
associacao entre a presenca dessa anormalidadiegeng@ aumento da
atividade sérica da LDH. Entretato, essa mesmanaasi nao foi
notada em outro estudo realizado por Karabacak. g2@10). Nos
pacientes analisados no presente estudo ndo h@seeiacdo entre
presenca de mutac&a. T3 (DIT e D835) e a atividade da enzima LDH.
Porém, pode-se observar que 0s pacientes com paes@nmutacao
FLT3-DIT apresentaram maior atividade da enzima em relag&o
pacientes sem a presenca da mutacdo (mediana: 436 P65 U/L
respectivamente).

Também foi avaliado se havia associagdo entre sepga da
mutacdo no gen€LT3 (DIT e D835) e o percentual de blastos nos
pacientes com diagnéstico de LA, e constatou-se mfiee houve
associacao significativa. No entanto, assim comaldservado com a
leucometria e com a atividade da enzima LDH os guées com
mutacdo do tipd=LT3-DIT também apresentaram uma porcentagem
maior de blastos no momento do diagnéstico.

Outro fator de relevancia progndstica é a exprede&0D34 nos
blastos leucémicos. Um estudo elaborado por Ztal. €2013) mostra
gue a expressao de CD34 nos blastos é um preditorad prognadstico,
independente dELT3-DIT. Ao contrario, outros estudos relatam que
pacientes com a mutackT3-DIT possuem associa¢cdo com a presenca



82

desse marcador (PENG et al., 2008; STONE, 200%teNeabalho ndo
foi observada associacdo entre a presenca da mutad® (DIT e
D835) e a expressdo do marcador CD34. Todaviage ewdr cinco
pacientes que apresentaram a mutacdo do Fip®3-DIT quatro
pacientes expressavam o marcador CD34, do mesmo quedapenas
um entre 0s cinco pacientes com mutaE&d3-D835ndo expressou
esse marcador.

Anormalidades cromossémicas sdo caracterizadas por
translocacbes balanceadas, perda e ganho de conusssao
peculiares as leucemias encontradas em mais de d@¥6casos
(VARDIMAN; HARRIS; BRUNNING, 2002; PELLOSO, 2003).
Alteracdes citogenéticas como a presenca da t({§2AZql2) é
considerada de progndstico favoravel, porém quatetectada em
conjunto com uma outra anormalidade molecular gipistico pode ser
diferente, como no caso da presenca da t(15;17}#2Pconcomitante
a presenca da mutac&d.T3-DIT onde o prognéstico passa a ser
desfavoravel (PASCHKA et al., 2006). Neste estudo houve casos
gue apresentassem concomitantemente anormalidemaessémicas e
a presenca de mutagbes no geh&3 (DIT e D835). Entretanto, como
dito anteriormente, no que se refere a pacientescitogenética normal
a deteccdo de marcadores moleculares também psigsiificancia
prognostica, pois mesmo quando o significado degtg@metros é
independende de outros fatores prognésticos, egselem ser
incorporados em sistemas de pontuacdo que da niesme permitem
definir e/ou ajustar os tratamentos de acordo caituacao especifica
do paciente (LIERSCH et al. 2014).

Véarios estudos mostram a associacdo entre mutagbegene
FLT3 (DIT e D835) e a capacidade de atingir remissao pteta
Alguns deles, conforme exposto anteriormente, dstrem que
pacientes com mutac&d.T3-DIT possuem maior propensdo a morte e
SLD, claramente associado a leucocitose apresentamta estes
pacientes, conferindo a essa mutagdo uma caréiceride mau
prognostico (BALDUS et al., 2007; MROZEK et al. 020 GALE et al.,
2008). Matthews et al. (1991) sugerem que ha utagae inversa entre
a taxa de remissdo molecular e pacientes com arpa@sia mutacao
FLT3-DIT. Neste estudo observou-se que houve associacaticsitiva
entre a presenca da mutacdo do Epd3-DIT e a evolucdo da doenca.
Tais resultados evidenciaram que os pacientesduooes de LA que
possuem a mutacdo do tip@T3-DIT apresentaram aumento no risco
de morte ou maior propenséo a recidiva. Entretas®n associa¢cdo ndo
foi observada nos pacientes portadores de LAs conutacaoFLT3-
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D835. Outros estudos também ndo encontraram diferengiicigiva
entre remissdo completa ou SLD associadas a muthgdipo FLT3-
D835 (YAMAMOTO et al., 2001; THIEDE et al., 2002; WANE& al.,
2010).

Pela andlise de Kaplan-Meier os casos analisadosaqaresenca
da mutacad-LT3-DIT apresentaram uma taxa menor de SG em relagao
aos pacientes com a mutacdo pontual D835 ou sesarga de mutagao
no geneFLT3. Resultados semelhantes também foram observados po
outros pesquisadores (KOTTARIDIS et al., 2001; TBiEEet al., 2002;
FROHLING et al., 2002; BIENZ et al., 2005), inchmsiem estudos
brasileiros como reportado por Lucena-Araujo et{2010).

A mutacdo no gendPM1também é considerada um importante
fator progndstico, principalmente quando assocadaitacdes no gene
FLT3. A mutacdo mais comum que acomete o g¢RABI1, denominada
de mutacdo do tipo-A, é preditiva de melhor respastterapia de
inducdo e favoravel SG, sendo assim, é considedadprognéstico
favoravel quando detectada na auséncia de mut&tdoE® Esse tipo
especifico de mutacdo acomete cerca de 50% dosenpesi
diagnosticados com LMA de cariétipo normal. Entnéta estudos
demonstram que pacientes que apresentam mutacdie® do-A tém
uma menor taxa de SG, 0 que sugere o impacto dedfeel desses
marcadores moleculares (FALINI et al., 2005, KOHilet2009). Essas
diferengas evidenciam a importancia da determinagdotipo de
mutagcdo para definir o pronostico correto do paeielem geral,
diversos autores demostraram que a presenca dasdestconhecidas
para o gendNPML1 estdo associadas ao aumento na leucometria, ao
género feminino e auséncia do marcador CD34 (FAldNal., 2005;
BOISSEL et al. 2005). No presente estudo reportampsesenca de
uma nova mutacdo do tipo ndo-A detectada em tréemias com
diagnosticos distintos (LMA, LLA-B e LLA-T). Apesado numero
pequeno de casos, evidenciou-se que nos trés aEsgmacientes
apresentaram fatores prognésticos desfavoraveisp copercentual do
ndmero de blastos, leucometria alta em dois desda8os e foram a
Obito antes da primeira remissdo. Tais dados sgestuos, pois essa
mutacdo pode ser considerada de mau prognostiom es mutacdes
no geneNPM1do tipo ndo-A. Entretanto, a avaliagdo prognésiessa
nova mutacdo requer maior numero de casos avalipdoa a
elucidacéo. Esses resultados mostram que diferenteg;6es no gene
NPM1 podem néo ser raras, 0 que esclarece a necesdaadaliacdo
das sequéncias complementares, além da detecc&encamal de
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mutacdo alvo, pois dessa forma outros tipos de ghetapodem ser
detectadas.
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7 CONCLUSOES

A compilagédo dos resultados encontrados nesseocepgrthitiu

concluir que:

1.

Para a amplificacdo da regido alvo do geiRM1, a adicdo de
2% de glicerol, assim como quantidades maiores Né\-D
molde (100ng) sdo necessarias para amplificacagdakitos
de PCR com maior qualidade e intensidade das bandas

Em trés pacientes (7,1%) foi detectada a presencaotos
pontos de mutacdo no gemMdPM1 ainda ndo descritos na
literatura. Nos trés casos os pacientes foram #o &em
remissao.

A presencga das mutacdes no ge&hd3 (DIT e D835) foram
mais frequentes em pacientes com o diagndsticdvile L

As mutacbes no genelLT3 (DIT e D835) ndo apresentaram
associagcao com género.

A presenca de anormalidades citogenéticas naonfmingrada
em conjunto com a presenca das mutagdes DIT e D835.

Os pacientes cuja mutac&aT3-DIT foi detectada, mostraram
valores maiores em relacdo a leucometria, atividkedenzima
LDH e porcentagem blastos.

A presenca da mutaca@®LT3-D835 ndo estd associada aos
demais parametros analisados (género, leucomatiaglade
da enzima LDH, porcentagem de blastos, expressdoDad,
progressdo clinica do paciente e SG), porém houwa u
téndencia de associacdo entre a presenca da mugagho
aumento da idade.

Houve predominio de expressao do marcador CD34lastos
dos pacientes que apresentaram mutdgéBbés (DIT e D835).

9. A analise da progresséo clinica do paciente mostssaciacao

positiva para os pacientes com a presenca da &ofhd 3-
DIT. Esses pacientes apresentaram um desfecho deésfalyor
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entre 0s cinco casos onde a mutacdo foi detectpgsro
(80%) foram a 6bito sem remisséao.

10. Houve associacdo estatisticamente significativareerds
pacientes com a mutacao do tioT3-DIT e a diminuicdo da
sobrevida, a analise mostrou que a SG foi considemente
mais baixa nesses pacientes.

A presenca da mutacao do tipbhT3-DIT foi associada de forma
positiva a uma pior progresséao clinica do pacienteenor taxa de SG.
Assim, os resultados encontrados sugeremFES-DIT € um fator
preditivo de prognéstico desfavoravel, e deve seuido na avaliacao
do progndstico dos pacientes portadores de LA nanento do
diagnéstico. Entretanto, as mutacdesT3-DIT e FLT3-D835 ndo
demostraram associac¢ao positiva com outros fafpemosticos como
leucometria, atividade da LDH, porcentagem de bfastexpressédo de
CD34, o que precisa ser confirmado com a analisgrdenaior nimero
de casos. Além disso, a deteccdo de trés paciemtesovos pontos de
mutacdo no gen&PM1 em uma casuistica relativamente pequena,
sugere que a presenca de outras mutacdes aindandesiclas parece
nao ser rara, e, portanto, a analise deste gemresdevealizada de forma
ampla para que as possiveis implicacdes prognédiessas alteracdes
sejam avaliadas.
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8 PERSPECTIVAS

* Realizar as analises com um nimero maior de amspgtrassim
pesquisar detalhadamente a importancia das mutagiedicas
FLT3 (DIT e D835) eNPM1 como marcadores moleculares de
diagnostico diferencial, estratificacdo de progicosieteccdo de
DRM, bem como sua associa¢do com outros fatorgmgsticos,
em portadores de LAs.

¢ Implementar a metodologia para detecgdo de mutagdegene
NPM1, no Hospital Universitario (HU-UFSC), como parte da
rotina laboratorial dos pacientes que receberenagndstico de
LA.

« Avaliar a importancia bioldgica, clinica e prognéstdas nova
mutacdes detectadas no g&iieRM1
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FLT3-D835 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
NPM1 Neg Pos Neg Neg Neg Neg
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APENDICE B — Aprovacdo no Comité de Etica em Pesgs& com

Seres Humanos da UFSC, sob numero de registro 21Q¢8®.
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APENDICE C — Termo de consentimento livre e esclacido dos
pacientes do HU/UFSC.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa:Investigacdo da importancia das mutacdes no gene
FLT3 (DIT e D835) e no gene NPM1 para o diagnostigurognostico
de pacientes com leucemia mieléide aguda.

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participaruma
pesquisa. Antes de decidir se deseja participampértante que o(a)
Senhor(a) entenda por que esta pesquisa sera fwitap suas
informacdes serdo usadas, o que o0 estudo envoles possiveis
beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Baorf leia com atengéo
e cuidado as informac8es a seguir e se desejantaisom sua familia e
com o seu médico, para que a decisdo sobre a HiGppgao possa ser
uma decisdo bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

Este estudo serd realizado no Laboratério de Psssqde
Oncologia Experimental e Hemopatias, situado no pltals
Universitario (HU-UFSC) e a pesquisadora envoléddaaluna do curso
de poés-graduacdo em Farmacia da Universidade HederséSanta
Catarina (UFSC). O objetivo principal desta pesudsaprimorar o
diagnostico e progndostico de Leucemias Mielbidesdasg.

EU TENHO QUE PARTICIPAR?
Cabe ao senhor(a) decidir se ira ou ndo particidasmo que

o(a) senhor(a) ndo queira participar do estudoerth@(a) ndo tera
nenhuma desvantagem, inclusive em relagdo ao gatarmédico e aos
cuidados que o(a) senhor(a) tenha direito de recebaso decida
participar, o(a) senhor(a) ira receber este TerenGa@hsentimento Livre
e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida ipartio(a) senhor(a)
ainda sera livre para sair do estudo a qualqguerentoimbastando para
isso informar a sua desisténcia. Isso nao irarafletananeira nenhuma,
0 padrao de cuidados que o(a) senhor(a) ira receber
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O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR?

A pesquisa seré feita a partir de uma amostra nigusaenviada
até nos pelo seu(a) médico(a) hematologista. Saasim, ndo havera
nenhum contato pessoal (do tipo avaliacdo fisica entrevistas
efetuadas pela pesquisadora), pois sera feita seramalise da sua
amostra sanguinea afim de investigacao diagnéstica.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

Vocé nao ir4 sentir nenhum constrangimento pois Imeégera
avaliacdo fisica ou entrevista, apenas andlisei@damostra de sangue.
O unico desconforto sera a coleta da amostra dpieaeendo que este
procedimento é extremamente comum € necessario mara
acompanhamento e tratamento de patologias.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMACOES DESTA
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS DO SENHOR(A)
SERAO UTILIZADOS?

Informo que seus dados serdo mantidos sob siggolato e
privado, de posse somente pelo pesquisador e auli@ntdesta pesquisa.
Também ndo serdo tiradas fotos, nem realizadasadéms. E a
divulgacéo dos resultados visara apenas mostipossveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacao dasriagbes no meio
cientifico serdo an6nimas e em conjunto com asrtdodes de todos 0s
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhpoffgra solicitar
informacdes durante todas as fases da pesquis@siiiec apds a
publicacdo da mesma.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntario e sem interesse financeiro, séahor(a) nao
terdA nenhum gasto extra e também ndo tera direitoershuma
remuneracao.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os probkmas/idos no
diagnostico e progndstico de leucemias mieldidesdag) com a
padronizacdo de um exame laboratorial. Pode seo@)esenhor(a) ndo
tenha nenhum beneficio com o estudo. Entretantmfasnacbes que
obtivermos poderdo nos ajudar a diagnosticar opiasoas vitimas da
mesma doenca.
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COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMAGCOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudegropre que
o(a) senhor(a) tiver qualquer divida sobre o estpdofavor entre em
contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos lda Si
Telefone: 3721- 8146

Se tiver davidas sobre seus direitos, o(a) senhqdde entrar em
contato com: Comité de FEtica em Pesquisa, seaet@assia
Cristofolini

Telefone: (48) 3331-1497

Eu, (nome do paciente ou responsavel legal em sletde

............................ recebi informagfes sobrestudo acima, além disso, li
e entendi todas as informacgBes fornecidas sobr&amparticipacéo
nesta pesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer pergurifadas as minhas
davidas foram esclarecidas satisfatoriamente e @untariamente
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estoue® @lcordo com os
dados a serem coletados, podendo os mesmos seaidad conforme
descrito neste termo de consentimento. Entendoegpeberei uma copia
assinada deste Termo de Consentimento Livre erésida.

Assinatura Nome da pessoa que apkste termo
Data ....[...../.......
Assinatura do paciente Nome do paciente
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Assinatura da testemunha imparcial Nomeesigmunha imparcial
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para a familia de pacientes menores de 18 anos)

Titulo da pesquisa:Investigacdo da importancia das mutagcées no gene
FLT3 (DIT e D835) e no gene NPM1 para o diagnostigorognostico
de pacientes com leucemia mieléide aguda.

O(a) Senhor(a), em nome do
LS PR (informar o grau de parentesco e
nome do paciente) esta sendo convidado a partidpama pesquisa.
Antes de decidir se deseja participar, é importguie o(a) Senhor(a)
entenda por que esta pesquisa sera feita, comtfamacdes do seu
................................. (informar o grade parentesco e nome do
paciente) serdo usadas, 0 que o estudo envolvp@ssiveis beneficios,
riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia @atencdo e cuidado
as informacdes a seguir e se desejar, discuta garfamilia e com um
médico, para que a decisdo sobre a sua participagsea ser uma
deciséo bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

Este estudo serd realizado no Laboratério de Pesqde
Oncologia Experimental e Hemopatias, situado no phials
Universitario (HU-UFSC) e a pesquisadora envoléddaaluna do curso
de poés-graduacdo em Farmacia da Universidade HFederséSanta
Catarina (UFSC). O objetivo principal desta pesauésaprimorar o
diagnostico e prognostico de Leucemias Mielbidesdasg.

E OBRIGATORIO PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se seu
.................................................. (informar o grau de parentesco do
paciente) ird ou ndo participar. Mesmo que o(ajhe€a) ndo queira
participar do estudo, o senhor(a) ndo tera nenhlesaantagem. Caso
decida participar, o(a) senhor(a) ira receber e¥®rmo de
Consentimento Livre e Esclarecido para assinar.mdegue decida
participar, o(a) senhor(a) ainda serd livre paratirare
LS PR (informar o grau de
parentesco do paciente) do estudo a qualquer momeastando para
isso informar a sua desisténcia.

O QUE ACONTECERA SE EU ASSINAR ESSE TERMO?
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A pesquisa sera feita a partir de uma amostra nigusado seu
................................................ (informar o grau de parentesco do
paciente), enviada até nés pelo médico(a) hemastdodsendo assim,
ndo havera nenhum contato pessoal (do tipo avalidt@ica ou
entrevistas efetuadas pela pesquisadora), poiseserapenas a andlise
da sua amostra sanguinea do seu
.............................................. informar o grau de parentesco do
paciente) afim de investigacdo diagndstica e prsijgad

QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

SeU v (informar o grau ¢mrentesco do
paciente) ndo irA sentir nenhum constrangiments p@io havera
avaliacdo fisica ou entrevista, apenas analisendstaa de sangue. O
Unico desconforto sera a coleta da amostra, samlesje procedimento
€ extremamente comum e necessdrio para 0 acompantoane
tratamento de patologias.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMACOES DESTA
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS SERAO
UTILIZADOS?

Informo que os dados do seu ................ nfo(mar o grau de
parentesco do paciente) serdo mantidos sob slgglol#to e privado, de
posse somente pelo pesquisador e orientador destquipa. A
divulgacéo dos resultados visara apenas mostipossveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacao dasriagbes no meio
cientifico serdo an6nimas e em conjunto com asrtdodes de todos 0s
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhpoffgra solicitar
informacdes durante todas as fases da pesquis@siiiec apds a
publicagdo da mesma.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntario e sem interesse financeiro, s€ahor(a) nao
terA nenhum gasto extra e também ndo tera direitoershuma
remuneracao.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os problenvasvidos
no diagnostico e prognostico de leucemias mield@gsdas com a
padronizacdo de um exame laboratorial. Pode ser gueeu
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......................... (informar o grau de paesgb do paciente) ndo tenha
nenhum beneficio com o estudo. Entretanto, as nrdgbes que
obtivermos poderao nos ajudar a diagnosticar opeasoas vitimas da
mesma doenca.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMACOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudseimpre
gue o(a) senhor(a) tiver qualquer duvida sobretwdes por favor entre
em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos lda Si
Telefone: 3721-8146

Se tiver dlavidas sobre seus direitos, o(a) senhqdade entrar em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisa, secretaria Cassimfolisi

Telefone: (48) 3331-1497

Eu, (nome do familiar responsavel em letras de

................................................................................... recebi
informacdes sobre o estudo acima, além disso,dntendi todas as
informacdes fornecidas sobre a participacdo do meu..............
(informar o grau de parentesco do paciente) nesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer pergunfadas as
minhas duavidas foram esclarecidas satisfatoriamerge eu
voluntariamente concordo em participar deste estudo

Ao assinar este termo de consentimento, estouef® @Ecordo
com os dados a serem coletados, podendo os mesmens stilizados
conforme descrito neste termo de consentiment@nfotque receberei
uma cépia assinada deste Termo de Consentimen® .iZsclarecido.
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Assinatura Nome da pessoa que apbsteitermo
Data ....[.....[.......
Assinatura do paciente/responsavel Nomeadente/responsavel
Data ....[...../.......
Assinatura da testemunha imparcial Nomeesiemunha imparcial



