Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Programa de Pds-Graduacdo em Genética

Aleide Santos de Melo Lima

Estudo de alteracbes moleculares e sua relacao com dados
clinico-laboratoriais em pacientes adultos com leucemia

mieloide aguda

Recife
2013



Aleide Santos de Melo Lima

Estudo de alteracbes moleculares e sua relacao com dados
clinico-laboratoriais em pacientes adultos com leucemia

mieloide aguda

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacao em Genética da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos requisitos exigidos para

obtencao do titulo de Mestre em Genética.

Orientador: Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra
Coorientadores: Profa. Dra. Cintia Gonsalves de Faria Machado

Dr. Anténio Roberto Lucena-Araujo

Recife
2013



Catalogacéao na fonte
Elaine Barroso
CRB 1728

Lima, Aleide Santos de Melo

Estudo de alteracdes moleculares e sua relacdo com dados clinico-
laboratoriais em pacientes adultos com leucemia mieloide aguda/ Aleide Santos
de Melo Lima— Recife: O Autor, 2013.

97 folhas : il., fig., tab.

Orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerra

Coorientadores: Cintia Gonsalves de Faria Machado e Antbnio

Roberto Lucena-Araujo

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco,

Centro de Ciéncias Bioldgicas, Genética, 2013.

Inclui bibliografia
Leucemia 2. Genética molecular 3. Pacientes |. Bezerra, Marcos André
Cavalcanti (orientador) Il. Machado, Cintia Gonsalves de Faria
(coorientadora) lll. Lucena-Araujo, Antdnio Roberto (coorientador) IV.
Titulo

616.99419 CDD (22.ed.) UFPE/CCB- 2013- 254




Aleide Santos de Melo Lima

Estudo de alteragcdes moleculares e sua relagcdo com dados
clinico-laboratoriais em pacientes adultos com leucemia

mieloide aguda

Aprovado em 1

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra

Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Maria Tereza Cartaxo

Universidade de Pernambuco

Profa. Dra. Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva

Fundacao Oswaldo Cruz

Dr. Aderson da Silva Aradjo

Fundacao Hemope

Recife
2013



Dedico este trabalho a minha mée, Ivaneide Maria
Santos de Melo, meu exemplo de méae e mulher, a
pessoa responsavel por tudo que sou e por estar

onde estou.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente & minha mae, lvaneide Maria Santos de Melo, que
com muita dedicacdo e com todas as dificuldades cuidou da minha educacéao,
procurando dar sempre a mais do que podia. Mae, muito obrigada, tudo que
conquistei até hoje na minha vida foi gracas a senhora!

Ao meu orientador, o Prof. Marcos André Cavalcanti Bezerra, um profissional
admiravel que esta sempre preocupado com o crescimento dos alunos, que me
orientou ndo somente para o mestrado, mas para a minha vida profissional. Ele me
mostrou, com muita sabedoria, 0 mundo da Hematologia e me fez encantar por esse
mundo. Além de ser um grande amigo! Muito obrigada pela amizade, pela confianca,
pelas oportunidades e, claro que ndo poderia esquecer, pelas broncas!

Ao Dr. Antonio Roberto Lucena-Araujo, pela co-orientacdo (e porque nao
falar orientacdo) desse trabalho, sempre disposto a ajudar e colaborar. Muito
obrigada por todas as broncas e “puxdes de orelha”, que foram muito importantes
para 0 meu crescimento académico! A Dra. Cintia Gonsalves de Faria Machado,
também pela co-orientacéo, pela amizade e confianca em mim depositada.

A todos do Laboratério de Hemoglobinopatias da Fundacdo Hemope, pela
amizade, apoio e colaboracdo, pelas discussbes sobre as pesquisas e pelos
momentos de diversao e festa. Em especial a Betania, uma grande amiga com quem
divido as alegrias da minha vida profissional e pessoal, que me d& forca nos
momentos dificeis € que sempre esteve “quebrando a cabeg¢a” comigo para
desvendar os problemas da Biologia Molecular. Agradeco em especial, também, a
Adobnis Peres que me deu apoio na bancada quando precisei me ausentar por

\'



problemas pessoais, e a Carlson Junior que, além de me auxiliar na bancada, me
ajudou com a traducao do meu resumo.

As funcionarias do Laboratério de Imunofenotipagem, Maria Amélia e Ana
Elita, pela ajuda e atencéo.

Ao Prof. Dr. Eduardo Rego e a funcionaria Ana Silvia, do Laboratorio de
Hematologia do Hospital Universitario de Ribeirdo Preto, por terem gentiimente me
recebido em seu laboratério para o treinamento que foi fundamental para a
concluséo deste trabalho.

A Mariana Rezende, pelos controles e reagentes cedidos para o
desenvolvimento de diversas técnicas desse trabalho.

A todos os meus amigos e familiares que direta ou indiretamente ajudaram
no desenvolvimento desse trabalho, mas em especial:

Ao meu pai, José Carlos de Lima e a minha avo Aleide Lins Santos, que €
mais que uma avo é uma segunda mae. Ela que sempre estava presente na minha
vida, sempre preocupada com a minha educacdo. Obrigada pelas palavras de
conforto nos momentos de preocupacdo com este trabalho!

Aos meus irmaos Caio Gabriel e Daniel Santos de Melo Lima pela paciéncia
de conviver comigo, pelo apoio que sempre me deram e por todo amor que sempre
demostraram por mim. Amo muito vocés!

A Sandro Santiago Santos, que mesmo ndo estando mais ao meu lado, foi
muito importante na minha vida, me incentivando na minha vida profissional, foi o
meu apoio em muitos momentos de estresse com essa dissertacdo. Obrigada pelo
seu companheirismo, pelo apoio e incentivo na minha vida profissional e por tudo
gue acrescentou em minha vida.

E a Deus por ter me dado a oportunidade de viver e estar aqui!

Vi



Resumo

Marcadores moleculares, como mutacdes nos genes FLT3 e NPM1, sdo ferramentas
Uteis para a avaliacdo prognostica de pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA)
e, até o momento, nao tinham sido estudadas em pacientes com LMA no Estado de
Pernambuco. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo caracterizar pacientes
adultos com LMA diagnosticados na Fundacdo HEMOPE de acordo com achados
clinico-laboratoriais e as mutacdes nos genes FLT3 e NPM1. Foram incluidos 115
pacientes com LMA de novo (15 com leucemia promielocitica aguda (LPA) e 100
com outros subtipos LMA). As frequéncias das muta¢cbes FLT3/ITD, FLT3/TKD e
NPM1 nos pacientes ndo-LPA foram de 22%, 2% e 24%, respectivamente. Nos
pacientes com LPA, a frequéncia foi de 40% e 6,7% para as mutagcbes FLT3/ITD e
NPM1, respectivamente, ndo sendo diagnosticado nenhum caso com mutagao
FLT3/TKD. As mutacbes FLT3/ITD e no NPM1 foram relacionadas com alta
contagem de leucécitos (p=0,021; p=0,012) e mutacbes no NPM1 foram mais
frequentes em pacientes com mais de 60 anos (p=0,01) e no grupo de cariétipo
normal (p=0,008). Nao foi observada diferenca nas sobrevidas global (SG) e livre de
doenca (SLD) e nas taxas de remissdo completa (TRC) e de recaida (TR) entre os
grupos com e sem mutacdo FLT3/ITD e no NPM1 quando avaliados os pacientes
ndo-LPA; entretanto, pacientes LPA com mutacdo FLT3/ITD apresentaram menores
TRC, SG e SLD. Os resultados comprovam o valor preditivo da mutacao FLT3/ITD
para um curso clinico desfavoravel na LPA do adulto, enquanto que, para os
pacientes ndo-LPA, as mutacdes FLT3/ITD e no NPM1, aparentemente, nao
apresentaram o mesmo impacto prognéstico.

Palavras-chave: LMA; LPA; FLT3; NPML1; progndstico.
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Abstract

Currently, molecular markers, such as FLT3 and NPM1 genes were described as
useful tools for prognosis evaluation of patients with AML, and until now never were
studied in patients with AML in the state of Pernambuco. Our goal was to
characterize adult patients diagnosed with AML in Hemope Foundation using clinical-
laboratorial and FLT3 and NPM1 gene mutations findings. In this study 115 patients
with AML de novo were included (15 with APL and 100 with other subtypes of AML).
The frequencies of FLT3/ITD, FLT3/TKD and NPM1 in non-APL patients were 22%,
2.0% and 24%, respectively. Furthermore, in patients with APL were detected
FLT3/ITD mutation in 40% of the cases, and one patient with NPM1 mutation;
however FLT3/TKD mutation was not found. In addition, FLT3/ITD and NPM1
mutations were related with a high account of leukocytes (p=0,021; p=0,012).
Furthermore, NPM1 mutations were more frequent in patients above 60 years old
(p=0.01) and normal karyotype (p=0.008). No differences were found for overall
survival (OS), desease-free survival (DFS), complete remission rate (CRR) and
relapse rate (RR) between the groups without FLT3/ITD and NPM1 mutations in non-
APL patients; however, patients with APL and FLT3/ITD mutation presented lower
CRR, OS and DFS. In conclusion, our results showed the importance of FLT3/ITD
mutation detection for an unfavorable clinic course of adults with AML. However, non-
APL patients, who have FLT3/ITD and NPM1 mutations, do not seem to have the
same prognosis; nevertheless, these last results do not diminish the importance of
these markers for patients with AML.

Key words: AML; APL; FLT3; NPML1; prognosis
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1. Introducéo

As leucemias mieloides agudas (LMA) sdo mais frequentes em adultos do
gue em criancas e resultam do acumulo de células progenitoras hematopoéticas
mieloides na medula éssea. Estas células interferem na hematopoese normal,
podendo escapar para o sangue periférico e infiltrar outros 6rgéos, como o figado,
baco e pele.

O Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos estimou uma
incidéncia anual de 3,6 casos de LMA para cada 100.000 habitantes, o que a
torna uma doenca relativamente rara. No Brasil, a incidéncia de LMA ¢é
desconhecida, uma vez que o Instituto Nacional do Cancer (INCA) relata apenas
dados referentes as leucemias em geral. Para o ano de 2012, o INCA estimou a
ocorréncia de 8,5 novos casos de leucemias para cada 100.000 habitantes. Em
um estudo realizado no Hospital de Hematologia de Pernambuco, em 2011,
instituicdo onde foi realizado o presente estudo, a LMA correspondeu a 41% de
todos os casos de leucemias agudas e cronicas, recebidos no periodo de 1997 a
2007.

A estratificacdo de risco para a avaliagdo prognéstica das LMA é de
extrema importancia, uma vez que permite prever a evolucdo clinica dos
pacientes e assim direciona-los para o protocolo terapéutico mais adequado.
Vérios fatores sdo importantes para determinar o prognostico dos pacientes:
idade, contagem de leucécitos e de blastos ao diagnéstico, dificuldade de obter
remissdo completa, resultados de citogenética e outros. Recentemente,
marcadores moleculares, como muta¢cdes nos genes FLT3 e NPM1, tém se

mostrado ferramentas Uteis para a avaliagdo progndstica, principalmente no que
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diz respeito aos pacientes de cariotipo normal. Neste grupo o progndstico ainda
ndo € totalmente conhecido, provavelmente devido & sua heterogeneidade
molecular e de responsividade ao tratamento.

Mutacbes FLT3/ITD estdo presentes entre 20 a 30% dos pacientes com
LMA e indicam pior prognostico tanto em pacientes adultos como em pediatricos.
Enquanto que ha ainda algumas controvérsias quanto ao papel prognéstico das
mutacdes FLT3/TKD para os pacientes com LMA, que sdo detectadas em 8 a
12% dos pacientes com esta doenca. J& as mutacées no gene NPM1 sdo as mais
frequentes na LMA, ocorrendo em aproximadamente 35% dos pacientes. Varios
estudos demonstram que mutacdes neste gene reservam um bom prognostico
aos pacientes com LMA.

O numero de pesquisas relacionadas as LMA no Brasil tem aumentado.
No entanto, ainda se sabe muito pouco sobre a epidemiologia da LMA no nosso
pais e, menos ainda, sobre a ocorréncia de anormalidades citogenéticas e
moleculares. As mutacdes nos genes FLT3 e NPM1, até entdo, ndo foram
estudadas no estado de Pernambuco em pacientes adultos com LMA. Sabendo-
se que as mutacdes nos genes FLT3 e NPML1 interferem no prognéstico do
paciente e, portanto, no seu desfecho clinico, o objetivo desse trabalho foi estudar
as mutacdes nesses genes em pacientes com LMA diagnosticados na Fundacéo
Hemope. Este estudo possibilitard a implantacdo das técnicas na rotina de
diagnostico da Unidade de Laboratorios Especializados da Fundacdo Hemope e
no Laboratorio Central do CCB da UFPE para pacientes com LMA atendidos no
Hospital das Clinicas-UFPE, contribuindo para o tratamento dos pacientes com

LMA no Estado de Pernambuco.



2. Revisao da Literatura

2.1. Leucemia mieloide aguda

As leucemias mieloides agudas (LMA) constituem um heterogéneo grupo
de doencas clonais do tecido hematopoético que se caracterizam por um bloqueio
na maturacdo e por uma proliferacdo anormal de precursores mieloides. Essas
células se acumulam na medula 6ssea (MO), podendo escapar para 0 sangue
periférico (SP) e infiltrar outros O6rgdos, como figado, baco e pele.
Consequentemente, pacientes com LMA frequentemente se apresentam com um
guadro de anemia, neutropenia, plaguetopenia e presenca de células imaturas no
SP. (Estey, 2013).

A LMA é o tipo mais comum das leucemias agudas (LA) do adulto, em
contraste, apresenta uma baixa frequéncia na infancia, correspondendo a cerca
de 20% dos casos (Deschler e Lubbert, 2006; Puumala et al., 2013). O Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos estimou uma incidéncia anual de 3,6
casos de LMA para cada 100.000 habitantes, o que a torna uma doenca
relativamente rara. Contudo apresenta representatividade para a pesquisa por ser
uma doenca de curso rapido e de alta mortalidade. Esse mesmo instituto estimou
uma sobrevida global em cinco anos de 23,4% para pacientes americanos
acompanhados entre 2002 e 2008 (Howlader et al., 2012).

No Brasil, a incidéncia de LMA é desconhecida, uma vez que o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) relata apenas dados referentes as leucemias em
geral. Para o ano de 2012, o INCA estimou a ocorréncia de 8,5 novos casos de
leucemias para cada 100.000 habitantes (INCA, 2011). Em um estudo realizado
no Hospital de Hematologia de Pernambuco, em 2011, instituicdo onde foi
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realizado o presente estudo, a LMA correspondeu a 41% de todos os casos de

leucemias diagnosticados no periodo de 1997 a 2007 (Carvalho et al., 2011).

2.2. Fisiopatogenia da LMA

Apesar de ndo se conhecer inteiramente a fisiopatogénese da LMA,
estudos epidemiologicos sugerem que fatores genéticos, ambientais e
ocupacionais estejam envolvidos nesse mecanismo (Sandler e Ross, 1997;
Belson et al., 2007).

Mais de 300 translocacBes e/ou inversdes cromossémicas ja foram
descritas e estdo envolvidas na fisiopatogenia dessa doenga (Velloso et al.,
2011). Translocagdes cromossomicas na LMA déao origem a genes de fusédo no
local das quebras cromossdmicas, com isso, 0s éxons dos genes envolvidos se
tornam justapostos e formam um unico gene de fusédo, que da origem a uma nova
proteina hibrida com caracteristicas Unicas. Os alvos mais frequentes desses
eventos na LMA séo genes que codificam fatores de transcricdo importantes para
o desenvolvimento hematopoético normal, que, depois da recombinacdo, dao
origem a genes hibridos que codificam proteinas de fusdo com funcbes
aberrantes, resultando em perda da funcdo e bloqueio da diferenciacdo (Look,
1997; Alcalay et al., 2001).

Os parceiros desses genes envolvidos nas translocacdes da LMA
codificam para proteinas que sdo muito mais heterogéneas em termos de funcéao.
A contribuicdo desses parceiros para o potencial leucemogénico das proteinas de
fusdo ainda nao é tao claro. Entretanto sua presenca parece ser fundamental para
ao menos alguns dos efeitos biol6gicos dessas proteinas, muitos deles tem
fungBes fisiologicas associadas com a regulacdo do ciclo celular e da apoptose

(Look, 1997; Alcalay et al., 2001). Em modelos murinos, nenhum dos rearranjos
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estudados se mostrou suficiente para o desenvolvimento da LMA, sugerindo que
atuem juntamente com outras classes de mutacées para culminar na
transformacgao leucémica (Grisolano et al., 1997; He et al., 1997; Higuchi et al.,
2002).

Ha aproximadamente uma década, Gillland e Griffin apresentaram um
modelo para o processo leucemogénico da LMA, chamado de “two hit model”.
Segundo este modelo, o desenvolvimento da LMA é considerado um processo
multipasso que requer a colaboracdo de pelo menos duas classes de mutacdes.
Este modelo compreende as mutacdes de classe I, que ativam vias de transducao
de sinal e conferem vantagem proliferativa as células hematopoiéticas, e as
mutagbes de classe Il, que afetam fatores de transcricdo e primariamente
impedem a diferenciacdo hematopoiética. Mutacdes que afetam os genes FLT3,
KIT e os da familia RAS sdo consideradas mutacdes de classe |, enquanto que
aberracbes cromossdémicas como t(8;21), inv(16) e t(15;17), que geram,
respectivamente, os rearranjos génicos RUNX1/RUNX1T1 (também denominado
AML1/ETO), CBFB/MYH11 e PML/RARA, juntamente com as mutacdes nos
genes RUNX1, CEBPA e MLL sé&o consideradas dentro da classe Il. De acordo
com esse modelo, o acumulo de mutacdes de classe | e Il culminaria no
desenvolvimento de progenitores hematopoéticos transformados, capazes de
propagar o fenoétipo leucémico (Gilliland e Griffin, 2002).

Nos ultimos anos, tem sido identificado diversas novas mutacées em
genes, tais como NPM1, TET2, IDH1/2 e DNMT3A, na LMA. Essas muta¢cdes sdo
chamadas de mutagdes “ndo classificadas”, uma vez que nao se encaixam nos
mecanismos de acao das classes | e Il ou ainda por algumas delas ndo terem seu

papel totalmente compreendido no desenvolvimento desta doenca. Com a



identificacdo de novas aberracfes genéticas, novas associacfes entre as
mutacgdes “ndo classificadas” e as mutag¢des de classe | e Il foram descobertas.
Essas observagdes indicam que as mutagdes “ndo classificadas” podem seguir
dentro de diversas subcategorias. Com isso, vé-se a necessidade de caracterizar
essas novas mutacdes para compreender a fisiopatogenia da LMA e, ainda, para

poder ampliar o modelo “two hit” proposto em 2002 (Takahashi, 2011).

2.3. Diagnostico e classificagcdo da LMA

O diagnostico de LMA é usualmente facil quando séo realizados o estudo
da medula Ossea, os testes citoquimicos e a imunofenotipagem. Entretanto,
muitas vezes o diagnostico s0 € confirmado apdés o estudo citogenético ou de
rearranjo dos genes, como € o caso da Leucemia Promielocitica Aguda com
t(15;17)(922;921) (Heerema-Mckenney e Arber, 2009; Bullinger e Armstrong,
2010)

O diagnostico da LMA é feito a partir da observacdo do quadro clinico
agudo, que se caracteriza por anemia, sangramento, geralmente do tipo purpurico
devido a plaquetopenia, e febre as vezes sem foco infeccioso, devido a
neutropenia. Pode haver infiltracdo leucémica em outros 6rgdos que geralmente
causam hepatomegalia, esplenomegalia, hipertrofia de gengivas e dor 0ssea e,
menos frequentemente, infiltracdo de pele e comprometimento do sistema
nervoso central. No hemograma ao diagnostico € frequente encontrar anemia,
plaquetopenia, neutropenia e presenca de mieloblastos. Para o diagnostico é
necessario, ainda, ter uma contagem de 20% ou mais de blastos mieloides na
medula 0ssea, de acordo com os critérios da Organizagcdo Mundial de Saude

(OMS). Além do hemograma e do mielograma, a citoquimica e a



imunofenotipagem séo essenciais para demonstrar a diferenciagdo mieldide dos
blastos, auxiliando no diagnostico e na classificagéo do subtipo de LMA (Bullinger
e Armstrong, 2010; Estey, 2012).

A LMA representa um grupo heterogéneo de leucemias que diferem
guanto a sua biologia, curso clinico e prognéstico, o que tem motivado o
estabelecimento de uma classificacdo (Heerema-Mckenney e Arber, 2009;
Bullinger e Armstrong, 2010). A primeira classificagéo foi realizada em 1976 pelo
grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB) que categorizou seis
subtipos de LMA (M1 a M6) e foi baseada estritamente nos aspectos morfolégicos
e citoquimicos do clone leucémico (Bennett et al., 1976). Essa classificacédo foi
revisada em 1985 pela FAB, dando origem a uma classificacdo que passou a
incluir dois novos subtipos, MO e M7, aos seis subtipos ja existentes, cujo
diagndostico passou a incluir o uso de marcadores imunofenotipicos (Bennett et al.,
1985, 1991). A classificacdo FAB para as LMA leva em consideracdo apenas as
caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas e imunofenotipicas do clone leucémico,
objetivando a determinacdo da linhagem e do grau de maturacdo das células
blasticas.

Apesar de sua importancia, a classificacdo FAB tornou-se obsoleta por
nao incorporar os achados citogenéticos e moleculares relevantes a fisiopatologia
da doenca, ficando limitada no significado biol6gico, progndstico e terapéutico.
Por isso, em 2001, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou uma
classificacao para as LMA gue passava a incorporar 0os achados citogenéticos e,
com isso, introduziu uma correlacdo progndéstica importante (Heerema-Mckenney
e Arber, 2009). Nesta classificacao, as LMA foram divididas em quatro categorias:

LMA com anormalidades genéticas repetitivas, LMA com displasia de multiplas



linhagens, LMA associada a tratamento prévio e LMA ndo categorizada nos itens
anteriores, esta Ultima que se baseou na classificacdo FAB (Vardiman et al.,
2002).

Esse sistema logo se tornou insatisfatério, pois em cerca de 50% dos
casos nao é possivel identificar nenhuma anormalidade citogenética, sendo esse
grupo definido como citogeneticamente normal (LMA-CN). Neste grupo, sao
identificadas uma série de anormalidades genéticas submicroscopicas, como
mutacdes ou alteracBes de expressdo em alguns genes, que estdo associados a
leucemogénese e a resposta clinica ao tratamento. Esses marcadores,
juntamente com as alteragcdes cromossdmicas, ajudam a caracterizar melhor os
casos de LMA e refinam a estratificacdo de risco dos pacientes. Dentre esses
marcadores, 0os mais estudados sdo as mutacbes nos genes FLT3, NPM1 e
CEBPA (Andersson et al., 2004; Falini et al., 2005; Thiede et al., 2006; Mrozec et
al., 2007; Grimwade et al., 2010; Velloso et al., 2011; Rockova et al., 2012).

Diante disso, a OMS revisou a classificacdo de 2001 e, em 2008, lancou
um novo sistema, que corresponde ao atualmente utilizado. Essa classificacao
destacou a importancia de se associar os achados citogenéticos aos moleculares
no diagnaostico e categorizacdo dos subtipos, incluindo duas entidades provisorias
caracterizadas pela presenca de mutagdes genéticas (LMA com mutacdo no gene
NPM1 e LMA com mutacdo no gene CEBPA). Além disso, ampliou o niumero de
subtipos com transloca¢cBes cromossdmicas recorrentes, refinou o diagnostico de
LMA associado a mielodisplasia e passou a classificar separadamente as
proliferacdes mieldides relacionadas a Sindrome de Down (Quadro 1) (Swerdlow

et al., 2008; Vardiman et al., 2009).



Quadro 1: Classificacao da Organizacdo Mundial de Salde de 2008 para as leucemias mieloides
agudas

LMA com anormalidades genéticas repetitivas
LMA com t(8;21)(q22;022); (RUNX1-RUNX1T1)
LMA com inv(16)(p13.1;922) ou t(16;16) (p13.1;q22); (CBFB-MYH11)
Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;912); (PML-RARA)
LMA com t(6;9)(p23;q34); (DEK-NUP214)
LMA com inv(3)(g21;926.2) ou t(3;3) (921;926.2); (RPN1-EVI1)
LMA com t(1;22)(p13;q13); (RBM15-MKL1)
Subtipo provisorio: LMA com mutagdo NPM1
Subtipo provisério: LMA com mutacdo CEBPA

LMA relacionada com mudancas mielodisplasicas

Neoplasma mieldide relacionado a terapia

LMA néo categorizado nos itens anteriores
LMA com diferenciacdo minima
LMA sem maturacao
LMA com maturagcao
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica e monocitica aguda
Leucemias eritréides agudas
Leucemia eritroide pura
Eritroleucemia, mieloide/eritroide
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda
Pan-mielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieldide
ProliferacBes mieldides relacionadas a Sindrome de Down

Mielopoese anormal transiente
LMA relacionada com a Sindrome de Down

Fonte: Adaptado de Vardiman et al., 2009

2.4. Fatores prognosticos na LMA

Os fatores prognésticos podem ser subdivididos entre aqueles

relacionados as caracteristicas do paciente e a sua condicdo de saude geral e




aqueles relacionados as caracteristicas do clone leucémico. Os fatores do
primeiro grupo s&o particularmente relevantes na predicdo da mortalidade
relacionada ao tratamento e torna-se mais importante com o aumento da idade do
paciente. Ja os do segundo grupo sdo preditivos da resisténcia a terapia
convencional (Dohner et al., 2010).

Em relacdo aos fatores relacionados as caracteristicas do paciente, a
idade tem sido descrita como o fator mais importante. O prognéstico tende a
piorar com a idade muitas vezes a despeito de outros fatores importantes, como
citogenética, genética molecular ou subtipo de LMA. Além disso, pacientes idosos
apresentam uma incidéncia maior de outros fatores de pior progndstico, tais como
a ocorréncia simultanea de comorbidades, maior frequéncia de alteracbes
citogenéticas de alto risco e leucemia secundaria (Appelbaum et al., 2006;
Juliusson et al., 2009).

Os fatores prognosticos relacionados a LMA incluem a contagem de
leucocitos, a existéncia de historia prévia de sindrome mielodisplasica ou
neoplasia mieloproliferativa e a terapia citotoxica prévia para outras desordens. A
hiperleucocitose (convencionalmente definida como uma contagem de leucécitos
superior a 50-100 x 10%L no sangue periférico) tem sido associada a um
prognostico desfavoravel devido a elevada morte precoce e ao alto risco de
recaida (Dutcher et al., 1987; Greenwood et al., 2006). A hiperleucocitose esta
presente em cerca de cinco a 18% dos pacientes adultos com LMA e é
considerada um fator de risco para a morte precoce em 20 a 40% dos pacientes
(Porcu et al.,, 2000). Além desses fatores, as alteracbes citogenéticas e
moleculares detectadas no clone leucémico sdo de grande importancia para a

avaliacdo prognostica (Dohner et al., 2010).
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Numerosas alteracfes citogenéticas recorrentes estruturais ou numéricas
tem sido identificadas. Muitas dessas alteragdes ndo somente sdo marcadores
diagnosticos para especificar subtipos de LMA, mas também constituem fatores
prognosticos independentes para prever a remissdo completa, o risco de recaida
e a sobrevida global. Por esse motivo, a andlise citogenética tem sido
veementemente recomendada por grupos colaborativos multicéntricos e agéncias
regulatérias. De acordo com os achados citogenéticos trés grupos prognosticos
foram definidos: 1. prognéstico favoravel, que inclui a t(8;21)(922;9g22), inv
(16)(p13;922)/1(16;16)(p13;922) ou t(15;17)(q22;921); 2. progndéstico adverso, que
inclui  inv(3)(921;926)/1(3;3)(921;926), translocacdes balanceadas envolvendo
11923, t(6;9)(p23;934), t(1;22)(p13;q13) e caridtipo complexo; 3. Progndstico
intermediario, que inclui aqueles sem alteracfes citogenéticas (LMA-CN) e os
pacientes com LMA portando alguma anormalidade citogenética que néo seja
considerada no grupo de risco favoravel ou desfavoravel, totalizando cerca de
60% de todos os casos de LMA (Mrézek et al., 2001; Vardiman et al., 2009).

O grupo de LMA-CN corresponde a 40-50% dos casos de LMA e
apresenta um prognostico obscuro, devido a heterogeneidade nas alteracdes
moleculares subjacentes e na responsividade ao tratamento (Grimwade et al.,
2010). De fato, varias mutacfes foram descritas nesse grupo e apresentam
impacto no prognéstico desses pacientes, dentre elas, as mais bem estudadas
sdo as mutacdes nos genes FLT3, NPM1 e CEBPA (Andersson et al., 2004;
Mrozec et al., 2007; Rockova et al., 2011; Velloso et al., 2011). Mesmo sendo
conhecidas algumas alterac6es moleculares responsaveis pela heterogeneidade
desse grupo, ainda sao necessarios mais estudos para conhecer melhor o papel

progndstico dessas mutacdes e a natureza das alteracdes genéticas subjacentes,
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auxiliando na escolha de abordagens terapéuticas adaptadas e com maiores
chances de sucesso (Falini et al., 2010a).

O grupo European LeukemiaNet, em 2010, prop0s uma estratificagcdo que
levava em consideragdo o progndéstico conferido por seus cariétipos e, nos casos
de LMA-CN, pelo progndéstico conferido pelas mutacbes FLT3/ITD e nos genes
CEBPA e NPM1. As modificacbes mais importantes em relagdo aos demais
esquemas previamente publicados, diz respeito a inclusédo dos rearranjos do gene
MLL no grupo de prognéstico adverso [exceto a t(9;11)(p22;q23)] e do cariétipo
normal com NPM1 mutado e sem FLT3-ITD e cariétipo normal com CEBPA
mutado no grupo de progndstico favoravel (Quadro 2) (Dohner et al., 2010). O
refinamento da estratificacdo do prognostico dos pacientes de cariétipo normal &
particularmente importante devido ao fato de representarem cerca de 40-50% dos
casos e de sua responsividade a terapia ser caracteristicamente heterogénea.

Para pacientes adultos com idade inferior a 60 anos essa categorizacao €
primariamente utilizada para guiar o protocolo terapéutico a ser escolhido apés a
primeira remissdo. Os pacientes de grupo de risco favoravel sdo os que mais se
beneficiam da quimioterapia convencional como terapia pds-remissdo, uma vez
gue nao tem sido observada nenhuma vantagem quando esses pacientes sao
tratados com o transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) autélogo ou
alogeneico (Schlenk et al., 2004; Yanada et al., 2005; Koreth et al., 2009).

Para os pacientes do grupo de risco intermedidrio a terapia convencional
tem sido amplamente utilizada por grupos cooperativos, mas para alguns
pacientes foram observado resultados insatisfatorios. Foi demonstrado que o
TCTH alogeneico pode ser uma opcdo atrativa para aqueles pacientes do grupo

intermediario que apresentam altas chances de recaida, em particular para os que
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apresentam a mutacdo FTL3/ITD (Schlenk et al., 2008; Dohner et al., 2010). J&

para os pacientes do grupo de risco adverso, € considerado que o tratamento de

escolha para a terapia pos-remissdo deva ser o TCTH alogeneico, uma vez que

eles em nada se beneficiam com a quimioterapia convencional (Yanada et al.,

2005; Koreth et al., 2009).

Quadro 2: Estratificacdo de risco proposta pelo grupo European LeukemiaNet para subtipos de

LMA, segundo critérios citogenéticos e moleculares.

Grupo
genético

Favoravel

Intermediario |

Intermediario Il

Adverso

Subtipo

1(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1;922) ou 1(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
NPM1 mutado sem FLT3-ITD (cariotipo normal)

CEBPA mutado (cariétipo normal)

NPM1 mutado com FLT3/ITD (cariétipo normal)

NPM1" com FLT3/ITD (cari6tipo normal)

NPM1" sem FLT3/ITD (cari6tipo normal)
£(9:11)(p22;g23); MLLT3-MLL

Anormalidades citogenéticas nao classificadas como favoraveis

ou adversas

inv(3)(g21;926.2) ou 1(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); MLL rearranjado

-5 ou del(5q); -7; abnl(17p); caridtipo complexo*

*Definido como trés ou mais alteracdes cromossomicas na auséncia de uma das translocacées ou
inversdes recorrentes designados pela OMS, isto €, t(15;17), t(8;21), inv(16) ou t(16;16), t(9;11),
t(v;11)(v;g23), t(6;9), inv(3) ou t(3;3). Fonte: Adaptado de Dohner et al., 2010.
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2.5. Mutacobes no gene FLT3 na LMA

O FLT3 € um receptor tirosina quinase classe Ill, composto por cinco
dominios extracelulares do tipo imunoglobulina: um dominio transmembrana, um
dominio juxtamembrana e dois dominios tirosina quinase intracelulares, unidos
por um dominio de insercao de quinases (Figura 1). Faz parte da mesma familia
de outros receptores tirosina quinase envolvidos na hematopoese, como o KIT, o
FMS e o PDGFR. Estd normalmente expresso nas células progenitoras
hematopoéticas, incluindo células CD34+ com altos niveis de expressdo do
CD117 (c-KIT), desaparecendo a medida que as células se diferenciam (Agnes et
al., 1994; Gilliland e Griffin, 2002).

Este receptor tem um papel importante na hematopoese normal: o FL
(ligante do FLT3), ao se ligar ao FLT3, leva a uma ativacdo do seu dominio
guinase, desencadeando uma cascata de sinalizacdo celular envolvida na
proliferacdo e sobrevida celular (Whitman et al., 2001; Gillland e Griffin, 2002;
Levis et al., 2005). Esta expresso, em altos niveis, em 70 a 100% dos casos de
LMA, e em alta porcentagem dos casos de leucemia linfoblastica aguda, mas
pode estar presente também na leucemia mieldide crbnica na crise blastica
(Gilliland e Griffin, 2002).

Mutacbes no gene FLT3, localizado no cromossomo 13912, sdo das
alteracbes somaticas as mais frequentes na LMA, ocorrendo em
aproximadamente 1/3 dos pacientes (Small, 2006; Heerema-Mckenney e Arber,
2009). Ja foram descritos dois tipos de mutacdes do gene FLT3 que ocorrem na
LMA: duplicacao interna in tandem (FLT3/ITD), que pode variar de 3 a 400 pb na
regido que codifica a regido de juxtamembrana; e muta¢do pontual no dominio de

tirosina quinase (FLT3/TKD) envolvendo, mais frequentemente, os residuos
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D835/1836 do segundo dominio de tirosina quinase (Figura 1). Ambas as
mutagcBes levam a ativacdo constitutiva do FLT3, na auséncia do seu ligante,
provocando uma grande e descontrolada proliferagdo celular, estando essas
mutacdes, por tanto, envolvidas no processo leucemogénico (Gillland e Griffin,

2002; Colovic et al., 2007; Whitman et al., 2008; Park et al., 2011).

/»_}‘
Dominio tipo . ————<__ " —
imunoglobulina ~—

- Dominio

L - transmembrana
)
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Membrana celular

Duplicacdo »

i — *%  Juxtamembrana
——
(3 a 400ph) _Tjk\
~ Kinase 1
Mutacdo \"
pontual nos . 4
residuvos — LN '
D835 e 1836 a Kinase 2
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entre S840 e — :
N84l C-terminal

Figura 1: Desenho esquemaético do receptor de tirosina quinase FLT3 mostrando seus dominios e
as regides onde ocorrem as mutacdes ITD e TKD. Fonte:
http://bloodjournal.hematologylibrary.org/content/vol106/issuel0/images/large/zh80220587080001.
ipeg (modificado).

Nakao e colaboradores reportaram pela primeira vez a presenca de
duplicacdes internas in tandem (ITD), no dominio de juxtamembrana do FLT3 na
LMA, em 1996. Eles notaram que 17% dos pacientes com LMA apresentavam a
mutacdo FLT3/ITD. Desde entédo, ela vem sendo bastante estudada e tem se

mostrado uma das anormalidades genéticas mais frequentes na LMA, ocorrendo
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em torno de 20%, e a que tem maior importancia prognéstica (Nakao et al., 1996;
Small, 2006; Singh et al., 2011). As mutac¢des ITD sdo mais frequentes na LMA
com t(15;17) e na LMA com cariétipo normal. Sdo mais frequentemente
detectadas na LMA de novo do que na LMA secundaria e mais em adultos do que
em criancas. Tem sido relacionada, também, com alta contagem de leucdécitos no
sangue periférico e de blastos na medula éssea e sangue periférico. (Kiyoi et al.,
1999; Meshinchi et al., 2001; Andersson et al., 2004; Colovic et al., 2007; Mukda
et al., 2011; Park et al., 2011).

A presenca de mutacdes ITD indica pior progndéstico tanto em pacientes
adultos quanto em criancas (Small, 2006; Singh et al., 2011). Estudos tem
demonstrado que a presenca de mutacdes FLT3/ITD ao diagnéstico prediz um
resultado ruim em relacdo a quimioterapia de inducdo. Grande parte dos
pacientes tendem a apresentar uma resisténcia maior a quimioterapia em relacao
aos pacientes com o genotipo selvagem, desta forma estes pacientes apresentam
uma dificuldade maior de obter a remissdo completa (RC). Além disso, pacientes
com FLT3/ITD apresentam maior risco de recaidas e de morte precoce e reducéo
da sobrevida livre de doenca (SLD) e da sobrevida global (SG) (Andersson et al.,
2004; Colovic et al., 2007; Mrézek et al., 2007; Beitinjaneh et al., 2010; Ghosh et
al., 2012; Kutny et al., 2012). Essas mutacdes, também, demonstraram ser um
fator prognostico independente para a SG e duracdo da remissdo completa na
LMA-CN (Frohling et al., 2002) e em casos nao selecionados (Gale et al., 2008).

A proporcado do alelo mutante FLT3/ITD em relacdo ao total de alelos
FLT3 também se mostrou um importante fator progndéstico. Segundo Gale et al.,
2008, essa proporcdo nao teve impacto na habilidade de obter a remisséo

completa, mas foi um fator prognoéstico importante para a sobrevida, com o
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agravamento significativo da SG e do risco de recaida com o aumento da
guantidade de copias do alelo mutante. Whitman et al., 2001 também relatou que
a perda do alelo selvagem é um fator prognostico desfavoravel, em que pacientes
FLT3'™" apresentaram SG e SLD significativamente inferiores em relacdo aos
pacientes com o genétipo heterozigoto FLT3V™'P.

A sequéncia inserida na regido de juxtamembrana leva a ativacao
constitutiva do dominio quinase rompendo a interacdo auto-inibidora entre o
dominio juxtamembrana e a alca de ativacdo, que normalmente estabiliza a
guinase na sua conformacao inativa. Acredita-se, por tanto, que o aumento do
comprimento da sequéncia duplicada poderia influenciar na capacidade desta
interacdo, podendo levar a niveis progressivamente crescentes de ativacdo do
receptor com o aumento do tamanho da sequéncia duplicada (Gale et al., 2008).
Entretanto, os estudos de impacto do comprimento do ITD sobre o desfecho
clinico tem sido controverso, um estudo demonstrou uma pior sobrevida em
pacientes com um comprimento maior (Stirewalt et al., 2006) que n&o foi
confirmado por outros (Ponziani et al., 2006; Gale et al., 2008).

As mutacdes FLT3/TKD foram descobertas primeiramente por Abu-Duhier
e colaboradores e Yamamato e colaboradores, de forma independente, em 2001.
Sdo mutacdes pontuais missense que acometem mais frequentemente os
residuos D835/1836 do segundo dominio de tirosina quinase. Essas mutacfes
levam a ativacdo constitutiva do receptor, assim como as mutacdes ITD. A
mutacdo mais frequente, que ocorre em 50% dos casos, consiste de uma
substituicdo do nucleotideo G por T do residuo D835, resultando em uma
mudanca do aminodcido aspartato por tirosina (D835Y). Substituicbes menos

frequentes neste residuo sdo a D835V, D835H, D835E e D835N. Duas dessas
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mutacOes, a D835Y e D835E, ja foram encontradas em conjunto em um mesmo
paciente (Abu-duhier et al., 2001; Yamamoto, et al., 2001). Ha ainda, mutacdes
menos frequentes que envolvem outros residuos, entre elas a Y842C, K662Q e
V592A (Baldus et al., 2007; Whitman et al. 2008).

A mutagdo FLT3/TKD ocorre aproximadamente entre 8 a 12% dos
pacientes com LMA e ja foi descrita nas sindromes mielodisplasicas e na
leucemia linfoide aguda. Yamamoto et al. (2001) descreveram que essas
mutacdes foram mais frequentes no subtipo M5, mas ndo encontraram correlacao
com outros dados do hemograma ou mielograma e ainda nao observaram
impacto dessas mutacdes na sobrevida global (SG), sobrevida livre de doenca
(SLD) ou taxa de remissdao completa (TRC) dos pacientes. Andersson et al.
(2004) também nédo observaram diferencas quanto a evolucéo clinica entre os
pacientes com e sem mutacdo FLT3/TKD. Entretanto, Whitman et al. (2008)
observaram uma reducdo da sobrevida livre de doenca nos pacientes com a
mutacdo em relacéo aos pacientes com genotipo FLT3 selvagem.

E importante destacar que o fato de Yamamoto e colaboradores (2001)
nao terem encontrado diferenca na SG, SLD e TRC entre os pacientes com e sem
mutacdo TKD, por si s6, ndo é capaz de indicar que essas mutacdes nao tem um
efeito no curso clinico da doenca, uma vez que a frequéncia de pacientes com a
mutacdo incluidos no estudo foi baixa, apenas 4%. Além disso, eles
demonstraram que se as mutagcdes TKD ndo sdo consideradas na analise, as
mutacdes ITD, por si sO, ndo sao fator progndéstico ruim para a SLD. Entretanto,
se mutacdes TKD séo consideradas, o grupo com mutacdes ITD e TKD tem uma

SLD significativamente menor do que o grupo selvagem.
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No Brasil, os poucos trabalhos publicados envolvendo a pesquisa de
mutacdes FLT3/TKD tem demonstrado uma baixa frequéncia dessas mutacoes.
Lucena-Araujo et al. (2010) analisando 169 pacientes brasileiros com LMA
encontrou uma frequéncia de 0,6%. Um trabalho envolvendo pacientes brasileiros
com LPA encontrou uma frequéncia de 2,8% para estar mutacdo (Chauffaille et
al., 2010). Outro estudo brasileiro analisando casos de LMA pediatricos,
demonstrou uma frequéncia de 3,8% da mutacdo FLT3/TKD (Emereciano et al.,

2004).

2.6. MutagOes no gene NPM1 na LMA

O gene NPM1 esta localizado no cromossomo 535, contém 12 éxons e é
o responsavel por codificar a proteina nucleofosmina (NPM), também conhecida
como B23, NO38 ou numatrina. Esta fosfoproteina € predominantemente
encontrada no nucléolo das células, mas se desloca rapidamente entre o nucleo e
o citoplasma e apresenta numerosas funcdes. Dentre essas fungbes, serve como
chaperona para ambos acidos nucléicos e proteinas, € essencial para o
desenvolvimento embrionario, aparece para modular diversas funcgdes
moleculares como a biogénese ribossomal e a estabilidade gendémica e tem papel
importantissimo na estabilizacdo e ativacdo das proteinas p53 e ARF. Portanto,
podemos dizer que a proteina NPM apresenta grande importancia na regulacao
da sintese de proteinas, do crescimento celular e da apoptose (Grummitt et al.,

2008; Falini et al., 2011; Lindstrém, 2011).

O gene NPM1 esta envolvido em diversas translocacdes associadas a
neoplasias hematoldgicas, estando fusionado com outros genes como: 0 RARA

na leucemia promielocitica aguda (Redner et al., 1996), o ALK em linfoma
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anaplasico de grandes células (Morris et al., 1994) e o MLF1l na rara
LMA/mielodisplasia com t(3;5) (Falini et al., 2007). Entretanto, as alteragbes
genéticas mais comumente encontradas neste gene na LMA sédo as muta¢cfes do
tipo frame-shift que ocorrem no éxon 12 e que afetam cerca de um terco dos

pacientes adultos com LMA de novo (Falini et al., 2005, 2007)

A presencga de mutagdes no gene NPM1 na LMA foram primeiramente
descritas por Falini et al. em 2005. Eles demonstraram que o gene NPM1 estava
mutado no éxon 12, resultando em localizacdo citoplasméatica aberrante da
proteina codificada nos blastos leucémicos. Eles demonstraram que mutagdes no
exon 12 do gene NPM1 estavam presentes em 35% dos pacientes adultos com
LMA, tornando este gene o mais frequentemente mutado nesta doenca. Ja foram
descritas 55 mutacdes diferentes no éxon 12 que levam a localizacéo
citoplasmatica aberrante da proteina nas células leucémicas. A mutacdo mais
comum no éxon 12 é a do tipo A, que consiste de uma duplicacdo em tandem
TCTG nas posicbes 956 a 959 da sequéncia de referéncia (accession number no
GenBank NM_002520), e corresponde a 75-80% dos casos de LMA com NPM1
mutado em adultos (Figura 2). Estas mutacdes ocorrem em todos os subtipos de
LMA, sendo mais recorrente nhas LMA com cari6tipo normal e com componente
monocitico (LMA M4 ou M5) e sua incidéncia é maior em adultos (31,4%,
aproximadamente) do que em criancas (7,5%, aproximadamente), aumentando
com a idade (Gale et al.,, 2008; Rau e Brown, 2009; Braoudaki et al., 2010;

Haslam et al., 2010; Wang et al., 2010).

A proteina NPM selvagem apresenta, em sua estrutura, dois dominios
chamados de sinal de exportacdo nuclear (NES), um deles na regido N-terminal, e

sdo responsaveis por exportar a proteina NPM do nucleo para o citoplasma.
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Apresenta também um dominio chamado de sinal de localizagcdo nucleolar (NLS),
na regido C-terminal, que dirige 0 NPM do citoplasma para o nucleo e 0 mantém
no nucléolo. Nas células normais, a atividade do dominio NLS é predominante
sobre a atividade dos dominios NES, fazendo com que a proteina seja mais
abundante no nudcleo (Nishimura et al., 2002; Wang et al., 2005; Bolli et al., 2007).
As mutacgdes no éxon 12 codificam uma proteina mutante que apresenta um novo
dominio NES na regido C-terminal associado, ou nédo, a alteragbes no dominio
NLS devido a mutacdes nos residuos 288 e 290 de triptofano. Ambas as
alteracdes sao cruciais para a localizacédo citoplasmatica aberrante da proteina
NPM. Os papéis biolégicos desempenhados por essa proteina sugerem que
interferéncias em suas funcdes sdo capazes de perturbar de maneira critica o
rigido controle da proliferacdo celular e, assim, contribuir para a tumorigénese

(Falini et al., 2006; Rau e Brown, 2009).

Os pacientes com o gene NPM1 mutado tendem a apresentar alta
contagem de blastos, leucécitos e plaguetas e ha ainda uma maior frequéncia no
sexo feminino. Apesar do envolvimento de multiplas linhagens, a expressao do
CD34 é baixa/ausente, sugerindo que a célula de origem seja um progenitor
relativamente diferenciado (Falini et al., 2005; Thiede et al., 2006; Ghosh et al.,

2012).

Vérios estudos tém demonstrado que mutagdes no gene NPM1 reservam
um bom prognostico aos pacientes, eles tendem a apresentar uma taxa de
remissdo completa significativamente mais alta, maior sobrevida livre de doenca e
maior sobrevida global em relacéo aos pacientes sem a mutacao. Este impacto no
desfecho dos pacientes com LMA tem se revelado ainda mais importante quando

avaliado apenas os pacientes com cariétipo normal (Dohner et al., 2005; Falini et
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al., 2005; Schnittger et al., 2005; Thiede et al., 2006; Haferlach et al., 2009;

Schneider et al., 2009; Ghosh et al., 2012).

10
1 2 3 4 § 6 7 8 9 11 12
Gene NPM1 C H—E—EE—E - o
1
Y 4
NPM1 transcript:
wild-type gaccaagaggctattcaagatctctg....gcagt....ggaggaagtctctttaagaaaatag
Mutation A gaccaagaggctattcaagatctctgTCTGgcagt....ggaggaagtctctttaagaaaatayg
Mutation B gaccaagaggctattcaagatctctgCATGgcagt....ggaggaagtctctttaagaaaatag
Mutation C gaccaagaggctattcaagatectctgCOTOgcagt.. ... .ggaggaagtctoetttaagaaaatay
Mutation D gaccaagaggctattcaagatactectgCOTOGgeagt. ... .ggaggaagtctctttaagaaaatag
Mutation E gaccaagaggctattcaagatctctg....gcagtCTCTTGCCCaagtctctttaagaaaatag
Mutation F gaccaagaggctattcaagatctectyg....gcagtCCCTGCAGAaagtctectttaagaaaatayg
NH2 COOH - Sinal de exportagdo nuclear
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Figura 2: Desenho esquemético mostrando a estrutura do gene e 0s tipos mais comuns de
mutacdes no éxon 12 do gene NPM1 e a estrutura da proteina NPM normal e mutada. Fonte:

http://www.haematologica.org/content/vol95/issued/images/large/95529.figl.jpeg (modificada).

Em quatro grandes estudos europeus envolvendo mais de 1000 pacientes
LMA com cari6tipo normal (Dohner et al., 2005; Schnittger et al., 2005; Verhaak et
al., 2005; Thiede et al., 2006), foi identificado um subgrupo de pacientes com um
prognostico favoravel, o grupo com NPM1 mutado e auséncia de FLT3/ITD.
Notavelmente, pacientes LMA jovens com mutacbes NPM1 e sem FLT3/ITD
mostraram uma probabilidade de SG em 5 anos de 60%, aproximadamente.
Comparando pacientes que receberam transplante com aqueles que nao

receberam, o grupo de pacientes com esse progndstico favoravel NPM1+/ITD-
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ndo se beneficiou do transplante de células tronco alogeneico (Dohner et al.,

2005).

As mutacbes NPM1 parecem identificar uma entidade distinta na LMA,
cujas caracteristicas clinicas e bioldégicas ndo sao significativamente influenciadas
por aberracbes cromossdomicas concomitantes (Haferlach et al., 2009). Diante
disso e da importancia dessas mutacdes para o prognostico dos pacientes com
LMA, a OMS em 2008 prop0s classificar os pacientes com mutagdes nesse gene
em um subtipo especifico, colocando-a como uma entidade proviséria (Swerdlow

et al., 2008).

Mutacdes no gene NPML1 séo estaveis e seu desaparecimento na recaida
€ raro, somando-se essa propriedade a sua alta prevaléncia, mutacdes no gene
NPM1 aparecem como alvos ideais para pesquisa de doenca residual minima

(DRM) (Bacher et al., 2009, 2011; Grimwade et al., 2010).

Vale ressaltar que o estudo isolado de mutacdes no gene NPM1 para
avaliacdo prognostica e decisdo terapéutica nos casos de LMA com cariétipo
normal ndo é suficiente, uma vez que essa mutacdo esta frequentemente (40%,
aproximadamente) associada a FLT3/ITD (Rau e Brown, 2009). Varios autores
tem defendido uma classificacdo prognéstica dependendo do padrédo mutacional
do paciente em prognéstico favoravel, intermediario e desfavoravel. Aqueles
pacientes que apresentam FLT3/ITD+ e NPM1- sdo classificados como
prognostico desfavoravel, aqueles com FLT3/ITD+ e NPM1+ ou FLT3/ITD- e
NPM1- sdo classificados como prognéstico intermediario e aqueles com
FLT3/ITD- e NPM1+ sao classificados com progndéstico favoravel. Baseado nessa

classificacdo alguns autores propfem um direcionamento terapéutico diferente
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para cada grupo, a fim de proporcionar melhor desfecho para esses pacientes

(Mrézek et al., 2007; Gale et al., 2008; Haslam et al., 2010; Wang et al., 2010).

2.7. Panorama da LMA no Brasil

Poucos sao os trabalhos publicados no Brasil que avaliam o desfecho
clinico de pacientes com LMA. Entretanto, os poucos trabalhos publicados a esse
respeito tém demonstrado uma realidade alarmante principalmente quando se
compara os resultados de estudos brasileiros com aqueles publicados nos EUA e
Europa. No Brasil, um trabalho desenvolvido com pacientes adultos com LMA de
novo atendidos no Hospital Universitario de Campinas apresentou uma sobrevida
global em 5 anos de 27% (Pagnano et al., 2000) e um trabalho que envolveu
pacientes com LMA atendidos no Hospital das Clinicas de Porto Alegre monstrou
uma sobrevida global em 5 anos de 17% (Capra et al., 2007), enquanto que em
paises desenvolvidos, a sobrevida global em 5 anos estd em torno de 40%
(Moore et al., 2005; Petersdorf et al., 2007; Burnett et al., 2011; Blchner et al.,

2012).

Apesar dos trabalhos publicados no Brasil, pouco se sabe sobre a
frequéncia e o real valor progndstico das alteracfes genéticas detectadas em
LMA de novo em adultos. Os estudos brasileiros referentes a essas questbes
determinaram a prevaléncia de marcadores genéticos isoladamente (Krum et al.,
2009; Lucena-Araujo et al., 2010; De Mello et al., 2012) e alguns poucos é que
avaliaram seu impacto sobre a evolucao clinica dos pacientes (Lucena-Araujo et
al.,, 2010; Mello et al., 2012). Essa discrepancia se torna ainda mais evidente

guando se pesquisa por dados demograficos. Muito pouco se sabe sobre o
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guadro geral da LMA na regido nordeste e menos ainda sobre o panorama das
alteracbes genéticas nesta doenca, em especial em Pernambuco. Estimou-se
para o ano de 2012, um total de 330 novos casos de LMA para o Estado de
Pernambuco, sendo desses 160 homens e 170 mulheres, o que corresponde a
uma frequéncia de 3,62 casos novos para 100 mil homens e 3,69 casos novos

para 100 mil mulheres (INCA, 2011).

As mutacbes no gene FLT3 e NPM1, até entdo, ainda ndo haviam sido
estudadas no estado de Pernambuco em pacientes adultos com LMA de novo.
Sabendo-se que essas mutacOes inferem no progndéstico do paciente, e podem
auxiliar na escolha do protocolo de tratamento, podendo aumentar as chances de
sucesso, justifica-se a necessidade do desenvolvimento de estudos envolvendo

mutacdes nesses genes para pacientes com LMA no Estado de Pernambuco.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Caracterizar pacientes com leucemia mieléide aguda diagnosticados na
Fundacdo HEMOPE de acordo com achados clinico-laboratoriais e das mutacdes

nos genes FLT3 e NPM1 observados ao diagndstico.

3.2 Especificos

1. Determinar a frequéncia das mutacdes ITD e TKD do gene FLT3 e
mutagbes no gene NPM1 em pacientes com LMA diagnosticados na

Fundacdo HEMOPE;

2. Correlacionar a presenca das mutacdes ITD e TKD do gene FLT3 e
mutacdes no gene NPM1 com dados demograficos e clinico-laboratoriais:
género, faixa etaria, subtipos de LMA, resultados de cariétipo encontrados

e dados do hemograma e mielograma,;

3. Avaliar o significado prognéstico das mutacdes ITD e TKD do gene FLT3 e
das mutacdes no gene NPM1 levando-se em consideracdo os seguintes
critérios: sobrevida global, sobrevida livre de doenca e taxas de remissao

completa e de recaida.
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4. Material e Métodos

4.1. Casuistica, tipo, local e periodo do estudo

O estudo é do tipo coorte e com comparagdo de grupos internos. Foi
realizado nas Unidades de Hematologia Clinica e Laboratérios Especializados da
Fundacdo HEMOPE (UNILABE) e Laboratério Central do Centro de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco.

Foram incluidos no estudo 115 pacientes adultos, de ambos 0s sexos e
portadores de LMA de novo, diagnosticados no periodo de marco de 2010 a
outubro de 2012. Estes pacientes foram diagnosticados e acompanhados no

Hospital de Hematologia da Fundacdo HEMOPE, Recife-PE.

Pacientes com LMA secundaria a neoplasia
mieloproliferativa/mielodisplasica foram excluidos, assim como 0S que hao
apresentavam todos os dados clinico-laboratoriais necessarios para este estudo,

por motivo de transferéncia para outras unidades de saude.

4.2. Variaveis

As variaveis analisadas ao diagndstico foram: idade; sexo; subtipos de
LMA com base em critérios FAB e OMS; dados do hemograma (leucometria,
contagem de plaquetas e niveis de hemoglobina); percentual de blastos na
medula 6ssea (MO); achados citogenéticos; rearranjos moleculares PML/RARA,
RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYH11; as mutacdes ITD e TKD do gene FLT3 e

mutacbes no gene NPM1. Para a analise de sobrevida, foram avaliadas a
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sobrevida global (SG), a sobrevida livre de doenca (SLD) e as taxas de remissao

completa (TRC) e de recaida (TR).

4.3. Andélise hematoldgica e clinica

4.3.1. Coletade dados e das amostras

As variaveis de idade, sexo, os diferentes subtipos de LMA, dados do
hemograma, percentual de blastos na medula 6ssea, achados citogenéticos e a
avaliagdo do seguimento dos pacientes foram obtidas através de consulta ao

prontuario do paciente.

O material utilizado na pesquisa foi 0 mesmo encaminhado aos
laboratorios de rotina e nao foi feita nenhuma coleta adicional nos pacientes. Para
a pesquisa das mutacdes nos genes FLT3 e NPM1 e dos genes de fuséo
PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYH11 era dado preferéncia ao aspirado
medula 6ssea (MO), mas nos casos em que nao havia MO disponivel para as

analises, utilizava-se a amostra de sangue periférico (SP).
4.3.2. Diagnoéstico e classificacdo de LMA

O diagnostico de LMA foi estabelecido com base nos critérios
referendados pela OMS, sendo efetuado a partir de analise morfoldgica,
citoquimica e imunofenotipica dos blastos da medula 6ssea e pelos achados
citogenéticos. Quando havia suspeita clinica e citolégica de LPA era realizada a
pesquisa do rearranjo molecular PML/RARA. Para os casos nao-LPA foi realizada
a pesquisa dos rearranjos moleculares CBFB/MYH11l e RUNX1/RUNX1T1
(Vardiman et al., 2002). Devido ao baixo numero de pacientes com o cariétipo
determinado, optou-se por usar a classificacdo FAB para LMA.
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4.3.3. Tratamento realizado

Os pacientes incluidos na andlise de sobrevida, com excecdo dos
pacientes LPA, receberam quimioterapia intensiva, seguindo o protocolo de
tratamento “3+7” convencional, consistindo em: 1. Indugdo de remissdo: um ou
dois ciclos de daunorrubicina 60 mg/m?%dia por trés dias (D1 a D3), associado de
Ara-C 100 ou 150 mg/m?dia em infusdo continua por 7 dias (D1 a D7) e 2.
Consolidacdo e intensificagdo: dois ou trés ciclos de altas doses de Ara-C

3g/m?/d.

Os pacientes com LPA, na terapia de inducdo, receberam doses de 45
mg/m?/dia de &cido all-transretindico (ATRA) por via oral a partir do primeiro dia
da suspeita, fracionada em duas doses. O tratamento com ATRA foi continuo até
a remissao completa (RC) ou pelo prazo maximo de 90 dias em caso de
persisténcia de promieldcitos atipicos na medula éssea. Daunorrubicina 60
mg/m?/dia também foi administrada nesses pacientes nos dias 2, 4, 6 e 8 de
tratamento, por infusdo endovenosa e no caso de pacientes com mais de 70
anos, a dose foi a mesma, entretanto foi administrada nos dias 2, 4 e 6. Apés a
terapia de inducdo, os pacientes que alcancaram a remissdo completa foram
submetidos a terapia de consolidacdo de risco adaptada, sendo o risco
estabelecido com a observacdo da contagem de leucdcitos e plaquetas (Jacomo

et al., 2008).
4.3.4. Desfecho

Os pacientes vivos foram censurados em fevereiro de 2013, os demais,
cujo seguimento foi perdido, foram censurados na Ultima data em que
sabidamente estavam vivos. Sobrevida global (SG) refere-se ao tempo

compreendido entre o diagndstico e o 6bito/censura. Sobrevida livre de doenca
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(SLD) é o tempo entre a remissdo completa e o primeiro evento (recaida ou 6bito)
ou censura. A taxa de remissdao completa correspondeu ao percentual de
pacientes que conseguiram obter a remissdo completa apdés um ou dois ciclos de
quimioterapia de indugcdo. A taxa de recaida foi determinada como o percentual
de pacientes que obtiveram remissdo completa e recairam. A remissdo completa
(RC) foi atestada para os pacientes com aspirados de medula O6ssea
normocelulares, contendo <5% de blastos leucémicos e com evidéncias de
maturacdo normal dos outros elementos, ap0s a terceira semana pos final da
inducao.
4.3.5. Critérios de incluséo e exclusao para a analise de sobrevida

Foram incluidos na andlise de sobrevida os pacientes que receberam
tratamento com terapia de intencdo curativa, de acordo com o0 protocolo

previamente mencionado. Foram excluidos da anélise de sobrevida os pacientes

gue receberam tratamento paliativo ou que foram tratados em outros hospitais.

Como a LPA tem caracteristicas proprias e tratamento diferenciado, a
analise de sobrevida dos pacientes LPA foi realizada separadamente dos

pacientes nao-LPA.

4.4. Analise molecular

4.4.1. Coletade material

As amostras foram constituidas, prioritariamente, de 2 mL do aspirado de
MO, em tubos contendo EDTA e, em casos onde nédo foi possivel obter a MO,
foram coletados 4 mL de SP, em tubos contendo EDTA, apds consentimento

informado (Anexo 1).
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4.4.2. Extragcdo do DNA gendmico

Para o estudo das mutagdes nos genes FLT3 e NPM1 a extracdo do DNA
gendmico a partir do SP ou MO foi realizada pela técnica de fenol-cloroférmio

modificada (Davis et al., 1986).

A amostra de SP ou MO foi submetida a lise dos eritrécitos em que foi
adicionada, aos 4mL de SP ou 2 mL do aspirado de medula éssea, uma solucéo
de lise (NH4CI 0,144M e NH4HCO3; 0,01M), seguindo-se para a centrifugacdo a
2.200 rpm por 10 min e desprezando o sobrenadante apds a centrifugacdo. A
seguir, a solucdo denominada TKM1 (Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl,
10mM; EDTA 20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 100ul de
Triton X-100. As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 2.200 rpm por
10 minutos e posteriormente o sobrenadante foi descartado, obtendo-se dessa

forma, o precipitado de leucdcitos.

Para a lise dos leucécitos, foram adicionados ao precipitado de leucocitos
400uL da solucdo TKM2 (Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; NaCl
0,4 M; EDTA 20mM) e 25 pL de SDS 10% e incubado a 55°C durante 30 minutos.
Apos esse periodo, 180uL de NaCl 5M foram adicionados e a solucdo foi mantida
a temperatura ambiente por 15 minutos. A amostra foi centrifugada a 12.000 rpm
por 5 minutos e o0 sobrenadante transferido para outro microtubo de 1mL,
adicionando-se a ele, um volume igual de fenol e de uma solucdo
cloroféormio/alcool isoamilico (proporcdo 24:1), seguido de homogeneizacao,
centrifugacéo (12.000 rpm por 5 minutos) e transferéncia do sobrenadante para

outro microtubo de 1mL.

A mistura de cloroférmio/alcool isoamilico foi adicionada ao novo

microtubo com o0 sobrenadante da dltima separacdo, seguiu-se com a
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homogeneizacdo do material, centrifugacdo (12.000 rpm por 5 minutos) e o
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1mL. Neste novo
microtubo foram adicionados acetato de sodio 3M pH 5,3 e etanol absoluto gelado
para precipitacdo do DNA, sendo entdo novamente centrifugado a 12000 rpm por
5 minutos; o sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com etanol 70%
gelado. O DNA foi solubilizado em &agua deionizada e estéril, quantificado em
equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington,

DE, USA) e a analise qualitativa realizada em gel de agarose 1%.
4.4.3. Pesquisa das mutacdes nos genes FLT3 e NPM1

Para a pesquisa das mutacbes FLT3/ITD e NPM1 foi realizada a técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polimerase Chain Reaction -
PCR) convencional, seguido de eletroforese em gel de agarose. Para a andlise da
mutacdo FLT3/TKD foi realizada Reacdo em Cadeia da Polimerase seguido da
analise de Polimorfismo do Comprimento de Fragmento de Restricdo (PCR-
RFLP), utilizando a enzima de restricdo EcoRV, como previamente descrito por

Whitman et al., 2008.

Na andlise das mutacbes FLT3-ITD, FLT3-TKD e NPM1 a PCR foi
realizada com a utilizacdo da enzima Taq DNA Polimerase (0,025U), primers
(200nM) (Tabela 1), dNTP’s (0,2mM), MgCl, (2mM), tampao 10x e 4gua (Tabela 2
e 3). As reacdes foram submetidas a amplificacdo em termociclador sob as

seguintes condicoes:

1. Para a mutacdo FLT3-ITD: 94°C por 4 minutos; 40 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 52°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos; e extensao final de

72°C por 5 minutos (Tabela 4).
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2.

Para a mutagdo FLT3-TKD: 94°C por 4 minutos; 40 ciclos de 94°C

por 1 minuto, 55°C por 40 segundos, 72°C por 30 segundos; e extensao final de

72°C por 5 minutos (Tabela 4).

3.

Para a mutagdo no NPM1: 94°C por 10 minutos; 35 ciclos de 94°C

por 30 segundos, 56°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos; e extensao final de

72°C por 7 minutos (Tabela 4).

Tabela 1: Sequéncia dos primers e enzima utilizados nas reacfes para pesquisa das mutacdes
FLT3-ITD, FLT3-TKD e NPM1

Primers Sentido Sequéncia Enzima
FLT3-ITD Forward 5 GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 3 -
Reverse 5 CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC ¥
FLT3-TKD Forward 5 CCGCCAGGAACGTGCTTG & EcoRV
Reverse 5" GCAGCCTCACATTGCCCC 3’
NPM1 Forward 5 GTGGTAGAATGAAAAATAGAT 3’ -
Reverse 5 CTTGGCAATAGAACCTGGAC &

Tabela 2: Composicao da reacdo para amplificacdo das mutagdes no gene FLT3.

Volumes
Componentes

(ul)
Tampao (10x) 5,0
MgCl, (50mM) 2,0
dNTP’s (10mM) 1,0
Primer Sense (10 uM) 1,0
Primer Antisense (10 uM) 1,0
Taqg DNA Polimerase (5U/ul) 0,25
DNA (200 ng) 1,0
dH0 38,75
Volume Final (ul) 50,0
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Tabela 3: Composicéo da reacdo para amplificacdo das mutacdes no gene NPM1.

Componentes Volumes (ul)
Tampao (10x) 2,5
MgCl, (50mM) 1,5
dNTP’s (10mM) 0,5
Primer Sense (10 uM) 0,3
Primer Antisense (10 uM) 0,3

Tag DNA Polimerase (5U/ul) 0,25
DNA (200 ng) 0,5
dH,0O 19,15
Volume Final (ul) 25

Para a mutacdo FLT3-TKD, os produtos da amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio
e visualizado em luz ultravioleta, com objetivo de analisar a qualidade da
amplificacdo, para posterior digestdo dos fragmentos da PCR utilizando
endonuclease de restricdo. Atestada a qualidade da amplificacdo, os produtos de
PCR foram entdo submetidos a digestdo com a endonuclease de restricdo
EcoRV. Os produtos da digestdo foram submetidos a eletrofose em gel de
agarose 3% corado com brometo de etidio (Figura 3). O tamanho dos fragmentos

amplificados e dos fragmentos obtidos apds a digestéo esta listado na tabela 5.

Para as mutacfes FLT3-ITD e NPML1, os produtos da amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 4% corado com brometo de etidio
(Figura 4 e 5, respectivamente). O tamanho dos fragmentos amplificados nas

reacoes para as mutacées FLT3-ITD e NPM1 esta listado na tabela 5.
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Tabela 4: Condicdes das reacdes utilizadas para amplificacdo das regides especificas do gene

FLT3 e NPML.

Desnaturacéao 40 ciclos Extenséo

Mutacdo inicial Desnaturagéo Anelamento Extenséo Final
At T At T At T At T At

(°C) (°C) (°C) (°C) (°C)
FLT3-ITD 94 q 94 1 52 307 72 30” 72 5
FLT3-TKD 94 4 94 1 55 407 72 30” 72 5
NPM1 94 10° 94 30” 56 1 72 2 72 7
At= tempo

Tabela 5: Tamanho dos fragmentos amplificados no PCR convencional e na digestdo com EcoRV
(RFLP) para as mutac¢des FLT3/TKD, FLT3/ITD no gene NPML1.

Mutacéo PCR Digestdo com EcoRV
FLT3-TKD N 114 pb 68 e 46 pb
M 114 pb 114, 68 e 46 pb
FLT3-ITD N 331 pb -
M Variavel -
NPM1 N 294 pb
M 298 pb

N (normal); M (mutante); Pares de bases (pb).

1 12 13

14 ND

Figura 3: Digestao, com a endonuclease de restricdo EcoRV, do produto da amplificagédo para a

pesquisa da mutacao FLT3-TKD. (7) Paciente com presenca da mutacdo FLT3-TKD. (1-6 e 8-14)

Pacientes sem a mutacao FLT3-TKD. (M) marcador 100pb; (ND) néo digerido.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose a 4% do produto da PCR para a mutagédo FLT3-ITD. (A)
Marcador. (B a N, P, T e U) Pacientes negativos para a mutacdo. (O, Q, R e S) Pacientes

positivos para a mutacgdo. (V) Branco.

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose a 4% do produto da PCR para deteccdo de mutagdes
no gene NPM1. (M) Marcador. (1, 2 e 5) pacientes negativos para mutacdes no gene NPM1
negativo. (3 e 4) pacientes com presenca de mutacdo no gene NPM1.

Para confirmar os resultados obtidos apds a eletroforese em gel de
agarose, para as mutacdes FLT3/ITD e no gene NPM1, foi realizada a técnica de
genotipagem utilizando o equipamento MegaBACE 1000 (GE Healthcare -
Amersham) e analisadas pelo software Fragment Profiler v1.2. As amostras foram
amplificadas nas seguintes condi¢des de reacao: 0,5ul de DNA gendmico; 120mM
do primer FLT3 sense marcado com fluoréforo HEX e 120mM do primer FLT3

antisense ndo marcado (Tabela 1); 240mM de primer NPM1 sense marcado com
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fluor6foro FAM e 240mM do primer NPM1 antisense ndo marcado (Tabela 1);
tampé&o 10X; 3mM de MgCl2; 0,2mM de dNTP’s; 0,05U de taq polimerase e agua.
Condicdes de ciclagem: desnaturagao inicial 94°C por 10 minutos; 35 ciclos de
94°C por 30 segundos; 56°C por 1 minuto; e 72°C por 2 minutos. Extenséao final

de 72°C por 7 minutos.

Os produtos da PCR marcados foram diluidos 40x em agua. Em seguida,
2ul de cada diluicdo foi distribuida em placa de 96 pocos previamente preparada
com uma mistura contendo 7,75ul de Genotyping Loading Solution (0,1% de
Tween 20 em H20) + 0,25uL de MegaBACE Size standards ET550-R, perfazendo
um volume final de 10ul. As amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos
antes de serem colocadas no equipamento. Os eletroferogramas obtidos apés a

corrida no equipamento estdo mostrados nas figuras 6 e 7.

(1] [2] [3] [4] [s] [e] [1 [8] [9] [10][11][12](13](14][15](16](17](16][19][20](21](22][23] [24] [25] [26] [27] (28] [29] [30](
10001 319,621.323.625.527.829.35 4,333, 335.036,338.540.242.644,546.348,350,352.354.055,857,859.361.663.965.367.369.371, 73.074.9.

500

320 330 340 350 360 370

woood (11 [21 [3] [4] [S] [6] fR1 (8] [9] [10][11][12][13](14] [15][16](17][18][19] (20 [21][22] (23] [24] [25] [26] [27] 28] [29] [30](
319.521.323.625.527.829.3p1,333.335.036.935,640.342.644.546,848.350, 352, 354,055,857,859. 361 .663.965,367,369.371.73.074.9;

500
B A
0 t t t T

320 330 340 350 360 370

Figura 6: Eletroferograma da genotipagem para a mutacdo FLT3-ITD. (A) Paciente sem a
mutagdo FLT3-ITD com presenca de apenas um pico representando o alelo selvagem. (B)
Paciente com a mutacdo FLT3-ITD com a presenca de dois picos, o primeiro representando o

alelo selvagem e o segundo, o alelo mutante.
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Figura 7: Eletroferograma da genotipagem para a mutacdo NPM1. (A) Paciente sem a mutagéo
no gene NPM1 com presenca de apenas um pico representando o alelo selvagem. (B) Paciente
com a mutacdo no gene NPM1 com a presenca de dois picos, o primeiro representando o alelo

selvagem e o segundo, o alelo mutante.

4.4.4. Anadlise dos rearranjos PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYH11

O PCR para a analise desses genes de fusdo esta baseado no desenho
de primers que se anelam em sitios opostos ao ponto de quebra e regido de fuséao
dos genes, de forma que os produtos de PCR contém a sequéncia de fuséo
tumor-especifica. Em muitos tipos de aberracées cromossémicas com genes de
fusdo, os pontos de quebra em diferentes pacientes estdo espalhados em 10 kb
de nucleotideos ou mais, distancias que séo dificeis de serem cobertas por PCR
utilizando DNA na rotina laboratorial. Com isso, vemos que o0s pontos de quebra
ao nivel de DNA devem ser determinados para cada paciente em individual, a fim
de realizar andlises de PCR sensiveis e confiaveis. No entanto, esses genes de
fusdo sdo transcritos em RNAm (Acido ribonucleotideo mensageiro) de fusao, que
podem servir como alvo apds PCR-RT (Reacdo em cadeia da polimerase com
transcricao reversa) para obtencdo de cDNA (DNA complementar). Dessa forma,
para analise desses genes de fusdo, é realizada PCR-RT seguido de Nested-
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PCR, na tentativa de aumentar a sensibilidade e especificidade do teste (Dongen

et al., 1999).
4.4.4.1. Extragdo de RNA total

Para a analise dos rearranjos PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 e
CBFB/MYH11 também foi extraido RNA total das amostras de MO ou SP. O RNA
total das amostras de MO e/ou SP dos pacientes foi extraido utilizando-se o
reagente Trizol® (Invitrogen, EUA), que consiste numa solu¢cdo monofasica a
base de fenol e isotiocianato de guanidina, que deriva de uma modificacdo do

método desenvolvido por Chomczynsky e Sacchi (Chomczynski e Sacchi, 1987).

As amostras de MO e/ou SP foram centrifugadas a 2.000 x g por 10
minutos para separar as células do plasma, que foi descartado. O precipitado
celular foi transferido para um tubo tipo Falcon de 50 mL, estéril e livre de RNAse,
em que foram acrescentados 35 mL de tampao de lise de globulos vermelhos,
composto de 9 partes de cloreto de aménio e 1 parte de bicarbonato de amdnio,
seguindo-se uma incubacdo em gelo por 20 minutos. O lisado celular foi entdo
centrifugado a 3.000 x g por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado de leucécitos foi finalmente ressuspendido em 1 mL de salina
tamponada com fosfato (Phosphate Buffer Saline - PBS) [1x]. A partir dessa
ressuspensédo foram feitas aliqguotas em tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL, livres de
RNAse, aos quais foi adicionado o reagente Trizol (Invitrogen, EUA), numa
proporcao de 3 partes de Trizol para 1 parte de células. Nessa etapa, se faz
necessaria uma homogeneizacdo com o auxilio de pipeta, em que o Trizol
promove a lise dos leucdcitos e dissolve os componentes celulares, enquanto

mantém a integridade do RNA.

39



ApoOs um periodo de incubagdo de 10 minutos a temperatura ambiente,
foram acrescentados 200 pl de cloroférmio (MERCK, EUA) aos tubos, seguindo-
se agitacdo intensa em vortex por 15 segundos, incubacdo por 20 minutos a
temperatura ambiente e centrifugacdo a 12.000 x g a 4°C por 15 minutos. A
adicao do cloroférmio, seguida de centrifugacéo, separa a solucdo em uma fase
organica e outra aquosa, sendo esta Ultima a fase em que o RNA total permanece
exclusivamente. Esta fase aquosa foi entdo transferida para tubos novos de 1.5
mL livres de RNAse e o RNA total foi precipitado com 500 upl de alcool
isopropilico. Apos centrifugacdo a 12.000 x g a 4°C por 10 minutos, descartou-se
0 sobrenadante e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% e centrifugado
a 10.000 x g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado por inverséo e
o0 pellet posto para secar a temperatura ambiente. Finalmente, o pellet foi
ressuspendido em agua destilada e deionizada, tratada com o inibidor de RNAse
dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% (SIGMA, EUA), o RNA foi quantificado em
equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington,

DE, USA) e conservado em freezer -80°C até o momento do uso.
4.4.4.2. Sintese da primeira fita de DNA complementar

Uma vez extraido e quantificado, o RNA total foi utilizado para a sintese
de DNA complementar (cDNA) com o kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems, EUA). As reacfes ocorreram em volumes de 25 ul, contendo um
micrograma de RNA total, 2.5 ul de 10x RT Buffer, 1 pl de 25x dNTP mixture, 2.5
pl 10x Random Primers, 1.25 pl de MultiScribe RT (50U/ul), 0.65 pl de RNasin®
Plus RNase Inhibitor (Promega, EUA) e H,O deionizada tratada com DEPC 0,1%
(SIGMA, EUA) suficiente para completar o volume final. As reagdes ocorreram

durante 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 segundos a 85°C.
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4.4.4.3. PCR para amplificagdo do gene da [3-actina

Para avaliar a eficiéncia da sintese de cDNA, as amostras foram
submetidas a PCR para amplificacdo de um gene constitutivamente expresso,
que codifica a B-actina, uma proteina estrutural bésica do citoesqueleto. Os
primers utilizados estdo descritos na Tabela 6. As reagbes ocorreram em um
volume de 25 pl, contendo: 2 yl de cDNA, 1X PCR Buffer (Invitrogen, EUA), 0,2
mM de cada dNTP (Invitrogen, EUA), 1,5 mM MgCI2 (Invitrogen, EUA), 5 pmol de
cada primer, 1U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen, EUA) e &gua destilada
suficiente para completar o volume final. Inicialmente, as amostras foram
desnaturadas a 94°C por 5 minutos, seguindo-se 30 ciclos a 94°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; por fim, uma extensao a
72°C por 10 minutos (Noguera et al.,, 2005). Os produtos amplificados foram

visualizados em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.

Tabela 6: Sequéncia dos primers utilizados na reacao para amplificar parte do gene da 3-actina

Primer Sentido Sequéncia
B-actina F Forward 5AAGAGAGGCATCCTCACCCT3
B-actina R Reverse 5TACATGGCTGGGGTGTTGAAZ

4.4.4.4. Analise dos rearranjos PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYH11

Uma vez atestada a qualidade do cDNA, seguiu-se para a analise dos
rearranjos PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYHL11. Para o estudo desses
rearranjos foi realizado Nested-PCR, em 2 ciclos, segundo Dongen et al. (1999).

As sequéncias dos primers utilizados estéo listados no quadro 3 e as figuras 8, 9
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e 10 sdo desenhos esquematicos que representam a posicdo e o sentido dos
primers utilizados para as analises dos rearranjos PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1
e CBFB/MYH11, respectivamente. Para qualquer um dos rearranjos citados e
para ambos os ciclos do Nested-PCR, as reacdes seguiram as mesmas
condigdes. As reagdes ocorreram em um volume de 50 pl, contendo: 2 a 3 yl de
cDNA (no caso do segundo ciclo do Nested-PCR é aplicado de 2 a 3 ul do
produto do primeiro cliclo de PCR), 1X PCR Buffer (Invitrogen, EUA), 0,2 mM de
cada dNTP (Invitrogen, EUA), 2,5 mM MgCl, (Invitrogen, EUA), 5 pmol de cada
primer, 1U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen, EUA) e agua destilada suficiente
para completar o volume final. Inicialmente, as amostras foram desnaturadas a
95°C por 30 segundos, seguindo-se 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 65°C por
60 segundos e 72°C por 60 segundos; ndo sendo necessaria extensao final. Os
produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 2% corado com

brometo de etidio.
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Quadro 3: Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes para amplificar as regides de fusao dos
rearranjos PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYH11

Rearranjo Primer Sequéncia Ciclo

PML-A1 5-CAGTGTACGCCTTCTCCATCA-3 1°
PML-A2 5 -CTGCTGGAGGCTGTGGAC-3’ 20

RARA-B 5-GCTTGTAGATGCGGGGTAGA-3 1°e 2°
PML/RARA PML-C1 5 -TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG-3’ 1°
PML-C2 5 -AGCGCGACTACGAGGAGAT-3 20

RARA-D 5-CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT-3’ 1°e 2°
RARA-E3’ 5-GCCCACTTCAAAGCACTTCT-3 10*
AML1-A 5-CTACCGCAGCCATGAAGAACC-3 1°
ETO-B 5-AGAGGAAGGCCCATTGCTGAA-3'[ 1°
RUNX1/RUNX1T1 AML1-C 5 -ATGACCTCAGGTTTGTCGGTCG-3'0I 2°
ETO-D 5-TGAACTGGTTCTTGGAGCTCCT-3'J 2°

AML1-E5" | 5"-TGGCTGGCAATGATGAAAACTACT-3'I 10%*

CBFB-A 5 -GCAGGCAAGGTATATTTGAAGG-3’ 1%e 2°
MYH11-B1 5 -TGAAGCAACTCCTGGGTGTC-3 1°
MYH11-B2 5-TCCTCTTCTCCTCATTCTGCTC-3’ 2°
CBFB/MYH11 CBFB-C 5-GGGCTGTCTGGAGTTTGATG-3’ 1%e 2°
MYH11-D1 5-TCCCTGTGACGCTCTCAACT-3’ 1°
MYH11-D2 5-CTTGAGCGCCTGCATGTT-3 2°

CBFB-E5’ 5 -CAGGGAGAACAGCGACAAACA-3'O 1 0xxx

* Este primer é utilizado no 1° ciclo associado aos primers PML-C1 e PML-C2.
** Este primer é utilizado no 1° ciclo associado ao primer ETO-D.
*** Este primer é utilizado no 1° ciclo associado aos primers MYH11-D1 e MYH11-D2.
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Figura 8: (a) Diagrama esquematico da estrutura éxon/intron dos genes AML1(RUNX1) e ETO
(RUNX1T1), que estdo envolvidos na t(8;21)(g22;922). A orientagdo do centrdbmero (cen) e
teldmero (tel), numeracdo dos éxons e as regifes de quebra estdo indicadas. (b) Diagrama
esguematico do transcrito AML1/ETO com o éxon 5 do gene AML1 fusionado ao éxon 2 do gene

ETO. As setas indicam a posicao relativa de cada primer. No primeiro ciclo do Nested-PCR sé&o

utilizados os pares A+B e E5+D e no segundo ciclo o par C+D (que € o segundo ciclo de PCR

para o amplificado com o par A+B). Fonte: Dongen et al. (1999).
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Figura 9: (a) Diagrama esquemaético da estrutura éxon/intron dos genes PML e RARA, que estédo
envolvidos na t(15;17)(g22;921). A orientacdo do centrdmero (cen) e telémero (tel), numeracao
dos éxons e as regides de quebra estdo indicadas. (b) Diagrama esquemaético dos trés tipos de
transcrito PML/RARA, relacionado com as diferentes regides de quebra do gene PML. As setas
indicam a posicéo relativa de cada primer. No primeiro ciclo do Nested-PCR s&o utilizados os
pares A1+B, A2+B, C1+E3" e C2+E3"; no segundo ciclo sdo utilizados os pares C1+D (que é o
segundo ciclo de PCR para o amplificado com o par A1+B) e C2+D (que € o segundo ciclo de
PCR para o amplificado com o par A2+B). Fonte: Dongen et al. (1999).
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Figura 10: (a) Diagrama esquematico da estrutura éxon/intron dos genes MYH11, que esta
envolvido na inv(16)(p13;922). A orientagédo do centrdbmero (cen) e teldmero (tel), numeragéo dos
éxons e as regides de quebra estdo indicadas. (b) Diagrama esquematico dos 10 diferentes tipos
de transcrito CBFB/MYH11. Os diferentes tipos de transcritos sdo causados por pontos de quebra
em diferentes introns do gene MYH11. As setas indicam a posi¢do relativa de cada primer. No
primeiro ciclo do Nested-PCR sé&o utilizados os pares A+Bl, A+B2 e E5+D1 e E5+D2; no
segundo ciclo séo utilizados os pares C+D1 (que € o segundo ciclo de PCR para o amplificado
com o par A+B1) e C+D2 (que € o segundo ciclo de PCR para o amplificado com o par A+B2).
Fonte: Dongen et al. (1999).
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4.5. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundacdo Hemope
(006/2010) (Anexo 2). Todos os pacientes envolvidos foram orientados sobre a
proposta do projeto e assinaram, quando em concordancia, o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).
4.6. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software SPSS
Statistics 19.0. As variaveis continuas, inicialmente, foram submetidas ao teste de
Kolmogorov-smirnov (KS), a fim de analisar se a variavel apresentava distribuicdo
normal (DN). Para as variaveis que apresentaram DN, a comparagcao entre os
grupos propostos foi realizada utilizando o teste T ndo pareado. Para as variaveis
gue nao apresentavam DN, a comparacao entre 0s grupos propostos foi realizada
utilizando o teste Mann-Whitney. Para comparar as diferencas das variaveis
continuas entre os diferentes genotipos ITD/NPM1 foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis. As variaveis categoéricas foram comparadas entre 0s grupos propostos
utilizando-se o teste x* ou o teste exato de Fisher. As probabilidades estimadas, a
média e a mediana para sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram
calculadas pelo método de Kaplan-Meier e o teste log-rank foi utilizado para
comparar as diferencas entre as curvas de sobrevida. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacéo de todos os pacientes LMA

Nesta sec¢do estdo incluidos os resultados da caracterizacdo de todos os
115 pacientes LMA, incluindo os pacientes com Leucemia Promielocitica Aguda.
A tabela 7 apresenta as principais caracteristicas clinico-hematolégicas dos
pacientes observadas ao diagnéstico. A mediana de idade dos pacientes foi de
49,9 anos (18 a 87,8) e a prevaléncia em relacdo ao género foi de 52/63

(masculino/feminino).

Tabela 7: Caracteristicas clinico-hematoldgicas dos 115 pacientes com LMA observadas ao

diagndstico
Idade, anos (intervalo) 49,9* (18-87,8)
Género M:F 52:63***
Leucécitos x10%/L (intervalo) 57,5** (0,49-285,7)
Plaquetas x10%L (intervalo) 70,1** (6,0-652,0)
Blastos na MO, % (intervalo) 65,5** (20-98)
Hb, g/dL (intervalo) 8,1** (3,6-13,8)

M: masculino/ F: feminino/ Hb: hemoglobina/ MO: medula 6ssea
* Valor corresponde a mediana

** Valores correspondem a média

*** \/alores correspondem a frequéncia absoluta

Durante o periodo da pesquisa, foram diagnosticados 115 casos de LMA,
sendo, destes, 15 casos (13%) de LPA, todos positivos para o rearranjo
PML/RARA. Como a LPA tem caracteristicas proprias e tratamento diferenciado,

na analise de frequéncia e correlacdo das mutacdes dos genes FLT3 e NPM1
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com as variaveis clinico-hematolégicas e no estudo de sobrevida, esses casos
serdo analisados separadamente dos outros casos de LMA. A tabela 8 apresenta
a frequéncia dos subtipos FAB, o subtipo mais frequente foi o0 M2 (33,9%) seguido

do M4 (22,6%), ndo sendo diagnosticado nenhum caso de M7 (Tabela 8).

Tabela 8: Frequéncia dos subtipos FAB diagnosticados entre os 100 pacientes com LMA

MO 10,4%* (12*%)
M1 8,7%* (10**)
M2 33,9%* (39**)
M3 13%* (15**)

M4 22,6%* (26**)
M5 9,6%* (11**)
M6 1,7%* (2*%)

* Valores correspondem a frequéncia relativa
** VValores correspondem a frequéncia absoluta

A analise citogenética nao foi realizada em 65 pacientes por ndo haver
solicitacdo médica. Dos outros 50 pacientes em que a analise citogenética foi
realizada, 22 (44%) pacientes apresentaram cariétipo normal, 16 (32%) cariétipo
alterado e 12 (24%) tiveram resultado inconclusivo devido ao pequeno nimero ou
auséncia de metafases. Dos pacientes com cariétipo alterado, cinco
apresentaram cariétipo complexo; trés apresentaram a t(8;21)(q22;q22), sendo
gue desses, 2 apresentaram outras alteracfes citogenéticas associadas a essa
translocacéo; 2 apresentaram a inv (16), sendo que um apresentou a trissomia do

22 associada a essa translocacdo; um apresentou del(11g23); um apresentou a
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inv(9)(p12913); um apresentou a t(5;11)(q35;p13) e trés apresentaram outras

alterac6es numéricas (Tabela 9).

A analise molecular para os rearranjos RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYH11
foi realizada em 56 pacientes n&o-LPA, enquanto que a pesquisa do rearranjo
PML/RARA foi realizada para os 15 pacientes com suspeita clinica e citolégica de
LPA. O rearranjo PML/RARA foi positivo em todos os pacientes com suspeita de
LPA. A frequéncia do rearranjo RUNX1/RUNX1T1, levando-se em consideragao
todos os subtipos, foi de 16%, desses um era subtipo M4 e oito subtipo M2.
Levando-se em consideracdo apenas os pacientes com o subtipo M2, em que foi
realizada a pesquisa do rearranjo RUNX1/RUNX1T1 (27 pacientes), a frequéncia
foi de 29,6%. O CBFB/MYH11 foi detectado em quatro pacientes, desses um
paciente era subtipo M1 e os outros trés eram subtipo M4, com uma frequéncia de
7,1%, quando avaliados todos os subtipos. Entretanto, tomando apenas o0s
pacientes com o subtipo M4, em que foi realizada a analise do rearranjo

CBFB/MYH11 (13 pacientes), a frequéncia passa para 23%.

A tabela 9 mostra a estratificacdo de risco citogenético, em que 0s
resultados da analise citogenética sdo associados a andlise molecular dos
rearranjos génicos RUNX1/RUNX1T1, CBFB/MYH1l e PML/RARA. Dos 115
pacientes deste trabalho, s6 foi possivel determinar o risco citogenético em 58
pacientes: oito pacientes tiveram seu risco determinado pela andlise citogenética
associada a analise molecular, 30 somente pela andlise citogenética e 20
somente pela analise molecular. Dos outros 57 pacientes em que nao foi possivel
determinar o risco citogenético: em 30 pacientes nao foi realizada nem a
citogenética e nem a analise molecular dos rearranjos génicos RUNX1/RUNX1T1

e CBFB/MYH11; em um, a citogenética foi realizada, mas foi inconclusiva pelo
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baixo nimero ou auséncia de metafases, e ainda foi negativo para os dois
rearranjos génicos estudados; em quatro, a analise citogenética foi realizada, mas
foi inconclusiva, e nesses nao foram realizadas as pesquisas dos rearranjos
moleculares RUNX1/RUNX1T1 e CBFB/MYH11; e em 22 pacientes a analise
citogenética ndo foi realizada e ainda foram negativos para ambos 0s rearranjos

moleculares.

Dos 58 pacientes que tiveram seu risco citogenético determinado, 30
pacientes (51,7%) foram incluidos no grupo de risco favoravel, 22 pacientes
(38%) foram incluidos no grupo de risco intermediario e seis (10,3%) no grupo de
risco adverso. Dos 22 pacientes que apresentaram cariétipo normal pela andlise
citogenética convencional, um foi positvo para o0 rearranjo molecular
RUNX1/RUNX1T1, um para o CBFB/MYH11 e dois para o PML/RARA, e, por
tanto, ndo foram mais considerados LMA-CN. Dessa forma, 18 pacientes nao
apresentaram alteracdo cromossOmica detectada por andlise citogenética
convencional ou por biologia molecular, de forma que a frequéncia de pacientes
LMA-CN foi de 31,2%. Um paciente havia apresentado, pela analise citogenética,
apenas alteracbes numéricas (monossomia do cromossomo 8 e trissomia do 11)
entretanto, pela analise molecular, ele foi positivo para o rearranjo

RUNX1/RUNX1T1, sendo incluido dentro do grupo de risco favoravel (Tabela 9).
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Tabela 9: Frequéncia do risco citogenético e das alteracdes citogenéticas encontradas nos
pacientes com LMA

Risco citogenético/molecular N (%)
Risco Indeterminado 57 (49,6%%*)
Risco Determinado 58 (50,4%%*)
Risco Favoravel 30 (51,7%**)
1(8;21)(q22;922); RUNX1T/RUNX1T1 10 (17,2%**)
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB/MYH11 5 (8,6%**)
t(15;17)(922;912); PML/RARA 15 (25,9%**)
Risco Intermediario 22 (38%™)
Cariétipo normal 18 (31,2%*)
inv(9)(p12;q13) 1 (1,7%*)
t(5;11)(q35;p13) 1 (1,7%*)
+4 1 (1,7%*%)
+8 1 (1,7%*%)
Risco Adverso 6 (10,3%*)
del(11g23) 1 (1,7%*)
Cari6tipo complexo 5 (8,6%**)

* Frequéncia relativa calculada levando-se em consideragéo os 115 pacientes incluidos no estudo.
** Frequéncia relativa calculada levando-se em consideragéo os 58 pacientes em que foi possivel
determinar o risco citogenético.

5.2. Frequéncia e caracterizacdo dos 100 pacientes nao-LPA de
acordo com o status dos genes FLT3 e NPM1

Das mutacbes no gene FLT3, as mutacdes FLT3-ITD foram as que
apresentaram maior frequéncia, sendo detectadas em 22% dos pacientes

(22/100), enquanto que as mutacbes FLT3-TKD apresentaram uma baixa

frequéncia, de apenas 2% (2/100).
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As mutacgbes FLT3-ITD foram detectadas em todos os subtipos FAB com
excecdo do M6. N&o houve diferenca entre os grupos com e sem mutagcédo FLT3-
ITD quanto a frequéncia dos subtipos FAB (p=0,782) (Tabela 10). Quanto a
andlise citogenética dos pacientes FLT3-ITD": em 14 pacientes n&o foi possivel
determinar o cariétipo, por ndo ter sido realizada ou por resultado inconclusivo
devido ao baixo numero ou auséncia de metafases; cinco apresentaram cariotipo
normal e 0s outros dois apresentaram trissomias, uma do cromossomo 4 e a outra
do cromossomo 8. N&o foi possivel determinar o cari6tipo dos dois pacientes com

mutacdo FLT3-TKD, sendo um do subtipo FAB M2 e o outro do subtipo M4.

Tabela 10: Frequéncia das mutacdes FLT3-ITD e NPM1 por subtipo FAB dos 100 pacientes nao-
LPA.

Mutacio Subtipo
MO M1 M2 M4 M5 M6 p-value
1 3 9 6 3
FLT3-ITD"
(4,6%) (13,6%) (40,9%) (27,3%) (13,6%)
0,782*
) 11 7 30 20 8 2
FLTSTD (14,1%) (9%) (38,5%) (25,6%) (10,2%) (2,6%)
4 7 9 4
mut
NPM1 0 (16,7%) (29,1%) (37,5%) (16,7%)
0,104*
NPM1M 12 6 32 17 7 2

(15,8%) (7,9%) (42,1%) (22,4%) (9,2%) (2,6%)

* Calculado pelo teste X°

A presenca de mutacdes FLT3-ITD foi relacionada com alta contagem de
leucocitos no sangue periférico (p= 0,021), os pacientes FLT3-ITD" apresentaram
uma média de leucécitos de 92,9 x10%L, contra 53,5 x10°L da média de

leucécitos dos pacientes FLT3-ITD. Em relacdo as outras variaveis clinicas e
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hematoldgicas analisadas, ndo foi encontrada diferenca entre os grupos FLT3-

ITD* e FLT3-ITD (Tabela 11).

Mutacbes no gene NPM1 foram detectadas em 24% (24/100) dos
pacientes. Entre os pacientes com cari6tipo normal, grupo no qual as mutacées
no NPM1 sdo mais frequentemente observadas, elas foram detectadas em 35,3%

(6/17) dos pacientes.

As mutacdes no gene NPM1 foram detectadas em todos os subtipos FAB
com excecao dos subtipos MO e M6. Em 54,2% dos pacientes com o gene NPM1
mutado (NPM1™") foi observado comprometimento da linhagem monocitica
(M4/M5), entretanto ndo houve diferenca entre os grupos com e sem a mutagao
no gene NPM1 quanto a frequéncia dos subtipos FAB (p=0,104) (Tabela 10).
Quanto ao caribtipo, seis pacientes apresentaram caridtipo normal, um
apresentou o rearranjo RUNX1/RUNX1T1 e 17 nédo tiveram seu cariotipo
determinado por nao ter sido realizada a analise citogenética ou por resultado

inconclusivo devido ao baixo numero/auséncia de metafases.

As mutacdes no gene NPM1 foram mais frequentes no grupo de cariétipo
normal (p=0,008) e em pacientes com mais de 60 anos (p=0,01), além disso,
estiveram relacionadas com alta contagem de leucdcitos (p=0,012), sendo a

média de leucécitos dos pacientes NPM1™!

e pacientes sem a presenca de
mutacdes no gene NPM1 (NPM1") de 84,8 x10%/L e 54,9 x10%/L, respectivamente
(Tabela 11). As demais variaveis clinicas e laboratoriais investigadas nao

apresentaram diferenca entre os grupos NPM1™' e NPM1™.
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Tabela 11: Comparacao das variaveis clinicas, hematoldgicas e genéticas dos 100 pacientes nao-
LPA de acordo com o status das mutages FLT3/ITD e do gene NPM1.

FLT3/ITD* FLT3/ITD" p NPM1™t  NPM1"™ P
Género (M/F) n=100** 9/13 37/41 0,5872 10/14 36/40 0,6252
Idade (anos) n=100* 50,8 53,1 59,0 50,5
Intervalo as2816) s8r8 OB (40881 seng 02T
Hb (g/dl) n=100* 8,2 8,04 8,1 81
Intervalo 68138 @635 °%7 (6138 @ews 0%
Leuc (x10°/L) n=100* 92,9 53,5 84,8 54,9
Intervalo (1524200 (042857 OO (182425 (042857 0012
Plaq (x10%/L) n=100* 66,2 77,6 99,7 67,2
Intervalo (100-1940) (6.06520) %% (100652,0) (6.04040) 019
Blastos (%) n=100* 67,1 60,7 66,4 60,8
Intervalo (27-97) 0006) 0315 o797 000y 0757
Grupo etario n=100 0,9212 0,010%
< 60 anos**** 59,1 60,3 37,5 67,1
> 60 anos**+ 40,9 39,7 62,5 32,9
Risco citogenético n=42 0,759° 0,110
Favoravel**** 30 37,5 - 14,3 40 -
Intermediario**** 60 46,9 - 85,7 42,9 -
Adverso**** 10 15,6 - 0,0 17,1 -
Cario6tipo normal/Outros 1,0° 0,008
Cari6tipo normal**** 40 40,6 - 85,7 31,4 -
Outros**** 60 59,4 - 14,3 68,6 -

M=masculino / F=feminino / Hb=hemoglobina / Leuc=Leucdcitos / Plag=Plaquetas

*valores referentes a média / **valores referentes a mediana / ***valores referentes a frequéncia
absoluta / ****valores referentes a frequéncia relativa em %

2 calculado pelo teste X> / Pcalculado pelo Teste t ndo-pareado / Ccalculado pelo teste de Mann-
Whitney / calculado pelo teste exato de Fisher

A tabela 12 mostra a frequéncia dos diferentes genétipos ITD/NPM1",
ITD/NPM1™, ITD*/NPM1" e ITD+/NPM1™". Dos pacientes positivos para a

mutacdo FLT3/ITD, sete também apresentaram mutacbes no gene NPM1. Das
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variadveis investigadas, houve diferenca entre os gendétipos para a leucometria
(p=0,01), em que pacientes ITD*/NPM1™" apresentaram maior leucometria, com
média de leucdcitos de 113 x10%/L, em relacéo aos outros gendétipos. Além disso,
o gendtipo ITD/NPM1™" demonstrou ser mais frequente no grupo de cariétipo

normal, em relagdo aos outros gendétipos (p=0,032) (Tabela 13).

Tabela 12: Frequéncia dos diferentes genotipos ITD/NPM1 dos 100 pacientes ndo-LPA incluidos
no estudo.

Genotipos Frequéncia absoluta (%)
ITD/NPM1™ 61 (61%)
ITD/NPM1™" 17 (17%)
ITD*/NPM1" 15 (15%)
ITD*/NPM1™" 7 (7%)

56



Tabela 13: Comparagédo das variaveis clinicas, hematoldgicas e genéticas dos 100 pacientes ndo
LPA de acordo com os gendétipos ITD/NPM1.

ITD/NPM1™  ITD/NPM1™' ITD*/NPM1** [TD*/NPM1™" P
Género (M/F) n=100*** 30/31 7/10 6/9 Ya 0,8842
Idade (anos) n=100** 51,4 59,1 a7 59
0,224°
Intervalo (18-87,8) (21,8-85,4) (18,2-81,6) (24,4-74,4)
Hb (g/dl) n=100* 8,0 7.9 8,0 8,6
0,967°
Intervalo (3,6-13,5) (5,6-10,6) (5,8-9,9) (5,8-13,8)
Leuc (x10%L) n=100* 47,9 73,1 83,5 113,0 X
0,01
Intervalo (0,4-285,7) (1,8-166,1) (1,5-211,2) (16,5-242,5)
Plag (x10%/L) n=100* 65,3 121,4 75,1 47,0
0,118°
Intervalo (6,0-404,0) (23,0-252,0) (18,0-194,0) (10,0-94,0)
Blastos (%) n=100* 60 64 65 72
0,481°
Intervalo (20-96) (27-95) (36-93) (27-97)
Risco citogenético n=42 0,2572
Favorave|**** 44,5 0 25 50 -
Intermediario**** 37 100 62,5 50 -
Adverso**** 18,5 0 12,5 0 -
Carioétipo normal/Outros 0,032%
Cari6tipo normal**** 29,6 100 37,5 50 -
Outros**** 70,4 0 62,5 50 -

M=masculino / F=feminino / Hb=hemoglobina / Leuc=Leucdcitos / Plag=Plaquetas

*valores referentes a média / **valores referentes a mediana / ***valores referentes a frequéncia
absoluta / ****valores referentes a frequéncia relativa em %

2calculado pelo teste X? / Pcalculado pelo teste de Kruskal-Wallis

5.3. Frequéncia e caracterizacdo dos 15 pacientes LPA de acordo

com o status dos genes FLT3 e NPM1

A mediana de idade dos pacientes LPA foi de 32,2 anos (18,4 a 53,7) e a

prevaléncia em relacéo ao género foi de 6/9 (masculino/feminino).

57



Mutacdes FLT3/ITD foram detectadas em 40% dos pacientes LPA (6/15),
enquanto que a mutagdo FLT3/TKD nao foi detectada em nenhum dos 15

pacientes LPA e apenas um paciente (6,7%) apresentou mutacado no gene NPM1.

Devido a baixa frequéncia de mutacdo no gene NPM1 e da auséncia de
casos FLT3/TKD", as analises estatisticas para avaliar as diferencas das variaveis
entre os grupos analisados foi realizada apenas para as mutacdes FLT3/ITD. Nao
foi observada diferenca entre os grupos FLT3/ITD* e FLT3/ITD" em nenhuma das
varidveis analisadas: mediana de idade, género, média de leucdcitos,
hemoglobina e plaguetas no sangue periférico e percentual de blastos na medula

ossea (Tabela 14).

Tabela 14: Comparacado das variaveis clinicas e hematolégicas dos 15 pacientes LPA de acordo
com o status da mutagcdo FLT3/ITD.

FLT3/ITD+ FLT3/ITD- P
Género (M/F)*** 3/3 3/6 0,622°
Idade (anos)** 28,6 33,9
0,464°
Intervalo (18,4-53,7) (20,5-50,0)
Hb (g/dl)* 7,7 9,1
0,238°
Intervalo (6,5-9,4) (6,7-12,2)
Leucécitos (x10%/L)* 34,4 22,2
0,356°
Intervalo (6,9-83,5) (0,6-73,5)
Plaquetas (x10%/L)* 32,2 40,7
0,150°
Intervalo (8,0-50,0) (9,0-104,0)
Blastos (%)* 89,5 87,9
0,541°
Intervalo (82-98) (81-95)

M=masculino / F=feminino / Hb=hemoglobina

*valores referentes & média

**valores referentes & mediana

***yalores referentes a frequéncia absoluta

3calculado pelo teste de exato de Fisher / "calculado pelo teste T n&o pareado
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5.4. Analise de sobrevida para todos os 100 pacientes ndo-LPA

Na andlise de sobrevida, foram incluidos 52 dos 100 pacientes
diagnosticados com LMA de novo deste estudo, sendo excluidos os pacientes
gue receberam tratamento paliativo ou que foram tratados em outros hospitais. A
mediana de seguimento do estudo foi de 16,2 meses, e foi estabelecida
considerando-se apenas 0S pacientes que estavam vivos na data de censura

(Shuster, 1991).

A SG média estimada foi de 16,1 meses (1C95%:10,8-21,5) e a mediana
de 6,2 meses (IC95%:1,8-10,5). A SG estimada em 4 anos foi de 25%. Houve
uma elevada mortalidade precoce, em que, até o primeiro més, 17,3% ja haviam
falecido (Figura 11). As causas de morte precoce foram por sepse ou hemorragia

devido a aplasia ap0s a quimioterapia de inducéo.
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Figura 11: Sobrevida global (SG) dos 52 pacientes ndo-LPA incluidos na andlise de sobrevida.

A SLD média estimada foi de 6 meses (IC95%: 3,5-8,5) e a mediana de

1,2 meses (IC95%: 0-2,9) (Figura 12). A SLD estimada em 4 anos foi de 7,6%. A
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taxa de remissdo completa foi de 51,9% e dos 27 pacientes que adquiriram
remissao completa com a quimioterapia convencional, 15 (55%) alcancaram

apenas com um ciclo de inducao. A taxa de recaida foi de 70,4%.
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Figura 12: Sobrevida livre de doenca (SLD) dos 52 pacientes ndo LPA incluidos na anélise de

sobrevida.

5.5. Analise de sobrevida dos 52 pacientes ndo-LPA segundo o

status dos genes FLT3 e NPM1

Dos 52 pacientes incluidos na andlise de sobrevida, 12 (23%) foram
positivos para FLT3/ITD, 10 (19,2%) foram positivos para mutacdes no gene
NPM1 e nenhum foi positivo para FLT3/TKD. Pacientes positivos para ambas as

mutacdes FLT3/ITD e no gene NPM1 foram dois.

A SG média estimada dos pacientes FLT3/ITD" foi menor do que a dos

pacientes FLT3/ITD’, de 10,3 e 15,6 meses respectivamente, entretanto essa
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diferenca néo foi significativa (p=0,629) (Figura 14). Em relagdo a SLD, também
ndo foi encontrado diferenca entre os grupos FLT3/ITD® e FLT3/ITD (p=0,767),
que apresentaram SLD média de 5,83 e 5,8 meses respectivamente (Figura 13).
Também ndo foi encontrada diferenca em relacdo a taxa de remissao completa
(p=0,612) e taxa de recaida (p=0,633) entre os grupos FLT3/ITD* e FLT3/ITD,

gue apresentaram TRC de 58,3% e 50%, respectivamente, e TR de 57,1% e 75%,

respectivamente.
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Figura 13: (a) Sobrevida global (SG) dos 52 pacientes ndo-LPA incluidos na analise de sobrevida
segundo a mutacdo FLT3/ITD. (b) Sobrevida livre de doenca (SLD) dos 52 pacientes ndo-LPA

incluidos na andlise de sobrevida segundo a mutacdo FLT3/ITD.

A SG média dos pacientes NPM1™" foi maior do que a dos pacientes
NPM1", de 17,0 e 14,7 meses respectivamente, entretanto ndo houve diferenca
entre esses grupos (p=0,370). O mesmo foi observado com a SLD, em que a SLD
média dos pacientes NPM1™" foi maior do que a dos pacientes NPM1", de 8,0 e
5,3 meses, respectivamente, entretanto essa diferengca ndo foi comprovada

estatisticamente (p=0,250) (Figura 14). Também né&o houve diferenca entre a TRC
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(p=0,892) e a TR (p=0,099) entre os grupos NPM1™' e NPM1" que
apresentaram TRC de 50% e 52,4%, respectivamente, e TR de 40% e 77,3%,
respectivamente. Uma vez que € relatado na literatura que o impacto das
mutacBes no gene NPM1 no prognéstico de pacientes LMA é mais importante no
grupo de LMA-CN (Dohner et al., 2005; Falini et al., 2005; Thiede et al., 2006;
Haferlach et al., 2009; Ghosh et al., 2012), analisamos as variaveis de SG e SLD
entre os grupos NPM1" e NPM1™" apenas entre os pacientes LMA-CN e ainda

assim nao foi observado diferenca entre os dois grupos (p= 0,359 e p=0,128,

respectivamente).
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Figura 14: (a) Sobrevida global (SG) dos 52 pacientes ndo-LPA incluidos na analise de sobrevida
segundo o status do gene NPML1. (b) Sobrevida livre de doenc¢a (SLD) dos 52 pacientes ndo-LPA
incluidos na analise de sobrevida segundo o status do gene NPM1.

A classificacdo atual da OMS recomenda avaliar as mutacGes NPM1
associadas as mutacdes FLT3/ITD, uma vez que essas mutacdes estdo
frequentemente (40%) associadas (Rau e Brown, 2009). Portanto, avaliamos a

diferenca das SG e SLD média e das taxas de recaida e de remissdo completa de
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trés grupos: 1. ITD/NPM1™; 2. ITD*/NPM1™" e ITD/NPM1" e 3. ITD*/NPM1",
Pacientes ITD/NPM1™' apresentaram SG média de 16,9 meses, pacientes
ITD'/NPM1™" e ITD/NPM1" apresentaram média de 14,2 meses e pacientes
ITD*/NPM1" apresentaram média de 10 meses (p=0,628). Também ndo houve
diferenca para a SLD média entre esses grupos (p=0,485): pacientes ITD
INPM1™" apresentaram SLD média de 8,4 meses, pacientes ITD*/NPM1™" e ITD
INPM1"™ apresentaram média de 5,1 meses e pacientes ITD/NPM1"
apresentaram média de 5,6 meses (Figura 15). A TRC e a TR também ndo foram
diferentes entre os grupos avaliados (p= 0,851 e p= 0,560, respectivamente).
Pacientes ITD/NPM1™" apresentaram TRC e TR de 50%, ambas, ja os pacientes
ITD*/NPM1™ e ITD/NPM1" apresentaram TRC e TR de 50 e 76,4%,

respectivamente, enquanto pacientes ITD*/NPM1" apresentaram TRC e TR de

60 e 66,7%.
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Figura 15: (a) Sobrevida global (SG) dos 52 pacientes ndo-LPA incluidos na analise de sobrevida
segundo os gendétipos ITD/NPML1. (b) Sobrevida livre de doencga (SLD) dos 52 pacientes ndo-LPA

incluidos na andlise de sobrevida segundo os gendtipos ITD/NPML1.
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Como a SG dos pacientes ITD'/NPM1" foi inferior a dos outros dois
grupos, avaliamos esta variavel levando em consideracdo o grupo ITD*/NPM1"
versus o0s outros gendtipos e ainda assim ndo foi encontrada diferenca entre
esses dois grupos (p=0,723). Pacientes ITD*/NPM1" apresentaram SG média de
10 meses, enquanto que 0S outros genotipos apresentaram SG média de 15,7

meses (Figura 16).
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Figura 16: Sobrevida global (SG) dos 52 pacientes ndo LPA incluidos na analise de sobrevida
dos dois grupos: ITD*/NPM1" e outros genétipos (ITD/NPM1", ITD/NPM1™ e ITD/NPM1™".

Uma vez que a SG e a SLD dos pacientes ITD/NPM1™" foi superior aos
outros dois grupos e a taxa de recaida foi inferior a taxa dos outros genotipos,

1™ e outros

avaliamos a diferenca dessas variaveis entre dois grupos: ITD/NPM
gendtipos (ITD/NPM1™, ITD*/NPM1™' e ITD/NPM1"™). A SG e a SLD foram
maiores no grupo ITD/NPM1™' em relacdo aos outros genétipos, entretanto

essas diferencas permaneceram sem significaAncia estatistica (p= 0,420 e p=

0,267): o grupo ITD/NPM1™" apresentou SG e SLD média de 16,9 e 8,4 meses

64



respectivamente, enquanto que 0s outros genotipos apresentaram SG e SLD
meédia de 14,9 e 5,4 meses respectivamente (Figura 17). A taxa de recaida do
grupo ITD/NPM1™" foi inferior, com 50% dos pacientes recaindo apos a
remissao, em relacdo aos outros genotipos, que apresentaram TR de 73,9%, mas

ainda assim néo foi observada diferenga entre os grupos (p= 0,558).

1,07 a p= 0,420 — e b p= 0,267

S

— 0,57 8" 0,5

o L

S -1 5

R D

=} T ke -

o D ) L L

@ 1 - mut ; |

T o4 .. | ITDNPM1 2 os- oL

> 1 o R o mut

o Lt i = ITDNPM1

io) Outros genotipos = = + +

UO-) 0.2 il N L o : .
8 1Outros genotipos
U‘) I

0,01 0,01

I 1 1 I T I I I 1 Ll T 1 I
0 10,0 200 30,0 40,0 50,0 0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Tempo (meses) Tempo (meses)

Figura 17: (a) Sobrevida global (SG) dos 52 pacientes ndo-LPA incluidos na analise de sobrevida
dos dois grupos: ITD/NPM™" e outros genétipos (ITD/NPM1", ITD*/NPM1™" e ITD*/NPM1").

5.6. Analise de sobrevida geral dos 11 pacientes LPA e de acordo
com o status da mutacao FLT3/ITD
Na analise de sobrevida foram incluidos 11 dos 15 pacientes LPA, uma

vez gue os outros quatro pacientes foram transferidos para tratamento em outros

hospitais e, por tanto, excluidos das analises.

A remissdo completa foi alcancada em 81,8% (9/11) dos pacientes. Cinco
pacientes foram a 6bito no periodo do estudo: dois (18,2%) foram a Gbito durante

o tratamento de inducdo, um por Sindrome do ATRA e o outro por infeccdo do
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trato respiratorio e hemorragia pulmonar, e os outros trés foram a 6bito logo apés
a inducdo, dois por choque séptico e um por hemorragia decorrentes da aplasia
medular. A mediana de seguimento do estudo foi de 20,6 meses e 0s seis
pacientes, que alcancaram a RC, ndo apresentaram recaida morfolégica ou
molecular, pelo menos até a data da censura desse estudo. A média da SG foi de
16,8 meses (IC95%: 7,5-26,1) e a taxa de SG em dois anos foi de 51,1% (Figura

18).
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Figura 18: (a) Sobrevida global (SG) dos 11 pacientes com LPA incluidos na anélise de

sobrevida.

Dos 11 pacientes incluidos na analise de sobrevida, trés apresentaram
mutacdo FLT3/ITD. Pacientes FLT3/ITD" apresentaram uma baixa SG em relacdo
aos pacientes sem a mutacdo (p=0,003), pacientes positivos apresentaram SG de
0,9 meses e pacientes FLT3/ITD" de 23,1 meses. Houve diferenca estatistica
entre os grupos FLT3/ITD® e FLT3/ITD", também, para a SLD (p=0,004): pacientes
positivos para essa mutacdo apresentaram SLD média de 0,4 meses, enquanto
que pacientes negativos de 21,7 meses (Figura 19). Todos os pacientes sem a

mutacdo FLT3/ITD alcancaram a remissao completa, enquanto que apenas
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33,3% (1/3) dos pacientes FLT3/ITD" conseguiram alcancar a remissdo completa
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Figura 19: (a) Sobrevida global (SG) dos 11 pacientes
segundo a mutacdo FLT3/ITD. (b) Sobrevida livre de
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incluidos na analise de sobrevida segundo a mutacao FLT3/ITD.

67




6. Discussao

O presente estudo caracterizou os pacientes com LMA de novo
diagnosticados na fundagdo Hemope de acordo com dados clinico-laboratoriais e
com o status dos gene FLT3 e NPM1. Foi observada uma maior frequéncia do
subtipo FAB M2, 0 que estad de acordo com a maioria dos achados da literatura
(Kiyoi et al., 1999; Appelbaum et al., 2006; Thiede et al., 2006; Bacher et al.,
2008; Wang et al.,, 2010; Fasan et al., 2013). No Brasil, entretanto, Rego e
colaboradores (2003) relataram uma diferenca na frequéncia dos subtipos FAB
entre as cidades de Campinas e Teresina. Os nossos resultados estdo de acordo
com o relatado em Teresina, que € uma cidade do Nordeste brasileiro, a mesma
regido onde foi desenvolvido 0 nosso estudo, enquanto que discorda do relatado
em Campinas - cidade que faz parte de outra regido brasileira, o Sudeste - que
demonstrou ter uma maior frequéncia do subtipo M4. As diferencas na
composicao étnica e de fatores ambientes podem explicar as diferencas nas

frequéncias do subtipo FAB entre as regides Nordeste e Sudeste.

A LPA apresentou uma frequéncia de 13% entre os 115 pacientes com
LMA de novo do estudo, um valor proximo do relatado no Brasil. Segundo Lorand-
Metze (2003), em todos os estudos brasileiros, exceto em um estudo realizado
em Terezina (PI) que relatou uma frequéncia de 7,8%, referem uma frequéncia
em torno de 20% para LPA, enquanto a literatura mundial refere uma frequéncia
de 5 a 8%. Isso parece ser uma caracteristica dos paises de origem latina, pois
trabalhos desenvolvidos com pacientes mexicanos (Ruiz-Arguelles et al., 1997),
com pacientes latinos de diversos paises (Douer et al., 2003) e com pacientes da

Espanha (Sierra et al., 2006) apresentaram frequéncia em torno de 17 a 30%.
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As frequéncias dos rearranjos moleculares RUNX1/RUNX1T1 e
CBFB/MYH11 estdo de acordo com os relatos da literatura. O rearranjo
RUNX1/RUNX1T1 é detectado, pela técnica de PCR-RT, em cerca de 8 a 14% de
todas as LMA de novo e em torno de 25% nas LMA M2 (Andrieu et al., 1996;
Langabeer et al 1997a; Mitterbauer et al., 1998), valores muito préximos do
encontrado nesse trabalho. O mesmo acontece com o rearranjo CBFB/MYH11,
gue pela mesma técnica, € detectado em torno de 10% de todas as LMA de novo
(Langabeer et al. 1997b), concordando com os 8% relatado no nosso estudo.

Os nossos resultados demonstraram uma realidade alarmante quanto a
caracterizagdo e o desfecho clinico dos pacientes com LMA, representado pelo
baixo namero de pacientes com risco citogenético determinado e a baixa
sobrevida global e livre de doenca e taxa de remissdo completa e a alta taxa de
recaida, comparadas com outras regifes do Brasil e com paises desenvolvidos
(Feneaux et al., 1999; Krum et al., 2009; Lucena-Araujo et al., 2010; Mrozek et al.,

2012; Pezzi et al., 2012; Ades et al., 2013).

Apenas 50,4% dos pacientes tiveram seu risco citogenético determinado,
0 que, além de limitar as analises de sobrevida, prejudica o tratamento dos
pacientes. Isso porgue a citogenética € uma das ferramentas mais importantes
para avaliacdo progndstica e a partir dela pode-se fazer a orientacdo do protocolo
terapéutico a ser seguido, sendo, por esse motivo, veementemente recomendada
por grupos colaborativos multicéntricos e agéncias regulatérias como ferramenta
para a estratificacdo de risco (Mrozek et al., 2001, 2012; Vardiman et al., 2009;
Dohner et al., 2010). Isso se torna ainda mais alarmante quando vemos que
trabalhos desenvolvidos tanto no Sul e Sudeste do Brasil como em paises

desenvolvidos demonstram que o risco citogenético é determinado em cerca de
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80 a 90% dos casos (Krum et al., 2009; Lucena-Araujo et al., 2010; Mrozek et al.,
2012; Pezzi et al., 2012).

Dos pacientes com risco citogenético determinado, a maior frequéncia foi
do grupo de risco favoravel, seguido do risco intermediario e, por fim, o risco
adverso. Este resultado esta em desacordo com trabalhos americanos e de
paises europeus, que tém demonstrado maior frequéncia do grupo de risco
intermediario, seguido do risco favoravel e, em menor frequéncia, o risco adverso
(Colovic et al., 2007; Koh et al., 2009; Appelbaum et al., 2006; Mrozek et al.,
2012), entretanto, estd de acordo com outro trabalho brasileiro que avaliou 169
pacientes com LMA (Lucena-Araujo et al., 2010). O grupo LMA-CN representou
31,2% dos pacientes, valor que esta de acordo com a literatura geral, que relata

uma frequéncia em torno de 40% entre as LMA de novo (Grimwade et al., 2010).

O desfecho clinico desfavoravel dos pacientes ndo-LPA demonstrado
nesse estudo também tem sido relatado por outros trabalhos brasileiros (Pagnano
et al., 2000; Rego et al., 2003; Capra et al., 2007) e € contrastante com 0s
melhores resultados obtidos em paises desenvolvidos (Moore et al., 2005;
Petersdorf et al.,, 2007; Burnett et al., 2011). Enquanto demonstramos uma alta
mortalidade precoce e uma SG e SLD estimada em quatro anos de 25% e 7,6%,
respectivamente, e uma TRC e TR de 55% e 70,4%, respectivamente, paises
desenvolvidos tem demonstrado uma SG e SLD estimada em cinco anos em
torno de 40-60% e 30%, respectivamente, e TRC e TR em torno de 70% e 20%,

respectivamente (Moore et al., 2005; Petersdorf et al., 2007; Burnett et al., 2011).

O desfecho clinico dos pacientes com LPA do nosso estudo foi mais
favoravel, sendo observada uma taxa de remissdo completa de 81,8%,

semelhante ao relatado na literatura, inclusive de paises desenvolvidos, que
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demonstram uma TRC entre 80 e 99% (Pagnano et al., 2000; Feneaux et al.,
1999; Ades et al., 2013; Rego et al., 2013). A taxa de morte durante a indugéo foi
de 18,2%, de acordo com o relatado em outros trabalhos brasileiros, que
demonstraram uma taxa de 15% a 32% (Jacomo et al., 2007; Rego et al., 2013),
entretanto inferior a de paises desenvolvidos, que demonstram uma taxa entre 5 a
10% (Feneaux et al., 1999; Adés et al., 2010; Sanz et al., 2010; Adés et al., 2013).
Houve, entretanto, uma baixa sobrevida global, com taxa de SG em dois anos de
51,1%, em contraste a SG estimada em 2 a 7 anos dos paises desenvolvidos,
gue gira em torno de 80% (Feneaux et al., 1999; Ades et al., 2013). Vale ressaltar,
entretanto, que o numero de pacientes com LPA incluidos no estudo de sobrevida

foi pequeno, apenas 11, o que limita a anélise estatistica.

Por se tratarem de unidades publicas de saude em um pais em
desenvolvimento, é inevitavel discutir a influéncia de fatores socioecondémicos e
relativos aos recursos disponiveis sobre esse desfecho negativo do tratamento de
pacientes com LMA. Sabe-se que dentre os diversos fatores que possam vir a
interferir num determinado tratamento, o tempo do diagnostico e as condi¢des
oferecidas sdo de grande importancia e estdo relacionados as condicdes
socioeconémicas de um pais. Fagundes et al. (2006) avaliando pacientes LMA
tratados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC/UFMG) encontraram baixa SG e alta mortalidade precoce e discutiram a
cerca da associacdo entre o desfecho desfavoravel e os menores indices de
desenvolvimento humano (IDH) do Brasil em relacdo aos paises desenvolvidos,
gue sado estabelecidos em fungcdo dos critérios de longevidade, escolaridade e

padrdes habitacionais. Diante desse quadro desfavoravel do tratamento e
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acompanhamento dos pacientes com LMA no Brasil, vé-se a necessidade de

Iniciativas colaborativas multicéntricas para tentar reverter esse quadro.

Entre os pacientes LMA nao-LPA, muta¢des FLT3/ITD foram detectadas
em 22% dos pacientes e estd de acordo com trabalhos estrangeiros (Whitman et
al., 2001; Andersson et al., 2004; Colovic et al., 2007; Gale et al., 2008; Park et
al., 2011; Rockova et al., 2011) e brasileiros (Krum et al., 2009; Lucena-Araujo et

al., 2010), que relatam uma frequéncia entre 17 e 28%.

Pacientes LPA apresentaram uma alta frequéncia (40%) de mutacdes
FLT3/ITD, valor que esta de acordo com o relatado em estudos europeus, que
demonstram uma frequéncia em torno de 32 a 38% (Kainz et al., 2002; Noguera
et al., 2002; Callens et al., 2005; Kuchenbauer et al., 2005; Beitinjaneh et al.,
2010). Entretanto, este resultado estd em desacordo com um trabalho brasileiro
desenvolvido com pacientes da cidade de Campinas-SP, que demonstrou uma
frequéncia dessas mutacdes de apenas 10,5% entre os pacientes LPA (De Mello

et al., 2012).

Mutacbes no NPM1 também apresentaram concordancia com a literatura,
foram as mais frequentes e estiveram presentes em 24% dos pacientes ndao-LPA,
de acordo com os 27 a 30% relatado na literatura (Falini et al., 2005, 2007; Park
et al.,, 2011; Rockova et al.,, 2011). Mutacbes no gene NPM1 sdo mais
frequentemente observadas no grupo de LMA-CN, neste grupo apresentam uma
frequéncia em torno de 40% (Falini et al., 2005; Thiede et al., 2006; Pratcorona et

al., 2013), valor semelhante ao encontrado neste trabalho (35,3%).

Mutacdo no gene NPM1 foi detectada em apenas um paciente LPA
(6,7%). Trabalhos desenvolvidos na Alemanha (Oelschlaegel et al., 2009), na

Coréia (Hong et al., 2011), na China (Yin et al., 2013) e no Brasil (De Mello et al.,
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2012) tem demonstrado a auséncia da deteccdo dessas mutacdes em pacientes
LPA, entretanto, um trabalho desenvolvido na india (Ghosh et al., 2012) relatou

uma frequéncia de 32,6% das mutacbes NPM1 em pacientes LPA.

A baixa frequéncia da mutacdo FLT3/TKD entre os pacientes LMA,
relatado em nosso estudo, esta discordante da literatura estrangeira, que relata
uma frequéncia em torno de 8 a 12% entre os pacientes com LMA (Small, 2006;
Whitman et al., 2008). Porém, estudos brasileiros tem demonstrado uma baixa
frequéncia dessa mutacao, de 0,6 a 3,8%, entre os pacientes com LMA de novo
(Emereciano et al., 2008; Chauffaille et al., 2010; Lucena-Araujo et al., 2010). Isso
sugere que a nossa populacéo possa, de fato, apresenta-las em menor frequéncia

como consequéncia de background genético diferenciado.

De todas as variaveis analisadas para 0s pacientes nao-LPA, as
mutacdes FLT3/ITD foram relacionadas, somente, com alta contagem de
leucocitos (p= 0,021), o que esta de acordo com a literatura (Kiyoi et al., 1999;
Andersson et al., 2004; Meshinchi et al., 2006; Colovic et al., 2007; Park et al.,
2011), entretanto, as mutacbes FLT3/ITD estdo frequentemente associadas,
também, com alta porcentagem de blastos na MO e no SP (Meshinchi et al.,
2006; Park et al., 2011; Santos et al., 2011) e tendem a apresentar maior
frequéncia no grupo LMA-CN (Schnittger et al., 2002; Thiede et al., 2002;

Andersson et al., 2004; Park et al., 2011), o que nao foi descrito neste trabalho.

N&o foi observada diferenca entre os grupos FLT3/ITD* e FLT3/ITD em
nenhuma das variaveis analisadas, quando estudados os pacientes LPA. Um
trabalho brasileiro (De Mello et al., 2012) e um americano (Singh et al., 2010),
analisando um pequeno numero de pacientes LPA, também nao encontraram
diferenca para as mesmas variaveis do nosso estudo entre 0s grupos com e sem
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mutacdes FLT3/ITD. Entretanto, a literatura relata que mutagbes FLT3/ITD estao
relacionadas com alta contagem de leucécitos, em pacientes LPA (Noguera et al.,

2002; Callens et al., 2005; Gale et al., 2005; Beitinjaneh et al., 2010).

As mutac6es no gene NPM1 foram mais frequentes no grupo de cariétipo
normal (p=0,008), em relacdo aos outros achados citogenéticos, e em pacientes
com mais de 60 anos (p=0,01) e estiveram relacionadas com alta contagem de
leucocitos (p=0,012), o que tem sido constantemente reafirmado na literatura
(Dohner et al., 2005; Falini et al., 2005; Thiede et al., 2006; Falini et al., 2007;
Haferlach et al.,, 2009). Nao foi encontrada relacdo com outras variaveis
estudadas, entretanto, Dohner et al. (2005), Thiede et al. (2006) e Falini et al.
(2007) observaram que as mutagcdes NPM1 estavam relacionadas, também, com
alta contagem de blastos na MO e que apresentavam maior prevaléncia no sexo
feminino.

1™ entre os pacientes n&o-LPA, foi

A frequéncia do genétipo ITD*/NPM
inferior ao relatado na literatura, apenas 7% dos pacientes apresentaram ambas
as mutacdes, enquanto que a maioria dos trabalhos relatam uma frequéncia em

torno de 20 a 30% (Baldus et al., 2007; Falini et al., 2007; Haslam et al., 2010).

Pacientes LPA com mutacfes FLT3/ITD demonstraram piores SG média,
SLD média e TRC em relacdo aos pacientes FLT3/ITD". Diversos autores
relataram que pacientes com LPA FLT3/ITD" apresentaram piores SG e SLD em
relacdo aos pacientes sem a mutacdo, mas que nao houve diferenca entre as
TRC, enquanto que o nosso estudo demonstrou pior TRC nos pacientes com a
mutacado (Au et al., 2004; Callens et al., 2005; Kuchenbauer et al., 2005; Singh et

al., 2010). Vale ressaltar, entretanto, que o presente estudo apresenta algumas
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limitacdes, como baixo numero de pacientes envolvidos e baixo tempo de
seguimento.

Mesmo com essas limitacbes, nosso estudo reforca a ideia do efeito
negativo das mutacdes FLT3/ITD no desfecho dos pacientes LPA. Enquanto a
maioria dos pacientes com LPA tém uma excelente sobrevida devido a terapia
LPA especifica, 20-30% dos pacientes ainda recaem ou deixam de atingir a
remissao completa. Nos ultimos anos foram aplicados protocolos de tratamento
incorporando a terapia risco adaptada usando contagem de leucécitos e
plaguetas, no momento do diagnéstico, como uma ferramenta de estratificacao do
risco. Atualmente, mutacdes FLT3/ITD tem se mostrado ferramentas Uteis para a
estratificacdo de risco para os pacientes LPA, mas se o status das mutacdes
FLT3/ITD pode ser incorporado em algoritmos de terapia de risco adaptada, essa
€ uma pergunta que precisa ser respondida em ensaios clinicos prospectivos

(Beitinjaneh et al., 2010).

Em relacdo aos pacientes ndo-LPA, entretanto, as mutacbes FLT3/ITD
ndo demonstraram impacto nas SG, SLD, TRC e TR. Haslan et al. (2010),
analisando um pequeno numero de pacientes em um curto tempo de seguimento,
também ndo encontraram diferenca estatistica para a SG dos pacientes com e
sem mutacdo FLT3/ITD. Contudo, a literatura tanto brasileira quanto estrangeira
constantemente reafirma a implicacdo negativa das mutacbes FLT3/ITD no
desfecho dos pacientes LMA (Meshinchi et al., 2006; Colovic et al., 2007; Lucena-
Araujo et al., 2009; Beitinjaneh et al., 2010; Ghosh et al., 2012; Kutny et al., 2012).
Além de estar constantemente relacionada com baixa SG, alguns autores tem

relatado a associacdo de mutagdes FLT3/ITD com morte precoce (Kutny et al.,
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2012), baixa taxa de remissdo completa (Colovic et al., 2007) e baixa sobrevida

livre de doencga (Meshinchi et al., 2006).

A semelhanca das mutacées FLT3/ITD, mutacdes no gene NPM1 também
ndo apresentaram impacto no prognéstico de pacientes ndo-LPA, uma vez que,
nao foram observadas diferenca na SG, SLD, TRC e TR entre 0s grupos com e
sem a mutacgao. Diversos autores tém demonstrado que mutacdes no gene NPM1
estdo relacionadas com uma SG e SLD maior do que a dos pacientes sem
mutacdes quando avaliado os pacientes LMA-CN, mas que nao apresentam
diferencas nas SG e SLD na LMA n&o selecionada (Dohner et al.,, 2005;
Schnittger et al., 2005; Thiede et al., 2006; Haferlach et al., 2009). Por isso,
avaliamos a SG entre 0s grupos com e sem a mutacdo no gene NPML1 entre as
LMA-CN e, também, néo foi observado diferenca entre as SG e SLD. Wang et al.
(2010) analisando apenas 76 pacientes LMA-CN, também ndo encontrou
diferenca estatistica para a SG entre esses grupos.

Avaliamos o prognéstico dos pacientes ndo-LPA de acordo com o status
dos genotipos ITD/NPM1, mas também ndo foi observada diferenca quanto ao
desfecho clinico entre os genoétipos analisados. Esses resultados estdo de acordo
com o trabalho desenvolvido por Haslam et al. (2010), que analisou apenas 44
pacientes com LMA e também n&o encontraram diferenca na SG entre 0s grupos
de gendtipos ITD/NPM1. Entretanto, vale ressaltar que alguns autores relatam
que aqueles pacientes que apresentam FLT3/ITD" e NPM1" tem pior SG, do que
aqueles com FLT3/ITD* e NPM1™" ou FLT3/ITD e NPM1" e piores ainda do que
aqueles com FLT3/ITD" e NPM1™' (Mrézek et al., 2007; Gale et al., 2008).
Diversos autores tém demonstrado, ainda, que mutacdes no gene NPM1 na

auséncia de FLT3/ITD sdo um fator prognéstico independente favoravel para a

76



remissao completa, SLD e SG em relagdo aos outros gendtipos (Dohner et al.,

2005; Schnittger et al., 2005; Thiede et al., 2006).

A analise das mutagbes FLT3/ITD e NPM1 em associado tem se
mostrado uma ferramenta importante para o prognéstico de pacientes com LMA e
€ considerada uma analise minima para a decisdo do protocolo terapéutico a ser
seguido (Baldus et al., 2007; Dohner et al., 2010; Kutny et al., 2012). Pacientes
com mutacdes FLT3/ITD e sem mutagdes no gene NPM1 se beneficiam com um
transplante alogeneico realizado durante a primeira remissdo completa, enquanto
que pacientes NPM1™' e sem mutacbes FLT3/ITD parecem ndo se beneficiar
com o transplante alogeneico, sendo indicado, nesses casos, apenas a

guimioterapia convencional (Schlenk et al., 2008).

O fato de as mutacbes FLT3/ITD e NPM1 ndo terem apresentado
importancia no prognéstico dos pacientes LMA ndo-LPA do nosso estudo nao
diminui a importancia desses marcadores para a avaliacdo prognostica da LMA.
Esse fato pode ser decorrente do baixo tempo de seguimento do estudo, com
mediana de 16,2 meses, do baixo numero de pacientes, apenas 52, e da
deficiente caracterizacao citogenética. Vale ressaltar que a pesquisa de mutacdes
nos genes FLT3 e NPM1 tem se mostrado uma ferramenta util para a
estratificacdo de risco de pacientes com LMA, apresentado destaque na pesquisa,
na pratica clinica e nas agéncias regulatérias (Dohner et al., 2010; Kutny et al.,
2012). A deficiente caracterizacdo citogenética e o pior desfecho dos pacientes
com LMA da nossa instituicdo demonstra, ainda, a importancia de se investir na
melhoria da assisténcia dada a esses pacientes e a necessidade de iniciativas
colaborativas multicéntricas a fim de melhorar o quadro da LMA no Brasil e, em

especial, no nosso Estado.
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7. Conclusdes

1. As frequéncias das mutagdes FLT3/ITD e no gene NPM1 na LMA estéao de

acordo com a literatura.

2. A baixa frequéncia das mutacbes FLT3/TKD na LMA é semelhante ao
relatado na literatura brasileira, mas estd em desacordo com estudos de

paises desenvolvidos.

3. As mutagbes FLT3/ITD e no gene NPM1 estdo relacionadas com alta
contagem de leucdcitos e, além disso, mutagcdes no gene NPM1 sédo mais
frequentes em pacientes com mais de 60 anos e no grupo de cariotipo

normal.

4. Os resultados comprovam o valor preditivo da mutacdo FLT3/ITD para um
curso clinico desfavoravel na LPA do adulto, entretanto, para os pacientes
nao-LPA, as mutacbes FLT3/ITD e no gene NPM1, aparentemente, néo

apresentaram o0 mesmo impacto prognostico.

5. Os resultados mostraram um pior desfecho dos pacientes em relacdo aos
paises desenvolvidos, chamando a atencdo para a necessidade de

iniciativas colaborativas na tentativa de reverter esse quadro.
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9. Anexos

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo da pesquisa: “Estudo de alteragdes moleculares e sua relagio com dados clinico-laboratoriais em
pacientes adultos com Leucemia Mieldide Aguda do Estado de Pernambuco”

Eu, , abaixo-assinado, dou meu consentimento

livre e esclarecido para participar como voluntario do trabalho de Aleide Santos de Melo Lima cujo titulo
esta supracitado. A pesquisa esta sob a orientacdo do pesquisador Prof. Dr. Marcos Andre Cavalcanti
Bezerra, membro da Unidade de Laborat6rios Especializados (UNILABE).

Assinando este Termo de Consentimento, estou ciente que:

O objetivo da pesquisa é avaliar a presenca de alteracdes nos genes FLT3, NPM1 e CEBPA em pacientes
com Leucemia Mielb6ide Aguda (LMA) diagnosticados na Fundacdo Hemope.

Serdo coletados 5ml de sangue para a avaliagdo do hemograma e analise de DNA. O sangue sera obtido por
puncdo venosa, utilizando agulhas e seringas descartaveis e, desta forma, o Unico risco que posso sofrer é da
formagdo de um pequeno hematoma que pode se formar devido a coleta, ndo havendo nenhuma outra
complicacdo para mim.

Obtive todas as informagOes necessarias para poder decidir conscientemente sobre a minha participagdo no
referido trabalho. Se assim desejar e, por qualquer motivo, estou ciente de que tal fato ndo ira alterar a
qualidade nem os meus direitos quanto ao meu atendimento;

Todas as medidas serdo tomadas para assegurar a confidencialidade;

Estou livre para interromper a qualquer momento a minha participacdo e privacidade de meus dados pessoais.
Os resultados gerais obtidos atraves da pesquisa serdo utilizados apenas para alcancar os objetivos do

trabalho, expostos acima, incluida sua publicacdo na literatura cientifica especializada e apresentacdo em

eventos cientificos. .

_ /Impressao

RECIfe, / / dlgltal
Pesquisador Voluntario (Nome e RG)

Aleide Santos de Melo Lima: 3182-4711/8835-8596

Marcos André Cavalcanti Bezerra: 3182-4711/9138-9556 K
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Anexo 2

J{]ﬁ; P— Comité de Etica em Pesquisa Vax

IEMOPE Av. Joaquim Nabuco, 171 Gragas k‘( g
(o

R Recife Recife-PE o GOVERNQ DF
CEP: 52011.900- Tel.: (81)3182-4771 DE SAUDE ‘ E“ T B"b(jc

E-mail: cep. hemope@gmail.com

1- DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL: N°. 006/2010

Titulo do Projeto: Investigacdo de mutagdes do gene FLT3 na leucemia miel6ide aguda.
Instituicdo Solicitante: Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco -HEMOPE.

Pesquisa

dor: Marcos André Cavalcanti Bezerra, PhD.

Identidade: 5867375 CPF: 987.061.525-20 Telefone: 81- 3182-4711

Enderego: Rua. Antonio Celso Uchoa Cavalcanti , Gragas- Recife — PE — CEP:52050-002.
Co-Orientadora: Cintia Gonsalves de Faria Machado, PhD.

Orientada: Aleide Santos de Melo Lima

Local de

Desenvolvimento do Projeto: Hospital de Hematologia- UNILABE- Laboratério de Hemoglobinopatias.

Finalidade: Bolsa de Fixagdo Técnica da FACEPE.

2 - COMENTARIOS DOS RELATORES:

Objetivo Geral: Avaliar a presenga das mutagdes ITD e D835 do gene FLT3 em pacientes com Leucemia Miel6ide
Aguda (LMA) diagnosticados na Fundagdo Hemope.

Objetivos Especificos: Realizar a padronizagdo das técnicas de biologia molecular para detecgdo das mutagdes ITD e

D835 do
presenga

gene FLT3; Avaliar a presenga das mutagdes do gene FLT3 de acordo com os subtipos de LMA e Avaliar a
das mutagdes do gene FL'T3 de acordo com sexo e faixa etéria (adulto jovem e idoso).

3 - PARECER DO RELATOR: O Comité de Etica em Pesquisa do Hemope (CEP), em cumprimento aos
dispositivos da Resolugdo 196/96 ¢ complementares, ap6s acatar as consideragdes do relator, membro deste Comité,
relativamente as exigéncias apontadas no Parecer n°. 006/2010, considera APROVADO o protocolo de pesquisa
supracitado, uma vez que este ndo colide, aparentemente com os principios basicos da bioética — a ndo maleficéncia, a
beneficéncia, a autonomia e a justiga, além do sigilo.

4 - INF

ORMACOES COMPLEMENTARES:

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

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente ap6s serem analisadas as razoes da descontinuidade, pelo CEP, que o aprovou (Res. CND Item I11. 1.z),
exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou, quando constatar a superioridade
do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em outro centro e enviar notificagdo a0 CEP e ANVISA, junto
com o seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do grupo I ou II
apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-los também a ANVISA, junto
com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. Item 111.2.¢).
Relatérios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos na
Resolugiio CNS-MS 196/96.

Comité de Etica em Pesauisa -HEMOPE
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10. Curriculum vitae (Lattes) a partir de 2011

Formacao académical/titulacao

2011 Mestrado em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Investigacdo de mutacdes nos genes FLT3 e NPM1 na Leucemia
Mieloide Agua
Orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerra
2006 - 2010 Graduacdo em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Avaliacé@o de isolectinas de semente de Cratylia mollis como marcadores
histoquimicos de tecidos do colo uterino humano

Orientador: Prof2 Dr2 Maria Tereza dos Santos Correia

Formacgdo complementar

2011 - 2011 Curso de curta duracdo em Curso de Praticas Hematologicas.
Escola Brasileira de Hematologia, EBH, Brasil
2011 - 2011 Curso de curta duragédo em Calibrac@o, compensacédo e marcacao celular.

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, CPQAM, Brasil

Atuacéo profissional

1. Fundacédo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco - HEMOPE

Vinculo institucional

2010 - Atual Vinculo: Estagiaria Nivel Superior , Enquadramento funcional:
Estagiéria , Carga horaria: 30, Regime: Parcial

2009 - 2009 Vinculo: Estagiario , Enquadramento funcional: Estagiério -
Analises Clinicas , Carga horéria: 20, Regime: Parcial

2. Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco - HC-

UFPE

Vinculo institucional
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2010 - Atual Vinculo: Servidor publico , Enquadramento funcional: Técnico de
laboratdrio , Carga horaria: 40, Regime: Integral
3. Faculdades Integradas de Patos - FIP
Vinculo institucional
2012 - 2012 Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento funcional: Professora
Curso: Pos-Graduacdo em Hematologia , Carga horéaria: 12,

Regime: Parcial

4. Centro de Capacitagéo Educacional - CCE
Vinculo institucional
2011 - 2011 Vinculo: Monitor , Enquadramento funcional: Monitor de poés-
graduacdo , Carga horéria: 25, Regime: Parcial

5. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao

Paulo - USP

Vinculo institucional
2011 - 2011 Vinculo: Estagiério , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga
horaria: 64, Regime: Integral
6. Faculdade Integrada Tiradentes - FITS

Vinculo institucional
2011 - 2011 Vinculo: Monitor , Enquadramento funcional: Monitor de pés-
graduacdo , Carga horaria: 40, Regime: Integral

Producéo
Producao bibliografica
Artigos completos publicados em periédicos
1. Silva, Rafael Ramos da, Araljo, Aderson da Silva, Albuguerque, Dulcinéia Martins de, Costa,
Fernando Ferreira, Machado, Cintia Gonsalves de Faria, Bezerra, Marcos Andre Cavalcanti,
Santos, Magnun Nueldo Nunes dos, Domingues Hatzlhofer, Betania Lucena, Lima, Aleide Santos

de Melo, Fertrin, Kleber Yotsumoto
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JAK2 V617F Mutation Prevalence in Myeloproliferative Neoplasms in Pernambuco, Brazil. Genetic

Testing and Molecular Biomarkers (Online). , v.XX, p.120203074333006 - , 2012.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)
1. Lima, A.S.M., QUINTAS, A., JUNIOR, C. H., FALCAO, D. A., Hatzlhofer, BLD, Neves, M.A.B.,
Aradjo, A.S., Machado, Cintia Gonsalves de Faria, Lucena-Araujo, AR, Bezerra, M.A.C.
Estudo de alteragBes genéticas e sua relagdo com dados clinico-laboratoriais em pacientes
adultos com leucemia mieloide aguda da Fundacdo Hemope In: Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia - HEMO 2012, 2012, Rio de Janeiro.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. , 2012. v.34.
2. HIRATA, O. A., Medeiros, F.S., Aradjo, N.B., Lima, A.S.M., Anjos, A.C., Aragjo, F.A.R., Melo, A.
L., Hatzlhofer, BLD, Bezerra, M.A.C., Aradjo, A.S.
Polimorfismo G463A no gene da mieloperoxidase e sua associacdo com 0s quadros infecciosos
em pacientes com anemia falciforme In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia -
HEMO 2012, 2012, Rio de Janeiro.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. , 2012. v.34.
3. FALCAO, D. A, MELLO, K. H. L., PIMENTEL, R. F., Melo, M.F., Neves, M.A.B., Brito, A.E.,
Larrazébal, B.R., Lima, A.S.M., Bezerra, M.A.C., Machado, C.G.F.
Antigenos aberrantes na LLA do adulto e presenca do BCR/ABL In: Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia - HEMO 2011, 2011, Sao Paulo.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (Impresso)., 2011. v.33. p.164 - 164
4. PIMENTEL, R. F., Larrazabal, B.R., Lima, A.S.M., FALCAO, D. A., MELLO, K. H. L., Melo, M.F.,
Neves, M.A.B., Hatzlhofer, BLD, Bezerra, M.A.C., Machado, C.G.F.
Deteccdo da mutacdo JAK2 V617F em sindromes mielodisplasicas In: Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia - HEMO 2011, 2011, Sao Paulo.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (Impresso). , 2011. v.33. p.284 - 284
5. Lima, A.S.M., Larrazabal, B.R., QUINTAS, A., FALCAO, D. A., MELLO, K. H. L., Brito, A.E.,
Neves, M.A.B., Netto, J.M.F., Bezerra, M.A.C., Machado, C.G.F.
Diagnostico das Leucemias Mieldides Agudas na Fundacédo Hemope In: Congresso Brasileiro de

Hematologia e Hemoterapia - HEMO 2011, 2011, Sao Paulo.
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Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (Impresso). , 2011. v.33. p.169 - 169
6. Araujo, PM, Oliveira, CMC, Lima, A.S.M., Andrade, SB, Buhr, IM
Sensibilizagdo por anti-Jkb decorrente de mola hidatiforme: Relato de caso In: Congresso
Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia - HEMO 2011, 2011, S&o Paulo.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (Impresso). , 2011. v.33. p.367 - 367

Apresentacdo de trabalho e palestra

1. Lima, A.S.M.

Aula teodrico-pratica em Imunohematologia laboratorial na Disciplina de Exames
Hematologicos | para o Curso de Biomedicina da Universidade Federal de Pernambuco,
2013. (Conferéncia ou palestra,Apresentacao de Trabalho)

2. Lima, A.S.M.

Aula teodrico-pratica em Imunohematologia laboratorial na Disciplina de Exames
Hematologicos | para o Curso de Biomedicina da Universidade Federal de Pernambuco,
2012. (Conferéncia ou palestra,Apresentacdo de Trabalho)

3. Lima, A.S.M.

Aula tedrico-pratica em Imunohematologia laboratorial na Disciplina de Exames
Hematoldgicos | para o Curso de Biomedicina da Universidade Federal de Pernambuco,

2011. (Conferéncia ou palestra,Apresentacdo de Trabalho)

Producéao técnica

Demais producdes técnicas

1. Bezerra, M.A.C., Lima, A.S.M., Hatzlhofer, BLD

Il Curso de de extensdo em Hematologia Laboratorial, 2013. (Extensdo, Curso de curta
duracdo ministrado)

2. Bezerra, M.A.C., Domingues Hatzlhofer, Betania Lucena, Lima, A.S.M.

| Curso de extensdo em Hematologia Laboratorial, 2012. (Extensdo, Curso de curta duracéo
ministrado)

3. Bezerra, M.A.C., Lima, A.S.M., Hatzlhofer, BLD

Il Curso de extensdo em Hematologia laboratorial, 2012. (Extensao, Curso de curta duragao
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ministrado)

Orientacdes e Supervisdes

OrientagOes e supervisoes

OrientacOes e supervisdes concluidas

Orientacdo de outra natureza

1. ADONIS SOARES PERES QUINTAS. INVESTIGACAO DE MUTACOES NO GENE FLT3 NA
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA. 2012. Orientac&o de outra natureza (Biomedicina) - Universidade

Federal de Pernambuco

Eventos

Eventos

Participagdo em eventos

1. Apresentacdo Oral no(a) Il Simpdsio de Citometria de Fluxo, 2011. (Simpdsio)

Diagnéstico das Leucemias Agudas na Fundacdo Hemope.

2. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia
- HEMO 2011, 2011. (Congresso)

Diagnosticos das Leucemias Agudas na Fundagdo Hemope.

Bancas

Bancas

Participacdo em banca de trabalhos de concluséo

Graduacéo

1. Bezerra, M.A.C., FALCAO, D. A., ARAUJO, A. R. L., ARAUJO, R. F. F,, Lima, A.S.M.
Participacdo em banca de TAUANE MATHIAS PEREIRA. ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS
NO GENE BMP6 EM PACIENTES COM OSTEONECROSE PORTADORES DE ANEMIA
FALCIFORME, 2013

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

96



2. Hatzlhofer, BLD, FALCAO, D. A., ARAUJO, A. R. L., ARAUJO, R. F. F,, Lima, A.S.M.
Participacdo em banca de OHANNA AZEVEDO HIRATA. Polimorfismo G-463A no gene da
mieloperoxidase e sua associacdo com os quadros infecciosos em pacientes com anemia
falciforme, 2013

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

3. Bezerra, Marcos Andre Cavalcanti, Domingues Hatzlhofer, Betania Lucena, Araljo, A.S.,
Lucena-Aradjo, AR, Lima, A.S.M.

Participacdo em banca de Igor de Farias Gomingos. Caracteristicas Moleculares de Pacientes
com Anemia Falciforme e Acidente Vascular Cerebral, 2012

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

4. Bezerra, M.A.C., Hatzlhofer, BLD, Ferreira, GA, Lima, Aleide Santos de Melo

Participagdo em banca de Erika Ketlem Gomes Trindade. Pesquisa da deficiéncia de glicose-6-
fosfato desidrogenase em alunos da UFPE, 2012

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

5. Bezerra, Marcos Andre Cavalcanti, Hatzlhofer, BLD, Ferreira, GA, Lima, Aleide Santos de
Melo

Participacdo em banca de Maria Lima Sitonio. Pesquisa de hemoglobinas variantes S e C em
estudantes da Universidade Federal de Pernambuco, 2012

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco
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