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RESUMO

Objetivo: Estudar a frequéncia de mutagodes, que podem configurar
bom ou mau prognéstico, bem como sua relagdo com estudo de
cariétipo e imunofenotipico, em portadores de leucemias mieloides
agudas. Métodos: Foram estudadas 30 amostras de portadores de
leucemias mieloides agudas, que foram submetidas a pesquisa das
mutacoes FLT3-ITD, FLT3-TKD e NPM1. Todas as amostras foram
submetidas a estudo imunofenotipico e 25 delas foram submetidas
a estudo cariotipico. Resultados: Pudemos observar frequéncia de
33,3% de mutagdo NPM1 e igual nimero em FLT3-/TD, frequéncia
que se elevou para 50 e 40% quando se estudaram apenas os
casos com cariotipo normal. Dos casos com cari6tipo normal, 8%
apresentaram o genétipo NPM1+/FLT3-, migrando para o grupo
de leucemia mieloide aguda de bom prognéstico. Nao observamos
o fendtipo tipico das leucemias mieloides agudas com cariétipo
normal e NPM1 mutado (HLA-DR e CD34 negativos) nesta pequena
casuistica. Conclusao: O presente estudo foi capaz de identificar
casos de bom prognéstico, enfatizando que ha necessidade de se
incorporarem a rotina diagndstica novos marcadores genéticos, para
a correta estratificacdo progndstica e orientacao terapéutica das
leucemia mieloide aguda.

Descritores: Leucemia mieloide aguda/genética; Citogenética;
Marcadores genéticos; Aberracdes cromossdmicas

ABSTRACT

Objective: To study the frequency of mutations that may lead to a
good or bad prognosis, as well as their relation with the karyotype
and immunophenotype in patients with acute myeloid leukemia.
Methods: Thirty samples of patients with acute myeloid leukemia

were studied, in which FLT3-ITD, FLT3-TKD and NPM1 mutations were
investigated. All samples were submitted to immunophenotyping and
25 to karyotyping. Results: An occurrence of 33.3% NNPM1 mutation
and an equal number of FLT3-ITD mutation were observed. When
only the cases with normal karyotype were studied, this figures
increased to 50 and 40%, respectively. Eight percent of cases with
normal karyotype and genotype NPM1+/FLT3- were included in the
group of acute myeloid leukemia with good prognosis. The typical
phenotype of acute myeloid leukemia with normal karyotype and
mutated NPM71 (HLA-DR and CD34 negative) was not observed in
this small series. Conclusion: Good prognosis cases were identified
in this series, emphasizing the need to include new genetic markers
in the diagnostic routine for the correct classification of acute myeloid
leukemia, to more properly estimate prognosis and determine
treatment.

Keywords: Leukemia, myeloid, acute/genetics;
Genetic makers; Chromosome aberrations

Cytogenetics;

INTRODUCAO

As leucemias mieloides agudas (LMAs) sao um grupo
heterogéneo de doencas neopladsicas com grande
variabilidade no curso clinico e resposta a terapéutica,
assim como em sua base genética e molecular (mais de
300 translocagdes cromossOmicas € mutagdes génicas
ja foram descritas). Acredita-se que mais de um evento
mutagénico seja necessario para a génese da doenca,
envolvendo mecanismos de proliferacao celular
(mutacoes de classe I, como exemplos BCR-ABL, FLT3,
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RAS, c-Kit, PTPN11, NF1, TEL-PDGRf}) e bloqueio da
diferenciacdo (mutacdes de classe II, como exemplos
CBFf}-MYH11, AMLI-ETO, TEL-AMLI, PML-RARA,
MLL, NUP98-HOXAY, PU.1, C/CEPa, AMLI, AML-
AMP19, CEBPA, NPM1)12,

Associada ao fator idade, as alteragoes citogenéticas
e moleculares presentes ao diagnostico sao as principais
variaveis relacionadas ao progndstico na LMA. Até cin-
co anos atrés, as anormalidades citogenéticas definiam
trés grupos de risco para portadores de LMA com idade
inferior a 60 anos. Aproximadamente 25% dos pacien-
tes pertenciam ao grupo de risco favoravel, apresentan-
do t(15;17), t(8;21) e inv(16); 25 a 30% ao de risco des-
favoravel, envolvendo rearranjos génicos MLL, t(6;9),
t(9;22), monossomia/dele¢does dos cromossomos 5 € 7,
inv(3)(q21q26) e cariétipos complexos. Finalmente, 50
a 60% dos pacientes eram portadores de risco interme-
diario, envolvendo t(9;11), +8, -Y e cari6tipo normal,
este dltimo correspondendo a até 50% dos casos®. A
estimativa de sobrevida de 5 anos para portadores de
subtipos citogenéticos de risco bom, intermediario e
desfavoravel foi estimada em 55, 38 € 11% em casuis-
tica compreendendo 609 pacientes com LMA e idade
inferior a 60 anos®.

Pacientes mais idosos apresentam classicamente
maior porcentagem de anormalidades citogenéticas de
mau prognoéstico (até 51%) e menor porcentagem de
bom prognostico (cerca de 4%)©. A partir dos 60 anos,
nota-se um nitido decaimento nas curvas de sobrevida
para o mesmo subtipo citogenético, a excecao da leu-
cemia promielocitica aguda (LPA), conforme trabalho
compreendendo 1.225 portadores de LMAs®. Também
Farag et al. mostraram que para a populagao acima de 60
anos e tratados com esquemas quimioterapicos classicos,
apenas 6% estavam vivos apds 5 anos”®.

Nos ultimos anos, uma série de anormalidades ge-
néticas foram descobertas nas LMAs com caridtipo
normal, particularmente mutagdes nos genes NPMI
(nucleofosmina), FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3);
CEPBA (CCAAT/enhancer binding protein o); MLL
PTD (myeloid-lymphoid ou mixed-lineage leukemia),
NRAS- (neuroblastoma RAS viral oncogen), BAALC
(brain and acute leukemia gene), ERG (v-ets erytroblas-
tosis virus E26 oncogene-like), entre outros®. Aproxi-
madamente 45% dos casos de LMA possuem carioti-
po normal, sendo que, dentre estes, as mutacoes dos
genes NPM1 e FLT3 sao as mais prevalentes, corres-
pondendo, respectivamente, a 45 a 55% e a 35 a 45%
dos casos!'?.

O gene FLT3, localizado no cromossomo 13q12, co-
difica um receptor com atividade tirosina-quinase rela-
cionado a ativacao de vias de sinalizagao celular respon-
savelis pela proliferacao celular, sendo este normalmente
muito expresso em estagios iniciais de células precurso-
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ras mieloides. Mutacoes do tipo FLT3-ITD consistem em
insercoes em tandem de comprimento variavel na regiao
que codifica o dominio justamembrana do receptor. Ja a
mutacao FLT3-TKD ¢ do tipo pontual e afeta o dominio
tirosina-quinase. Ambas as mutacOes resultam em cons-
tante atividade tirosina-quinase. A primeira mutacao
possui frequéncia de 35 a 45% dos casos de LMA com
caridtipo normal, ja a segunda apresenta frequéncia in-
ferior a 5%

O gene NPM1, localizado no cromossomo 5q35, codi-
fica uma fosfoproteina nucleolar que realiza o transporte
entre o nucleo e o citoplasma, e esta envolvida direta-
mente na regulacao e estabilidade de proteinas nucle-
ares. A mais frequente mutacio consiste na duplicagao
de quatro pares de bases no éxon 12 (85% dos casos),
mas também podem ocorrer outros tipos de insercao
de quatro pares de bases na mesma regidao. Essa muta-
¢ao causa a localizagao aberrante da proteina NPM1 no
citoplasmaV.

Trabalhos tém demonstrado que as LMAs com cari-
6tipo normal e mutacao nos genes NPM1 e CEBPA, ou
em ambos, possuem prognésticos favoraveis, enquanto
que mutagoes no gene FLT3 possuem progndstico des-
favoravel. Ja os casos em que ocorrem mutacoes simul-
taneas nos genes FLT3 e NPMI possuem prognostico
intermediario?.

Baseando-se nesses conhecimentos, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em 2008, classificou a LMA
em varios grupos, incluindo as LMAs com anormalidades
genéticas recorrentes, que abrangem nove subtipos, sendo
dois deles entidades ainda provisorias (Quadro 1)13149,

Quadro 1. Classificacdo da Organizacdo Mundial da Satide, 2008, para as
leucemias mieloides agudas

LMA com anormalidades genéticas recorrentes
LMA com (8;21)(q22;q22)- RUNX1T1-RUNX1
LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22)- CBFB-MYH11
Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(q22;q21)- PML-RARA
LMA com t(9;11)(p22;923)- MLLT3-MLL
LMA com (6;9)(p23;q34)- DEK-NUP214
LMA com inv(3)(q21;g26.2) ou t(3;3)(q21;q26.3) RPN1-EVIT
LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;q13)- RBM15-MKL1
LMA com mutagdo NPM1- entidade provisdria
LMA com mutacao CEBPA- entidade provistria

LMA com alteracdes relacionadas a mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas a terapéutica

LMA nao especificadas

Sarcoma mieloide

Proliferacoes mieloides relacionadas a sindrome de Down

Neoplasia de célula dendritica plasmocitoide blastica

LMA: leucemia mieloide aguda.

Assim, novos grupos de risco genético tém sido de-
finidos recentemente para LMA, conforme mostra o
quadro 2.
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Quadro 2. Classificagéo da leucemia mieloide aguda em 2010, de acordo com
subtipo citogenético e molecular(')

Favoravel t(15;17)(q22;921)- PML-RARA-

t(8;21)(922;922)- RUNXTT1-RUNXT

inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922)- CBFB-MYH11

NPM1 mutado e sem FLT3-TD (cariétipo normal)
Intermedidrio | CEBPA mutado (cariétipo normal)

NPM1 mutado e com FLT3-ITD (cari6tipo normal)

NPMT1 selvagem e com FLT3-ITD (cariétipo normal)

NPMT1 selvagem e sem FLT3-ITD (cari6tipo normal)
Intermediario I t(9;11)(p22;923)- MLLT3-MLL

Anormalidades citogenéticas nao favoraveis ou
desfavoraveis
inv(3)(a21;426.2) ou t(3;3)(q21;426.3) -RPN1-EVIT

t(6;9)(p23;g34)- DEK-NUP214
t{v;11)(v;q23)- rearranjo MLL
-5/50-, -7/7¢-

Caritipo complexo

Desfavoravel

Outras anormalidades genéticas nao computadas
no quadro 2 também parecem predizer sobrevida.
Mutagoes no gene c-Kit parecem se associar a pior
prognostico nas LMAs com t(8;21) ou inv(16), tam-
bém denominadas LMAs CBF (core binding factor)
215 Também cari6tipo monossomal definido como
o cariotipo com duas ou mais monossomias autosso-
micas ou uma monossomia autossdmica associada a
anormalidade estrutural tem sido associado ao pior
grupo de risco%17,

A citometria de fluxo multiparamétrica € essencial
na caracterizacdo das neoplasias mieloides e analisa
grande volume de células em curto periodo de tempo,
caracterizando varios antigenos por célula. A identifi-
cacdo de antigenos de diferenciagao leucocitaria, na
membrana e intracitoplasmaética, possibilita detectar
fenotipos mistos, aberrantes e acompanhar doenca re-
sidual minima. A expressao de certos antigenos, como
CD7, CD11b, CD14, CD56 e CD34 pode estar asso-
ciada a prognosticos adversos. Fendtipos aberrantes
sao encontrados em pelo menos 75% das LMAs(?,
A imunofenotipagem mostra caracteristicas peculia-
res na LMA com NPMI mutado, ou seja: expressao
antigénica de CD13, CD33 e MPO concomitante com
expressoes de antigenos monociticos CD14 e CD11b,
e auséncia de expressao de CD3419,

OBJETIVO

Estudar afrequéncia de mutacdes, que podem configurar
bom ou mau prognéstico, bem como sua relacdo com
estudo de caridtipo e imunofenotipico, em portadores
de LMA.

einstein. 2011; 9(2 Pt 1):184-9

METODOS

O Laboratério de Técnicas Especiais do Hospital
Israelita Albert Einstein (HIAE) recebe amostras
de portadores de LMA para realizacdo de estudos
imunofenotipicos, citogenéticos e moleculares,
procedentes de diversos centros de tratamento.
A partir de 2009, apds a assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido, 30 amostras de
medula 6ssea procedentes de pacientes com LMA
recém-diagnosticada ou em recaida foram submetidas
a pesquisa das mutagoes FLT3-ITD, FLT3-TKD e
NPM]I. Todas as amostras foram submetidas a estudo
imunofenotipico e 25 delas a estudo cariotipico.

O estudo imunofenotipico foi realizado utilizando
células marcadas com anticorpos monoclonais para
painel proliferativo (CD2, CD4, CD7, CD10, CD11b,
CDl11c, CD13, CD14, CD15, CD19, CD20, CD22,
CD33,CD38,CD34,CD56,CD64,CD71,CD117, HLA-
DR, glicoforina A, CD3 ¢, MPOc, TdT e CD79a). Apods
o preparo com cloreto de amodnia (tampao hemolitico),
foi realizada andlise em citometro de fluxo (Epics XL-
MCL ou FC-500 — Beckman Coulter).

O estudo citogenético foi realizado em culturas de
24 e 48 horas, sem agentes estimulantes, submetidas a
bandamento G e descritas conforme nomenclatura in-
ternacional (ISCN 2009).

Para andlise das mutacoes nos genes FLT3 e NPM1,
o DNA das amostras foi extraido pelo kit QIAmp DNA
Blood Mini Kit (Quiagen), purificado (EXOSAP) e
submetidos a PCR para amplificacdo, utilizando pri-
mers especificos e marcados para as mutagoes FLT3-
ITD (éxon 14/15) e NPM1. Eletroforese capilar foi uti-
lizada para analise do FLT3-ITD e NPM1 por tamanho
de fragmento. Para a pesquisa das mutacoes FLT3-
TKD, foi realizada nova reacdo de PCR com primers
especificos para a realizacdo de Nested-PCR, seguido
de sequenciamento. A analise da mutacdo FLT3-ITD
e NPM1 foi realizada no software GeneMapper, e os
sequenciamentos no SeqScape.

RESULTADOS

O quadro 3 mostra a descricao dos
imunofenotipicos, moleculares e cariotipicos.

No total de casos estudados, observamos a presen-
¢a de mutagao no gene NPM1 em 10 das 30 amostras
(33,3%), sendo a mesma frequéncia para a mutacio
FLT3-ITD. A coexisténcia de ambas ocorreu em seis
casos. Nenhuma amostra se mostrou positiva para mu-
tacao FLT3-TKD.

Das 25 amostras que tiveram seus caridtipos anali-
sados, 10 apresentaram-no normal (40%). Quando ana-
lisamos apenas os caridtipos normais, 50% possuiam

achados
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mutacao no gene NPM1 e 40% a mutagao FLT3-ITD. A
presenca concomitante de ambas foi diagnosticada em
30% desses casos.

Dentre as 15 amostras diagnosticadas com cariétipo
anormal, 4 delas apresentaram cariétipos com a t(15;17)
e 1 com variante t(8;21), consideradas de bom prognés-
tico. Cinco amostras apresentaram caridtipos de prog-
nostico desfavoravel, sendo estes de t(3;3), t(6;9), del(7)
(q21), rearranjo 11923 e um complexo. Ainda foram re-
gistrados mais cinco casos considerados de progndstico
intermediario, como del(16)(q22), add(2)(q37), del(3)
(p21), trissomia do 5 e t(6;19).

Trés casos com caridtipo anormal também apresen-
taram alteracoes moleculares, sendo dois casos com
t(15;17) e mutacao FLT3-ITD e um de trissomia do 5
com FLT3-ITD e NPMI mutado.

Segundo nosso estudo, dos 25 casos com estudo cario-
tipico, 28% dos casos foram classificados como de prog-
noéstico favoravel, sendo, dentre estes, 8% com caridtipo
normal e NPMI mutado e 20% com caridtipo anormal
(16% t(15;17) e 4% t(8;21)). 32% foram classificados
como intermediario-1, todos estes com caridtipo normal
e 12% NPM1 mutado e FLT3-ITD, 4% FLT3-ITD e 16%
selvagem para ambas mutagdes. Os demais casos, todos
com cari6tipo anormal, foram estratificados como inter-
medidrio-2 (20%) e desfavoraveis (20%) (Figura 1).

O Favoravel t(15;17)

B Favoravel t(8;21)

O Favoravel KT nl
9
a4 4% 4% 16%

NPM1+/FLT3-
,, Dinter-1KTnl
4% NPM1+/FLT3+
B nter-1 KT nl NPM1-/FLT3-
8%
@ Inter-1 KT nl NPM1-/FLT3-

W Inter-2 KT anl

% 0 Desfavoravel (6;9)

4%

9
16% B Desfavoravel t(3;3)

B Desfavoravel MLL
O Desfavoravel 7g-
O Desfavoravel complexo

Figura 1. Frequéncia dos prognésticos segundo a classificacéo das leucemias
mieloides agudas de acordo com os subtipos citogenéticos e moleculares

O estudo imunofenotipico mostrou que 18 casos
(60%) apresentavam expressao de antigenos de linha-
gem ndo mieloide: CD7 em 10 casos, CD56 em 5 casos
e CD11b em 7 casos, sendo que 4 casos apresentaram
concomitancia de CD7 e CD11b. A expressao do CD56
foi detectada em 16,6% dos casos de LMA e em 20% dos
casos com mutacao de FLT3.

Os estudos imunofenotipicos dos 4 casos com mu-
tacdo do NPM1 e FLT3 selvagem (2 com caridtipo nor-
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mal e 2 sem estudo cariotipico) mostraram, em 2 de-
les, auséncia de expressao de CD34. Dos 6 casos com
gen6tipo NPM1 mutado e FLT3-1TD (3 com caridtipo
normal, 1 com cariétipo anormal e 2 sem estudo ca-
riotipico), 4 deles apresentaram auséncia de expressao
de CD34. Apenas 1 dos 4 casos de gen6tipo FLT3-ITD
e NPM1 selvagem (1 com caridtipo normal, 2 com
t(15;17) e 1 sem estudo cariotipico) mostrou auséncia
da expressao de CD34.

DISCUSSAO

Apesar de termos estudado um pequeno nimero
de amostras de portadores de LMA, a frequéncia
observada de mutagdes em FLT3 e NPMI foi
semelhante aquelas relatadas na literatura, tanto para
todos os subtipos de LMA, como para as LMAs com
cariotipo normal.

Em trabalho utilizando casuistica nacional, foi ob-
servado o total de 43,7% de mutagdoes em NPMI no
subtipo de LMA com cari6tipo normal, frequéncia se-
melhante & observada por n6s!®. A presenca de muta-
¢ao FLT3-ITD de 33,3% foi um pouco superior a rela-
tada por Lucena-Araujo (23,6%), sendo essa mutagao
observada nos varios subtipos de LMA, incluindo na
LPA, dados também concordantes com a literatura in-
ternacional e nacional %19,

Nao foi detectada mutacao do tipo TKD, o que cor-
robora o achado menos prevalente dessa mutacdo em
casuisticas brasileiras quando comparadas as america-
nas e europeias(820,

Em relacdo ao estudo imunofenotipico, a pequena
casuistica prejudicou a comprovacao de dados citados
na literatura, como a menor frequéncia de expressao
de CD56 no subtipo com FLT3 mutado, e a auséncia
da expressio de CD34 e HLA-DR nas LMAs com
NPM1 mutado. Neste estudo, a frequéncia da expres-
sao de CD56 foi semelhante a observada na LMA com
mutagido FLT3 e também um dos portadores de LMA
NPM1+/FLT3- apresentou células blasticas com ex-
pressao de CD34 e HLA-DR.

Pelo exposto, pode-se inferir que a rotina diagnodsti-
ca deve incorporar novos marcadores genéticos para a
correta estratificacao prognostica e orientacgao terapéu-
tica das LMAs.

CONCLUSAO

A frequéncia observada das mutacoes em FLT3 e NPM1
nessa casuistica foi semelhante aquelas da literatura,
sendo capaz de identificar um subgrupo de casos
com caridtipo normal NPMI+/FLT3-, reconhecido
atualmente como de bom prognéstico.
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