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RESUMO

As leucemias agudas (LAs) constituem um grupo de neoplasias
malignas caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de células
hematopoiéticas, proveniente de mutacdes que podem ocorrer em
diferentes fases da diferenciacdo de células precursoras, o que a
caracteriza como uma doenca altamente heterogénea. De acordo com a
classifica¢do da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) para neoplasias
do sistema hematopoiético e linfoide, publicada em 2008, para um
diagndstico mais preciso e estratificacdo de progndstico de pacientes
com LA, devem-se pesquisar mutacdes nos genes FLT3.
Fisiologicamente, o receptor FLT3 participa da regulacdo da apoptose,
da proliferacdo, de sobrevivéncia e da diferencia¢do celular. Quando o
gene FLT3 sofre mutagdo, d4 origem a um produto final modificado, ou
seja, gera um receptor com alteracdes estruturais. A presenca de
mutacdes nesse gene € de progndstico desfavordvel, e a andlise das
mutacdes no gene FLT3 tem sido considerada como um fator de
prognéstico relevante na decisdo terapéutica de pacientes com LA.
Dessa forma, € de extrema importancia a andlise das mutagdes no gene
FLT3 (duplicacdo interna em fandem — DIT — e mutacdo pontual D835)
como marcadores moleculares de progndstico em pacientes com LA.
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar a importidncia das
mutacdes no gene FLT3 (DIT e D835) como marcadores moleculares
para no progndstico de pacientes com suspeita clinica de LA, antes da
primeira terapia, atendidos, no periodo de janeiro de 2009 a dezembro
de 2010, pelo Servico de Hematologia do Hospital Universitdrio da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UEFSC) e pelo Servico de
Oncologia do Hospital Infantil Joana de Gusmio (HIJG), ambos
situados em Floriandpolis, Santa Catarina. Para tanto, encaminharam-se
as amostras de medula déssea (MO) ou de sangue periférico (SP) ao
Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias (LOEH) para
investigacdo das mutacdes no gene FLT3 utilizando-se a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Dividiram-se os pacientes em dois grupos:
pacientes com idade superior a 16 anos e pacientes com idade igual ou
inferior a 16 anos. Para a andlise estatistica das variaveis numéricas,
utilizou-se o teste ¢ de Student e, para as varidveis nominais, o teste do
qui quadrado. Para os dois tipos de varidveis analisados, o nivel de
significancia determinado foi de 5% (P < 0,05). Os resultados
mostraram que a mutacdo FLT3-DIT foi mais incidente em individuos
com LMA com idade igual ou inferior a 16 anos, enquanto nos



individuos com LLA com idade superior a 16 anos a mutagdo FLT3-
DIT foi rara. Quanto a mutacdo FLT3-D835, foi rara em individuos com
idade superior a 16 anos. Constatou-se que as mutagdes no gene FLT3
(DIT e D835) ndo tém associacio com os seguintes fatores
prognosticos: idade, leucometria, niveis de LDH e marcagdo para CD34,
como também para o género. A DIT no gene FLT3 parece anular o
efeito de progndstico favordvel da t(15;17), além de parecer ter
associacdo com vantagem de proliferacdo celular, mesmo em individuos
com LPA. Houve uma associacdo estatisticamente significante entre a
DIT no gene FLT3 e a auséncia de remissdo e 6bito em pacientes com
idade igual ou inferior a 16 anos. Esses resultados sugerem que a
presenca de FLT3-DIT € um fator de prognéstico desfavordvel e
independente, pois ndo possuiu relagdo com outros fatores progndsticos,
devendo ser considerado como um marcador molecular no progndstico
de pacientes com suspeita clinica de LA e importante para a decisio
terapéutica.

Palavras-chave: Leucemia aguda; Mutacdes no gene FLT3; Fatores
progndsticos na leucemia aguda.



ABSTRACT

Analysis of the association of mutations in the FLT3 gene with other
prognostic factors in patients diagnosed with acute leukemia

Acute leukemias (ALs) are a group of malignancies characterized by
uncontrolled proliferation of hematopoietic cells, which are originated
from mutations that can occur at different stages of differentiation of
precursor cells, characterizing it as a highly heterogeneous disease.
According to the classification of the World Health Organization
(WHO) for malignancies of lymphoid and hematopoietic system,
published in 2008, for a more precise diagnosis and prognostic
stratification of patients with AL, the mutations in FLT3 gene should be
investigated. Physiologically, the FLT3 receptor participates in the
regulation of apoptosis, proliferation, survival and cell differentiation.
When the FLT3 gene is mutated, it originates a modified final product,
which means it generates a receptor with structural changes. The
presence of mutations in this gene is an unfavorable prognosis, and the
analysis of mutations in FL'T3 gene has been considered an important
prognostic factor in deciding the treatment of patients with AL. Thus,
the analysis of mutations in FLT3 (internal tandem duplication - ITD -
and D835 point mutation) is extremely important as molecular markers
in the prognosis of patients with AL. Therefore, the purpose of this
study was to investigate the importance of mutations in FLT3 gene
(D835 and ITD) as molecular markers for prognosis of patients with
clinical suspicion of AL, before the first therapy, who attended the
Servico de Hematologia do Hospital Universitdrio da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) and the Servico de Oncologia do
Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG), both located in
Floriandpolis, Santa Catarina, in the period from January 2009 to
December 2010. To this end, the samples of bone marrow (BM) or
peripheral blood (PB) were forwarded to the Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias (LOEH) for the investigation of FLT3 gene
mutations using the polymerase chain reaction (PCR). The patients were
divided into two groups: patients aged more than 16 years and patients
aged 16 years or less. For statistical analysis of numerical variables, we
used the Student t-test and for nominal variables, the chi square. For
both types of variables analyzed, the level of significance was set at 5%
(P < 0.05). The results showed that the mutation FLT3-ITD was more
common in patients with AML aged 16 years or less, while in patients



with ALL aged more than 16 years, FLT3 mutation-ITD was rare. In the
same way, the FLT3-D835 mutation was rare in individuals older than
16 years. It was found that mutations in the FLT3 gene (ITD and D835)
are not associated with the following prognostic factors: age, WBC
count, LDH levels and marking for CD34 and sex. The ITD in the FLT3
gene seems to nullify the effect of favorable prognosis of t(15;17) and
seems to be associated with cell proliferation advantage, even in patients
with ALL. There was a statistically significant association between the
ITD in the FLT3 gene and the absence of remission and death of
patients aged 16 years or less. These results suggest that the presence of
FLT3-ITD is an unfavorable and independent prognostic factor since it
did not seem to have a relationship with other prognostic factors. For
this reason, it should be considered as a molecular marker for the
prognosis of patients with clinical suspicion of AL and as an important
factor in therapeutic decision.

Keywords: Acute leukemia; FLT3 gene mutations; Prognostic factors in
acute leukemia.
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A integridade de um determinado tecido, assim como a sua
funcido, € conferida por um equilibrio estabelecido entre a proliferacéo
celular e a apoptose. Esse balanceamento é mantido por meio de um
complexo sistema de sinalizacdo intra e extracelular (FERREIRA &
ROCHA, 2004), conhecido como homeostase celular, o qual estd
presente no desenvolvimento pré e pds-natal de todos os mamiferos
(CAMPISI & SEDIVY, 2009). Entretanto, a desregulacdo da
homeostase pode resultar em processos degenerativos de tecidos
especificos, tais como doencgas cardiacas, doengas neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson e glaucoma) e, frequentemente, o céncer
(GOLUBNITSCHAIJA, 2007).

Os mecanismos de transformacdo neopldsica de uma célula
normal compreendem uma série de eventos genéticos e moleculares que
afetam a proliferacdo e a diferenciacio celular, as quais ainda nao foram
elucidadas. Nesse sentido, estudos cientificos vém sendo desenvolvidos
com o intuito de esclarecer os complexos mecanismos de regulacio
molecular que envolvem a proliferacdo neopldsica e o seu controle.
Aliado a esse contexto, € crescente a preocupacdo dos Orgios
governamentais no que se refere a uma gestdo com recursos financeiros
disponiveis para o planejamento, a execug¢do e a avaliacdo das
estratégias do controle das neoplasias (INCA, 2009).

Desse modo, a prevengdo e o controle do cincer estdo entre os
mais importantes desafios cientificos e de saide publica. Exemplo disso
€ a Politica Nacional de Atencdo Oncoldgica, incorporada pela Portaria
de n°® 2.048, de 3 de setembro de 2009, que propde, para o Brasil, um
abrangente controle do cincer e determina vdrias metas, desde acdes
voltadas a prevencdo e ao tratamento até assisténcia de alta
complexidade integradas em redes de atenc¢do oncoldgica, com o intuito
de reduzir a incidéncia e a mortalidade por cancer (BRASIL, 2010).

Diante do contexto mencionado, € necessdrio que haja
continuidade em investimentos na execugdo de acdes para o controle do
cancer, nos diferentes niveis de atuacdo, como: na promog¢do da sadde,
na detec¢do precoce, na assisténcia aos pacientes, na vigilancia, na
formacgdo de recursos humanos, na comunicacdo e mobiliza¢do social,
na pesquisa e na gestio do Sistema Unico de Saide (SUS) (INCA,
2009).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Satide (OMS), o
cancer € uma das principais causas de morte, tendo sido, em 2007,
responsdvel pelo 6bito de 7,9 milhdes de habitantes no mundo, o que
correspondeu a 13% de todos os 6bitos (WHO, 2010). Nesse mesmo
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ano, em torno de 72% das mortes por cincer ocorreram em paises de
baixa e média renda, o que demonstra a necessidade de investimentos
para um diagndstico rdpido e preciso dessa doenga em paises
subdesenvolvidos. A perspectiva é que o niimero global de mortes por
cancer aumente 45% (11,5 milhdes de mortes) até 2030, em decorréncia
do aumento da populacio e do envelhecimento (WHO, 2010).

No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem a
segunda causa de morte da populagdo, o que representa,
aproximadamente, 17% dos 6bitos de razdo conhecida. As estimativas
brasileiras para o ano de 2010, que também serdo vélidas para o ano de
2011, apontam a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer, dos
quais 236.240 para o género masculino e 253.030 para o género
feminino. A distribuicdo regional desses casos novos de cincer ocorre
de maneira heterogénea entre estados, capitais e regides do pais. As
regides Sul e Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia de
cancer, enquanto que as regides Norte e Nordeste mostram as menores
taxas e a regido Centro-Oeste apresenta um padrdo intermedidrio. Os
tipos de neoplasias mais frequentes sdo: cincer de mama; cancer de
prostata; cancer de traquéia, bronquio e pulmao; cancer de cdlon e reto;
cancer de estdmago; cancer de colo de ttero; cancer de cavidade oral;
cancer de esb6fago; leucemia e melanoma. Para o estado de Santa
Catarina, no ano de 2010, eram esperados 9.580 novos casos de cancer e
desses, 360 novos casos de leucemia' (INCA, 2009).

As leucemias compreendem um grupo heterogéneo de doengas
hematopoiéticas malignas que s@o divididas em leucemias agudas e
cronicas e cada uma delas subdividas em mieloides e linfoides. Segundo
a classificacdo da OMS para neoplasias do sistema hematopoiético e
linfoide, proposta em 2008, para um diagndstico correto e preciso das
leucemias agudas, deve-se fazer uma andlise da apresentacdo clinica do
paciente e correlaciond-la com os resultados de morfologia, de
citoquimica, de imunofenotipagem, de citogenética e de mutagdes
genéticas das células anormais (SWERDLOW et al., 2008).

Virios subtipos de leucemias apresentam alteracdes genéticas
especificas (SCANDURA et al., 2002) que perturbam a homeostase do
organismo e podem provocar proliferacio celular descontrolada,
bloqueio na diferenciac@o celular e/ou desregulacido da apoptose (morte
celular programada) (CHEN et al. 2007). A apoptose desempenha um

! Até o momento da redacio da dissertagio nio existiam dados se essa previsio se concretizou
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papel crucial na homeostase do sistema hematopoiético (SPECK &
GILLILAND, 2002; ZHIVOTOVSKY & ORRENIUS, 2006), razao
pela qual € exigido um controle rigoroso na producgdo dos leucdcitos
para que ocorra uma efetiva protecdo contra possiveis infec¢des
(SPECK & GILLILAND, 2002). Assim, o entendimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos da leucemia e a exploragdo de novas
estratégias terapéuticas sao elementos fundamentais para a melhoria da
qualidade de vida dos pacientes com leucemia (SCANDURA et al.,
2002).

Nas tltimas duas décadas, investigacdes clinicas e experimentais
demonstraram que alteracdes moleculares contribuem para o
desenvolvimento da leucemia aguda (LA) e que essas alteracdes
comprometem a funcionalidade das proteinas quinases e dos reguladores
da transcricio génica (CHEN et al, 2010; STAVROPOULOU,
BRAULT e SCHWALLER, 2010). Desse modo, as mutacdes genéticas
sdo reconhecidas como importantes marcadores de progndstico em
neoplasias hematoldgicas, sendo indicada, para as leucemias mieloides
agudas (LMAs), a pesquisa das mutac¢des nos genes CEBPa, FLT3, c-
KIT, RAS, NPM1 (VARDIMAN et al., 2009; CHEN, ODENIKE &
ROWLEY, 2010), CBF, MLL, GATA1, PU.1 (STAVROPOULOU,
BRAULT & SCHWALLER, 2010), Runx1 e WT1 (VARDIMAN et al.,
2009). J4, para as leucemias linfoblasticas agudas (LLAs), €
recomendada a investigacdo de alteracdes nos seguintes genes: PAXS,
IKAROS, EBFI, LEF1, TCF3 (CHEN, ODENIKE e ROWLEY, 2010),
FLT3, RAS, BCR-ABL, MLL, GATA1, E2A (STAVROPOULOU,
BRAULT & SCHWALLER, 2010).

Diante desses conhecimentos, a National Comprehensive Cancer
Network (NCCN, 2009), descreve que a pesquisa das mutacdes no gene
FLT3 e no gene NPM1 ¢ indicada para todos os pacientes menores que
60 anos, portadores de LA. Com isso, a investigagdo dessas mutagdes é
de extrema relevancia para esses pacientes (SWERDLOW et al., 2008).

Assim, considerando o exposto acima, neste trabalho serd
avaliada a importancia das mutacdes no gene FLT3 como marcadores
moleculares para o progndstico de pacientes com suspeita clinica de LA,
antes da primeira terapia.
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1.1 LEUCEMIAS AGUDAS

As leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas
caracterizado pela proliferacao descontrolada de células hematopoiéticas
na medula 6ssea (MO) efou nos tecidos linfoides, as quais,
posteriormente, atingem a circulagdo periférica e podem se infiltrar em
outros sistemas organicos (SWERDLOW et al., 2008). A transformacao
leucémica pode ocorrer em diferentes fases da diferenciacdo de
precursores linfoides ou mieloides, o que a caracteriza, sob 0s aspectos
biolégico e morfolégico, como uma doenga heterogénea. Por
constituirem um grupo heterogéneo de doencas, as leucemias diferem
quanto a etiologia, a patogénese, ao progndstico e a resposta ao
tratamento (PUI & EVANS, 1998; BAIN, 2003).

1.1.1 Classificacao

O estabelecimento de um diagnéstico preciso e indicativo de
progndstico, baseado na andlise de fatores clinicos, bioldgicos, genéticos
e moleculares, ¢ um dos motivos do sucesso terapéutico em pacientes
com LAs (SWERDLOW et al., 2008). O fato de a leucemia ser uma
doenga genética faz com que a identificacdo das alteracdes nas células
blasticas seja imprescindivel para a identificagdo de subgrupos de
pacientes com caracteristicas clinicas distintas que orientam o
tratamento, a estratificacdo do progndstico e a monitoragdo da resposta
terapéutica (RUBNITZ & PUI, 1999). Assim sendo, em 2008, a OMS
estabeleceu novos critérios para o diagndstico de LA, no qual sdo
considerados a origem e a linhagem celular, o estdgio de maturacdo e o
tipo de anormalidade citogenética ou molecular envolvida na patogénese
da doenca. A partir desses critérios, a OMS propds uma nova
classificacio para neoplasias do sistema hematopoiético e linfoide, a
qual estabeleceu sete subcategorias para as LMAs, como estd
representado no Quadro 1 (SWERDLOW et al., 2008).
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LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes
LMA com (8;21)(q22,922); Runx1-RUNXI1T1
LMA com inv(16)(p13.1g22) ou t(16;16) (p13.1;q22);
CBFB-MYHI11
LPA* com t(15;17)(q22,q12); PML-RARA
LMA com t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL
LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
LMA com inv(3)(q21g26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2);
RPNI-EVI1
LMA (megacarioblastica) com t(1; 22)(p13;q13);
RBM15-MKLI1
Entidade provisoria: LMA com mutagdo NPM1
Entidade provisoria: LMA com muta¢cdo CEBPA
LMA com alteracdes relacionadas com mielodisplasia
Neoplasias mieloides associadas ao tratamento
LMA nio categorizada nos itens anteriores
LMA com minima diferenciacio
LMA sem maturacao
LMA com maturacao
Leucemia mielomonocitica
Leucemia monobldstica/monocitica
Leucemia eritroide aguda
Leucemia eritroide pura
Eritroleucemia, eritroide/mieloide
Leucemia megacariobldstica
Leucemia basofilica
Panmielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieloide
Proliferacdao mieloide relacionada com sindrome de Down
Mielopoiese transitoria anormal
Leucemia mieloide associada com sindrome de Down
Neoplasia de células bldsticas dendriticas plasmocitoides

Quadro 1: Classificagdo para as LMAs e neoplasias relacionadas.
Fonte: Adaptado de Swerdlow et al. (2008).
*Leucemia promielocitica aguda

Segundo a classificagdo da OMS de 2008, as LLAs foram
subdivididas em duas categorias: Leucemia/linfoma linfobldstica T
(LLLA-T) e Leucemia/linfoma linfoblastica B (LLLA-B). Essa dltima
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categoria foi subdivida em duas subcategorias, conforme consta no
Quadro 2 (SWERDLOW et al., 2008).

Leucemia/linfoma linfobléstica B associada a anormalidades
genéticas recorrentes
Leucemia/linfoma linfobldstica B com t(9;22)(q34;
ql1.2); BCR-ABL1
Leucemia/linfoma linfobldstica B com t(v;11q23),
rearranjo MLL
Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(12;21)(p13;
q22)TEL-AMLI1(ETV6Runx1)
Leucemia/linfoma linfobldstica B com hiperdiploidia
Leucemia/linfoma linfoblastica B com hipodiploidia
Leucemia/linfoma linfoblastica B com
t(5;14)(q31,q32) IL3-CMI
Leucemia/linfoma linfoblastica B com
t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1
Leucemia/linfoma linfobldstica B, ndo categorizada nos itens
anteriores

Quadro 2: Classificagdo para as LLLA-B.
Fonte: Adaptado de Swerdlow et al. (2008).

1.1.2 Diagnéstico

Os critérios de diagndstico para a LA, segundo a classificagdo da
OMS de 2008, envolvem a analise das caracteristicas clinicas, os dados
morfolégicos,  citoquimicos,  imunofenotipicos e  genéticos
(SWERDLOW et al., 2008).

1.1.2.1 Avaliagdo clinica

Na avaliacdo clinica dos pacientes com LA, frequentemente
podem ser encontrados sintomas, como: febre (relacionada com a
susceptibilidade as infec¢des devido a neutropenia, ou até mesmo, a
citocinas liberadas pelas células neoplasicas); fadiga e palidez
(associadas a anemia); e desordens hemorrdgicas, como sangramento

gengival (provenientes da plaquetopenia). Esses achados estdo
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associados a proliferacdo descontrolada das células leucémicas,
ocorrendo uma inibicdo na producdo das células sanguineas normais,
como os leucdcitos, os eritrocitos e as plaquetas (BASSAN et al., 2004).

1.1.2.2 Dados morfoldgicos

Na classificacdo apresentada no Quadro 1, a LMA é determinada
pela presenca de 20% ou mais de mieloblastos no sangue periférico (SP)
e/ou na MO. Porém, em alguns casos especificos, nos quais a LMA estd
associada a anormalidades genéticas recorrentes, como, por exemplo,
leucemia promielocitica aguda (LPA) com t(15;17)(q22,q12) (Quadro
1), o diagndstico € feito independentemente da contagem de
mieloblastos (SWERDLOW et al., 2008; WEINBERG et al., 2009). Em
contrapartida, o diagnéstico da LLLA € confirmado mediante a presenca
de 25% ou mais de linfoblastos na MO. No entanto, quando o paciente
apresenta menos de 20% de linfoblastos na MO e nenhuma evidéncia de
massa extramedular, mas apresenta associacdo com anormalidades
genéticas recorrentes (Quadro 2), também € diagnosticado com LLA
(VARDIMAN et al., 2009).

1.1.2.3 Imunofenotipagem

Apenas a andlise morfolégica por microscopia Optica nio é
suficiente para distinguir o blasto de origem linfoide do blasto de origem
mieloide. Por essa razdo, atualmente, a ferramenta para o correto
diagndstico e classificagdo da LA, a fim de determinar a linhagem dos
blastos, ¢ a andlise multiparamétrica por citometria de fluxo
(imunofenotipagem). Além disso, a partir da andlise imunofenotipica,
podem-se detectar perfis antigénicos aberrantes, assim como a
existéncia de doenca residual minima (DRM). Entretanto, a
determinacdo da porcentagem de blastos por esse método, ou seja, por
meio da avaliagdo percentual de células CD34+ (marcador de célula
imatura), ndo € substituinte da avaliacdo morfoldgica, pois nem todos os
blastos leucémicos expressam CD34 (VARDIMAN et al., 2009).

A expressdo de determinados marcadores celulares, como o
CD34, 0 CD13, o CD33, entre outros, caracteriza o diagndstico de LMA
(Quadro 3) (DOHNER et al., 2010).
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Expressdo dos marcadores

Marcadores de células imaturas CD34, CD38, CDl117,
CD133, HLA-DR

Marcadores granulociticos CD13, CDl15, CDl6,
CD33, CD65, MPOc
Marcadores monociticos CDllc, CDl14, CDo4,
CD4, CD11b, CD36
Marcadores megacariociticos CD41, CD61, CD42
Marcadores eritroides CD235a

Quadro 3: Expressdo de marcadores citoplasmaticos e de superficie
celular avaliados no diagndstico de LMA.
Fonte: Adaptado de Dohner et al. (2010).

A LLA-B é caracterizada pela expressdo de uma variedade de
antigenos que incluem, entre outros: PAX-5, CD10, CD19, CD22c,
CD22s, CD79, Ig (Quadro 4). Em algumas situa¢des, o CD20, marcador
de células maduras B, pode ser expresso parcialmente, fracamente ou
ser totalmente negativo nos linfoblastos leucémicos de LLA-B. Alguns
marcadores de células progenitoras podem ser expressos nesses blastos
leucémicos, como o CD34 e TdT (SWERDLOW et al.,, 2008). A
maioria dos casos de LLA-B pode apresentar expressdo de um ou vdrios
antigenos mieloides, na maioria das vezes CD13 e CD33; e mais
raramente a expressio de CDI11b e CD15 (ONCIU, 2009). Nessa
direcdo, o European Group for the Immunological Characterization of
Leukemias (EGIL) elaborou, utilizando como base o perfil
imunofenotipico das células leucémicas, uma classificacdo para LLA-B,
na qual estabelece, de forma sintética, marcadores especificos para a
diferenciacdo dos subtipos de LLA-B, como pode ser observado no
Quadro 4 e no Quadro 5 (BENE et al., 1995).
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Expressdo dos antigenos

Classificagcdo LLLA-B CD79, CD19, CD10 e Ig*
CD22c, CD22s

B-I (LLA pré-B) + - - -
B-II (LLA B comum) + + - -
B-III (LLA pré-B) + + + -
B-IV (LLA B madura) + + + +

Quadro 4: Classificacdo imunofenotipica das LLLAs de linhagem B.
Fonte: Adaptado Béné et al. (1995).
* Ig — Imunoglobulina

A expressdo dos antigenos CDla, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7,
CDS8, CD34, HLA-DR e TDT ¢ utilizada para determinar a LLA-T. O
padrio de expressio de alguns desses antigenos € usado para
subclassificar as LLA-T (Quadro 5) (BENE et al. 1995; SWERDLOW
et al., 2008).

Expressdo dos antigenos

= Q c% A T v - ® g E [
Subtipo A A Ao A A A A A« A

O O O 0O O 0O U U g 3 F
LLA-T =
T-1 . ] L.
(Pr6-T)
r(T]?-Eé"r) * + - - + - - + + +
T-IIT
(CorficalTy + * T - T + 4+ - - 4
T-1IV
(Medular T) + + + £ £ + £ - - 4

Quadro 5: Classificagdo imunofenotipica das LLLAs de linhagem T.
Fonte: Adaptado de Béné et al. (1995) e Swerdlow et al. (2008).

Em algumas situacdes, a LLA-T pode apresentar negatividade
para o TDT (FABER et al., 2000), assim como o HLA-DR e CD34, que
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podem dificultar o diagndstico das LLA-T. As células leucémicas da
LLA-T também podem expressar, de forma aberrante, antigenos
mieloides, como CD11b, CD13, CD15 e CD33, e, raramente, o CD117
(COUSTAN-SMITH et al.,, 2009). Certos imunofendtipos, como a
auséncia de expressdo de CD1a e de CD8, marcagdo fraca para CD5 e
positividade para CD117, CD34, HLA-DR, CD13, CD33 e CDIl1b,
parecem estar associados a uma resposta desfavordvel a terapia,
inclusive com chances de recaida e falha na inducdo da remissdo
(ONCIU, 2009).

1.1.2.4 Alteragdes cromossdmicas

Embora a maioria das anormalidades cromossdmicas possa ser
detectada por andlise citogenética de rotina, em alguns casos, quando
existem rearranjos submicroscépicos, sdo mais facilmente detectados
pela transcri¢do reversa — reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
e/ou a hibridizacdo in situ de fluorescéncia (FISH). Tais alteragoes
podem ser exemplificadas como: a fusdo FIP1L1-PDGFRA encontrada
em algumas neoplasias mieloides associada com eosinofilia (COOLS et
al., 2003); e a anormalidade ETV6-Runx1 que pode estar presente na
LLA-B, que possui progndstico relevante e deve sempre ser pesquisada
em LLA-B infantil, bem como a presenca de BCR-ABL em pacientes
com LLA com qualquer idade (VARDIMAN et al., 2009).

Nos dias atuais, as mutacdes genéticas sdo reconhecidas, cada vez
mais, como importantes marcadores de progndstico em neoplasias
linfoides e mieloides. Essas mutacdes incluem, entre outras, as ocorridas
nos genes NPM1, CEBPa, FLT3, Runxl, ¢c-KIT e WT1 (VARDIMAN
et al., 2009), para as LMAs; e nos genes FLT3, RAS, MLL, GATAI e
E2A, para as LLAs (STAVROPOULOU, BRAULT & SCHWALLER,
2010). A descoberta de tais mutacdes genéticas foi crucial para a
compreensdo da leucemogénese, em muitos casos, com citogenética
normal, dado que essas altera¢des interferem em fatores de transcrigdo
celular, o que pode levar a uma maturacdo deficiente, além de favorecer
a producdo de proteinas envolvidas nas vias de transducdo de sinal
necessdrias para a proliferacdo e/ou sobrevivéncia do clone neopldsico
(FALINI et al.; 2005; MROZEK & BLOOMFIELD, 2006; FALINI et
al., 2007; MROZEK et al., 2007; SCHLENK et al., 2008).
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1.1.3 Prevaléncia

A LA ¢ uma doenca que acomete os individuos independente da
faixa etdria, do género, da etnia e da categoria socioecondmica
(HWANG et al., 2004). Em criancas, a LA mais frequente é a LLA,
enquanto que pacientes adultos sdo mais acometidos pela LMA (PUI &
EVANS, 2006). Os fatores etioldgicos das LAs parecem ser diferentes
em adultos e em criangas (LINABERY & ROSS, 2008). Acredita-se que
ndo haja uma tunica causa para o surgimento da LA, mas, sim, uma
combinagdo de fatores que envolvem a interacao genética e a ambiental.

Os principais fatores relacionados com o surgimento da LA em
criancas sdo: predisposicdo genética; resposta desregulada aos agentes
infecciosos (principalmente na LLLA-B) e radiacdo ionizante durante o
primeiro trimestre de gravidez, que pode levar as alteragdes
cromossomicas intrauterinas (EDEN, 2010). J4 em adultos, os possiveis
fatores associados com a LA sdo relacionados a radia¢do ionizante e a
determinados produtos quimicos, como benzeno e agentes citotdxicos,
principalmente para a LMA (SWERDLOW et al., 2008).

1.1.4 Tratamento

Os protocolos de tratamento para LA resultam, hoje, em taxas de
sobrevivéncia maiores que 80% em pacientes pedidtricos com LLA,
enquanto menos da metade das criancas com LMA sao curadas (PUI &
EVANS, 2006). Em adultos, embora os indices de remissdo em casos de
LMA sejam na ordem de 50 a 80%, a maioria desses pacientes sofre
recidiva, o que resulta em elevadas taxas de mortalidade (SHIPLEY &
BUTERA, 2009). Esse contexto torna necessdrias novas estratégias de
tratamento, ndo apenas para melhorar a sobrevida, mas também a
qualidade de vida desses pacientes. Uma das estratégias atuais de terapia
¢ avaliar o progndstico do paciente com o intuito de determinar qual a
melhor protocolo terapéutico que deve ser administrado. Cabe destacar
que novos tratamentos oncologicos, ainda em estudos, sdo
fundamentados nas recentes alteracdes genéticas descobertas, pois estdo
intimamente ligadas ao prognéstico (STAVROPOULOU, BRAULT &
SCHWALLER, 2010).

Desse modo, vé-se a importancia dos estudos que pesquisam
mutacdes moleculares nos pacientes com LA, com o intuito de
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considerar tais alteracdes para instituicio de protocolo terapéutico
diferenciado para cada paciente (NCCN, 2009).

1.1.5 Fatores progndsticos

Segundo os critérios atuais de diagnéstico da OMS para LA, as
alteracdes citogenéticas e moleculares sdo os principais fatores para
avaliacdo do progndstico de LMA e de LLA. Além disso, a expressdo de
alguns antigenos é preditiva para o progndstico, como, por exemplo, a
expressio de CD56 em pacientes com LPA estd associada ao
desenvolvimento de sarcoma granulocitico, o que a caracteriza como de
progndstico desfavordvel (TALLMAN et al., 1993).

Atualmente, a idade do paciente e a citogenética, no momento do
diagnéstico, sdo considerados os dois principais fatores para avaliacio
do prognéstico (FROHLING et al., 2006). Outros fatores importantes
incluem: leucemia relacionada a terapia ou desordens hematoldgicas
antecedentes; falha na resposta na primeira indugfo a terapia; e elevada
carga tumoral ao diagndstico, conforme determinacio pela contagem de
leucdcitos e pelos niveis de lactato desidrogenase (LDH) (STONE,
2009).

1.1.5.1 Idade

Em geral, pacientes com idade avancada estdo associados a um
progndstico desfavordvel para a LMA (HEINEMANN & JEHN, 1991).
Os pacientes com idade superior a 60 anos, quando comparados aos com
idade inferior a essa, t€ém menores taxas de resposta a primeira indugdo
do tratamento, maiores indices de mortalidade, menor sobrevida livre de
doenga (SLD) e menor sobrevida global (SG). Ademais, os pacientes
mais idosos tendem a ter mais comorbidades (STONE, 2009), alta
frequéncia de alteragdes citogenéticas desfavordveis e niveis
significativos de proteina de resisténcia a multiplas drogas (MDR)
(STONE, 2009; SMITH, HILLS & GRIMWADE, 2011).

Para as LLAs, a idade inferior a seis meses (PIETERS et al.,
2007) ou superior a 60 anos, é descrita com indicativo de prognéstico
desfavoravel (ROWE, 2010).
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1.1.5.2 Leucometria

A contagem de leucécitos no momento do diagnéstico € um fator
de progndstico relevante para todos os pacientes com LA (ROWE et al.,
2005). E considerado como de prognéstico desfavordvel a leucometria
superior a 30.000/mm’ para pacientes com LLA-B; a 100.000/mm” para
LLA-T (HUNAULT et al., 2004; ROWE et al., 2005; ROWE, 2010); e a
10.000/mm’ para pacientes com LMA (SANTAMARIA et al., 2008).

1.1.5.3 Caridtipo

Virias anormalidades cromossOmicas estdo presentes na LA, o
que a caracteriza como uma doenga altamente heterogénea. Estudos em
pacientes jovens com LMA demonstram que 45% deles possuem
cari6tipo normal e apresentam taxa de SG de cinco anos
(BLOOMEFIELD et al., 1998; GRIMWADE et al., 1998). Stone (2009)
relata que em torno de 15% dos pacientes com LMA possuem
anormalidade cariotipica favordvel, como as que envolvem o
cromossomo 15 e 17 [t(15, 17)] ou inv(16), dos quais 65% apresentam
taxas de sobrevida de cinco anos. Outros 15% tém caracteristicas de
prognoéstico desfavoravel — delecdo do cromossomo 7, delecdo do 5q ou
mais de trés anormalidades cromossOmicas — com taxa de sobrevida em
cinco anos entre 10% a 15%. Algumas outras alteracdes cromossdmicas
— trissomia 8, 11923 e trissomia 21 — e o caridtipo normal fazem parte
do grupo que apresenta progndstico intermedidrio (STONE, 2009).

O Quadro 6 permite observar que a classificagdo dos grupos de
risco € varidvel de acordo com os centros de pesquisa que oS
determinam. Como pode ser visto nessa tabela, Marcucci et al. (2005)
consideram pacientes com del(7q) de risco intermedidrio, enquanto a
mesma delecdo, segundo o grupo de Slovak et al. (2000), se enquadra
na categoria de risco desfavordvel. O mesmo ocorre com a del(5q), que
¢ descrita, por Grimwade et al. (1998), como risco desfavordvel e, por
Marcucci et al. (2005), como risco intermedidrio. Essa variacdo na
classifica¢do dos grupos de risco € indicativo de que a estratificacdo do
grau de risco embasada nas anormalidades cromossOmicas torna-se
dificil, além de que nem todos os pacientes com LMA apresentam
alteracdes citogenéticas (STOVE, 2009).
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Categoriade  Grimwade et al. Slovak etal. ~ Marcucci et
Risco (1998) (2000) al. (2005)
Favoravel inv(16) inv(16) inv(16)
del(16q) del(9q)
t(16;16) t(16;16) t(16;16)
t(8;21) t(8;21) sem t(8;21)
del(9q) ou
t(15;17) caridtipo
complexo
t(15;17)
Intermedidrio  Cari6tipo normal Caridtipo Cariétipo
normal normal
+21 Y Y
+22 +21
abn(11q23) +11
del(12p) +13
del(7q) Trissomia 6 del(5q)
del(9q) del(7q)
Trissomia 8 del(11q)
Todas as outras Trisomia 8 t(9;11)
anormalidades
Desfavoravel -5 -5 -7
-7 -7 +8 ou outra
abn(3q) abn(3q) adicdo
abn(9q) inv(3)
abn(11q) t(3;3)
abn(17p) t(11;19)
abn(20q) t(6;11)
abn(21q)
del(5q) del(5q)
> 5 aberragdes del(7q) >3
t(6;9) aberracgoes
1(9;22) t(6;9)

Quadro 6: Classificagio do progndstico baseado no grau de risco
conforme as anormalidades cariotipicas presentes na LMA, segundo
Grimwade et al. (1998), Slovak et al. (2000) e Marcucci et al. (2005).

Fonte: Adaptado de Stone (2009).
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A exemplo do que ocorre com as alteragdes cromossOmicas
presentes em LLAs, dependendo do grupo que investiga tais
anormalidades, essas podem ser associadas aos grupos de progndstico
favordvel ou intermedidrio. A t(1;19), por exemplo, pelo grupo de
Szczepanski, Harrison e Van Dongen (2010), é considerada como de
progndstico favordvel e, pelo grupo de Pullarkat et al. (2008), de
prognéstico desfavordvel. As outras anormalidades associadas ao
prognéstico das LLAs, de acordo com a citogenética, estdo

representadas no Quadro 7.



Categoria de Pullarkat et Rowe Szczepanski,
Risco al. (2008) (2010) Harrison e
Van Dongen
(2010)
Favordvel Alta Alta Alta
hiperdiploidia  hiperdiploidia  hiperdiploidia
(51-65 (51-65 crom.*) (51-65
crom.*) del(9p) crom.*)
t(1;19)
Intermedidrio Caridtipo Carié6tipo
normal normal
del(9p)
Rearranjo Rearranjo
MLL MLL
t(10;11) t(10;11)
Baixa
hiperploidia
(47-50
crom.*)
Tetraploidia
(>80)
Outras
alteracoes
Desfavoravel Caridtipo Caridtipo Caridtipo
complexo complexo complexo
t(1;19) 1(9;22) 1(9;22)
t(4;11) t(4;11)
t(8;14) t(8;14)
Baixa Baixa
hipodiploidia  hipodiploidia
(30-39 Hipodiploidia
crom.*) (<44 crom.*)

Quadro 7: Classificagio do progndstico baseado no grau de risco
conforme as anormalidades cariotipicas presentes nas LLAs, segundo
diferentes grupos de pesquisa.
Fonte: Adaptado de Pullarkat et al. (2008), Rowe (2010), Szczepanski,
Harrison e Van Dongen (2010).
* Crom. — Cromossomos
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1.1.5.4 Marcadores imunofenotipicos relacionados com anormalidades
citogenéticas

Como ji descrito anteriormente, a imunofenotipagem ¢ uma
importante ferramenta para classificacio das LAs (DIGIUSEPPE,
2007). Além disso, o conhecimento de determinados marcadores
imunofenotipicos indica certas alteracdes citogenéticas que auxiliam na
determinagéo do prognéstico (CRAIG & FOON, 2008).

A LMA com t(8;21)(q22,q22) frequentemente expressa o CD19
e, as vezes, o TdT (KUSSICK et al., 2004) ou outros marcadores
linfoides, como o CD7 e o CD56 (KITA et al., 1992; BAER et al.,
1997), além de apresentar a expressdo para marcadores de células
precursoras (CD34, CD117 e HLA-DR) (FAN et al., 2010). Entretanto,
os pacientes com LMA que possuem a inv(16) muitas vezes expressam
o CD2, marcador de linhagem T (ADRIAANSEN et al., 1993). Por
outro lado, individuos com LPA com t(15;17)(q22,q12) comumente
apresentam os fenétipos CD34 e HLA-DR negativos ou parcialmente
positivos; CD11b e CD15 negativos; CD13 heterogéneo; e CD117 e
CD33 positivos. Contudo, a negatividade de CD34 e HLA-DR possui
relacdo com o cariétipo normal em pacientes com LMA, além de existir
uma associacdo desse perfil imunofenotipico com a mutacdo no gene
FLT3 do tipo duplicacdo interna em tandem (DIT) (KUSSICK et al.,
2004). Os pacientes que possuem mutacdo no gene NPM1 geralmente
tém alta expressdo de CD33, porém com auséncia ou baixa expressio de
CD34 (FALINI et al., 2005).

Em pacientes com LLA-B, a marcacdo positiva para CD9, CD10
e CD19 e a marcacdo negativa para CD20 e CD34 sdo tipicamente
associadas a presenca da t(1;19)(q23;p13) (BOROWITZ et al., 1993). J4
a t(4;11)(q21,q23) é frequentemente encontrada em LLA-B, com
negatividade para CDI0 e CD24 e positividade para CDIS5
(DIGIUSEPPE, 2007).

Cabe salientar que, mesmo diante das informacgdes de que os
perfis imunofenotipicos possam ter associacio com anormalidades
citogenéticas presentes em LA, a imunofenotipagem ndo substitui a
pesquisa das mesmas (CRAIG & FOON, 2008).
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1.1.5.5 Marcadores moleculares

Existem algumas anormalidades citogenéticas que sdo
classificadas como de risco favoravel, como, por exemplo, a inv(16).
Porém, a presenca de determinadas mutacdes genéticas, como no gene
c-KIT, pode anular as caracteristicas de caritipo favordvel existente
(PASCHKA et al., 2006). Isso explica o porqué da heterogeneidade
existente na classificagdo dos grupos de risco baseada nos critérios
citogenéticos. Da mesma forma, ha uma variabilidade entre os pacientes
com cariftipo normal que apresentam determinadas mutagdes que
conferem a eles prognéstico favordvel e entre aqueles com caridtipo
normal cujas muta¢des lhes atribuem um progndstico desfavordvel
(Quadro 8) (FROHLING et al., 2005; MROZEK & BLOOMFIELD,
2006; MROZEK et al., 2007).

Impacto para Anormalidade Efeito no progndstico
0 paciente molecular
Desfavordvel — Mutagdo FLT3-DIT DRC*, SG e SLD
significativamente curta
Duplicag@o parcial DRC, SG e SLD
em tandem MLL significativamente curta
Superexpressao SG significativamente
BAALC curta e maior incidéncia
cumulativa de recaida
Favorével Mutacio CEBPa DRC e SG
Mutagdo NPM1 significativamente longa
(FLT3-DIT SG, SLD e SLR**
negativo) significativamente melhor

Quadro 8: Influéncia das mutagdes moleculares no progndstico de
pacientes com LMA.

Fonte: Adaptado de Frohling et al. (2005), Mrézek e Bloomfield (2006),
Mrézek et al. (2007) e Stone (2009).

*DRC - duragdo da remissdo completa; **SLR — sobrevida livre de
recidiva

De acordo com o Quadro 8, os pacientes com LMA que possuem
a mutacdo FLT3-DIT ou a duplicacdo parcial em fandem MLL (DPT-
MLL) apresentam DRC, SG e SLD significativamente curtas, o que
confere a esses individuos um progndstico desfavordvel (STONE,
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2009). Entretanto, pacientes com a mutacio no gene CEBPa
(PREUDHOMME et al., 2002) ou no gene NPMI1 (com FLT3-DIT
negativo) (DOHNER et al., 2002) tendem a ter resultados favoraveis,
incluindo a SG. Desse modo, as mutagdes nos genes CEBPa, FLT3-DIT
e NPMI1 estio estabelecidas como fatores de progndstico, e sua
investigacdo € recomendada para todos os pacientes com LMA com
citogenética normal, como estd representado na Figura 1 (SWERDLOW

et al., 2008; DOHNER et al., 2010).

Grupo de risco baseado na Recomendacoes
citogenética moleculares
Favoravel
t(8;21)
inv(16) —)  -KIT
t(16;16)
Intermediario
Cari6tipo normal NPM1
Anormalidades nio ™====p» CEBPo,
recorrentes FLT3-DIT
Desfavoravel
1(6;9)
t(6;11)

Figura 1: Recomendac¢des moleculares para pacientes com LMA
conforme a estratificagdo de risco
Fonte: Adaptada de Betz e Hess (2010).

As mutacdes nos genes CEBPa, FLT3-DIT e NPM1 geralmente
acometem genes envolvidos nas principais vias que regulam a
proliferacdo, a diferenciacio e/ou a sobrevivéncia celular. Tais
descobertas foram importantes para a compreensdo da leucemogénese e,
a partir disso, essas mutagdes foram divididas em duas classes:
mutacdes de classe I e mutagdes de classe II (KELLY & GILLILAND,
2002). As mutacdes da classe I (FLT3, c-KIT, N-RAS/K-RAS e
PTPN11) conferem vantagem de sobrevivéncia e de proliferacao celular
e frequentemente estdo envolvidas com vias de sinalizacdo dependente
de quinase. Por outro lado, as mutacdes da classe II (CEBPA; NPM1; e
as inversdes e translocacdes cromossOmicas recorrentes) prejudicam a
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diferenciacdo, principalmente a mieloide, na qual afetam genes
envolvidos na regulagdo da transcricdo (BETZ & HESS, 2010).

O Quadro 9 mostra o significado progndstico de algumas
alteracdes genéticas, como a mutacido no gene FLT3, do tipo DIT, que
estd estabelecida como de prognéstico desfavoravel (SWERDLOW et
al., 2008; BETZ & HESS, 2010; DOHNER et al., 2010). J4 as mutacgdes
no gene NPMI (DOHNER et al., 2005) e no gene CEBPo
(PREUDHOMME et al., 2002) possuem progndstico favoravel. Quanto
as mutagdes no gene c-KIT (CARE et al.; 2003), cuja investigacio
clinica € opcional, sdo consideradas de progndstico desfavordvel
(Quadro 9). No que se refere as mutagdes no gene WT1, a DPT-MLL, a
mutacio pontual no gene FLT3 (SWERDLOW et al., 2008; DOHNER
et al., 2010) e a superexpressdo de ERG (MARCUCCI et al., 2005) e
BAALC (LANGER et al., 2008), essas ndo tém relevancia prognéstica
no contexto das terapias atuais ou ainda ndo possuem elucidado seu
significado clinico-patoldgico, sendo, por isso, necessdrias mais
investigacOes para o correto esclarecimento do prognéstico (Quadro 9)
(SWERDLOW et al., 2008; STONE et al., 2009; BETZ e HESS, 2010;
DOHNER et al., 2010)

Investigacdo clinica

Classificagdo das | Recomendado Opcional Em
mutagdes investigacdo
Mutacdes NPM1
favoraveis CEBPa
Mutagdes FLT3-DIT c-KIT DPT-MLL
desfavoraveis WTI1

FLT3-TKD
Superexpressao BAALC
desfavoravel ERG

Quadro 9: Marcadores moleculares no progndstico da LMA.
Fonte: Adaptado de Betz e Hess (2010).

As mutacdes que ocorrem em pacientes com LMA apresentam
diferentes frequéncias. A mutacdo no gene NPM1 é a mutacdo mais
comum, ocorrendo em mais de 50% dos pacientes, seguida da mutagado
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no gene FLT3 do tipo DIT, que ocorre em cerca de 30% (SCHLENK et
al., 2008). No entanto, vale lembrar que os pacientes podem apresentar
mais de uma mutag¢do. Um paciente, por exemplo, pode ter a mutagdo no
gene NPM1 juntamente com a mutacdo no gene FLT3 do tipo DIT. A
importancia das combinacdes das mutagdes em pacientes com LMA
ainda é um pouco desconhecida (STONE, 2009).

Os marcadores moleculares na LLA, assim como na LMA,
também sdo identificados como fatores responsdveis pela
leucemogénese (Quadro 10) (ROWE, 2010).

Significincia estabelecida  Significincia emergente
LLA-B BCR-ABL BAALC
IKAROS
LLA-T NOTCHI1
BAALC

Quadro 10: Marcadores moleculares significativos no progndstico de
LLA.
Fonte: Adaptado de Rowe (2010).

Um dos marcadores moleculares mais comuns na LLA-T, que
ocorre em torno de 50% dos pacientes, ¢ a mutagdo ativadora de
NOTCH1 (WENG et al, 2004). Esse gene codifica receptores
transmembrana que sdo importantes no desenvolvimento de células T
normais (MANSOUR et al., 2006; SCHNAPP, 2009); porém, as
implicacdes progndsticas de mutagdes no gene NOTCHI ainda sdo
incertas (LEWIS et al. 2007; MANSOUR et al., 2009).

As mutagdes no gene BAALC t&ém demonstrado associagdo a um
prognoéstico desfavoravel (BALDUS et al., 2007) e, recentemente, um
grupo de pesquisadores informou que mutagdes em BAALC também
estdo relacionadas com LLA-B e que igualmente possuem progndstico
desfavordvel (KUHNL et al., 2010).

1.1.5.5.1 Mutagées no gene FLT3
FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) é um receptor de membrana

tirosina-quinase (RTQ) relacionado com a via intrinseca de sinalizagio
celular e composto por um dominio extracelular (DE), um dominio
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justamembrana (JM) formado por dimeros intracelulares altamente
conservados de dominios tirosina-quinases. Esse receptor pertence a
subfamilia de classe III dos RTQs, que incluem membros de estrutura
semelhante, tais como: os receptores c-FMS, c-KIT e PDGF
(GABBIANELLI et al., 1995; ROSNET et al., 1996).

Fisiologicamente, o receptor FLT3 encontra-se na forma nlo-
fosforilada, com o dominio quinase inativo. Apds a interagdo do ligante
(FL) com o receptor, este sofre mudanga conformacional, o que permite
a sua dimeriza¢do e a ativagdo da enzima tirosina-quinase, com isso
ocorrendo a fosforilagdo dos dominios intracelulares. Quando o receptor
FLT3 € ativado, algumas proteinas citoplasmaticas que com ele
interagem s3o recrutadas e formam interagdes intracelulares
caracterizadas por um complexo proteina-proteina, como as proteinas
SHC, GRB2, SHIP, CBL e CBLB (ZHANG & BROXMEYER, 2000).
A ligacdo dessas proteinas ao complexo resulta em uma cascata de
reacdes que culmina com a ativagdo da fosforilacio de mediadores
secunddrios, como, por exemplo, MAPK, STAT e AKT/PL;K. Quando
tais mediadores sdo ativados, e conforme o sinal que é enviado para o
nucleo, desencadeia-se uma série de eventos, como a regulacdo da
apoptose, da proliferacdo, de sobrevivéncia e da diferenciacdo celular
(Figura 2) (MESHINCHI & APPELBAUM, 2009).
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Diferenciacdo
Proliferagcao ;
Sobrevivéncia celular Apoptose Proliferacao

Apoptose
Bloqueio do ciclo celular
Reparo doDNA

Figura 2: Vias de transdug@o de sinal do receptor FLT3
Fonte: Adaptada de Meshinchi e Appelbaum (2009).

O receptor FLT3 desempenha um papel importante na
hematopoiese fisioldgica, devido a expressdo que possui em células
hematopoiéticas imaturas e no desenvolvimento de células-tronco
(RUSTEN et al., 1996; SHAH et al., 1996). Dados de estudos in vitro
com modelos murinos knockout para FLT3 confirmam tal importancia
na hematopoiese normal, especialmente em momentos de estresse
hematopoiético (MACKAREHTSCHIAN et al., 1995; RUSTEN et al.,
1996).

Quando o gene FLT3 sofre mutacdo, d4 origem a um produto
final modificado, ou seja, gera um receptor com alteragdes estruturais.
As mutagdes mais comuns encontradas no gene FLT3 sdo de dois tipos:
DIT e mutacdes pontuais (REINDL et al., 2006). No gene FLT3, as
DITs resultam de uma duplica¢do de segmentos na regido codificadora
do dominio JM (codificada pelo éxon 14 e 15). Estudos in vitro
demonstraram que as DIT promovem a dimerizacdo do receptor
independente do ligante, o que leva a prépria autonomia de fosforilagao
e ativacdo do receptor, desse modo, ocorrendo proliferacdo celular
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independente da ativacdo das vias de sinalizacdo celular (HAYAKAWA
et al.; 2000; STIREWALT & RADICH, 2003).

O mecanismo especifico pelo qual a DIT no gene FLT3 leva a
dimerizagdo autdbnoma ¢é desconhecido, porém suspeita-se que,
fisiologicamente, o dominio JM atue como um regulador negativo, o
que evita a ativagdo do receptor e 0 mantém em estado autoinibido. A
andlise da estrutura tridimensional do receptor FLT3 sugere que a
duplicagdo do dominio JM possa prejudicar o bloqueio natural que
normalmente impede a dimerizacdo autonoma (HIROTA et al., 1998;
GILLE et al., 2000). Provavelmente, a dimerizacdo dos receptores com
DIT no gene FLT3 sofrem mudancas estruturais que expdem os sitios de
fosforilacio dos dominios de tirosina-quinase e promovem a
autofosforilagdo (GRIFFITH et al., 2004). Desse modo, as DITs em
FLT3 promovem a proliferacdo celular por meio da ativagdo de vdrias
vias de sinalizacdo celular, como RAS/MAPK, STAT e AKT/PI;
(MIZUKI et al., 2000).

A DIT no gene FLT3, que é uma das mutacdes mais comuns em
doengas hematoldgicas malignas, ocorre em leucemia mieloide cronica
(LMC) (5-10%), em sindrome mielodisplasica (5-10%), em LMA (15-
35%) (KIYOI et al., 1999; KOTTARIDIS et al., 2001; GALE et al.,
2007) e em LLA (5-10%) (KOTTARIDIS et al., 2001). A prevaléncia
da DIT ¢é altamente dependente da idade, aumentando com o avango da
mesma, bem como € descrita como rara na LMA infantil; assim, em
pacientes de 5 a 10 anos, o acometimento é de 5% a 10%; em adultos
jovens, de 20%; e em pacientes com mais de 55 anos e com LMA, as
taxas sdo maiores de 35% (MESHINCHI et al., 2006). A mutagdo
FLT3-DIT ocorre frequentemente em pacientes com LPA com t(15;17)
(KOTTARIDIS et al., 2001; MOTYCKOVA & STONE, 2010). Além
disso, a literatura descreve que as mutacdes FLT3-DIT em pacientes
com LMA estdo associadas a presenca de leucocitose e a maior
porcentagem de blastos (MROZEK et al., 2007; MOTYCKOVA &
STONE, 2010).

Em um estudo com 854 pacientes que apresentavam LMA, os
pesquisadores determinaram que a presenca da mutagdo FLT3-DIT teve
impacto negativo em longo prazo e que os pacientes que tinham a
mutacdo tiveram mais chance de recidiva em cinco anos, quando
comparados com aqueles sem a mutacio (64% versus 44%)
(KOTTARIDIS et al.,, 2001). Segundo esses pesquisadores, a SLD
também foi bastante prejudicada, 30% permaneceram livres de doenga
em cinco anos, €, nos pacientes sem a mutacio, a porcentagem foi de
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46%. Ademais, no final de cinco anos, o nimero de pacientes vivos com
a mutacdo FLT3-DIT foi menor (32% versus 44%). Ainda nesse estudo,
foram comparados dois grupos: um com a presenca da mutacao no gene
FLT3-DIT e citogenética desfavordvel; e o outro com citogenética
desfavordavel, mas com auséncia da mutacdo FLT3-DIT. O primeiro
grupo apresentou taxa de recaida de 100% em dois anos e o segundo, de
78% em cinco anos. Isso demonstra que a mutacdo no gene FLT3 possui
um significativo impacto sobre os pacientes com LMA (KOTTARIDIS
et al., 2001). Essas conclusdes também foram encontradas por outros
grupos de pesquisadores (KIYOI et al., 1999; FROHLING et al., 2002;
SCHNITTGER et al., 2002; MORENO et al., 2003; SHEIKHHA et al.,
2003; CIOLLI et al., 2004; CLOOS et al., 2006). Tais estudos permitem
afirmar que a DIT no gene FLT3 em pacientes com LMA estdo
associadas a um prognoéstico desfavordvel (YANADA et al., 2005;
MEAD et al., 2007). Outros estudos confirmaram que a presenga de
FLT3-DIT € um fator de prognéstico independente que contribui para
recidiva e prognoéstico desfavordvel na LMA (KOTTARIDIS et al,
2001; SCHNITTGER et al., 2002).

As mutagdes pontuais no gene FLT3, também conhecidas como
FLT3-TKD, sdo encontradas no éxon 20 e atingem a alca de ativacdo do
receptor FLT3 (THIEDE et al., 2002; MESHINCHI et al., 2006). Na
maioria das LMAs com FLT3-TKD, a mutacdo acomete o cédon 835,
com mudanga de &cido aspdrtico por tirosina (D835). Assim, essas
mutacdes também sdo descritas como FLT3-D835. No entanto, outras
mutacdes, exclusdes e insercdes no cédon D835 e ao redor dos cédons
tém sido descritas (THIEDE et al., 2002; SPIEKERMANN et al., 2002).
Tal mutagdo promove autofosforilacio do receptor, o que leva a
proliferacdo celular independente de ligante, semelhante ao que
acontece na mutagdo FLT3-DIT (HAYAKAWA et al., 2000; KIYOI et
al. , 2002).

A mutacdo FLT3-D835 é encontrada em células neoplasicas de
pacientes com LMC (1%), LLA (1-3%), SMD (2-5%) e LMA (5-10%)
(THIEDE et al.,, 2002; MESHINCHI et al., 2006). Raramente os
pacientes apresentam as duas mutagdes no gene FLT3 (CHEN et al.,
2005). Diferente da DIT, a FLT3-D835 acomete pacientes de todas as
faixas etdrias (MESHINCHI et al., 2006), porém ainda é controverso o
progndstico de pacientes que apresentam a mutacdo pontual no gene
FLT3 (YANADA et al.,, 2005; MEAD et al., 2007). Diferente da
mutacdo FLT3-DIT, estudos mostraram que a presenca de FLT3-D835
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ndo estd associada com leucocitose (CHOUDHARY et al.,, 2005;
GRUNDLER et al., 2005).

Como j4 citado, quando o receptor FLT3 sofre mutagdo, fica
permanentemente ativado, o que estimula as vias de sinalizacao celular e
afeta a sobrevivéncia e proliferacdo celular (KOTTARIDIS et al., 2001;
MARKOVIC et al., 2005). Nesse sentido, futuros alvos terapéuticos
podem ser investigados, como, por exemplo, na inibi¢do do receptor
FLT3, juntamente com as vias de AKT e STATS (STONE, 2009).

Mediante esses conhecimentos, t&€m surgido novas terapias para
LMA, baseadas na presenca ou auséncia das mutacdes no gene FLT3 e
no gene NPMI1. Além disso, nos casos de resisténcia das células
leucémicas a terapia, € fundamental o acompanhamento da persisténcia
ou nio dos clones com essas mutacdes, uma vez que as copias
resistentes & quimioterapia podem apresentar vantagem proliferativa.
Assim, a estratificacio do prognéstico é de extrema importancia para o
paciente, pois contribui para a escolha adequada de qual protocolo
terapéutico deve ser utilizado (NCCN, 2009).

Na literatura alguns estudos clinicos, em fase I e II (SHAH &
AGARWAL, 2008) e em fase III (OHTAKE, 2007), investigam os
beneficios da utilizacdo dos inibidores de FL'T3 em pacientes portadores
de mutagdes no gene FLT3. Esses resultados mostram a importincia da
investigacdo das mutagdes no gene FLT3 para a estratificacdo e
avaliacdo de progndstico na LA, pois a presengca dessas mutagdes
implica na escolha da conduta terapéutica (NCCN, 2009).
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Investigar a importincia das mutacdes no gene FLT3 (duplicacio

interna em tandem — DIT — e mutacdo pontual D835) como marcadores
moleculares para o progndstico de pacientes com suspeita clinica de LA,
antes da primeira terapia.

Objetivos especificos

Padronizar a metodologia da Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR) para a detec¢do da DIT no gene FLT3;

Padronizar a metodologia de restriction fragment lenght
polymorphism (RFLP) para a detec¢do da mutacdo D835 no
gene FLT3;

Aplicar as metodologias padronizadas na investigacdo das
mutacdes DIT e D835 no gene FLT3 em pacientes com
diagndstico de LA, antes da primeira terapia;

Associar a presenca das mutacdes no gene FLT3 com outros
fatores prognésticos, como: a idade, a leucometria, os niveis de
LDH, a expressdo de CD34 e as transloca¢des antes da primeira
terapia;

Associar a presenca das mutagdes no gene FLT3 (DIT e
mutacdo pontual D835) com o gé€nero e a porcentagem de
blastos antes da primeira terapia;

Associar a presenca das mutacdes no gene FLT3 com a
auséncia ou a presenca de remissdo, como também se esses
pacientes com as mutac¢des no gene FLT3 foram ou nfo a 6bito.
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CAPITULO 2: MATERIAIS E METODOS
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2.1 OB:FEN(;AO DAS AMOSTRAS DOS PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE LA

Obtiveram-se as amostras de MO ou SP de pacientes com
suspeita clinica de LA, antes do primeiro tratamento, atendidos pelo
Servico de Hematologia do Hospital Universitdrio da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) e pelo Servigo de Oncologia do
Hospital Infantil Joana de Gusmio (HIJG), ambos situados em
Florian6polis, Santa Catarina, no periodo de janeiro de 2009 a dezembro
de 2010. Em todos os casos, colheram-se as amostras de MO e SP com
EDTA, apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), conforme o Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos da UFSC (212/2009; Anexo 1) e do HIJG (075/2008; Anexo
2). Os pacientes menores de 18 anos, o responsdvel legal foi responsédvel
pela assinatura do TCLE. Em seguida, se fez o encaminhamento das
amostras ao Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias
(LOER).

Durante o periodo do estudo, encaminharam-se para o LOEH 69
amostras com suspeita clinica de LA. Das 74 amostras, trés a suspeita
clinica de LA ndo se confirmou, cinco amostras seus respectivos
prontudrios nao foram localizados e 11 amostras eram de pacientes com
recidiva. Sendo assim, 55 amostras de pacientes com diagndstico de LA
foram submetidas a investigagcdo das mutagdes no gene FLT3.

2.2 EXTRACAO DE DNA

Realizou-se a extracdo de dcido desoxirribonucléico (DNA) com
isotiocianato de guanidina 5M (Sigma) livre de fenol. Para isso,
adicionaram-se 200 pL. de SP em 1 mL de solug¢do de isotiocianato de
guanidina SM. Apds a adicdo da solucdo de isotiocianato de guanidina
5M, fez-se a homogeneizagdo da amostra por inversdo durante 15
segundos, bem como a incubagdo over night & temperatura ambiente sob
agitacdo continua. Apds incubacgdo, adicionaram-se 50 pL de solugéo de
diéxido de silica acidificada (Sigma) e se homogeneizou o tubo por
inversdo durante 5 minutos. Centrifugou-se a amostra a 1000 x g por 1
minuto a temperatura ambiente e se descartou o sobrenadante.
Posteriormente, adicionaram-se 500 plL de solucdo de lavagem de
isotiocianato de guanidina a silica e novamente se centrifugou o tubo a

N

1000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. Descartou-se o
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sobrenadante e se realizou mais uma lavacdo com solu¢do de lavagem
de isotiocianato de guanidina SM. Na sequéncia, lavou-se a silica duas
vezes com S00pL de etanol 70% (Merck, Darmstadt, Germany) e, apds
cada lavagem, se fez a centrifugacdo da mesma a 1000 x g por 1 minuto
a temperatura ambiente. Realizou-se, entdo, uma ultima lavagem com
500 pL de acetona (Merck, Darmstadt, Germany), com posterior
secagem em banho seco por 10 minutos a 56°C. Quando a silica estava
seca, se fez a reidratacdo da mesma com 25 pl. de dgua tratada com
dietil pirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldritch, St. Louis, USA), como
também a incubag@o por 10 minutos a 56°C sob agitacdo. Apds esse
tempo, centrifugou-se o tubo a 2600 x g por 5 minutos e transferiu-se o
sobrenadante contendo o DNA para um tubo de 0,6 mL.

2.3 PADRONIZACAO DA PCR PARA A DETECCAO DA DIT NO
GENE FLT3

Os pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados
para amplificacdo dos éxons 14 e 15 do gene FLT3 foram previamente
descritos por Meshinchi et al. (2001) (Quadro 11). Na etapa de
padronizacdo da PCR utilizaram-se diferentes concentracdes de MgCL,,
desorribonuleotideo trifosfatado (dNTP) e dos oligonucleotideos
iniciadores. Apds essa padronizacdo amplificaram-se 100 ng de DNA
com reagentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), num volume final de
50 pL que continha os seguintes volumes e concentragdes finais
correspondentes: 5 pL de tampdo 10X concentrado para Tagq-DNA
polimerase (10 mM Tris-HCIL, pH 8,4; 50 mM KCl); 1,5 pL de MgCL,
(1,5 mM); 0,4 pLL de dNTP mix (200 pM de cada); 2,0 pL de cada
oligonucleotideo iniciador (0,4 pM), 0,25 pL Tag-DNA polimerase
(recombinant) (1,25 U/uL); e dgua ultrapura para completar o volume
final da reac@o.

Tipo de iniciador

Senso 5’- GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-
3?

antissenso 5’- CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-
3’

Quadro 11: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados
para a detec¢@o da DIT no gene FLT3.
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Amplificou-se a PCR em termociclador Eppendorf, modelo
Mastercycle Personal. A amplificagdo consistiu de incubagdo inicial de
94°C por 3 minutos seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, ligacdo dos iniciadores a 61°C por 1 minuto e extensdo a 72°C
por 2 minutos, com uma extensdo final de 72°C por 8 minutos.
Avaliaram-se os produtos da PCR em gel desnaturante de poliacrilamida
12% em eletroforese de 80 V por 90 minutos. Posteriormente, se
procedeu a coloracdo com brometo de etideo e a visualizagdo em
transiluminador sob luz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20).
A deteccdo de apenas uma banda com 329 pb correspondia ao gene
selvagem, correlacionado com a auséncia de banda compativel para a
DIT no gene FLT3. Determinou-se a presenca de banda compativel
para essa alteracio com a visualizacdo de uma tUnica banda com
fragmento maior que o gene selvagem (mutagdo homozigota) ou
presenca de dois ou mais fragmentos (mutacdo heterozigota). Estimou-
se o tamanho dos produtos da PCR por comparagdo, com o marcador de
peso molecular de 50 pb.

2.3.1 Padronizacao do niimero de ciclos para a PCR para a deteccao
da DIT no gene FLT3

Para padronizar o ndmero de ciclos, realizaram-se amplificacdes
de acordo com o protocolo estabelecido anteriormente, alterando-se
apenas o nimero de ciclos: 30, 35 e 40. Submeteram-se os produtos da
PCR a eletroforese em gel de agarose 2,5% a 100 V por 30 minutos,
corados com brometo de etideo e visualizados em transiluminador sob
luz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20).

24 PADRONIZACAO DA PCR PARA A DETECCAO DA
MUTACAO D835 NO GENE FLT3

Para amplificagdo do éxon 20 do gene FLT3, utilizaram-se pares
de oligonucleotideos iniciadores (primers) (Quadro 12) previamente
descritos por Liang et al. (2003). Na etapa de padronizagio da PCR
utilizaram-se diferentes concentragdes de MgCL,, desorribonuleotideo
trifosfatado (ANTP) e dos oligonucleotideos iniciadores. Apds essa
padronizacdo amplificaram-se 100 ng de DNA, num volume final de 50
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pL [com reagentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)], o qual continha
os seguintes volumes e concentracdes finais correspondentes: 5 pL. de
tampdo 10X concentrado para Tag-DNA polimerase (10 mM Tris-HCl,
pH 8,4; 50 mM KCl); 2,25 uL. de MgCL, (2,25 mM); 0,6 pL de dANTP
mix (300 uM de cada); 2,0 pL. de cada oligonucleotideo iniciador (0,4
puM de cada); 0,25 pL Tag-DNA polimerase (recombinant) (1,25 U/uL);
e dgua ultrapura para completar o volume final da reag@o.

Tipo de iniciador
senso 5’- CCGCCAGGAACGTGCTTG-3’
antissenso 5’-GCAGCCTCACATTGCCCC-3’

Quadro 12: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados
para a detec¢do da muta¢do D835 no gene FLT3.

Realizou-se a amplificagdo da PCR em termociclador Eppendorf,
modelo Mastercycle Personal, a qual consistiu de incubagdo inicial de
94°C por 3 minutos seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, ligacdo dos iniciadores a 66°C por 1 minuto e extensdo a 72°C
por 2 minutos, com uma extensdo final de 72°C por 8 minutos. Ao
término da PCR, avaliaram-se os produtos em gel de agarose 2,5%, por
meio de eletroforese a 100 V por 30 minutos, corados com brometo de
etideo e visualizados em transiluminador sob luz UV de 320 nm
(HOEFER-MacroVue UV-20). A visualiza¢do de uma tnica banda, com
114 pb, correspondeu aos casos com produto da PCR amplificado.

Diante do conhecimento da sequéncia codificante de D835, que
compreende GATA, a qual € o sitio de atividade da enzima de restri¢do
Eco RV, utilizou-se a técnica de RFLP para a detec¢cdo da mutagdo
pontual no gene FLT3. Para isso, incubou-se por 1 h a 37°C 5U de
enzima Eco RV Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) (0,5 puL), 1,5 pL. de seu
tampdo para cada de 10uL de produto da PCR amplificado,
completando com &4gua ultrapura para o volume final de 15 pL.
Analisaram-se os produtos digeridos em gel desnaturante de
poliacrilamida 12% a 70 V por 90 minutos. As amostras sem a mutacio
sofreram digestdo enzimdtica completa, o que resultou na presenga de
duas bandas: uma de 68 pb e outra de 46 pb. J4 as amostras com
mutacdo no sitio enzimdtico da enzima Eco RV, apresentaram banda
compativel com a mutagdo D835 no gene FLT3, por ser visualizada uma
banda parcial com 114 pb (mutagdo heterozigota) ou uma banda
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totalmente ndo digerida, de 114 pb (mutagdo homozigota). O tamanho
dos produtos da PCR foi estimado, por comparacio, com o marcador de
peso molecular de 25 pb.

2.4.1 Padronizacio do niimero de ciclos para a PCR para a deteccao
da mutacio D835 no gene FLT3

De acordo com o protocolo estabelecido anteriormente,
realizaram-se amplificacdes com diferentes nimeros de ciclos: 30, 35 e
40, a fim de estabelecer a padronizacdo referida. Apés o término dos
ciclos, submeteram-se os produtos da PCR a eletroforese em gel de
agarose 2,5% a 100 V por 30 minutos. Na sequéncia, se procedeu a

coloracdo dos mesmos com brometo de etideo e a visualizacdo em
transiluminador sob luz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20).

2.4.2 Padronizacao do niimero de unidades da enzima Eco RV para
a digestao da regiao codificante D835 que compreende a sequéncia
GATA no gene FLT3

Para a padronizacdo de quantas unidades da enzima seriam
necessdrias, utilizou-se uma amostra de SP de um individuo saudavel e
procedeu-se conforme o protocolo descrito anteriormente, com variagdo
apenas nas quantidades de enzima utilizada: 1 U, 5 U e 10 U. Apds
incubacdo por 1 h a 37°C, submeteram-se os produtos da digestdo
enzimdtica a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% a
70 V por 90 minutos e, posteriormente, se realizou a colora¢do dos
mesmos com brometo de etideo, como também a visualizagdo em
transiluminador sob Iuz UV de 320 nm (HOEFER-MacroVue UV-20).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Avaliaram-se, no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2010,
todos os pacientes com diagndstico de LA, referenciados ao LOEH.
Realizaram-se a confec¢éo do banco de dados e a andlise estatistica com
o auxilio do software SPSS 16.0®.
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Sumarizaram-se os dados como niimeros absolutos e percentuais,
no caso de varidveis nominais, e como média e desvio padrdo, no caso
de varidveis numéricas.

Quanto a expressdo das mutacdes no gene FLT3 (DIT e D835), se
fez a sumarizagdo de forma dicotomica (ausente ou presente).

Associaram-se as médias das varidveis numéricas entre os grupos
de interesse por meio do teste ¢ de Student em um nivel de significincia
de 5% (P < 0,05). Varidveis nominais, por sua vez, se associaram entre
os grupos de interesse por meio do teste do qui quadrado ou Exato de
Ficher, em um nivel de significancia de 5% (P < 0,05).
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CAPITULO 3: RESULTADOS
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3.1 PCR PARA A DETECCAO DA DIT NO GENE FLT3

A PCR realizou-se conforme Meshinchi et al. (2001), com
algumas altera¢des como citado em Materiais e Métodos (item 2.3).

Como pode ser observado na Figura 3 — linha 5, representa uma
amostra de um individuo sem a mutagdo do tipo DIT no gene FLT3,
pois apresenta apenas uma banda de 329 pb. J4 a Linha 6 da Figura 3,
demonstra uma amostra de paciente com a presenca da DIT no gene
FLT3, com uma banda de 329 pb e outra com peso molecular maior que
este.

300 pb

—
o
o
-
T
—
-

Linha 1 2 3 4 5 6

Figura 3: Gel representativo da amplificacdo da PCR para a DIT no gene FLT3
Linha 1 — Marcador de peso molecular de 50 pb; Linha 2 — Controle negativo da
PCR; Linha 3 — Controle negativo para a DIT no gene FLT3; Linha 4 —
Controle positivo para a DIT no gene FLT3; Linha 5 — Amostra de paciente
com auséncia da DIT no gene FLT3; Linha 6 — Amostra de paciente com
presenca da DIT no gene FLT3.

3.1.1 Numero de ciclos para a PCR para a deteccao da DIT no gene
FLT3

Por meio da andlise da Figura 4, pode-se estabelecer que, com 35
ciclos, obteve-se um produto de PCR de boa resolugdo para a
investigacdo da DIT no gene FLT3.
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Linha 1 2 3 4

Figura 4: Gel representativo da padronizacdo do nimero de ciclos para a
detec¢do da DIT no gene FLT3

Linha 1 — Controle negativo da PCR; Linha 2 — PCR com 30 ciclos; Linha 3 —
PCR com 35 ciclos; Linha 4 — PCR com 40 ciclos.

3.2 PCR PARA A DETECCAO DA MUTACAO D835 NO GENE
FLT3

Ap6s a PCR verificou-se a presenca de banda correspondente ao
produto amplificado (Figura 5).

Linha 1 2 3

Figura 5: Gel representativo da amplificacdo da PCR para a mutagdo pontual
D835 no gene FLT3

Linha 1 — Controle negativo da PCR; Linha 2 e 3 — Amostra de paciente apds
PCR.

Na sequéncia, as amostras foram submetidas a técnica de RFLP.
A amostra que apresenta uma banda de 68 pb e outra de 46 pb (Figura 6
— Linha 6) corresponde a auséncia de mutacao do tipo D835, pois sofreu
digestdo enzimdtica completa, o que resultou na presenga de duas
bandas. J4 a amostra na Linha 4 — Figura 6 apresentou uma banda
totalmente ndo digerida, de 114 pb (mutagdo homozigota), o que
correspondeu a presenca da mutacio pontual, D835, no gene FLT3.
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100 pb

68 pb

50 pb
P 46 pb

Linha 1 2 3 4 5 6

Figura 6: Gel representativo da digestdo enzimdtica apés PCR para a mutacio
D835 no gene FLT3

Linha 1 — Marcador de peso molecular de 25 pb; Linha 2 — Controle negativo da
PCR; Linha 3 — Amostra do paciente X antes da digestdo enzimatica; Linha 4 —
Amostra do paciente X depois da digestdo enzimdtica; Linha 5 — Amostra do
paciente Y antes da digestdo enzimadtica; Linha 6 — Amostra do paciente Y
depois da digestio enzimatica.

3.2.1 Namero de ciclos para a PCR para a deteccao da mutacao
D835 no gene FLT3

A Figura 7 demonstra que, com 35 ciclos, obteve-se com boa
resolucdo a amplificagdo da PCR para a investigagdo da mutagdo D835

no gene FLT3.

Linha 1 2 3 4

Figura 7: Gel representativo da padronizagdo do nimero de ciclos para a
deteccdo da mutagdo D835 no gene FLT3

Linha 1 — Controle negativo da PCR; Linha 2 — PCR com 30 ciclos; Linha 3 —
PCR com 35 ciclos; Linha 4 — PCR com 40 ciclos.
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3.2.2 Numero de unidades da enzima Eco RV para a digestao da
regiao codificante D835 que compreende a sequéncia GATA no gene
FLT3

A andlise da Figura 8 permite observar que 5 U da enzima de
restricdo Eco RV foram suficientes para a digestdo da regido codificante
D835.

Linha 1 2 3 4 5 6

Figura 8: Gel representativo da padroniza¢do do nimero de unidade da enzima
Eco RV para a digestdo da regido codificante D835 no gene FLT3

Linha 1 — Amostra do paciente X antes da digestdo enzimatica; Linha 2 —
Amostra do paciente X depois da digestdo enzimdtica com 1 U da enzima Eco
RV; Linha 3 — Amostra do paciente X antes da digestdo enzimatica; Linha 4 —
Amostra do paciente X depois da digestdo enzimdtica com 5 U da enzima Eco
RV; Linha 5 — Amostra do paciente X antes da digestdo enzimatica; Linha 6 —
Amostra do paciente X depois da digestdo enzimdtica com 10 U da enzima Eco
RV.

3.3 ESTUDOS DE ASSOCIACAO

No periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2010,
encaminharam-se para o LOEH 55 amostras com suspeita clinica de LA,
a fim de que fosse realizada a investigacdo das mutagdes no gene FLT3.
Das 55 amostras, trés ndo possuiam material suficientemente
amplificdvel para reacdo de PCR. Desse modo, avaliou-se um total de
52 amostras de pacientes com diagndstico de LA.

Encaminharam-se para investigacdo das mutagdes no gene FLT3
amostras de SP ou de MO, das quais a primeira representou 80,8% (42
amostras) e a segunda, 19,2% (10 amostras).

Das 52 amostras analisadas, 12 (23,1%) eram de pacientes
maiores de 16 anos e 40 (76,9%), de individuos com idade igual ou
inferior a 16 anos (Tabela 1). Em relacdo ao género, 46,2% (24 casos)
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eram do género feminino, e 53,8% (28 casos) do género masculino
(Tabela 1).

Tabela 1: Amostras com diagnodstico de LA que foram submetidas a
investigacdo das mutacdes no gene FLT3, de acordo com o género e
a faixa etdria

Faixa etaria

Género <16 anos > 16 anos Total
Feminino 17 7 24
Masculino 23 5 28
Total 40 12

As idades dos pacientes que foram submetidos a investigacao das
mutacdes no gene FLT3 que estavam na faixa etdria de idade igual ou
inferior a 16 anos, no diagndstico, variaram entre um més e 15,7 anos
(mediana de 4,5 anos), enquanto que, nos individuos com idade superior
a 16 anos, a variagdo de faixa etdria foi de 16,2 a 87,4 anos (mediana de
49,4 anos).

Na Tabela 2, é possivel observar que os pacientes com idade
igual ou inferior a 16 anos com LMA apresentaram maiores
porcentagens da mutacdo no gene FLT3 do tipo DIT, o que
correspondeu a 33,3% (4 casos) de positividade para a essa mutacio, e,
trés individuos (10,7%), nessa mesma faixa etdria, apresentavam
diagnéstico de LLA. Desse modo, constatou-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significante (P = 0,168) entre os dois subtipos de LA
nos pacientes com mutacdo DIT com idade igual ou inferior a 16 anos,
mas observa-se que essa mutagdo € mais prevalente nos individuos com
LMA. Entretanto, nenhum dos pacientes com LLA com idade superior a
16 anos apresentou a DIT no gene FLT3, além de que, em apenas um
individuo (12,5%) com LMA, se detectou a presenga dessa mutacio,
que também ndo apresentou diferenca estatisticamente significante nos
individuos com idade superior a 16 anos (P = 0,667).
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Tabela 2: Avaliagdo da auséncia ou da presenga da mutagdo no gene
FLT3 do tipo DIT nos pacientes com diagndstico de LA, de acordo com
a faixa etdria e a classificacdo da LA

Faixa Classificacio Auséncia Presenca % da P
etaria da LA da da presenca por
mutacdo mutacdo faixa etaria e
classificacao
da LA
<16 LLA 25 3 10,7 0,168
anos
LMA 8 4 33,3
>16 LLA 4 0 0 0,667
anos
LMA 7 1 12,5

*P < 0,05 € considerado estatisticamente significante.

Como consta na Tabela 3, dos 40 casos analisados de individuos
com idade igual ou inferior a 16 anos, 70% deles foram diagnosticados
com LLA (28 casos) e 30% com LMA (12 casos). Entre as LAs
presentes nesses individuos, a mais prevalente foi a LLA B comum, com
42,5% de todos os casos analisados nessa faixa etdria, seguida pela LLA
pré-B, com 17,5%. Dos 28 casos citados anteriormente, trés deles
apresentaram a mutagdo FLT3 do tipo DIT, que foram classificados nas
seguintes subcategorias de LLA: LLA B comum, LLA pré-B e LLA T
pré-T. Os quatro casos de LMA com DIT apresentaram diagndstico em
duas subcategorias de LMA: um caso com LMA sem maturagdo e trés
casos com LPA com t(15;17) (Tabela 3).
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Tabela 3: Classificagdo em subcategorias das LA submetidas a
investigacdo da auséncia ou da presenca da DIT no gene FLT3 nos
individuos com idade igual ou inferior a 16 anos

Total
analisado
Classificacio  Subcategoria Auséncia Presenca Numero %
da LA da LA da DIT da DIT de casos
LLA LLAB 16 1 17 42,5
comum
LLA B pré- 6 1 7 17,5
B
LLAT 3 0 3 7,5
cortical
LLA T pr6-T 0 1 1 2,5
Total de 25 3 28 70,0
casos de
LLA
LMA LMA com 3 0 3 7.5
maturacao
LMA com 1 0 1 2,5
t(8;21)
LMA 2 0 2 5,0
monoblastica
LMA sem 0 1 1 2,5
maturacao
LPA 1 0 1 2,5
LPA com 1 3 4 10,0
t(15;17)
Total de 8 4 12 30,0
casos de
LMA

Como pode ser visto na Tabela 4, do total de 12 amostras de
pacientes com idade igual ou inferior a 16 anos e com LMA, em apenas
um caso (8,3%), foi detectada a mutag¢do no gene FLT3 do tipo D835, o
qual correspondeu a um individuo com diagndstico de LMA com
maturagdo. Ja os individuos com LLA na mesma faixa etdria
mencionada, bem como os pacientes com mais de 16 anos, nio
apresentaram tal anormalidade genética.
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Tabela 4: Andlise da associagdo da mutacdo no gene FLT3 do tipo
D835 nos pacientes com diagndstico de LA, de acordo com a faixa
etdria e a classificagdo da LA

Faixa Classificacdo Auséncia Presenca % da P
etaria da LA da da presenca por
mutacdo mutacdo faixa etariae
classificacao
da LA
<16 LLA 28 0 0 0,300
anos
LMA 11 1 8,3
> 16 LLA 4 0 0 -
anos
LMA 8 0 0

*P < 0,05 € considerado estatisticamente significante.

Em relagdo ao género, a presenca das mutagdes no gene FLT3,
tanto a DIT quanto a mutacdo D835, ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significante quando avaliado em associa¢do com a faixa
etaria (Tabela 5).
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Tabela 5: Anilise da associagdo das amostras com diagndstico de LA
que foram submetidas a investigacdo das mutacdes no gene FLT3, de
acordo com o gé€nero e a faixa etdria do paciente

Mutacao Faixa Género Auséncia  Presenca P
etaria da da
mutacio mutacio
DIT <16 Feminino 14 3 0,649
anos
Masculino 19 4
>16 Feminino 7 0 0,909
anos
Masculino 4 1
D835 <16 Feminino 16 1 0,425
anos
Masculino 23 0
> 16 Feminino 7 0 -
anos
Masculino 5 0

*P < 0,05 € considerado estatisticamente significante.

Como descrito anteriormente, a idade, a leucometria, os niveis de
LDH e as anormalidades citogenéticas, no momento do diagnéstico, sdo
fatores prognodsticos importantes (STONE, 2009); assim como as
mutacdes no gene FLT3 (BETZ & HESS, 2010). Com base nesses
pesquisadores, analisamos a associacdo dos referidos parametros com a
auséncia ou a presenca das mutagdes no gene FLT3, antes da primeira
terapia.

Os valores médios da idade, de leucometria, da porcentagem de
blastos e dos niveis de LDH dos pacientes investigados associados com
a auséncia ou a presenca da mutacdo DIT no gene FLT3 antes da
primeira terapia, estdo representados na Tabela 6. Como pode ser
observado nessa tabela, os valores médios aumentados para leucometria,
porcentagem de blastos e niveis de LDH associados com a presenga da
mutacdo no gene FLT3 do tipo DIT nfo foram estatisticamente
significantes para nenhuma das faixas etdrias. As médias de idade
também ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre a
auséncia ou a presenga da mutacao.
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Embora a associagdo da leucometria, da porcentagem de blastos e
dos niveis de LDH com a mutacdo no gene FLT3 do tipo DIT néo tenha
apresentado diferenca estatisticamente significante, ficou evidente que
pacientes com essa alteracdo possuem leucometria aumentada, visto que
a leucometria minima presente nos pacientes com a DIT foi de 29300
leucécitos/mm’, enquanto o valor de referéncia é 4.000 a 11.000/mm’
(GREER et al., 2004). O valor da porcentagem de blastos também € um
dado que chama a atencdo: o valor minimo que os pacientes com tal
mutacdo apresentaram foi de 80%, que corresponde em valores
absolutos a 23.440 blastos/mm’. Além disso, o valor minimo dos niveis
de LDH encontrado foi de 787 U/L, valor muito acima do valor superior
de referéncia, que é de 190 U/L.
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Tabela 6: Valores médios da idade, da leucometria, da porcentagem de
blastos e dos niveis de LDH dos pacientes com LA, de acordo com a faixa
etdria e a auséncia ou a presenca da DIT no gene FLT3

S "

= = c S I

\ < = =R ® ~ —

S % 25 GE PEF i3t -
g = N 5 g = \E & BEEs

E = =3 :

<16 Auséncia 6,7 4.4 0,25 15,7
anos 0,649

Presenca 7.4 2,7 0,08 11,3
>16 Auséncia 459 23,4 16,2 87,4
anos 0,391
Presenca 24,2 - 24,2 24,2

3 8 8% =g

= = S 5 & &

5 Sc TEE g£f Ef s

E= 5 &= < s A

S =A JSE g & S g S g

5 = =57 = zE 3

= — »J = — ‘g

<16 Auséncia 49.072,7 94.638,0 2.000,0 450.0(-)0,0

anos 0,128
Presenca 113.157,1 91.126,7 29.300,0 220.000,0

>16 Auséncia 27.303,6 40.656,7 1.900,0 142.990,0

anos 0,692

Presenca  44.600,0 - 44.600,0 44.600,0
g =) ® g <
S
T fp %3 BE 28f :if .
S = A 5 2 g8 ®E S = 3
= = ) =7 = < g
= =
<16 Auséncia 74,8 22,7 21,0 98,0
anos 0,167
Presenca 87,0 4,2 80,0 92,0
>16 Auséncia 59,9 23,7 26,0 95,0
anos 0,252

Presenca 90,0 - 90,0 90,0
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<16 Auséncia 2.347,0 3.593,7 3220  14.559,0

anos 0,389
Presenca  4.393,7 5.602,5 787,0 13.087,0

>16 Auséncia 475,4 387,8 194,0 1.542,0

anos 0,352
Presenca 871,0 - 871,0 871,0

*P < 0,05 € considerado estatisticamente significante.

Como nos individuos com mais de 16 anos nio houve a presenca
da mutacdo no gene FLT3 do tipo D835, ndo se realizou a andlise de
idade, de leucometria, porcentagem de blastos e niveis de LDH.
Entretanto, em individuos com idade igual ou inferior a 16 anos nfo
apresentaram associacdo entre os valores médios de idade, de
leucometria, porcentagem de blastos e niveis de LDH (Tabela 7).
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Tabela 7: Valores médios da leucometria, da porcentagem de blastos e
dos niveis de LDH nos individuos com idade igual ou inferior a 16 anos
com LA, de acordo com a auséncia ou a presenca da mutacdo D835 no

gene FLT3
5 8 _ Q
g K% 2§85 =iE
2 = [ ~ E ~
=
Auséncia 6,6 4,1 0,08 15,7 0,083
Presenca 14,1 - - -
= g 2%
$E- sg  3E i
s £ § > = g £ = o
T SE 2% S g S E
= A a = o= S =
= d:.) Q£ o %
- - g - ‘g
Auséncia  61.128,1  97.203,2 2.000,0 450.000,0 0,735
Presenca 27.500,0 - - -
x® = =R 2 s z
2 A& < E < g
=" S S
Auséncia 76,4 21,2 21,0 98,0 0,367
Presenca 96,0 - - -
g o
Sz 28 Szg Sk
=g Ra Z7E8 Z7E
Auséncia 2.859,5 4.151,4 322,0 14.559,0 0,627

Presenca 786,0 - -

*P < 0,05 € considerado estatisticamente significante.

Como pode ser observado na Tabela 8, ndo houve associacdo
entre as mutacdes no gene FLT3 e a expressdo de CD34 nas células

leucémicas.
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Tabela 8: Andlise da associacdo das amostras com diagndstico de LA
que foram submetidas a investigacdo das mutacdes no gene FLT3, de
acordo com a marcacdo para CD34 e a faixa etdria do paciente

Mutacao Faixa Marcacio Auséncia Presenca P
etaria para da da
CD34 mutacido  mutacio
DIT <16 Negativa 2 1 0,467
anos
Positiva 29 6
>16  Negativa 1 0 0,909
anos
Positiva 10 1
D835 <16  Negativa 3 0 0,921
anos
Positiva 36 1
>16  Negativa 1 0 -
anos
Positiva 11 0

*P < 0,05 € considerado estatisticamente significante.

Como expde a Tabela 9, 4 individuos (20%) com diagndstico de
LMA apresentaram, simultaneamente, a DIT no gene FLLT3 e a alteracdo
citogenética t(15;17), a qual estd associada as anomalias citogenéticas
recorrentes de progndstico favordvel. O total dos casos de LLA
analisados que expressavam a DIT no gene FLT3 apresentaram
caridtipo normal (resultados ndo mostrados).
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Tabela 9: Andlise da associacdo de anormalidades genéticas nos
pacientes com diagnéstico da LMA com a auséncia ou a presenga da
DIT no gene FLT3

Anormalidades Auséncia da Presenca da
citogenéticas mutacio mutacio
Favoraveis 4 4°
Intermediarias 5¢ 14
Desfavoraveis 2° 0
Nao avaliado 4 0

t(8;21) - 1 caso; t(15;17) — 3 casos; bt(15;17) em todos os casos; ‘del(9q) —
1 caso; Cariétipo normal — 4 casos; dCaric’)tipo normal; ‘t(9;22) - 1 caso;
delecdo do cromossomo 7 — 1 caso.

Os individuos com a presenga simultinea da DIT no gene FLT3 e
a t(15;17) apresentaram valores de leucometria que variaram de
32.100/mm’ a 220.000/mm”. Desses, dois foram a ébito em seis meses.

Com a finalidade de analisar a progressao da doenca, avaliaram-
se os prontudrios dos pacientes apds seis meses do diagndstico de LA.
Para tanto, se dividiram os pacientes em trés grupos: pacientes que
tiveram remissao e estavam em tratamento; pacientes que foram a 6bito,
mas estavam em remissdo; e pacientes que foram a 6bito sem remissao.
Como se pode visualizar na Tabela 10, a maioria dos pacientes com a
presenca da mutacdo no gene FLT3 do tipo DIT foi a 6bito sem
remissao.

Tabela 10: Andlise da associagdo da progressdo da doenga nos
pacientes, ap6s seis meses do diagndstico de LA, com a auséncia ou
a presenca da mutacio do gene FLT3 do tipo DIT

Progressao da doenca Auséncia da Presenca da
mutacio mutacio
Obito com remissio 8 0
Obito sem remissio 3 5
Remissdo em tratamento 33 3

No que tange a mutagio D835, a mesma foi detectada em apenas
um paciente com idade igual ou inferior a 16 anos, o qual, apds seis
meses de diagndstico de LA, estava em remissao (Tabela 11).
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Tabela 11: Andlise da associacdo da progressio da doenca nos
pacientes, ap0ds seis meses do diagndstico da LA, com a auséncia ou a
presenca da muta¢do D835 no gene FLT3

Progressao do paciente Auséncia da Presenca da
mutacio mutacio
Obito com remissio 8 0
Obito sem remissdo 8 0
Remissao em tratamento 35 1

A andlise da progressdo da doenca dos pacientes que tiveram
remissdo e dos que ndo tiveram possibilita fazer uma divisdo em dois
grupos, como apresenta a Tabela 12. Essa tabela aponta que foi
estatisticamente significante (P = 0,001) a associacdo da presenca da
mutacdo no gene FLT3 do tipo DIT em pacientes com idade igual ou
inferior a 16 anos com a auséncia de remissdo. J4 a andlise da presencga
da mutacdo DIT em pacientes com idade superior a 16 anos nao
apresentou diferenca estatisticamente significante (P = 0,917), assim
como a mutacdo D835 em pacientes mais novos (P = 0,825) (Tabela
12).
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Tabela 12: Andlise da associagdo da resposta a terapia de pacientes
com diagnéstico da LA com a auséncia ou a presenca das mutacdes no
gene FLT3

Mutacao Faixa Resposta Auséncia Presenca P
etaria a terapia da da
mutacio mutacio
DIT <16 Com 31 2 0,001*
anos  remissao
Sem 2 5
remissao
> 16 Com 10 1 0,917
anos remissao
Sem 1 0
remissao
D835 <16 Com 32 1 0,825
anos  remissao
Sem 7 0
remissao
> 16 Com 11 0 -
anos remissao
Sem 1 0
remissao

*P < 0,05 é considerado estatisticamente significante.

Além do exposto, também se avaliou a associacdo da presenca
das mutagdes no gene FLT3 com os pacientes que, apds seis meses,
foram ou ndo a 6bito. A Tabela 13 deixa perceptivel que hd uma
associacdo estatisticamente significante (P = 0,027) entre a presenca da
mutacdo no gene FLT3 do tipo DIT com o 6bito dos pacientes com LA
com idade igual ou inferior a 16 anos. O mesmo néo € evidenciado nos
pacientes com idade superior a 16 anos (P = 0,750).

No que concerne a mutagdo D835 no gene FLT3 em pacientes
com idade inferior ou igual a 16 anos, sua associa¢do com o 6bito nao
foi estatisticamente significante (P = 0,692) (Tabela 13).
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Tabela 13: Andlise da associacdo do desfecho final dos pacientes com
diagndstico de LA com a auséncia ou a presenca das mutagdes no
gene FLT3

Mutacao Faixa  Desfecho Auséncia Presenca p
etaria final da da
mutacio mutacio
DIT <16 Foram a 8 5 0,027*
anos obito
Nao foram 25 2
a ébito
> 16 Foram a 3 0 0,750
anos obito
Nao foram 8 1
a obito
D835 <16 Foram a 13 0 0,675
anos obito
Nao foram 26 1
a ébito
> 16 Foram a 3 0 -
anos obito
Nao foram 9 0
a obito

*P < 0,05 € considerado estatisticamente significante.
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CAPITULO 4: DISCUSSAO
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A LA constitui um grupo de neoplasias malignas com
caracteristicas muito heterogéneas entre si, apresentando indmeras
mutacdes génicas, as quais conferem as células tumorais uma resisténcia
desigual. Por isso, apresentam peculiaridades clinicas e laboratoriais
distintas, assim como a resposta a quimioterapia (APPELBAUM et al.,
2006; SWERDLOW et al., 2008). Como visto anteriormente, a LA
acomete os individuos independente de faixa etdria, de gé€nero, de etnia
e de categoria socioecondmica (HWANG et al., 2004). No entanto,
fatores etiologicos parecem ser diferentes em adultos e em criangas
(LINABERY & ROSS, 2008), pois, em criangas, a LA mais frequente é
a LLA, enquanto que pacientes adultos sdo mais acometidos pela LMA
(PUI & EVANS, 2006; MULLIGHAN, 2009). Os resultados obtidos
com a pesquisa que se realizou foram, quanto ao tipo de LA e a faixa
etdria acometida, concordantes com os citados na literatura, pois, nos
pacientes pedidtricos, a LLA foi o subtipo de leucemia mais comum e a
LMA acometeu mais frequentemente os adultos.

Nas dltimas décadas, avangos no entendimento da biologia
molecular contribuiram para o desenvolvimento de novos alvos de
diagnéstico. O diagndstico da LA tem se tornado cada vez mais preciso,
por meio de técnicas que complementam a morfologia, como
marcadores imunofenotipicos, citogenéticos e moleculares (EDEN,
2010). A LA, sob o aspecto genético, ¢ uma das doencas mais bem
caracterizadas; isso ocorre devido a facilidade de acesso ao material
tumoral e ao sucesso das técnicas moleculares utilizadas para identificar
alteracdes  cromossOmicas e  genéticas (ROWLEY, 2008;
MULLIGHAN, 2009).

Como visto anteriormente, os pacientes com LMA que possuem a
mutacdo FLT3-DIT apresentam duracdo da remissdo completa,
sobrevida global e sobrevida livre de doenga significativamente menor,
o que lhes confere um progndstico desfavordvel (STONE, 2009). Nesse
sentido, estudos multicéntricos internacionais realizados com pacientes
adultos com LMA, para investigar a frequéncia da muta¢do FLT3-DIT,
observaram que a incidéncia da DIT no gene FLT3 varia de 15 a 35%
[KOTTARIDIS et al., 2001 (n = 854); YAMAMOTO et al., 2001 (n =
429); FROHLING et al., 2002 (n = 224); SCHNITTGER et al., 2002 (n
= 1003); THIEDE et al., 2002 (n = 979); LIU et al., 2007 (n = 32);
PENG et al., 2008 (n = 60); MALY et al., 2010 (n = 80); WANG,
WANG et al.,, 2010 (n = 374)]. Um estudo brasileiro, realizado no
Parand com 40 pacientes adultos com LMA, descreveu que 25% desses
possuiam a mutag@o no gene FLT3 do tipo DIT (KRUM, YAMAMOTO
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& CHAUFFAILLE, 2009). Quanto a investigacdo que se fez, os
resultados mostraram uma incidéncia menor da DIT no gene FLT3 em
pacientes com LMA com idade superior a 16 anos — 12,5% — quando
comparados aos dados dos estudos citados anteriormente. Esses
resultados podem ser devido ao nimero de casos avaliados, pois na
investigacdo aqui relatada avaliaram-se oito pacientes adultos com
LMA.

Kottaridis et al. (2001) (n = 279) descreveram que a frequéncia da
mutacdo FLT3-DIT em pacientes adultos com LLA era de 5 a 10%;
contudo, dois estudos, um com 18 pacientes (LIU et al., 2007) e outro
com 83 que apresentavam LLA (WANG, WANG et al, 2010),
relataram que ndo foi encontrado caso algum dessa mutacdo nos
pacientes estudados, o que demonstra que € rara a DIT no gene FLT3
em pacientes adultos com LLA. Os dados da pesquisa ora apresentada
corroboram os citados por Liu et al. (2007) e Wang, Wang et al. (2010),
visto que, nos pacientes com LLA com idade superior a 16 anos, ndo se
encontrou caso algum de DIT no gene FLT3.

Em referéncia a mutacdo pontual, D835, no gene FLT3 em
adultos com LMA a frequéncia relatada na literatura é de 5 a 10%
[YAMAMOTO et al., 2001 (n = 429); THIEDE et al., 2002 (n = 979);
PENG et al., 2008 (n = 60); WANG, WANG et al., 2010 (n = 374)].
Entretanto, na populacdo brasileira, é descrita como rara [LUCENA-
ARAUIJO et al., 2010 (n = 169)]. Os resultados alcangados pela pesquisa
que se realizou confirmam tal evidéncia, haja vista que ndo se encontrou
caso algum da mutacio FLT3-D835 em pacientes com LMA com idade
superior a 16 anos.

Estudos descreveram que, em pacientes adultos com LLA, a
mutacdo pontual, D835, no gene FLT3 é de 1 a 3% [WANG, WANG et
al., 2010 (n = 83)], diferente do que ocorreu neste estudo, no qual ndo se
encontrou caso algum da mutagdo FLT3-D835 nos pacientes com LLA
com idade superior a 16 anos, o que pode estar relacionado com a
pequena casuistica do estudo.

Dados da literatura mostram que a incidéncia de FTL3-DIT em
pacientes pedidtricos com LMA € menor que a incidéncia nos adultos,
sendo a variagdo encontrada de 5 a 16% [MESHINCHI et al., 2001 (n =
91); KARABACAK et al., 2010 (n = 40)]. No entanto, Peng et al.
(2008) (n = 60) descreveram que a incidéncia em criangas com LMA
com DIT no gene FLT3 é de 25%. No que tange a esse aspecto, os
resultados que se obtiveram mostram porcentagens superiores aos
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descritos na literatura, com valores de 33,3% nos individuos com idade
igual ou inferior a 16 anos.

Al-Tonbary et al. (2009) (n = 15) relatam que as criangas com
LLA por eles investigadas ndo apresentaram a mutacdo FLT3-DIT. Em
contrapartida, a andlise que se realizou aponta que a incidéncia dessa
mutacdo é de 10,7% nos individuos com idade igual ou inferior a 16
anos que apresentavam LLA.

Estudos pediatricos relatam que a frequéncia de FLT3-D835 em
LMA ¢é de 7% [MESHINCHI et al., 2006 (n = 630); MESHINCHI &
APPELBAUM, 2009 (n = 104)]. Os dados coletados e analisados nesta
pesquisa conduziram a resultados semelhantes, pois os pacientes com
idade igual ou inferior a 16 anos apresentaram positividade para a
mutacdo pontual, D835, na ordem de 8,3%. Por outro lado, na LLA
pedidtrica, a incidéncia da mutacdo pontual, D835, no gene FLT3,
descrita na literatura, € de 7,5% [(KARABACAK et al., 2010 (n = 80)],
diferente do que se constatou neste estudo, no qual nenhum paciente
apresentou tal anormalidade genética.

Com base nas incidéncias descritas para a mutacdo FLT3-DIT e
para FLT3-D835, pode-se observar que existe uma variacdo entre os
estudos realizados, o que pode ser justificado pela populagdao envolvida
no estudo. Isso indica que hd diferencas na frequéncia de tais mutacdes
conforme a regido geogrifica estudada. Nesse sentido, vé-se a
importancia de se conhecer os dados epidemioldgicos regionais, os
quais interferem diretamente no planejamento clinico e farmacolégico
do Servico de Hematologia que atende os pacientes onco-
hematoldgicos. Entretanto, por se ter uma casuistica pequena para
conclusdes mais concretas, considera-se que a continuidade da
investigacdo se faca necessdria.

Em relagdo ao género, os resultados obtidos sobre a investigagao
das muta¢gdes no gene FLT3 (DIT e D835) corroboram com os descritos
na literatura [AL-TONBARY et al., 2009 (n = 45); WANG, XU et al.,
2010 (n = 76)], que descrevem a auséncia de associacdo estatisticamente
significante entre as mutacdes e o género.

Foran (2010) (n = 218) e Karabacak et al. (2010) (n=120) relatam
que a incidéncia das muta¢des no gene FLT3 aumenta a medida que
avanca a idade. Porém, Parcell et al. (2006) (n = 380) e Wang, Xu et al.,
(2010) (n = 76) descrevem que as mutagdes no gene FLT3 (DIT e D835)
ndo possuem relacdo com a idade dos pacientes. No que concerne a
idade, os resultados aos quais se chegou sdo concordantes com os dois
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dltimos grupos citados, pois ndo se constatou associagdo
estatisticamente significante com a idade e com as mutacdes estudadas.

Alguns estudos descrevem que a presenca de mutagdes no gene
FLT3 (DIT e D835) em pacientes com LA estd associada a leucocitose
[KOTTARIDIS et al., 2001 (n =1133); THIEDE et al., 2002 (n = 979);
EMERENCIANO et al., 2008 (n = 159); PENG et al., 2008 (n = 60);
WANG, XU et al., 2010 (n = 76)]. No entanto, outros trabalhos, como
os dos grupos de Schlenk et al. (2008) (n = 872) e de Karabacak et al.
(2010) (n = 40), relataram que a leucocitose em pacientes com LMA
com a mutacdo DIT no gene FLT3 ndo apresenta significAncia quando
comparada com o grupo que nio apresentou tais mutagdes. No estudo
aqui relatado, os resultados mostram que os valores mininos de
leucometria encontrados nos pacientes com a DIT e a mutacdo D835 no
gene FLT3 foram 29.300/mm’ e 27.500/mm’, respectivamente, ou seja,
valores acima dos limites superiores de referéncia (4.000-11.000/mm3).
No entanto, esses resultados ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante quando comparados aos individuos que nio
apresentava as referidas mutagdes. A leucocitose observada nos casos de
LA com mutag¢des no gene FLT3, incluidos no estudo, que se realizou,
foram correspondentes, de acordo com a classificacio das
anormalidades genéticas, com alteracdes moleculares de Classe I, que
sdo mutagdes que conferem vantagem de sobrevivéncia e proliferacdo
celular (BETZ & HESS, 2010), estando, assim, provavelmente
relacionadas com a leucocitose nesses pacientes.

Um achado que chamou a atencdo: os valores aumentados das
porcentagens de blastos nos casos que apresentavam mutagdes no gene
FLT3. Nesses pacientes, a porcentagem de blastos minima encontrada
foi de 80% (23.440 blastos/mm’), que pode ser associada 4 vantagem
proliferativa proveniente da anormalidade presente nesses individuos.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Liu et al
(2007).

A LDH ¢ uma enzima intracelular, cuja atividade esta associada
ao metabolismo celular. Assim, o aumento do nivel sérico de LDH €
observado em pacientes com LA e € considerado como um dos fatores
prognésticos da doenca (VARMA & VARMA, 2008). Um estudo
realizado por Peng et al., (2008) (n = 60) com pacientes com LA com
presenca de DIT no gene FLT3 mostra que ha associacdo entre a
presenca dessa anormalidade genética com niveis aumentados de LDH.
Entretanto, essa mesma constatacdo nao foi feita por Karabacak et al.
(2010) (n = 120), o mesmo ocorrendo com a investigagdo que se fez.
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Como j4 mencionado anteriormente, embora os valores de
leucometria aos quais se chegou ndo tenham sido estatisticamente
significantes, mostram que as mutagdes no gene FLT3 possuem uma
relacdo com a leucocitose. Além disso, apesar de os niveis de LDH
também ndo apresentarem diferenca estatisticamente significante nos
pacientes com mutacdo no gene FLT3, observou-se uma relacdo dos
niveis de LDH com o aumento da leucometria, sendo esses resultados
concordantes com a vantagem proliferativa proveniente das mutagdes
em questao.

Algumas  anormalidades  cromossOmicas podem  estar
concomitantemente presentes com alteracdes moleculares na LA, como,
por exemplo, a t (15;17) e a DIT no gene FLT3. Por isso, a LA é
descrita como uma doenca heterogénea, sob o aspecto clinico e
laboratorial. A presenca da t(15;17) translocacdo nos pacientes com
LPA confere prognéstico favordvel; todavia, quando associado com
alguma anormalidade genética de prognéstico desfavordvel, o beneficio
oriundo da translocagdo citada anteriormente é anulado (PASCHKA et
al., 2006). A respeito da andlise que se fez, os resultados demonstraram
que, dos quatro individuos que apresentavam simultaneamente a
t(15;17) e a DIT no gene FLT3, dois deles foram a dbito em até seis
meses apds o diagndstico de LA. Desse modo, observou-se que o
prognoéstico favoravel conferido pela translocacdo foi perdido, o que
sugere que a presenca da mutacdo FLT3-DIT deve ser considerada
relevante no progndstico dos pacientes com LA.

Como visto anteriormente, a LPA caracteriza-se, frequentemente,
por apresentar leucopenia (SAGRILLO et al., 2005). Porém, nos quatro
casos que se analisou e que apresentaram concomitantemente a t(15;17)
e a mutagcdo no gene FLT3-DIT, os pacientes apresentaram leucocitose,
0 que sugere, mais uma vez, que a DIT no gene FLT3 promove a
proliferacao celular.

Além das alteracdes citogenéticas, a expressiao de imunofendtipos
também estd relacionada como um fator progndstico a ser considerado
no momento da determinacdo da conduta terapéutica do paciente. Entre
eles, a expressdo de CD34 nas células leucémicas (ONCIU, 2009). Nao
obstante a literatura descreva que a auséncia da expressdo de CD34
possui associa¢do com a DIT no gene FLT3 (KUSSICK et al., 2004), os
resultados aos quais se chegou ndo mostraram tal associagao.

Estudos que avaliaram a remissdo em pacientes com LMA
relataram taxas de remissdo significativamente menores nos individuos
que expressam DIT no gene FLT3 [NAKAO et al., 1996 (n = 30); LIU
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et al., 2007 (n = 32); WANG, WANG et al., 2010 (n = 374); WANG,
XU et al., 2010 (n = 76)]. Os dados aqui analisados confirmam os
descritos na literatura, pois os pacientes com FLT3-DIT com idade igual
ou inferior a 16 anos apresentaram associacdo estatisticamente
significante com a ausé€ncia de remissdo. Contudo, o grupo de pacientes
com idade superior a 16 anos com DIT no gene FLL'T3 e o grupo na faixa
etdria com idade igual ou inferior a 16 anos com a mutacdo D835 no
gene FLT3 ndo apresentaram relagdo significativa, o que pode ser
explicado pela pequena casuistica que se realizou e sugere a importancia
da continuidade do estudo.

Virios trabalhos estudam a associacdo da expressdo das mutacdes
no gene FLT3 ¢ a sobrevida dos pacientes. Alguns deles mostram que a
sobrevida diminuida de pacientes com LA estd associada com a
positividade de FLT3-DIT [KOTTARIDIS et al., 2001 (n = 1133);
YAMAMOTO et al., 2001 (n = 429); THIEDE et al., 2002 (n = 979);
YANADA et al., 2005 (n = 1063); EMERENCIANO et al., 2008 (n =
159); KARABACAK et al., 2010 (n = 120); SANTOS et al., 2010 (n =
481); WANG, WANG et al., 2010 (n = 457)]; para a mutacao FLT3-
D835, porém, ndo foi observada tal associacdo [SANTOS et al., 2010 (n
= 481)]. Outros trabalhos relatam que, no grupo de pacientes com a
presenca de DIT no gene FLT3, todos foram a 6bito apds um ano do
diagnéstico de LA [KANG et al., 2005 (n = 61); FAGUNDES et al.;
2006 (n = 123)]. Ja Al-Tonbary et al. (2009) (n = 45) descreveram que
ha associacdo significativa dos indices de 6bito com a presenca da
mutacdo FLT3-DIT. Verificou-se, na investigacdo que se fez, a
ocorréncia de associacdo estatisticamente significativa entre a presenca
da DIT no gene FLT3 em pacientes com idade igual ou inferior a 16
anos e o desfecho do caso em 6bito. Isso demonstra que pacientes com a
DIT no gene FLT3 possuem risco aumentado de morte, o que
caracteriza essa mutacdo como de progndstico desfavoravel.

A andlise conjunta dos fatores progndsticos que se realizou, como
a idade, a leucometria, os niveis de LDH e a expressdo de CD34,
permitiu verificar que tais fatores ndo possuem associacdo significativa
com as mutacdes no gene FLT3. Entretanto, a presenca da DIT no FLT3
apresentou relagdo significativa com a auséncia de remissdo, assim
como a associagdo dos pacientes que foram a Obito. Esses resultados
sugerem, entdo, que a presenga de FLT3-DIT é um fator progndstico
independente, ou seja, ndo possui relagio com outros fatores
progndsticos.
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Pesquisas recentes demonstraram que o receptor FLT3, quando
sofre mutacdo, pode ser um importante alvo terapéutico na LA
(FORAN, 2010). Estudos clinicos em fase I e em fase II mostraram um
discreto efeito na inibi¢do direta do receptor FLT3 mutado, bem como
relatorios preliminares mostraram que a combinacdo de inibidores de
FLT3 com a quimioterapia convencional foi bem tolerada, com taxas de
resposta clinica favordvel (DOEPFNER, BOLLER & ARCARO, 2007;
KNAPPER, 2007). O desenvolvimento de um novo esquema
terapéutico, como o transplante alogé€nico de MO na terapia pds-
remissao ou a administra¢do de inibidores para o receptor FLT3 mutado
pode melhorar a sobrevida dos pacientes com LA com essas mutacdes
(KANG et al. 2010). Pacientes com FLT3-DIT parecem ndo se
beneficiar da intensificacio de dose da antraciclina (FERNANDEZ et al.
2009), mas podem ser favorecidos com o transplante alogénico de MO
(SCHLENK et al., 2008). Um estudo clinico em fase III relatou que a
combinagdo de um inibidor de FLT3, midostaurina, associado ao
tratamento padrdo com daunorrubicina e citarabina, foi favordvel para
pacientes com mutagdes no gene FLT3 (FORAN, 2010). Sendo assim,
defende-se que a investiga¢do das mutacdes no gene FLT3 deve fazer
parte da rotina laboratorial no diagndstico dos pacientes com LA, a fim
de determinar o progndstico do paciente, e que a presenca de tal
mutacdo deve ser considerada na escolha do protocolo terapéutico a ser
adotado.
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CAPITULO 5: CONCLUSAO
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A compilacdo dos resultados encontrados neste estudo permitiu
concluir:

1. Para a investigacdo das mutagdes no gene FLT3 (DIT e
D835), conforme as condigdes da PCR utilizadas, sdo
necessdrios 35 ciclos para obtengdo de produto de PCR com
boa resolucdo em cada uma das reacdes;

2. Para a digestdo enzimdtica utilizada na investigacdo da
mutacdo D835 no gene FLT3, sdo necessarias 5 U da enzima
Eco RV;

3. A mutacdo FLT3-DIT foi mais incidente em individuos com
LMA com idade igual ou inferior a 16 anos;

4. A mutag¢do FLT3-DIT foi rara em individuos com LLA com
idade superior a 16 anos;

5. A mutacdo FLT3-D835 foi rara em individuos com idade
superior a 16 anos;

6. As mutagdes no gene FLT3 (DIT e D835) ndo possuem
associacdo com o gé€nero e porcentagem de blastos;

7. As mutagdes no gene FLT3 (DIT e D835) ndo possuem
associacdo com nenhum dos seguintes fatores progndsticos:
leucometria, niveis de LDH e marcacio para CD34;

8. A DIT no gene FLT3 parece anular o efeito de progndstico
favoravel da t(15;17);

9. A DIT no gene FLT3 parece ter associacdo com vantagem
de proliferacdo celular, mesmo em individuos com LPA;

10. Houve associacdo estatisticamente significante entre a DIT
no gene FLT3 e a auséncia de remissdo em pacientes com
idade igual ou inferior a 16 anos;

11. Houve associag@o estatisticamente significante entre a DIT
no gene FLT3 e o 6bito de pacientes com idade igual ou
inferior a 16 anos.

Acredita-se que algumas das associa¢des avaliadas neste estudo
podem ndo ter apresentado resultado estatisticamente significativo
devido ao niimero de casos analisados.

Os resultados encontrados sugerem que a presenca de FLT3-DIT
€ um fator de progndstico desfavoravel e independente e que, apesar de
nido possuir relagdo com outros fatores progndsticos, deve ser
considerado como um marcador molecular de progndstico para
pacientes com suspeita clinica de LA.
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Resumo

As leucemias mieloides agudas (LMA) constituem um grupo de
neoplasias malignas caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de
células hematopoiéticas, decorrente de mutacdes que podem ocorrer em
diferentes fases da diferenciacdo de células precursoras mieloides. Em
2008, a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS-2008) publicou uma nova
classificagdo para neoplasias do sistema hematopoiético e linfoide. De
acordo com essa classificagdo, para um diagndstico mais preciso e
estratificacdo de progndstico de pacientes com LMA, devem-se
pesquisar mutacdes nos genes FLT3 e NPM1. Sabe-se que a presencga de
mutacdes no gene FLT3 é de progndstico desfavordvel e que as
mutacdes no gene NPM1 do tipo A sdo de prognéstico favordvel.
Assim, nos paises desenvolvidos, a andlise das mutagdes no gene FLT3
e NPM1 tem sido considerada como um fator de progndstico importante
na decisdo terap€utica em pacientes com diagnéstico de LMA.
Considerando essas informagdes, é de extrema importancia a andlise das
mutacdes no gene FLT3 (duplicacdo interna em tandem — DIT — e
mutacdo pontual D835) e no gene NPM1 como marcadores moleculares
para o diagndstico, o progndstico e a monitoracdo de doenga residual
minima em pacientes com LMA.

Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda; FLT3; NPMI;
Classificagdio OMS-2008.



139

Abstract

The acute myeloid leukemia (AML) is a group of malignancies
characterized by uncontrolled proliferation of hematopoietic cells,
resulting from mutations that occur at different stages of differentiation
of myeloid precursor cells. In 2008, the World Health Organization
(WHO-2008) published a new classification for cancers of the
hematopoietic and lymphoid. According to this classification, for a more
precise diagnosis and prognostic stratification of patients with AML
should be investigated mutations in FLT3 and NPM1. It is known that
the presence of mutations in the FLT3 gene is considered an unfavorable
prognosis, as the NPM1 gene mutations in the type-A are considered
favorable prognosis. Thus, in developed countries, the analysis of
mutations in FLT3 and NPMI1 has been considered an important
prognostic factor in therapeutic decision in patients with AML.
Considering this information, it is extremely important the analysis of
mutations in FLT3 (internal tandem duplication - ITD- and D835 point
mutation) and NPMI1 gene as molecular markers for diagnosis,
prognosis and monitoring of minimal residual disease in patients with
LMA.

Key words: Acute myeloid leukemia, FLT3, NPM1, WHO
Classification 2008
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Introducao

Leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas
caracterizado pela proliferacao descontrolada de células hematopoiéticas
na medula éssea e/ou nos tecidos linfoides, as quais, posteriormente,
atingem a circulagfo periférica e podem se infiltrar em outros sistemas
organicos'. A proliferacdo descontrolada de células leucémicas resulta
de uma expansdo clonal de uma tunica célula-tronco que sofreu uma
série de alteracdes genéticas, que se acumulam em um unico clone
celular, o que confere vantagem proliferativa em relacdo as demais
células e impede seu processo de diferenciacdo. Em decorréncia dessa
proliferacdo, as células leuc€micas inibem a producdo das células
sanguineas normais, como os leucdécitos, os eritrocitos e as plaquetas.
Além disso, devido a ndo-funcionalidade das células leucémicas, os
individuos afetados, além de sofrerem de anemia e desordens
hemorrdgicas, sdo mais susceptiveis as infecgdes”.

A transformagdo leucémica pode ocorrer em diferentes fases da
diferenciacdo de precursores linfoides ou mieloides, o que a caracteriza
como uma doenca heterogé€nea, sob o aspecto biolégico e morfolégico.
Por constituirem um grupo heterogéneo de doencas, as leucemias
diferem quanto a etiologia, patogénese, progndstico e resposta ao
tratamento™ *. O fato de a leucemia ser uma doenca genética faz com
que a identificacdo das alteracdes nas células blasticas seja
imprescindivel para a identificagdo de subgrupos de pacientes com
caracteristicas clinicas distintas que orientam o tratamento, a
estratificacdo do prognéstico e a monitoragio da resposta terapéutica’.

O estabelecimento de um diagnéstico preciso e indicativo de
progndstico, baseado na andlise de fatores clinicos, bioldgicos, genéticos
e moleculares, ¢ um dos motivos do sucesso terapéutico em pacientes
com leucemias agudas6. Com o avanco tecnoldgico, surgiram novas
metodologias para o diagndstico das leucemias agudas, as quais sdo
capazes de identificar fatores prognésticos altamente relevantes. Com
isso, em 2008, a Organiza¢gdo Mundial da Saide (OMS) estabeleceu
novos critérios para o diagndstico de leucemia aguda: a origem e a
linhagem celular, o estigio de maturacdo e o tipo de anormalidade
citogenética ou molecular envolvida na patogénese da doenca'.

Classificacdo da LMA (OMS-2008)

A OMS-2008, para Leucemia Mieloide Aguda (LMA),
estabeleceu sete subcategorias: LMA associada a anormalidades
genéticas recorrentes, LMA com alteracdes relacionadas com
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mielodisplasia, neoplasias mieloides associadas ao tratamento, LMA
ndo-categorizada nos itens anteriores, sarcoma mieloide, proliferacio
mieloide relacionada com sindrome de Down e neoplasia de células
bldsticas dendriticas plasmocitoides'.

Embora alguns trabalhos mostrem que os critérios citogenéticos
sejam importantes para a diferenciagdo de progndstico em favordvel,
intermedidrio e desfavordvel” ®, outros demonstram que avaliagdo
apenas do cariétipo ndo € satisfatéria para uma correta estratificacdo do
prognéstico de pacientes com LMA” . Além disso, sabe-se que s6 as
alteragdes cromossOmicas ndo sio suficientes para o desenvolvimento
das leucemias agudas11 e qgue em torno de 45% dos pacientes com LMA
possuem cari6tipo normal” '2. Assim, torna-se cada vez mais evidente
que as alteracdes que desregulam genes, envolvidos na regulagcdo de vias
intracelulares de transducdo de sinais de morte e proliferacdo celular,
atuam em colaboracdo com os fatores resultantes das modificagtes
citogenéticas. Desse modo, a investigacdo de possiveis alteracdes é
determinante para estratificacdo do progndstico, o que serve de
ferramenta para prever o risco de recaida, a resisténcia a terapia e a
sobrevida livre de doengalo.

Speck e Gilliland"? sugerem a seguinte classificacdo das
mutacdes encontradas em pacientes com LMA: aquelas que conferem
vantagens proliferativas e/ou de sobrevivéncia aos progenitores
hematopoiéticos, mas ndo afetam a diferenciacdo (mutagdes de classe I)
e aquelas que afetam a transcricdo ou componentes do complexo
transcricional e prejudicam a diferenciacdo hematopoiética (mutagdes de
classe II). Assim, as mutagdes no gene FLT3, c-KIT e N-RAS
Pertencem as mutagdes de classe 1" ¢ as mutacdes no gene NPM1'*
6, C/EBPA e AMLI/ETO e anormalidades em CBFB/MYHI11,
PML/RARA e MLL siao mutagdes de classe b,

A classificacdo proposta pela OMS', em 2008, sugere um novo
subtipo, de cardter provisério, na subcategoria LMA associada a
anormalidades genéticas recorrentes: a LMA com mutacdo no gene
NPM1. Segundo a OMS, as mutagdes no gene FLT3 estdo associadas a
mais de uma subcategoria e, por esse motivo, ndo receberam um subtipo
especial para tal mutagdo, ndo obstante possuam importincia clinica'.
Com isso, védrios grupos de pesquisa enfatizam que se deve fazer a
pesquisa das mutagdes no gene FLT3" "8 ¢ no gene NPM1" 171
pois possuem relevancia clinica, indicada para todos os pacientes
portadores de LMA, como fator determinante para uma correta
estratificacdo de progndstico.
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Sabe-se que mutagdes no gene FLT3 estdo associadas a maior
propensdo de recaida e menor sobrevida global livre de doenca,
possuindo, consequentemente, progndstico desfavordvel 1420, 21
enquanto que a presenca da mutacdo no gene NPM1 € de progndstico
favoravel, com maior sobrevida livre de doenga para individuos com

LM A14, 22-24

Importancia da deteccao das mutacdes no gene NPM1 para a
classificacao das leucemias mieloides agudas (OMS-2008)

O gene responsdvel pela sintese da nucleofosmina (NPM),
também conhecida como B23, numatrinal ou NO38, foi mapeado no
cromossomo 5q35 em humanos. Esse gene contém 12 éxons que
codificam trés isoformas de NPM: NPM1 (B23.1), NPM1.2 (B23.2) e
NPM1.3 (B23.3). A isoforma NPM1 é a mais prevalente e possui um
dominio C-terminal e uma regidio N-terminal”. A isoforma NPM1.2 é
uma isoforma truncada, encontrada em niveis muito baixos nos tecidos,
e a isoforma NPM1.3 ndo é muita descrita na literatura®.

A NPMI1 é uma fosfoproteina nucleolar que transita entre o
nucleo e o citoplasma durante o ciclo celular e interage com diversas
proteinas. Devido a esse comportamento, a NPM1 & uma proteina
multifuncional, incluindo o processamento de RNA ribossomal,
duplicagdo do centriolo, resposta a estimulos de estresse, tais como
irradiagdo UV e hip6xia; manutencdo da estabilidade gendmica por
meio do controle de ploidias celulares, participacdo em processos de
reparo de DNA e regulacdo da transcricdo por meio da modulacdo de
eventos de condensagdo e descondensagdo da cromatina'” %7, Além
disso, a NPM1 liga-se ao p53 e regula a proteina retinoblastoma (pr)zg,
0 p19*%F® ¢ HDM2™.

Alguns trabalhos relatam que muta¢des no gene NPMI sado
encontradas em cerca de 35% de todos os pacientes com LMA e que sdo
as alteracdes moleculares mais frequentes nesses individuos'” *'. Essas
mutagdes sdo classificadas de A a F, de acordo com insercdo ou delecdo
de quatro pares de bases no éxon 12 da regido C-terminal da NPM1
(Figura 1), o que faz com que ocorra um novo sinal de exportagdo
nuclear®™® . As mutagdes em NPMI1 além de serem detectadas pelas
mutacdes encontradas no gene, também podem ser pesquisadas por
glllteragf)es fenotipicas, através da pesquisa da proteina anormal NPM1"
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Cromossomo 5¢35

Exonsl 1 |2| 3 |4 |5|6|7|8| 9 |11| 12 I

Sequéncia normal CTCTG........... GCAGT.........CGAGGAAGTCTCTTAA
Mutagédo A CTCTGTCTGGCAGT. GAGGAAGTCTCTTAA
Mutacédo B CTCTGCATGGCAGT. GAGGAAGTCTCTTAA
Mutagéo C CTCTGCGTGGCAG GGAGGAAGTCTCTTAA
Mutagédo D CTCTGCCTGGCAGT.......... GGAGGAAGTCTCTTAA
Mutacgéo E CTCTG..........GCAGTCTCTTGCCCAAGTCTCTTAA

Mutacéo F CTCTG..........GCAGTCCCTGGAGAAAGTCTCTTAA

19
Adaptado

Figura 1: Representagdao esquematica das mutagoes no gene NPM1.

Muitos estudos demonstram que as muta¢des no gene NPMI1
eram relevantes apenas para os pacientes com cari6tipo normal' " **>" 32,
Por outro lado, o grupo de Haferlach e colaboradores™ relatou,
recentemente, que, embora os pacientes com LMA com caridtipo
anormal representem uma minoria dos individuos com a mutacdo no
gene NPMI1, sua defini¢do, no que diz respeito as caracteristicas
bioldgicas, patoldgicas e clinicas, € muito importante. Este estudo de
Haferlach e colaboradores® foi realizado com 631 pacientes com LMA
com muta¢do no gene NPM1, na qual 14,7% dos pacientes apresentaram
caridtipo anormal, além de que ndo foram observadas diferencas nos
pacientes com LMA que apresentavam mutacdo NPMI1 (cariétipo
normal ou anormal) com relacdo a sobrevida global. Esse resultado
ratifica o conceito de que a LMA com a mutacdo no gene NPM1 deve
ser clinicamente tratada como um subtipo, independentemente do
cari6tipo™.

Nos poucos estudos com alteracdes cromossdmicas associadas as
mutacdes no gene NPM1 em pacientes com LMA™*, a associacdo da
sua importancia bioldgica e clinica ndo foi profundamente investigada.
Nesse contexto, durante a elaboracdo da classificagdo da OMS-2008, um
dos pontos de debate foi a denominacao do subtipo “LMA com mutacio
no gene NPM1” como provisdria e ndo definitiva.

Falini e colaboradores™ relatam que em torno de 75-80% dos
pacientes portadores de LMA com mutac¢do no gene NPM1 possuiam a
mutacdo do tipo A. Recentemente, um estudo relatou que individuos
com a mutagdo NPM1 do tipo A € de progndstico favordvel, como ja era
conhecido para muta¢des na NPMI1, como também que muta¢des no
gene NPM1 do tipo ndo-A sdo de prognéstico desfavoravel™.
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Valor prognéstico das mutacoes no gene FLT3 nas leucemias
mieloides agudas

O gene que codifica a proteina FLT3 localiza-se no cromossomo
13q12 (Fms-like tyrosine kinase-3, também conhecido como FLK-2 de
fetal liver kinase-2) foi clonado pela primeira vez em 1991 pelo grupo
de Rosnet e colaboradores™ e por Matthews e colaboradores™. Em
condi¢des fisioldgicas, a transcricdo do gene FLT3 codifica uma
proteina monomérica constituida por um dominio extracelular, uma
regido transmembrana, um dominio justamembrana (JM) e dois
dominios tirosina-quinase intracelulares. Na presenca de ligante ocorre a
dimerizagdo de mondmeros seguida da fosforilagdo de substratos
efetores de vias intracelulares de transdug@o de sinal. As principais vias
acometidas pela ativacdo do FLT3 s@o a PI;K (phosphatidilinositol 3-
Kinase), as vias do RAS/ERK/MAPK (mitogen-activated Kinase
protein) e STATS (signal transducers and activators of Transcription
5), o que resulta no aumento proliferativo e inibi¢do da apoptose”.

Quando o gene FLT3 sofre mutacdo, d4 origem a um produto
final modificado, ou seja, gera um receptor FLT3 com altera¢cdes em sua
estrutura. Com isso, o dominio tirosina-quinase fica permanentemente
ativado, independente de ligante, o que acarreta a proliferacio
descontrolada das células mieloides®®. Quando isso ocorre, a leucemia
tem um progndéstico desfavordvel e exige adequacdo no tratamento para
contemplar tal varidvel'®. As alteracdes encontradas no gene FLT3
podem ser de dois tipos: duplica¢des internas em tandem (DIT) ou
mutacdes pontuais™.

A DIT no gene FLT3 ¢é a segunda mutacdo mais frequente
encontrada em pacientes com LMA™. Essa alteracio ocorre nos éxons
14 ou 15 (previamente descritos como éxons 11 ou 12) (Figura 2-A) e
acomete de 20-35% de todos os pacientes com LMA e 5-10% das
leucemias linfobldsticas agudas (LLAs)™. A incidéncia da DIT depende
da idade dos pacientes com LMA. Nos individuos com idade superior a
60 anos, a frequéncia de mutacdes do tipo FLT3-DIT € de 30-35%; j4
em pacientes com LMA mais jovens, essas aberra¢cdes moleculares sdo
detectadas em 20-25%. Esses resultados sdo explicados por uma maior
incidéncia de aberracdes citogenéticas, bem como por uma maior taxa
de LMA secunddria (por exemplo, secunddria a Sindrome
Mielodisplasica), associados a um resultado desfavordvel em idosos
com LMA™"*',
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Cromossomo 13q12
A B
Individuo normal Individuo normal
Exon14  intron Exon 15 Exon 20
Individuo com mutacéao Individuo com mutagéao
Exon14  jntron EXONn 15 Exon 20
DIT Mutagoes pontuais

40
Adaptado

Figura 2: Representagao esquematica das mutagoes no gene FLT3.
Painel A: Mutagdo no gene FLT3 do tipo DIT.
Painel B: Mutagdo no gene FLT3 do tipo D835.

O grupo de Nakao e colaboradores** foi o primeiro a descrever a
DIT no dominio JM de um alelo de FLT3 em pacientes com LMA. O
modelo molecular do funcionamento da proteina alterada foi descrito
por meio de estudos in vitro que demonstraram a dimeriza¢io
descontrolada do dominio JM produzido pela DIT, o qual perde a
capacidade autoinibitéria e permite a dimerizacio dos receptores
independente de ligante, o que gera autofosforilacio e promove
crescimento autdbnomo das células mutantes®. Com a presenca da DIT
ocorre autofosforilacdo do receptor FLT3, o que leva a ativacio
permanente desse receptor, culminando com ativagdo das vias de
sinalizagdo celular, tais como ERK e STAT5*.

A importancia clinica das mutacdes em FLT3 na LMA foi
estabelecida a partir da correlacdo entre a presenca de DIT associada
com leucocitose, alto percentual de blastos e resposta terapéutica
desfavordvel®. Alguns grupos detectaram, ainda, a presenca da mutagio
do tipo FLT3-DIT concomitante a outras alteracdes, como, por exemplo,
a t(15;17) indicando progndstico favordvel; jd a presenca da t(6;9) estd
associada a prognéstico desfavoravel’” **. No entanto, o valor
progndstico da DIT no gene FLT3 associada a outras alteragdes ainda
nao foi bem estabelecido, uma vez que a literatura traz trabalhos com
DIT associado a altos niveis de recaida, com os niveis de remissao
iguais aos do grupo sem essa mutacdo ou até mesmo associado a
resposta clinica favoravel*®*".
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Mutagdes pontuais no gene FLT3 acometem a alca de ativagdo do
segundo dominio quinase, € a mutacdo mais comum resulta da
substituicdo de um residuo de dcido aspértico na posi¢io 835 do éxon 20
(anteriormente conhecido como éxon 17) (Figura 2-B) por um residuo
de tirosina (D835)*. A alca de ativacdo é um componente comum aos
receptores tirosina-quinase e tem como func¢do bloquear o acesso de
ATP e do substrato ao dominio quinase quando o receptor estd inativo.
Com uma mutagdo pontual nessa regido, o receptor se encontra
autoativado e, assim, como na presenca da DIT, o controle da cascata de
sinalizacdo promovido por FLT3 € perdido, o que leva a proliferagao
celular®.

A mutagdo do tipo FLT3-D835, também conhecida por FLT3-
TKD, foi descrita em cerca de 5-10% dos pacientes com LMA e tem
sido relacionada a um progndstico desfavoravel"™ ** ' Na presenca das
duas alteracdes em FLT3, a baixa incidéncia (1,7%) relatada dificulta a
avaliacdo do valor clinico; no entanto, o progndstico desfavordvel
parece prevalecer e estudos in vitro sugerem o desenvolvimento de
resisténcia a terapias convencionais e especificas para o receptor .

De maneira geral, as alteracdes em FLT3 t€ém sido consideradas
como fator de progndstico, ja incorporadas para determinagdo de risco e
intensifica¢do terapéutica nos protocolos recém-atualizados nos paises
desenvolvidos'®. Por mais que haja discordancias quanto 2 agressividade
da doenga, todos os estudos revelaram leucometria elevada e menor taxa
de remissdo na presenca da mutagcdo. Alguns estudos avaliam, também,
a possibilidade de utilizacdo das alteracdes em FLT3 como marcadores
tumorais para identificacdo de doenca residual minima. O fato é que
foram observados ganhos e perdas de mutagdes no decorrer do
tratamento, o que restringe o valor de FLT3 como marcador indicativo
de recaida’ >

Como j4 descrito neste artigo, pacientes portadores de LMA com
mutacdo no gene NPM1 estdo associados a um progndstico favoravel;
porém, se esse paciente apresentar concomitantemente a DIT para o

e . : <126, 31,33,34, 39,
gene FLT3, seu progndstico serd considerado desfavordvel
4

Consideracoes finais

Na literatura alguns estudos clinicos, em fase I e II° ¢ em fase
III°°, investigam os beneficios da utilizagdo dos inibidores de FLT3 em
pacientes portadores de mutacdes no gene FLT3. Esses resultados
mostram a importancia da investigacdo das mutacdes no gene FLT3
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para a estratificacdo e avaliacdo de progndstico na LMA, pois a
presenca dessas mutagGes implica na escolha da conduta terapéuticalg.
Além disso, novos estudos envolvendo a investigacdo da muta¢do no
gene NMPI1 s@o de extrema importdncia, pois podem esclarecer a
caracterizacdo do subtipo “LMA com mutagdo no gene NPM1”.
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Apéndice 3: Dados dos pacientes submetidos a investigagdo das
mutagdes no gene FLT3
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Anexo 1: Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do UFSC, sob niimero de registro 212/2009
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Anexo 2: Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do HIJG, sob niimero de registro 075/2008
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Hospital Infantil Joana de Gusmico
Comité de Efica em Pesquisa

PARECER N* 0&1/2008

NOME DO PROJETO: 0 DE PROT DE RESIST EM LEUCEMIAS
LINFOIDES AGUDAS PEDIATRICAS

PESQUIS ADDR: Jilio Amijo Zampirsk

ORIENTADORA: Dra. Mana Cliudia Sanios da Silva

(INETITUIGAD RESPONSAVEL: HUG
DATA DO PARECER: 02122008 [REGETRG WO CEP- 07672008

GRUPO E AREA TEMATICA: Grupo il — 4.01

DOCUMENTOS S0LICITADDS STUAGAD

[ 1.FOLHA DE ROSTD

2 PROJETO DE PESQUISA

3 CURRICULD DO PESQUISADOR

4 CARTA DE ENCAMINHAMENTO MO CEP

5.TERMO DE COMPROMISEO ETICO
S.CONCORDANCIA DO SERVIGO

T.DECLARACAD ASSINADA PELA DIREGAD DO HUG
B, SUMARIOD DO PROJETO

9. FORMULARIO DE AVALIAGAD ECONOMICO FINANCERA ISENTO
10. DECLARAGAD PARA PUBLICAGAD E RELATORIC FINAL Ok
Comentino: Modfioar campos 5 & 6 & Preencher unilermos (campa B)

5
Esgisgsa

OBJETIVOS

Dbjotive gerak Estudar 8 pressho de proteinas de resistences a malliplos macos (MOR1/Pg-
P, MRP & LRP) coma alve de diagnéstico, avalieqio de prognéstice & evoluglo da doenga.
Objetives especificos:

+ Analsar a marcagho munofenolipica por clometa de fluxa das amosires de

CEP- HIMG - Rue Rui Barbosa, 152
Buirmo Agrondimica, Flodmdpols, Sents Calanns
Frone: (48) 3251 90902
Hegsing wwmmﬂﬁﬂﬁhaﬂmﬂ-ﬂﬁaﬂxn’ 168 CONERACHESMS de 07 de mangn de 20035 e
rencvadn em 14 de feverens & 2008
Emaul
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paclentes mtenddes pals Sendco de Hemadologia do Hespital Infantl Joana de
Guemso para carachertzagho disgnésiics de LLA_

* lnvesiigar 0 expressio das profeinas de resisléncia (MDR1P-gp, MRP, LRP) nos
bl dos pacientes disgnosScados com LLA, no memento do diagnistico.

»  Avalier 8 aprosafie dos gones MDR1/P-gp, MRP & LAP nos biastos dos pacienbes
diagnestcados do LLA, o momenio do disgnefstico.

SUMARID DO PROJETO

Trata-56 de ume pesquizs proapeciva, exploraléna, que serd desenvohida no Laboratbrio de
Oncologla Expedimenial & Hemalopatias & no Laboratteio de Blologia Modecular da UFSC, além da
possivel paricipagdo do Laboraliio de Bioenergitica o Bloquimica de Macromaldcidas, com
fnanciamenio assegumdo pela CHPY, Serdo ncluidas 100 amostras de sangue de criangas com
LLA, atenddas o HUG, onde serfie realzedes s& seguintes analises: obiencéo de células
blésticas, Imuna kenatipagem, reagio ransipless reversa-reagio em cadeia da polmernse,

JUSTIFICATIVA

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) & Uma desordem maligna resofants do prolfemgho donal de
células progenitonss linkides T ou B. O fats de 20% das criangas com LLA afingem a remstio
clinicn apas a tase nlcial de guimioterapia & sofrem recaidas da doenga, & que dficiments sio
curadas, sugers que os critéios alusimenis adotdos na classiica;So da LLA nSo sio sulickentes
para avaliar a resposta a0 mtamento @ a evaluio dinica; & hd necessidade de investigagio de
novos alvess di diagndsticn. avaliegdo de progdseticn & evaluglo da doenga_

METODOLONGIA

1. DELIMEAMENTQ - Estudn prospecive, emploratinio, experimantsl

2. CALCULD E TAMANHD DA AMOSTRA - Par convenlneia — 100 paclnies

3 PARTICIPANTES DE GRUPOS ESPECIAIS - Menares de 18 anas

4. RECRUTAMENTO — Pacienies alsndidos no HUG

5 CRITERIOS DE INCLUSAD ¢ EXCLUSAD - Os oritérios de incluslo estie dessriios no projelo,
= Var comentéria 1

E.PONDERACAD ENTRE RISCOS - BENEFICIOS — A pesquiss nfic implea em riscos Tiaicos

CEP-HUG - Rus Rui Bakosa, 152
Haimm Agromiemes, Flerimsdpols, Smin Catarine
Fome: [45) 3251 9092
Regsstro uprovado no CONEP, conforme Carta Cireular n° 168 CONEFACHESME di 07 de margn de 2005 &
renowiadc e 14 dio feveroro die 2008,
il '
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adicionais acs parlicipantes

T.US0 DE PLAGEBD OU WASH-OUT - Mic s& aplica

B MONITORAMENT O E SEGURANCA DOS DADOS — Nbo descrilos — Var sam endria 2
11.AVALIACAD DOS DADOS - 0K

12 PRIVACIDADE E CONFIDEMCIALIDADE - Ver comentinio 3

13 PREDCUPAGAD COM OS5 ASPECTOS ETICOS - Sim

14, CRONOGRAMA - OK

15, PROTDCOLD DE PESOUSA — Nio spresantado

16, ORCAMENTQ — Pesguisa com financiamento da CHPyg

Comentinos:

1. Deve ser considerado como oriléfic de ewclisdo a nlo acelacho, por parte de pais,
respansdvels ou criancas malores, em parficipar da pesquisa.

2. Gostariamas de saber ooms serd reslirsdo o descarie do material excedente. Lembramos qus
segundo & Fesol 19686, odos os dados coletsdos referendes & pesquise deverfio ser
amarenados am local peguro, sob & Wbsa do pesquisadaor, por um perindo de cnco anos, & apds,
mcinerados.

3. Sugerimos que os protocolos de pesquisa & a8 Bminas sejpm identificados pelos nimenos de
regelre, ol inicinik, ou ohdigos, paa manier a confidencialidads dos dados & resguardar a
privacidade ds crianca dosnis.

| TERMO DE CONSENTIMENTO LINRE ESCLARECIDO (TCLE) - Adequado |

PARECER FINAL APROVADO COM RECOMENDACOES |
= Informames que o presente [ Toi analisado & ap jo e=m reunilo deste comi®, na
data de 0222008
Confoeme Resclucio 19692, capiule l2.h, o ¢ quisador deve apl ap CEP rel 5
peribdicos sobre o 2 andamenic da pesquisa e redaldie fnal. Mo sie
v aEnTE 1o Aoy i S ER A, et disponibilizado modelo. Seu pimeiro relaldnio estd
provist pans JUNHO DE 200§,
\
) ) Guedert
S Juoig e e
L6 MARLA, G 1]

Coordenadora do Gomits de Etca am Pesguisas - HLIG,

CEF- HING - Rma Fixi Barbess, 152
Bainre Agrondimica, Florisnipolis, Smia Casaring
Fone: (88) 125190592
Ragistr sprovndio no CONEP, oonforme Carla Cinsler n° 168 CONERICNS WS de 07 de mango de 2005 &
rencvado em 14 de feverar de 2008
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Anexo 3: Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes do
HU/UFSC




176



177

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Investigacdo da importincia das mutacoes no
gene FLT3 (DIT e D835) e no gene NPM1 para o diagndstico e
prognostico de pacientes com leucemia mieléide aguda.

O(a) Senhor(a) estd sendo convidado a participar de uma
pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, € importante que o(a)
Senhor(a) entenda por que esta pesquisa serd feita, como suas
informagdes serdo usadas, o que o estudo envolve e os possiveis
beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atengdo
e cuidado as informacdes a seguir e se desejar, discuta com sua familia e
com o seu médico, para que a decisdo sobre a sua participagdo possa ser
uma decisao bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMA COES DISPONIVEIS?

Este estudo serd realizado no Laboratério de Pesquisa de
Oncologia Experimental e Hemopatias, situado no Hospital
Universitdrio (HU-UFSC) e a pesquisadora envolvida € a aluna do curso
de pds-graduacdo em Farmdcia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC): Marley Aparecida Licinio, sob a orientagdo da
professora Dr* Maria Cldudia Santos da Silva.

O objetivo principal desta pesquisa € aprimorar o diagndstico e
prognoéstico de Leucemias Mieldides Agudas.

EU TENHO QUE PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Mesmo que
o(a) senhor(a) ndo queira participar do estudo, o senhor(a) nio terd
nenhuma desvantagem, inclusive em relacio ao tratamento médico e aos
cuidados que o(a) senhor(a) tenha direito de receber. Caso decida
participar, o(a) senhor(a) ird receber este Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a)
ainda serd livre para sair do estudo a qualquer momento, bastando para
isso informar a sua desisténcia. Isso nao ird afetar de maneira nenhuma,
o padrio de cuidados que o(a) senhor(a) ird receber.

0O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR?

A pesquisa serd feita a partir de uma amostra de sangue enviada
até nos pelo seu(a) médico(a) hematologista. Sendo assim, ndo haverd
nenhum contato pessoal (do tipo avaliagdo fisica ou entrevistas
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efetuadas pela pesquisadora), pois serd feita apenas a andlise da sua
amostra sanguinea afim de investigacdo diagndstica.

QUAIS SAO 0OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

Vocé ndo ird sentir nenhum constrangimento pois ndo haverd
avaliacdo fisica ou entrevista, apenas andlise da sua amostra de sangue.
O tunico desconforto serd a coleta da amostra de sangue, sendo que este

procedimento € extremamente comum € necessirio para o0
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 sigilo absoluto e
privado, de posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa.
Também ndo serdo tiradas fotos, nem realizadas filmagens. E a
divulgacdo dos resultados visard apenas mostrar os possiveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacdo das informagdes no meio
cientifico serdo andnimas e em conjunto com as informagdes de todos os
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) poderd solicitar
informacdes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apds a
publicacdo da mesma.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) nao
terd nenhum gasto extra e também ndo terd direito a nenhuma
remuneragao.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os problemas envolvidos
no diagndstico e prognéstico de leucemias mieldides agudas com a
padronizacdo de um exame laboratorial. Pode ser que o(a) senhor(a) ndo
tenha nenhum beneficio com o estudo. Entretanto, as informacdes que
obtivermos poderdo nos ajudar a diagnosticar outras pessoas vitimas da
mesma doenga.
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COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMA COES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre
que o(a) senhor(a) tiver qualquer divida sobre o estudo, por favor entre
em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Cldudia Santos da Silva Fone: 3721-
8146
Pesquisadora: Marley Aparecida Licinio Fone: 3234-5815

Eu, (nome do paciente ou responsidvel legal em letras de

........................................................................................ recebi
informagdes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as
informagdes fornecidas sobre minha participacio nesta pesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
dividas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com 0s
dados a serem coletados, podendo os mesmos ser utilizados conforme
descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei uma
copia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura Nome da pessoa que aplicou este termo
Data .../ ....[.......

Assinatura do paciente Nome do paciente

Data .../ ....[.......

Assinatura da testemunha imparcial Nome da testemunha imparcial

Data ..../.....[.......
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para a familia de pacientes menores de 18 anos)

Titulo da pesquisa: Investigacdo da importincia das mutacoes no
gene FLT3 (DIT e D835) e no gene NPM1 para o diagndstico e
prognéstico de pacientes com leucemia mieléide aguda.

O(a) Senhor(a), em nome do seu
................................................... (informar o grau de parentesco e nome
do paciente) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes
de decidir se deseja participar, € importante que o(a) Senhor(a) entenda
por que esta pesquisa sera feita, como as informagdes do seu
................................. (informar o grau de parentesco € nome do
paciente) serdo usadas, o que o estudo envolve e os possiveis beneficios,
riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atencio e cuidado
as informacdes a seguir e se desejar, discuta com sua familia € com um
médico, para que a decisdo sobre a sua participacdo possa ser uma
decisdo bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

Este estudo serd realizado no Laboratério de Pesquisa de
Oncologia Experimental e Hemopatias, situado no Hospital
Universitario (HU-UFSC) e a pesquisadora envolvida € a aluna do curso
de poés-graduacdo em Farmdcia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC): Marley Aparecida Licinio, sob a orientacdo da
professora Dr" Maria Cldudia Santos da Silva.

O objetivo principal desta pesquisa € aprimorar o diagnéstico e
progndéstico de Leucemias Mieldides Agudas.

E OBRIGATORIO PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se  S€U  ..ccceceeeeenn.
................................... (informar o grau de parentesco do paciente) ird ou
ndo participar. Mesmo que o(a) senhor(a) ndo queira participar do
estudo, o senhor(a) ndo terd nenhuma desvantagem. Caso decida
participar, o(a) senhor(a) ird receber este Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a)
ainda sera livre para retirar
SEULuueeutereenteeate ettt e bt eate st sbe e bt e sbe et et eaeens (informar o grau de
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parentesco do paciente) do estudo a qualquer momento, bastando para
isso informar a sua desisténcia.

O QUE ACONTECERA SE EU ASSINAR ESSE TERMO?

A pesquisa serd feita a partir de uma amostra de sangue do seu
.................................................. (informar o grau de parentesco do
paciente), enviada até nds pelo médico(a) hematologista. Sendo assim,
ndo haverd nenhum contato pessoal (do tipo avaliacdo fisica ou
entrevistas efetuadas pela pesquisadora), pois serd feita apenas a andlise
da sua amostra sanguinea do SEU ....cccceccerviiiiinienienneeneee e
(informar o grau de parentesco do paciente) afim de investigacdo
diagndstica e progndstica.

QUAIS SAO 0S POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

Seu oo (informar o grau de parentesco do
paciente) ndo ird sentir nenhum constrangimento pois nio haverd
avaliacdo fisica ou entrevista, apenas andlise da amostra de sangue. O
unico desconforto serd a coleta da amostra, sendo que este procedimento
¢ extremamente comum e necessdrio para o acompanhamento e
tratamento de patologias.

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

Informo que os dados do seu .................... (informar o grau de
parentesco do paciente) serdo mantidos sob sigilo absoluto e privado, de
posse somente pelo pesquisador e orientador desta pesquisa. A
divulgacdo dos resultados visard apenas mostrar os possiveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacdo das informagdes no meio
cientifico serdo andnimas e em conjunto com as informagdes de todos os
participantes da pesquisa, sendo que o(a) senhor(a) poderd solicitar
informacdes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apds a
publicacdo da mesma.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) néo
terd nenhum gasto extra e também ndo terd direito a nenhuma
remuneragao.
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QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se, com esta pesquisa, reduzir os problemas envolvidos
no diagndstico e progndstico de leucemias mieldides agudas com a
padronizacdo de um exame laboratorial. Pode ser que o seu
......................... (informar o grau de parentesco do paciente) ndo tenha
nenhum beneficio com o estudo. Entretanto, as informagdes que
obtivermos poderdo nos ajudar a diagnosticar outras pessoas vitimas da
mesma doenga.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMA COES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre
que o(a) senhor(a) tiver qualquer divida sobre o estudo, por favor entre
em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Cldudia Santos da Silva Fone: 3721-
8146
Pesquisadora: Marley Aparecida Licinio Fone: 3234-5815

Se tiver duvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar em
contato com:

Comité de FEtica em Pesquisa, secretiria Céssia Cristofolini
Telefone: (48) 3331-1497

Eu, (nome do  familiar responsivel em  letras de

........................................................................................ recebi
informagdes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as
informacdes fornecidas sobre a participagdo do meu  ........c........
(informar o grau de parentesco do paciente) nesta pesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
dividas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com 0s
dados a serem coletados, podendo os mesmos serem utilizados
conforme descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei
uma cOpia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Assinatura Nome da pessoa que aplicou este termo

Assinatura do paciente/responsdvel ~ Nome do paciente/responsdvel
Data ..../....[.......

Assinatura da testemunha imparcial Nome da testemunha imparcial
Data ....[...../ .......
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Anexo 4: Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes do
HUG
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Trabalho: “INVESTIGACAO DE ’PROTEfNAS DE
RESISTENCIA  EM LEUCEMIAS LINFOIDES AGUDAS
PEDIATRICAS”

Senhores Pais:
Por Favor, leiam atentamente as instru¢des abaixo antes de decidir com
seu (sua) filho (a) se ele (a) deseja participar do estudo e se o Senhor (a)
concorda com que ele (a) participe do presente estudo. Se possivel,
discuta esse assunto com seu (sua) filho (a) para que seja uma decisdo
em conjunto.

Eu, confirmo que Julio
Araijo Zampirolo discutiu comigo este estudo. Eu compreendi que:

1. O objetivo deste estudo é estudar a expressdo de proteinas de
resisténcia a miltiplos farmacos como alvo de diagndstico, avaliacdo de
progndstico e evolugdo da doenca.

2. Minha participagéo e do meu filho colaborando neste trabalho é muito
importante porque permitird uma melhor compreensio da leucemia. A
participacdo do meu filho na pesquisa implica em eu responder a
algumas perguntas sobre a doenca e o pesquisador ird examinar e anotar
os dados que interessam para a pesquisa.

3. O Hospital Infantil Joana de Gusmio também estd interessado no
presente estudo e ja deu a permissdo por escrito para que esta pesquisa
seja realizada. Porém minha participag¢do e de meu filho (a), ou ndo, no
estudo ndo implicard em nenhum beneficio ou restricdo de qualquer
ordem para meu (sua) filho (a) ou para mim.

4. Eu também sou livre para ndo participar desta pesquisa se nio quiser.
Isto ndo implicard em quaisquer prejuizos pessoais ou no atendimento
de meu filho (a). Além disto, estou ciente de que em qualquer momento,
ou por qualquer motivo, eu ou minha familia podemos desistir de
participar da pesquisa.

5. Estou ciente de que o meu nome € o do meu filho nio serdo
divulgados e que somente as pessoas diretamente relacionadas a
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pesquisa terdo acesso aos dados e que todas as informagdes serdo
mantidas em segredo e somente serdo utilizados para este estudo.

6. Se eu tiver alguma didvida a respeito da pesquisa, eu posso entrar em
contato com Jilio Aratjo Zampirolo pelo telefone 8836-0063.

7. Eu concordo em participar deste estudo.

Nome e assinatura de participante maior de 14 anos:

Nome e assinatura do responsavel legal pela crianga:

Entrevistador:

Data:

Em caso de duividas relacionadas aos procedimentos e:ticos da
pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa, do Hospital Infantil Joana de Gusmao, pelo telefone (48)
3251-9092.






