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RESUMO

Introducdo: A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma doenca hematologica, heterogénea,
que se desenvolve na medula Ossea a partir de alteracbes genéticas e epigenéticas nos
precursores hematopoiético, resultando na proliferagdo clonal de células blasticas da linhagem
mieloide. Alteragdes no gene FMS- Like Tirosina quinase 3 (FLT3), como duplicacéo interna
em tandem (FLT3-ITD) e variante no cédon D835 sdo relatadas com frequéncia de 30% e 10%
dos casos, respectivamente. Essas variantes sdo relacionadas a baixa sobrevida e risco de
recaida. Entretanto, dados sobre outras alteracdes no gene FLT3 sdo pouco relatadas. Objetivo:
Este estudo teve como objetivo avaliar variantes no FLT3 em pacientes com LMA atendidos na
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. Metodologia: Foram
avaliados 36 pacientes com diagnostico de LMA de ambos o0s géneros com idade entre 18-92
anos. Amostras de medula 6ssea foram coletadas e a identificacdo de alteragdes no gene FLT3
foi realizada pelo sequenciamento de Sanger. Resultados: Diferentes variantes do gene FLT3
foram identificadas, total de 26 variantes em 18 pacientes. Variantes tipo missense foram
encontradas nos dominios funcionais, como 6 (23,1%) extracelular (EC), 3 (11,5%)
transmembranar (TM), 1 (3,9%) justamembranar (JM), 5 (19,2%) no dominio tirosina quinase
| (TKD1) e 4 (15,4%) dominio tirosina quinase Il (TKD2). FLT3-ITD foram identificadas 3
(11,5%) no dominio JM e 4 no TKD1 (15,4%). As variantes classificadas como patogénicas
foram 19 (73,1%) com frequéncia alélica das variantes (VAF) de 11-62,5%. Variantes tipo
missense foram relacionadas com intensa plaquetopenia (p=0,038) e aumento de blastos no
sangue periférico (p=0,014). Maiores concentracdes de hemoglobina foram observadas em
pacientes com FLT3-1TD (p=0,049). A presenca de variante no gene FLT3 pode ser identificada
em paciente com LMA secundaria e na recaida, como abordado em relato de 4 casos, portanto
a maioria foram identificados em LMA novo (75%). Conclusdo: Este estudo destaca a
ocorréncia de diferentes variantes patogénica no gene FLT3 em pacientes com LMA, as
variantes missense como mais prevalentes e estdo relacionadas com alteracGes hematologicas,
destacando a importancia do rastreio de variantes no gene FLT3.

Palavras Chaves: Leucemia Mieloide Aguda, FLT3, Duplicagédo Interna em Tandem,

Inibidores do FLT3, variantes missense.



ABSTRACT

Introduction: Acute myeloid leukemia (AML) is a disease heterogeneous hematological,
which develops in the bone marrow after genetic and epigenetic changes in hematopoietic
precursors, resulting in the clonal proliferation of blast cells of the myeloid lineage. Variations
in the FMS-Like Tyrosine kinase 3 (FLT3) gene, as internal tandem duplication (FLT3-1TD)
and variant in the D835 codon are reported frequently 30% and 10% of the cases, respectively.
These mutations are associated with poor survival and risk of relapse. However, data on other
variants in the FLT3 exome are not reported. Objective: This study aimed to evaluate variants
in FLT3 in patients with AML treated at the Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas. Methodology: Were evaluated 36 patients diagnosed with AML
of both genders and aged between 18-92. Bone marrow samples were collected and
identification of FLT3 exome variants was performed by Sanger sequencing. Results: Different
FLT3 gene variants were identified, total of 26 variants in 18 patients. Missense variants were
found in functional domains, as 6 (23.1%) extracellular (EC), 3 (11.5%) transmembrane (TM),
1 (3.9%) juxtamembrane (JM), 5 (19.2%) in the tyrosine kinase | domain (TKD1) and 4 (15.4%)
tyrosine kinase Il domain (TKD2). FLT3-ITD variants were identified 3 (11.5%) in the JM
domain and 4 in TKD1 (15.4%). The allele frequency (VAF) of pathogenic variants ranged
from 11-62.5%. Missense variants were related with intense thrombocytopenia (p=0.038) and
increased blasts in peripheral blood (p=0.014). Higher hemoglobin values were observed in
patients with FLT3-ITD (p=0.049). The presence of a variant in the FLT3 gene can be identified
in patients with secondary AML and in relapse, as discussed in a report of 4 cases, therefore the
majority were identified in new AML (75%). Conclusion: This study highlights the occurrence
of different potentially pathogenic variants in the FLT3 gene in patients with AML, the
missense variants as most prevalent and related with hematological changes, highlighting the
importance of screening variants in the FLT3 exome.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia, FLT3, Internal Tandem Duplication, FLT3 Inhibitors,

missense variants.
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1. INTRODUCAO

A leucemia é um grupo de doencas onco-hematoldgica que se desenvolve na
medula Ossea, caracterizada pelo aumento no numero de glébulos brancos anormais
prejudicando proliferacéo, diferenciacdo, apoptose das células hematopoiética.l? Sao
descritos mais de 12 tipos de leucemias clinicamente heterogéneas e sua classificacdo
baseia-se no tipo de linhagem celular afetada, sendo as quatros principais subdivididas em
aguda ou cronica e, em mieloide ou linfoide: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
mieloide crénica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA) e leucemia linfocitica cronica
(LLC).t3

A LMA ocorre com maior frequéncia em adultos com idade superior a 65 anos,
enquanto a LLA é mais incidente na faixa etaria pediatrica, menores de 15 anos.*

O processo de malignidade da LMA esta relacionado com a diversidade de
alteracOes genéticas e epigenéticas nos percursores mieloides, ocasionando desregulacao e
desenvolvimento anormal dos componentes sanguineos. >

Alteracbes cromossdmicas numeéricas e estruturais sdo alteracdes citogenéticas
presentes em mais da metade dos casos de LMA.® Entretanto, uma média de 45% dos
pacientes com LMA estdo associados ao cariétipo sem anormalidades citogenéticas,
evidenciando que outros fatores contribuem para o desenvolvimento das leucemias
mieloides agudas, como alteracdes em 0s genes que participam na regulacdo de vias
intracelulares de transducéo de sinais de apoptose e proliferacdo.’

Anormalidades moleculares recorrente, como no gene FMS-like tirosina quinase 3
(FLT3), é detectada em aproximadamente 30% dos pacientes de LMA. © O FLT3 é um
receptor de tirosina quinase expresso nas células hematopoiéticas, conferindo vantagens
proliferativas e de sobrevivéncia.” Sdo descritos duas principais alteragdes: duplicagio
interna em tandem (FLT3 - ITD) e variantes no dominio tirosina quinase (FLT3 — TKD).’
Essa alteracdo no FLT3 ativam constitutivamente os receptores aumentando a proliferacéo
e diminuicdo da apoptose, e caracteriza um progndstico desfavoravel com maior risco de
recaida e menor sobrevida. ’

Para o tratamento da LMA as principais terapias disponiveis sdo baseadas em
quimioterapicos que possuem altos indices de toxicidades e riscos elevados, e atualmente,
varios inibidores direcionados ao FLT3 foram desenvolvidos e oferecem novas opcdes
terapéuticas para pacientes com variantes do FLT3.2 Em média, 57% dos pacientes

recidivam e ou se mostra refratario ao primeiro ciclo de tratamento, tornando o progndstico
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ruim, com uma sobrevida média de 12 meses em cerca de 30% desses pacientes.® O FLT3
é um importante biomarcador de progndstico e terapéutico recomendada pela Diretriz
Internacional European Leukemia Net (ELN), revisada recentemente em 2022, e classifica
0 paciente no gripo de risco intermediario®®

Considerando que anormalidades genéticas tém significado importante para a
conduta terapéutica e que alteracGes no FLT3 estdo associados ao progndstico e desfecho
clinico dos pacientes com LMA, esse estudo visa identificar possiveis variantes genéticas
no FLT3, assim como a frequéncia alélica das variantes e associar com dados

clinicos/laboratorial dos pacientes com LMA diagnosticados na Fundacio HEMOAM.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Leucemia Mieloide Aguda: Definicdo e Epidemiologia

A leucemia mieloide aguda (LMA) € um cancer hematopoiético de origem clonal
maligno, caracterizada por acumulo de blastos altamente proliferativos, com consequente
interrupcdo na diferenciacdo maturativa dos precursores mieloides imaturos que iniciam na
medula Gssea e migram para o sangue periférico. #'*'2 Menos frequente, mas
potencialmente grave na LMA, as alteraces extra medulares sdo: infiltracbes de células
leucémicas em outros sistemas e 6rgéaos, e pode acometer a pele, mucosa gengival, outros
tecidos moles, figado (hepatomegalia), baco (esplenomegalia) e no sistema nervoso central
manifestando cefaleia, sintomas auditivos ou visuais e estado mental alterado.*>*

A estimativa mundial aponta a ocorréncia de 475 mil casos novos de leucemias no
ano de 2020, representando 2,5% entre todos os canceres existentes. A leucemia é a décima
neoplasia mais incidentes no homem, e foram registrados 270 mil casos em 2020, com
risco estimado de 6,3 casos/100 mil homens. Nas mulheres, foram 205 mil casos novos
com taxa de incidéncia de 4,5 casos/100 mil mulheres, ocupando a décima segunda
posicio. 31

No estudo realizado por Miranda Filho e colaboradores,® foi avaliado a incidéncia
mundial das leucemias nos cinco continentes nos anos de 2003 a 2012, utilizando os dados
registrados pelo Cancer Incidence in Five Continents Volume X (CI5-X) e na International
Agency for Research on Cancer (IARC), e demonstrou elevadas taxas de incidéncia da
doenca em paises com Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) alto, como Canada
(9,5/100.000), Australia (9,4/100.000), Irlanda (9,4/100.000), Nova Zelandia
(11,3/100.000), América do Norte (10,5/100.000) e Europa Ocidental (9,6/100.000);
enquanto em paises com o IDH muito baixo, como Africa Ocidental (1,4 por 100.000) e
Africa Central (2,6 por 100.000) a incidéncia foi muito baixa (Figura 1).* Essa
discrepancia geogréafica pode ser parcialmente conferida as condi¢des de acesso ao sistema
de saude e diagnostico diferencial disponiveis entres os diferentes paises, outros fatores
etioldgicos incluindo interagcbes ambientais e genéticos também podem influenciar nessas
variagdes .

A LMA é a leucemia aguda mais prevalente em adultos (cerca de 80%), e em
relacdo a faixa etaria pediatrica menor de 15 anos, representando 15% a 20%. A incidéncia

para todos os tipos de leucemia é maior em homens do que entre as mulheres, e em pessoas
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idosas com idade ao diagnostico acima de 65 anos. ! Com o aumento da idade, as
anormalidades citogenéticas sdo mais frequentes, desfavorecendo o progndstico com o

tratamento padrdo e com desfechos piores nessa faixa etaria.!t’

*%* H
Incidéncia Mundial da LMA = **IDH muito alto

2003 a 2012 = **|DH Baixo
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Zelandia Norte  Ocidental Central Oidental

Figura 1 - Incidéncia mundial de LMA/100.000 habitantes referente ano de 2003 a 2012.
Fonte: Miranda Filho e colaboradores,2016.. **IDH (Indice de Desenvolvimento Humano).

Nos Estados Unidos da América (EUA) foram estimados em 2019 cerca de 21.450
casos novos de LMA (1,2% de todos os tipos de cancer) frequentemente com incidéncia
maior na faixa etaria mais elevada: 25,1% em adultos com 65 a 74 anos e 33,7% em adultos
acima de 75 anos. A sobrevida de cinco anos foi de 28,3%, e estimativa de 10.920 6bitos
por LMA em 2019, com taxa de morte maior na faixa etaria acima de 75 anos (43,7%).'®

A incidéncia de LMA no Brasil é desconhecida, e o Instituto Nacional de Cancer
(INCA) descreve dados referente as leucemias de modo geral. A estimativa de casos de
leucemias para cada ano do triénio de 2023-2025, corresponde a 11.540 novos casos, com
incidéncia estimada de 5,33/100 mil habitantes (Tabela 1). A incidéncia de LMA Os dados
informados pelo instituto sdo infelizmente de casos geral das leucemias agudas e crénicas.
150s casos de leucemias por regides do Brasil estdo descritos na tabela 1.1°
Tabela 1 — Estimativas de novos casos e taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes

no Brasil.

Estimativas de Novos Casos para ano de 2023

Leucemias

Regido Norte 440 4,53 350 3,64 790 4,08
Regido Nordeste 1.770 6,23 1530 5,08 3.300 5,64
Regido Sul 1.100 7,28 1.090 6,97 2.190 7,12
Regido Sudeste 2.580 5,83 2.030 4,36 4.610 5,08
Regido centro- Oeste 360 4,29 290 3,27 650 3,78
Brasil 6.250 5,9 5.290 4,78 11.540 5,33

Fonte: INCA.2023 15
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Dados sobre incidéncia de leucemias por regides brasileiras € bastante
diversificados e aponta a regido Norte com a quarta maior incidéncia de leucemia, em
homens com risco estimados 4,53/100 mil habitantes e em mulheres de 3,64/100
habitantes.!®

Em 2017 no Brasil, a mortalidade de todas as formas de leucemia, resultou em 6.788
Obitos.® Entre os anos de 2008 e 2017 houve um aumento de 23% no ndmero de 6bitos e a
faixa etaria acima de 50 anos como a mais prevalente.’® Em 2020 ocorreram 6.738 6bitos
por leucemia no Brasil com estimativa de 6,73 por 100 mil habitantes, e em homens 3.703
6bitos (3,58/100 mil) e mulheres 3.035 6bitos (2,80/100 mil).*®

Em estudo retrospectivo realizado no Amazonas, no centro de referéncia para
tratamento dessas neoplasias (HEMOAM), identificou-se entre os anos de 2005 a 2015 um
total de 266 casos de LMA novo com uma média aproximadamente de 20-30 novos casos
por ano, e cerca de 50% dos pacientes evoluiram ao ébito em até dois anos apds o
diagndstico.?°

A etiologia da LMA ¢ bastante diversificada e multifatorial, envolvendo fatores
ambientais, como exposicao a agentes tOXicos; aspectos genéticos e epigenéticos, tais como
aquisicdo de mutacbes e/ou alteracbes cromossdmicas e alteracbes no mecanismo de
metilagdo do DNA e/ou acetilagio das histonas, respectivamente.??> Qutros fatores
associados aos riscos predisponentes desta doenca sdo: agentes que danificam o DNA,
como benzeno (presente na gasolina e industria quimica), uso de alcool, fumaca de cigarro,
exposicdo a herbicidas, pesticidas, radiacdo, quimioterapia citotoxica como 0s agentes
alquilantes (clorambucil, ciclofosfamida e melfalano), agentes inibidores da topoisomerase
Il (etoposideo, mitoxantrona e antraciclina), e doengas como sindrome de Down entre
outras desordens genéticas (sindrome de Klinefelter, anemia de Fanconi).>**!

Essa neoplasia pode ser referida como LMA primaria (ou de novo), quando nédo ha
conhecimento do desencadeamento da doenga ou LMA secundaria (LMAS), ocasionado
apos exposicdo a agentes citotoxicos ou ao agravamento de outras neoplasias predisposta,
como nas mieloproliferativa (NMP) (Policitemia Vera - PV, Trombocitemia Essencial -
TE, Leucemia Mieloide Crénica - LMC) ou neoplasias mielodisplasicas (SMD).?*
Aproximadamente 10 a 15% dos pacientes com diagndstico de LMA tem o
desenvolvimento da doenca relacionado exposic¢ao prévia a quimioterapicos citotoxicos ou

radioterapia que potencialmente induz dano na producao de células hematopoiéticas. 232
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2.2. Fisiopatologia da Leucemia Mieloide Aguda

O desenvolvimento inicial da leucemia ocorre pelo surgimento de alteragdes
genéticas e epigenéticas, resultando na transformacao das células troncos hematopoiéticas
(HSCs)® em célula clonal maligna.?® Algumas mutacdes iniciais presente nas HSCs
caracterizam um estado pré-leucémico, e alteracbes no microambiente medular, como
aumento da biodisponibilidade de ligante de crescimento e citocinas inflamatorias
contribuem para a expans3o clonal das células leucémicas.?’ As HSCs normais e mutadas
apresentam aptiddo competitiva e diferenciada diante da pressdo seletiva, tornando as
HSCs mutadas mais geneticamente heterogéneas e estimulando a progressao de clones de
HSCs pré-leucémicos.?” Aquisi¢es de mutagdes adicionais nas HSCs pré-leucémicas ddo
origem as células troncos leucémicas (LSC)?’ e consequente formacdo de blastos
leucémicos indiferenciados transformando-se em LMA.?® A recaida apds o tratamento
quimioterapico é um processo frequente na LMA, ocorrendo em aproximadamente 40 a
50% nos jovens e maioria dos idosos®, destacando a possibilidade de existéncia de clones
de HSCs pré-leucémicos resistentes, que adquiriam outras mutacées ao invés de LSC que

sobreviveram ao tratamento permitido o restabelecimento da leucemia (Figura 2).%’
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Figura 2 - Formagdo da Leucemia Mieloide Aguda. a) Fase de iniciacdo: muta¢des iniciadoras nas HSCs. b)
Fase pré-leucémica: HSCs transformadas em estado pré-leucémica c) Fase leucémica: mutagdes adicionais
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transformadas em LSCs. d) Fase de recaida: HSCs pré-leucémicas resistente e aquisicdo de outras mutagdes.
Fonte: Masayuki, et al. %7

Algumas mutacgdes nas HSCs estéo associadas ao aumento da renovacéo celular ou
inibicdo da diferenciacdo progenitora, ocasionando a proliferacdo aumentada de células
sanguineas maduras nas NMPs, ou displasia e citopenias de células sanguineas, como na
SMD respectivamente.?’ Aquisicdo de outras mutagdes condutoras nessas patologias pode

resultar em posterior transformac&o leucémica (Figura 3).2’
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Figura 3 - Desregulagdo das propriedades de HSC durante o surgimento de LSC e desenvolvimento de
leucemia. MutagBes associadas a formagdo da Leucemia Mieloide Aguda. Fonte: Masayuki 2’

A incidéncia da leucemia eleva-se com o avancar da idade 2%2°, MutacOes somaticas
nas HSCs sdo encontradas no processo de envelhecimento, principalmente em individuos
acima de 60 anos?® sem doengas hematolégicas. Em estudo realizado por Siddhartha e
colaboradores, avaliou a frequéncia de mutagdes somaticas associadas com a leucemia em
individuos saudaveis, e foram descritas mutacdes em 5,6% dos idosos com 60 a 69 anos;
9,5% em 70 a 79 anos; 11,7% em 80 a 89 e 18,4% acima de 90 anos e raramente em
individuo abaixo de 40 anos.?® S&o alteracdes clonais relacionada a idade (ARCH) que néo
comprometem a formacdo das celulas sanguineas maduras, mas em contrapartida estao

associadas a um risco aumentado na incidéncia de transformacdo em LMA (Figura 3).%
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Alteracdes nos genes DNMT3A, TET2, IDH1 e ASLX1 sdo recorrentes em pacientes
com LMA e surgem no inicio da evolugéo clonal estabelecendo sua identidade como HSCs
pré-leucémica.®>3! A permanéncia destas alteracdes na medula 6ssea, foram encontradas
em pacientes com LMA em remissao, caracterizando um perfil de resisténcia a terapia e

tornando um potencial reservatorio para posterior progressio leucémica.3%

2.3. Manifestacdes Clinicas da LMA

A doenca apresenta-se com um quadro de insuficiéncia hematopoiética e uma
implicacdo na formagdo dos componentes sanguineos maduros como as hemacias,
plaquetas e leucocitos.>

Sintomas como fraqueza, fadiga e falta de ar aos pequenos esforcos sdo frequentes,
devido a diminuicao da producdo de hemacias. Sdo observados em cerca de 50% dos casos:
sangramentos nas mucosas, hemorragias, hematomas e epistaxe em consequente da
plaquetopenia. Febre, infeccbes graves/ recorrentes de etiologia bacteriana, flngica ou
viral sdo frequentes e podem evoluir rapidamente, sendo potencialmente fatal por causa da
diminuicdo dos leucécitos maduros. Outras manifestacdes inespecificas como perda de
peso e apetite, dores Gsseas ou articulares sdo queixas observadas. A doencga tem progressao
rapida podendo levar a 6bito em dias, semanas ou meses caso nao seja adequadamente
tratada. 4>13

E uma doenca clinicamente heterogénea tendo como caracteristicas as variacoes
genéticas, moleculares e diversas anormalidades cromoss6micas, contribuindo para
estratificacdo de risco e manejo clinico que influenciam nas respostas farmacologicas e

sobrevivéncia pds-tratamento. 1

2.4. Classificacdo da LMA

O sistema de classificacdo da LMA ¢é apresentado a partir de diversos avangos nos
métodos diagnosticos e dividida em diferentes subtipos com caracteristicas cromossémicas
e variagdes génicas pontuais. A classificacdo da LMA baseia-se frequentemente em dois
sistemas: o sistema de estadiamento FAB (Franco-Americano-Britanico) e o sistema da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). O sistema FAB fundamenta-se nas caracteristicas
morfoldgicas e citoquimicas, sendo dividida em oito subgrupos de M0 a M7 e classificadas

de acordo com o desenvolvimento celular. 1134
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As formas imaturas dos globulos brancos compreendem os subtipos MO ao M5. O
subtipo M6 esté associado a imaturidade das células eritroide e M7 na imaturidade das
células que formam as plaquetas. As descri¢fes dos antigenos marcadores que auxiliam na
classificagdo e estdo descritos conforme o quadro 1 abaixo. 3

Nas Gltimas décadas a classificacdo da LMA tem sido constantemente atualizada, de
uma classificagdo baseada na morfologia exclusiva para uma modificagdo mais
fundamentada com base na genética molecular, e as alteragdes citogenéticas e moleculares
representadas recentemente s3o as mais utilizadas.¢

Quadro 1 - Classificacdo Franco-Americano-Britanico das leucemias mieloides aguda.

Classificacdo Franco-Americano-Britanico (FAB) e Marcadores Imunofenotipico

Subtipo Nome Marcadores e Caracteristicas
MO Leucemia mieloblastica aguda Pelo menos 1 marcador: CD13, CD33, CD11b
indiferenciada
M1 Leucemia mieloblastica aguda com Pelo menos 3 marcadores: CD13, CD33, CD34,

maturacéo celular minima CD117, CD4, CD11b e 0 HLA-DR

M2 Leucemia mieloblastica aguda com CD19 ou CD56+CD33 e CD34
maturagéo
M3 Leucemia promielocitica aguda CD13 e CD3; CD34, HLA-DR, CD14 negativo
(conhecida também por LPA)
M4 Leucemia mielomonocitica aguda CD13 e CD33 + CD14,CD15e CD11b
(conhecida também por LMMA)
M5 Leucemia monocitica aguda CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c
M6 Leucemia eritréide aguda CD 36, CD45 negativo; CD71 + Glicoforina
positivo
M7 Leucemia megacarioblastica aguda CD13, CD36 + CD41, CD42 ou CD61 positivo

Fonte: adaptado de Santos e Cordeiro, 2021 3
A classificacdo da OMS ¢é o principal sistema que subdivide as LMA considerando

os marcadores moleculares e translocacdes cromossdmicas, esses fatores afetam o
prognostico e a escolha terapéutica.?*

O sistema de classificagdo da OMS foi revisada recentemente como parte da sua 5°
edicdo da Classificacdo da Organizagdo Mundial da Saude de Tumores Hematolinfoides
2022 edivide a LMA em 04 subgrupos: 1) LMA com anormalidades genéticas definidoras;
2) LMA relacionados a mielodisplasia; 3) LMA com outras alteracbes geneticas

definidoras e 4) LMA definidas por diferenciagdo.?*
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Quadro 2 - Classificagédo das leucemias mieloides aguda segundo a Organiza¢do Mundial

de Salde em 2022. 24

Grupo

Classificacao

Leucemia mieloide aguda com
anormalidades genéticas
definidoras:

LMA com fusdo PML:RARA /1 (15:17)

LMA com fusdo RUNX1:RUNX1T1/ t(8:21)(922;922.1)
LMA com fusdo CBFB:MYH11 / inv(16)(p13.1;g22) ou t(16;16)(p13.1;022)
LMA com fusdo DEK:NUP214 /1(6:9)(p23;034.1)

LMA com fusdo RBM15:MRTFA /1(1:22)(p13.3;q13.3)
LMA com fusdo BCR:ABL1 / t(9:22)

LMA com rearranjo KMT2A

LMA com rearranjo MECOMMA

LMA com rearranjo NUP98

LMA com mutacdo NPM1

LMA com mutagdo CEBPA

Leucemia mieloide aguda

relacionada a mielodisplasia **

**Anormalidades citogenéticas e moleculares definindo LMA relacionada a
mielodisplasias

Definindo anormalidades citogenéticas:

= Cari6tipo complexo (> 3 anormalidades)

= Delecéo de 5q ou perda de 5q devido a translocagéo desequilibrada

= Monossomia 7, dele¢do de 7q ou perda de 7q devido a translocagdo

desequilibrada

= Delecdo de 11q

= Delecéo de 12p ou perda de 12p devido a translocagéo desequilibrada

= Delecéo de 13 ou 13q de monossomia

= Delecdo de 17p ou perda de 17p devido a translocagdo desequilibrada

= |socromossomo 17q

= Idic(X) (q13)
Definindo mutagdes somaticas:

ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2

Leucemia mieloide aguda com outr

as alteragdes genéticas definidas

Leucemia mieloide aguda

definida por diferenciagéo:

LMA com diferenciacdo minima
LMA sem maturacéao

LMA com maturacao

Leucemia basofilica aguda
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monocitica aguda
Leucemia eritréide aguda

Leucemia megacarioblastica aguda
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2.5. Diagnostico da LMA

O achado laboratorial mais comum na suspeita clinica de LMA incluem alteracGes
quantitativas no hemograma nas trés linhagens sanguinea (eritrocitos, plaquetas e
neutrofilos) onde frequentemente a anemia e plaquetopenia sdo evidente, os leucdcitos
podem estar aumentados, normal ou baixo.*

A biopsia e o aspirado de medula dssea € obrigatorio para diagndstico da doenca e
frequentemente evidencia uma hipercelularidade medular com nimeros baixos de células
hematopoiéticas normais e difusa populacdo bléastica.>” So também fundamentais para
analise morfoldgica, imunofenotipica, cariotipicas e/ou molecular podendo assim
classificar a leucemia, conforme estagio de maturagdo.?°

A contagem de mieloblastos na medula 6ssea ou sangue periférico, para definir
LMA, deve ser igual ou superior a 20% de blastos e realizada por citometria de fluxo. Em
casos de LMA com presenca de anormalidades genéticas definidoras (Quadro 2),
diagndstico independe da contagem de blasto, conforme estabelecido pela Organizagdo
Mundial da Saide (OMS) na ultima atualizacdo em 2022, assim correlacionando o0s
achados morfoldgicos e alteragdes genéticas moleculares.?*

Somente pelas caracteristicas morfoldgicas ndo é possivel diferenciar os blastos da
linhagem mieloide e da linhagem linfoide.®® Atualmente o exame de imunofenotipagem
por citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) é uma ferramenta importante para o
diagnostico, identificacdo dos subtipos de leucemias e quantificar a doenca residual
mensuravel (DRM). 3 Para avaliagdo da linhagem de uma nova leucemia aguda, alguns
marcadores precisam ser avaliados, como marcadores mielomonocitico e linfoides. A
existéncia de marcadores de superficie (CD — Cluster of differentiation) nas células
hematopoiéticas possibilita identificar a LMA utilizando anticorpos monoclonais para
confirmacéo de imaturidade blastica e expressdo antigénica aberrante que irdo diferenciar
células neoplasicas e normais . Os mieloblastos se distingue de células mais maduras por
expressarem marcadores de imaturidade como CD117, CD34, e auséncia de marcadores
de maturagio CD11b, CD15 e CD16. 3 *® Alguns marcadores especificos da linhagem
mieloide incluem CD13, CD117, CD15, CD33, HLA-DR e enzima intracitoplasmatica
conhecida como mieloperoxidase (MPQO). Marcadores monociticos sdo expressos pelos
antigenos CD4, CD14, CD33 e CD64. Para a avaliacdo inicial da LMA os marcadores

linfoides devem ser incluidos e assim contribuir para diferenciar os blastos mieloide.3*
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A citogenética possibilita a identificacdo de alteracbes cromossémicas como
translocacgOes, inversdo e delecdo, sendo essas anormalidades um achado frequente em
aproximadamente 55% dos casos de individuos com LMA.*® As técnicas citogenéticas
mais utilizadas incluem cariétipo convencional Banda G e o FISH (hibridac&o in situ por
fluorescéncia), sendo o cariotipo importante para analise estrutural/numérica dos
cromossomos e o0 FISH permite identificar alteracbes presentes nos Cromossomos,
contribuindo para o diagnostico e/ou prognostico, classificagdo de risco (favoravel,
intermediario ou desfavoravel) e na escolha terapéutica dos subgrupos de pacientes com
LMA.%

Com as metodologias de biologia molecular é possivel detectar mutacGes genéticas
isoladas ou em combinacdo, presentes na LMA ao diagnoéstico ou no momento da recidiva
contribuindo para estratificacéo de risco principalmente em pacientes com cari6tipo normal
e sdo cada vez mais reconhecidos como marcadores essenciais para compreensdao da
heterogeneidade da LMA e direcdo de novas terapias.*® Muitas alteracdes genéticas foram
identificadas em pacientes com LMA gracas ao avango em estudos moleculares e muitas
mutacdes podem ser frequentemente adquiridas ou perdidas durante o curso da doenca®. A
triagem de mutacOes deve ser uma pratica de rotina no diagnéstico da LMA e mutacdes
importantes como FLT3-1TD e DNMT3a estdo associadas a um alto risco de recaida e baixa
sobrevida, por outro lado, outras mutagcbes como NPM1 estdo associadas a desfechos mais

favoraveis.*

2.6. Prognostico e Estratificacdo Risco

Existem diferentes critérios para estratificacdo de risco da LMA e alguns aspectos
estdo relacionados ao paciente e outros com a doenca.®’” Na avaliagdo relacionada ao
paciente, a idade avancgada (superior a 65 anos) esta associada a uma pior sobrevida livre
de recaida mesmo em condi¢fes citogenéticas “favoraveis” quando comparados a grupos
de pacientes com idade inferior e com mesmos achados citogenéticos e moleculares
(Quadro 3). # Contudo, a idade ndo deve ser o Unico fator determinante sobre 0 manejo
terapéutico, logo as condi¢des clinicas, estado geral, comorbidades especificas, estado de
desempenho também contribuem para toleréncia da quimioterapia nessa faixa etaria e ndo
sendo aptos & terapia mais intensiva.”

Fatores especificos da patologia, que predizem um desempenho ruim estdo
associados ao aumento de leucdcitos no diagnostico, condicdo hematoldgica, citogenética
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e marcadores moleculares com mutacées (NPM1, FLT3, IDH1/2, TP53,CEBPA, RUNXI,
ASXL1)%3" que estdo associados a grande relevancia prognostica e rotineiramente devem
ser utilizados na pratica atual.X® Recentemente as diretrizes European Leukemia Net (ELN)
foi revisada e novas recomendagdes foram atualizadas em 2022,%° e para avaliacio do
impacto progndstico*? categorizou-se os riscos da LMA, divididos em trés grupos:

favoravel, intermediario e adversos.

Quadro 3 — Classificacdo de risco genético ELN 2022 e prognostico.

Categoria de risco Anormalidades Genéticas

* 1(8;21)(q22;922.1) / RUNX1::RUNX1T1

Favoréavel +inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22) / CBFB::MYH11
e NPM1Mutante sem FLT3-1TD

* CEBPA mutacdo in-frame bZIP *

o NPM1Mutante com FLT3-1TD

» NPMZ1sevagem com FLT3- ITD

* 1(9;11)(p21.3;923.3) / MLLT3::KMT2A

« Anormalidades citogenéticas e/ou moleculares ndo classificadas como
favoravel ou adversa

Intermediario

« 1(6;9)(p23;q34.1) / DEK::NUP214

* t(v;11923.3) / KMT2A rearranjado

- 1(9;22)(g34.1;q11.2) / BCR::ABL1

- 1(8;16) (p11;p13) / KAT6A::CREBBP

- inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;)(q21.3;026.2) / GATA2, MECOM(EVI1)

« -5 ou del(5q); -7; - 17/abn (17p)

« Cariétipo complexo, cariétipo monossémico

« ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 ou ZRSR2

(mutantes )

* TP53 mutante

Adverso

* Regido basica do ziper de leucina (bZIP) do CEBPA. Fonte: D6hner H, et al *° e Bullinger L, et al

Na categoria favoravel inclui as anormalidades citogenéticas t(8:21), inv(16) e
estudo recente comprovaram que paciente com variantes NPM1 sem FLT3-ITD também é
significativamente favoravel. 1 As alteracdes em RUNX1, ASXL1 e TP53, t(6;9), t(9;22),
inv(3), rearranjo KMT2A, cariotipo monossémico ou complexo sdo agrupados no risco
adverso.'®1% O risco intermediario incluem cari6tipo normal, t(9,11), e recentemente
revisada pelas diretrizes ELN , FLT3-ITD associada com NPM1 sdo agora classificadas
neste risco.!8 10

Em estudos recentes uma abordagem de pos tratamento na LMA, em especial na

pratica de identificacdo da doenca residual mensuravel (DRM), o limite inferior a 5% de
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blasto na MO tem sido descrito a resultados prognéstico®? e assim estabelecer um estado
de remissdo completa, resposta sobre o tratamento pds-remissao, identificacéo de recaidas

emergente (intervencdes mais precoces), monitoramento rigoroso no pds transplante.®?

2.7. Tratamento

A escolha terapéutica na LMA ¢ baseada no subtipo e na estratificagdo de risco dos
pacientes e o cuidado terapéutico envolve o0 uso de intensa quimioterapia (a depender do
bom estado geral do paciente incluindo idade), e algumas medidas de suporte, como
transfuséo de sangue, plaquetas, profilaxia antimicrobiana, terapia citorredutora entre
outras.’® Frequentemente o tratamento padrdo da LMA para adultos jovens <60 anos
inicia-se com uma fase de inducdo, onde administra-se quimioterapia citotoxica baseada
em altas doses de citarabina por sete dias e uma antraciclina (idarrubicina ou
daunorrubicina) por trés dias, conhecido como regime “3+7”, com 0 objetivo de controlar
a doenca e atingir remissdo completa (RC) ou seja, auséncia de sinais e sintomas da
doenca.* Pacientes com idade mais avancada (>60 anos), devido a alta toxicidade dos
medicamentos, tornam-se inelegivel para terapia padrdo sendo assim tratados com baixas
doses de citarabina.? 8

Outra fase p6s inducéo é a chamada terapia de consolidacdo, que consiste em ciclos
adicionais de guimioterapia convencional ou tratamento com intensa doses de citarabina
até 3000 mg/m? (em pacientes idosos a dose pode ser reduzida), seis doses em cada ciclos
e um total de quatro ciclos e, seguidos ou ndo de transplante de células progenitoras
hematopoiéticas (TCHC) autélogo ou alogénico.'® Em pacientes mais jovens, 60 a 80%
atingem a RC com o regime padrdo?, onde a taxa de cura nessa faixa etaria é de 30 a 40%
e, pacientes >60 anos ( 40 a 60%) conseguem atingir a RC com taxa de 5% a 15% de cura.'®

Um subtipo distinto de LMA, a leucemia promielocitica aguda (LPA), caracteriza-
se por presenca de promielocitos hipergranulares envolvendo translocacdo t(15;17),
resultando no gene de fusdo PML-RARA e possuindo uma abordagem terapéutica
diferenciada. A fase de indugdo com antraciclinas e acido retinoico foi evidenciado em
pesquisas uma taxa de RC superior a 90% e taxa de cura de 80%.

Atualmente, no Brasil o tempo médio de sobrevida dos pacientes com LMA ¢ de
8,5 meses, e a taxa de sobrevida global em 5 anos é de 24%. > Nos grandes centros mundiais
a taxa de cura da LMA é aproximadamente de 20 a 75% dependendo da citogenética
apresentada.** Algumas terapias individualizadas sdo propostas, apos aprovagéo de drogas
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direcionadas a alguns subgrupos especificos de LMAZ, como terapia com inibidor de BCL-
2 (Venetoclax), droga hipometilantes (azacitidina e decitabina), inibidores de FLT3 e
inibidores de IDH1/2.8

2.8. Aspectos genéticos e moleculares da LMA

Nas Ultimas duas décadas, diferentes ensaios clinicos e experimentais tem revelado
mais de 300 translocagBes cromossdmicas e mutacdes genéticas associadas & LMA.*
Aproximadamente 45 a 50% dos pacientes com LMA possuem cariétipo normal,
especificando que outras alteragdes podem estar envolvidas na leucemogénese.

As possiveis razdes para a génese da LMA esta relacionada com variabilidade de
episddios mutagénicos e expressdo em alguns genes, como o0s envolvidos na ativacdo das
vias de transducdo de sinal associados a vantagem proliferativa e sobrevivéncia, sendo
classificados como mutagdes de classe I, como exemplos FLT3, RAS, c-KIT, PTPN11,
NF1, TEL-PDGRg e as mutagdes de classe 1l compreendendo os que afetam fatores de
transcrigéo do ciclo celular produzindo alteragdes na diferenciagdo como exemplos genes
de fusdo CBFB-MYH11, AML1-ETO, TEL-AML1, PML-RARA, NLL, NUP98-HOXA9,
CEPBA, NPM1, AML1, AML-AMP19.%°

Uma terceira classe envolve mutacBes em genes que codificam modificadores
epigenéticos como DNMT3A, ASXL1, TET2, IDH1 e IDH2 sdo frequentemente
encontrados em pacientes com LMA principalmente em idosos, conferindo significado
importante para patogénese da doenca.*%4

As anormalidades genéticas mais prevalentes na LMA e associadas com cariotipo
normal estdo NPM1 e FLT3 equivalendo 45 a 55% e a 35% a 45% dos casos,
respectivamente.*® Essas alteracOes estdo associadas ao progndstico, e mutacdes no gene
NPM1 possuem prognostico favoravel, enquanto mutaces no gene FLT3 estdo associadas
a prognostico desfavoravel. #°

No projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA), foram analisados o genoma de 200
pacientes adultos com LMA de novo, e foram encontradas uma média de 13 mutagdes nos
genes incluindo variagdes de nucleotideo unico (SNVs) e pequenas inser¢des/delecdes
(InDel).*® Mutagdes recorrentes foram identificadas em 23 genes, e aproximadamente 99%
das amostras apresentavam pelo menos uma mutacdo ndo sindnima, dentre as nove
categorias funcionais dos genes que sdo regularmente associado a leucemogénese.(Quadro
4).4



Quadro 4 - Categoria funcional de genes afetados na LMA e a frequéncia.
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Categoria

Gene mutantes na LMA Importéncia na Leucemogénese Frequéncia
Funcional no coorte TCGA*
Genes de Sinal!zagéo _ativada_ copfere vantagem proliferativa
sinalizacio FLT3, KIT, KRAS,NRAS através das vias de sinalizacdo RAS/RAF, JAK/STAT, 59 %
PIBK/AKT
Padrdes desregulares de metilacdo do DNA levam a
Gene associado desregulacdo transcricional do gene relevantes para
a metilacdo de lIDDNHl\ngA’ TET2, IDHL, leucemia. Em mutacBes em IDH, a producdo de 44 %
DNA oncometabdlitos 2-hidroxiglutarato tem impacto na
metilagdo DNA através do comprometimento de TET?2
Fusdes de gene  PML-RARA, MYH11-CBFb, A funcdo aberrante da fusdo resulta em desregulacéo
fator RUNX1-RUNX1T1 transcricional e  diferenciagdo  hematopoiética 18%
transcricéo prejudicada.
Gene fator Mutacéio TF A funcdo aberrante do TF resulta em desregulacdo
transcricéo (TF) (RUNX1,CEBPA) transcricional e  diferenciagdio  hematopoiética 22%
mieloide ' prejudicada.

Gene ~ Desregulacdo da cromatina (metilagéo das histonas H3 e
modificadores :Y:J l;?g:eKs@TS; Al\_ %MIIE_IZ_?Z H2A) e comprometimento causado pela fusdéo KMT2A 30%
da cromatina levam a desregulacdo da transcrigdo

Gene que MutacBes nessa proteina transportadora multifuncional

codifica a NPM1 resultam em mdaltiplas desordens nas vias celulares 27%
nucleofosmina regulados pelo gene NPM1
Ger&e supressor TP53, WT1, PHF6 Muta(;f)es~ levam a desregulacdo da transcricdo e 16%

0 tumor degradacdo

Genes do Alteragdes na funcionalidade de spliceossoma e
complexo de SRSF2, U2AF1, desregulacdo no processamento do RNA ocasiona 12 %
spliceossoma padrdes de splincing aberrante

Genes do STAG2, RAD21,SMC1 E MutacGes podem levar a segregacdo precisa dos
complexo de SMC3 cromossomos e afetar a regulagéo d ica 13%

coesina gulacéo da transcrigo.

~ Fonte: Adaptado de Bullinger, Lars et al.2017. 43

Em um estudo de coorte realizado com 280 pacientes com LMA secundaria

transformada de NMP, houve uma incidéncia significativa da presenca da variante JAK2
neste grupo (15,3%).*” Outras alteragdes concomitantes foram observadas, e incluiam
FLT3 (17,4%), WT1(2,3%), RUNX1(11,6%), IDH1/2(25,6%) e NRAS (17,4%) onde
algumas variantes de JAK2 sdo descritas como indutoras de alteragBes funcionais e sao

altamente relevante para transformagdo em leucemias.*’

2.9. Aspectos moleculares do FMS-Like Tirosina Quinase 3 (FLT3)

O gene FLT3 foi isolado pela primeira vez em 1990, “® por grupos de pesquisadores
independentes (Rosnet et al.) usando células troncos humanas. Este gene codifica um
receptor tirosina quinase (RTK) do tipo FMS classe 111.7484% O FLT3 (ID NCBI:2322) esta
localizado no cromossomo 13, locus q12.2.%° O gene completo é constituido de 104.953

nucleotideos, distribuidos em 24 éxons. (Figura 4) *°
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Figura 4 - Estrutura génica FLT3 (NM_004119) contendo 24 éxons. Estrutura protéica (NP_004110) do
FLT3 Humano FMS-like tirosina quinase 3. 5! Fonte: Adaptado de Kazi e Ronnstrand

A traducdo do gene FLT3 inicia no meio do éxon 1 e finaliza até parte do éxon 24.%*
Uma proteina com 933 amino&cidos (aa) é codificada, com estrutura compreendida em
quatro dominios funcionais: dominio extracelular, composto pelo peptideo sinal (éxonle
2, tem 26 aa) e cinco subdominio semelhantes a imunoglobulina (Ig) no éxon 3a 12; um
dominio transmembranar (TM) entre aminoacidos 542 a 564 codificado pelo éxon 13; o
dominio justamembranar (JM) no éxon 14 e 572 a 603 aa; dominio intracelular C-terminal:
compreendido por dois subdominio tirosina quinase (TDK1 e TDK2) variando do éxon 15

a0 23, que sdo conectados por um loop de ativacio (A-loop). (Figura 4 e 5). 4851525354

FLT3
monomérico
— Dominio Extracelular

Mieloblasto

K
. 0 & | - — Dominio Transmenbranar
™ ' — Dominio Justamenbranar

. TKD1
.. . ‘._ Aleop L Dominio Tirosina Quinase

Oa @ e

Figura 5 - llustragdo de um FLT3 monomérico ancorado na membrana plasmatica com o dominio
transmembranar (TM), e o dominio ligacdo ao ligante semelhante Ig projetado para meio extracelular. No
citoplasma o dominio justamembranar (JM) se conecta com os dois lobos do dominio quinase (TK1 e TK2)
que estdo ligados pelo loop de ativacdo (A-loop). Fonte: O Santos M (2023) adaptado Tecik e Adan >

Essa proteina € um membro da familia de receptor de tirosina quinase ligado a
membrana (RTK), e amplamente expresso nas células progenitoras hematopoiéticas
imaturas da linhagem mieloide e linfoide na medula 6ssea, possui participagdo importante
na hematopoiese incluindo o processo de proliferagdo, diferenciacdo e apoptose.>® O
receptor FLT3 do tipo selvagem (FLT3%3%M) em condicBes normais, ¢ monomérico
quando inativo,>® e devido a interacdo do dominio JM e TK, desempenha um importante

papel regulatério ao bloquear o sitio de ligacdo de ATP e permanecer nesta condicao até
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que o dominio extracelular interaja com o ligante, iniciando o processo dimérico (Figura
5).55

O fator ligante (FL) é uma proteina extracelular tipo 1, expressa com uma forma
ligada a membrana ou soltvel pelas células do estroma na medula.>® A ligagdo do FL ao
dominio extracelular de FLT3, resultando no processo de dimerizacdo e posteriormente
autofosforilacdo dos residuos de tirosina no receptor, induzindo multiplas vias de
sinalizacdo intracelular, como PI3K((phosphatidilinositol 3-kinase), RAS/ERK/MAPK
(mitogen-activated Kinase protein) e STAT5 (Signal Transducer and activator of
tanscription 5A) aumentando a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo celular

hematopoiética (Figura 6)."% 7

FLT3 Fator

selvagem ligante

Ativacao

l STATSO
<P
i \
¢ 3 ~
mTOR Diferenciacdo
Proliferagao
l \ Sobrevivéncia celula
Apoptose Proliferacao
T

Figura 6 - Vias de sinalizacéo envolvidas na ativacdo do receptor FTL3 com o fator ligante.
Fonte: O Santos M (2023) 57

O FL néo induz sozinho a proliferacdo hematopoiética normal, age em sinergismo
com outros fatores de crescimento hematopoiético e interleucinas ao se ligar ao FLT3,
estimulando a atividade do receptor da tirosina quinase e o crescimento das células
progenitoras na medula 6ssea.®® Além do FLT3 conferir importancia aos processos
fisiolégicos normais das células hematopoiéticas, também esta associado a leucemogénese.
Essa via de sinalizacdo esta expressa em 70% a 100% dos blastos leucémicos de pacientes
com LMA.> O FLT3 é um proto-oncogene, possui capacidade de estimular a proliferacio

e inibicdo da apoptose contribuindo para sobrevivéncia das células blasticas na leucemia.

57, 42
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2.10. Variantes e aspectos funcionais do FLT3

Variantes no FLT3 tém sido descritos como a alteracdo genética mais observada na
LMA de novo em adultos, ocorrendo cerca de 30% dos casos, e pacientes que progridem
de SMD para LMA sdo relatadas aproximadamente 15% dos casos com mutacdes no
FLT3.11’57‘58

A existéncia de variantes no FLT3 resulta na dimerizacéo e ativagdo constitutiva do
receptor, independente da presenca do ligante. Com o FLT3 alterad, ocorre a
autofosforilacdo do receptor, resultando na ativacdo da sinalizacdo intracelular e

aumentado risco de recaida (Figura 7). 36:555°

a) ~ b)
FLT3 Selvagem ' Muta(;éo do FLT3 na LMA
nq—,me uplicac n (ITD) r
} f ;—"&f } f R
FLT3 / FLT3
mutado
: an
Proliferacdo Celular \ T Proliferacso Celulal\

Figura 7 - a) FLT3 selvagem monomeérica e fator ligante (FL) ocorrendo autofosforilagdo e ativagdo das vias
de sinalizagdo intracelular. b) FLT3 mutado forma um dimero independentemente de ligante, resultando
ativagdo constitutiva do receptor e aumento da proliferacdo celular.> Fonte: Adaptado de Biorend

Dois principais tipos de alteracdes estdo atribuidos ao receptor de FLT-3, e a mais
frequente (69,5%) é a de duplicacbes interna em tandem (FLT3-ITD) localizado no
dominio justamembranar (JM) nos éxons 14 e 15 do gene,’com variacdo de tamanhos de 3
até 1000 pares de base (pb).36

Variantes no loop de ativagio do dominio tirosina quinase 1l (FLT3-TKD2) 8 é o
segundo tipo mais comum no receptor de FLT3 (30,5%) e estd presente em
aproximadamente 7% dos pacientes adultos com LMA.’! Envolve frequentemente
variantes pontuais do D835 no dominio de ativagdo do TKD2 (90,5%),>® modificando a

codificagdo da proteina em substituicdo do acido aspartico por um residuo de tirosina
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(Asp835Tyr) no éxon 20.” Qutra , com menor escala, ocorre dentro do TKD1 (9,5%) nos
residuos N676 e F691. Raras variantes pontuais, inser¢fes/delecdes foram identificadas em

menos de 1% dentro do dominio extracelular: na posicdo S451.42
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Figura 8 - Distribuigdo das diferentes mutagdes em FLT3, descritas na literatura e sua localiza¢do. A maioria
das variantes ocorrem nos éxons 14,15 e 20. Fonte: Adaptado de Kazi e Ronnstrand %5

Estudos relatam FLT3-1TD na LMA, associados a reducdo da taxa de sobrevida
com risco aumentado de recaida * e piores resultados dependendo da frequéncia alélica
variante e comprimento da duplicagdo interna em tandem.%? Um estudo realizado nos
Estados Unidos por Whitman et al., avaliou impacto prognostico de mutacdo FLT3-TKD
no dominio D835/1836 em pacientes com LMA <60 anos com cari6tipo normal concluindo
que essa variante também esta associada com a reducdo do tempo de remissdo e pior
sobrevida livre de doenca %! igualmente ja descrito em pacientes com FLT3-ITD com
resultado pior e sobrevida mediana de 13,1%. 5

Em um estudo de coorte realizado no Brasil, na cidade de Minas Gerais, avaliou a
prevaléncia de variantes do FLT3 em pacientes adultos com LMA no ano de 2004 a 2013
e um total de 144 amostras foram testadas. Neste estudo observou FLT3-ITD em 13,9%
(20/144) pacientes, e descrito concomitante com NPM1 em 8,6% (12/144) e NPM1 alterado
em 5,7% (8/144). Todos FLT3-ITD com informacdes citogenéticas a disposi¢do (N=14)
foram agrupados no grupo de risco intermediario.®*

O impacto prognostico no FLT3 podem ser afetados de acordo com resultados

citogenético e recomenda-se a pesquisa de mutacdo no FLT3 para estratificar os pacientes
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em grupos de riscos distintos.*>®" Como descrito anteriormente pacientes de LMA com
variantes em NPM1 estdo relacionados a um progndstico favordvel porém se paciente
apresentar simultaneamente mutagio no FLT3 (ITD/TKD) o progndstico é modificado.’

2.11. Inibidores direcionados ao FLT3 e resisténcia terapéutica

O gene FLT3 tornou-se um dos alvos terapéuticos importantes na LMA, e diferentes
inibidores direcionados ao FLT3 foram desenvolvidos e categorizados em inibidores de
primeira e segunda geraco.’°®%" Os inibidores de FLT3 de primeira geracdo s&o
inibidores multiquinase, e entretanto ndo seletivo para FLT3 (midostaurina, sorafenibe,
sunitinibe e ponatinibe) ao contrério dos inibidores de segunda geracdo que inibem
seletivamente o FLT3 (quizartinibe, gilteritinibe e crenolanibe). % Apds estudos
envolvendo diferentes inibidores de FLT3 (estudo RATIFY), a droga midostaurina
(Rydapt®) um inibidor de multiquinase (FLT3 com mutacdo ITD, TKD, C-Kit, FLT3
selvagem tipo selvagem e outras) quando associada a quimioterapia convencional de
inducdo e consolidacdo mostrou superioridade na sobrevida global (SG) e foi aprovada em
2017 pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA como o primeiro inibidor de
FLT3 combinado com a quimioterapia padrio®’ para pacientes com diagnostico recente.%

Outras drogas de segunda geracao com atividade inibitoria mais sensivel e seletivas
foram desenvolvidas. Em 2018, no Japdo, foi aprovado o gilteritinibe (Xospata®) um
inibidor duplo FLT3/AXL, altamente seletivo e potente como agente Unico para pacientes
com LMA recidiva/refrataria (R/R) com variantes FLT3, onde um estudo de fase 3 (estudo
ADMIRAL) evidenciou remissdo completa (RC), recuperacdo hematoldgica parcialmente,
SG mediana (9,3meses) tendo maior significancia em comparacdo a quimioterapia
convencional (SG 5,6 meses). O Quizartinib (Vanflyta®, AC220) aprovado em 2019,
também no Japdo, € um inibidor FLT3 tipo 2 altamente mais seletivo para FLT3-ITD mas
ndo em FLT3-TKD, pacientes que foram tratados com quizartinib a mediana SG (6,2
meses) foi superior a terapia convencional (4,7 meses). ° Diferentes ensaios clinicos estio
em andamento envolvendo outros inibidores de FLT3, como inibidor de multiquinase
Sorafenibe; Crenolanibe inibidor de segunda geragdo com ampla afinidade para FLT3 e
outras estruturalmente relacionado PDGRF, c-kit.%°

A terapia com inibidores alvo de FLT3 nos ultimos anos tornou-se desafiador, uma
vez que essas mutacdes ITD/TKD rapidamente desenvolveram resisténcia aos farmacos %

e mutacdes secundarias foram adquiridas principalmente nos dominios kinase.>® S&o
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descritos mutacdes pontuais em TKD1 (N676,F691 e G697) e TKD2 (D835 e Y842 no
loop de ativagdo), que apos a terapia com diversos inibidores de FLT3 estdo relacionados

a resisténcia das células blasticas. °°

Quadro 5 - Mutagdes no FLT3 que levam a resisténcia ao inibidor.

Inibidor Mutacoes
Midostaurina N676K, F691L, Y693C, G697S, D698N
Gilteritinibe F691La
Quizartinib F691L, D835F/V/Y, Y842C/H

Sorafenibe F691L, D835F/V/Y, Y842C/H
Crenolanibe F691L

O mecanismo de resisténcia no FLT3 as drogas inibitorias pode ser multifatorial,
incluindo fatores intrinsecos ou extrinsecos ao gene, como aquisicdo de mutacdes
adicionais além das ja preexistentes do FLT3 ou mecanismos que reativam outras vias
sinalizadoras fornecendo caminhos alternativos de sobrevivéncia das células neoplasicas,
mesmo com FLT3 inibido. °1:°¢

De acordo com estudo recente, Tingyong e colaboradores evidenciaram que
pacientes com FLT3-ITD induz um aumento significativo na expressao do ligante de
quimiocinal2 (CXCL12) ao receptor 4 de quimiocinas (CXCR4) nas células leucémicas,
através da via sinalizacdo a jusante STATS5. Esse eixo CXCL12/CXCR4 é altamente
expresso no nicho da medula éssea e demonstra como a principal causa de resisténcia a
quimioterapia e recidiva na LMA. Assim combinacdo de antagonista CXCR4 com
inibidores de FLT3 apresentaram melhores respostas na sensibilidade das células a
quimioterapia e na resisténcia aos medicamentos.®® O desenvolvimento de inibidores pan-
FLT3 atualmente é uma possivel estratégia de inibir FLT3/ITD, FLT3 selvagem e a maioria
ou todas as mutagGes resistentes, como o desenvolvimento do FLX925 um inibidor duplo
associado contra dois alvos moleculares, FLT3 e CDKG®, apesar de ndo aprovado devido a
toxicidade relacionada a altas doses 0 mesmo mostrou resposta de atividade modesta nas
doses toleradas, demonstrando que o desenvolvimento de inibidores duplos podem ser Uteis
e eficazes contra essas resisténcias. %

Os objetivos de desenvolver esses inibidores de FLT3, estrategicamente esta
baseado em superar as mutacoes de resisténcia, apesar de ndo garantir curaa LMA, ha uma

contribuigdo importante para pacientes permanecerem em remissdo mais prolongada.®®
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar variantes no gene FLT3 em pacientes com Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

atendidos na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

3.2 Objetivos Especificos

1. Descrever o perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes com LMA atendidos na

Fundacdo HEMOAM,;

2. Caracterizar as variantes no gene do FLT3 em pacientes com LMA associados aos
dominios funcionais da proteina;

3. Auvaliar uma possivel relacdo das variantes do FLT3 e a frequéncia alélica mutante com

dados clinicos e laboratoriais;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo do tipo observacional transversal. Foi realizada a
caracterizacdo do perfil clinico-epidemiolégico dos pacientes com LMA, identificagdo de
variantes no gene FLT3 e as frequéncias alélicas das variantes encontradas. Apartir desses

achados, verificou-se a relagdo com os dados clinicos e laboratoriais.

4.2 Local de estudo

Foi realizado na Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM), centro de referéncia para doencas onco-hematoldgicas do Estado do
Amazonas e que presta atendimento ao Sistema Unico de Saude (SUS). A amostragem foi
constituida por demanda espontéanea de individuos atendidos nesta instituicdo, durante o
periodo de janeiro de 2022 a novembro de 2023, que foram diagnosticados pela equipe
médica com LMA. A andlise genética foi realizada no laboratério de Gendmica
(LABGEN) da Fundagdo HEMOAM.

4.3 Populago de estudo

A populacdo de estudo foram pacientes adultos com diagnostico confirmado de
LMA que requereram atendimento espontaneo no Servico de Hematologia da Fundacao
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) no periodo de
estudo. De acordo com os dados registrados pelo Servico de Atendimento Médico
Especializado (SAME) da Fundacdo HEMOAM, nos ltimos cinco anos (2017-2021)

foram diagnosticados em média 17 casos/ano de LMA na faixa etaria maior que 18 anos.

4.4 Critérios de inclusdo, ndo inclusdo e exclusdo

Foram incluidos na pesquisa pacientes que receberam diagnéstico de LMA (CID
92.0), de ambos os géneros, com idade superior a 18 anos, atendidos na Fundacéo
HEMOAM. Ndo foram incluidos paciente em tratamento com quimioterapico no momento
da coleta do material bioldgico, paciente com dados importantes para caracterizar a clinica

da doenca devido estarem ausente no prontuario. Foram excluidos pacientes com amostras
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insuficientes para analise: material ndo adequado devido falha no processo de extracao, ou

purificagdo do material amplificados.

4.5 Aspectos Eticos

Este projeto esta vinculado a um projeto maior intitulado “Estudo Genético das
Neoplasias Mieloides Agudas e Croénicas”, coordenado pelo Dr. George Allan Villarouco
da Silva, e segue as recomendacdes estabelecidas na Resolugdo CNS n° 466/2012,
conforme avaliado, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagéo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), com CAAE:
59781222.7.0000.0009 no dia 14 de dezembro de 2022. (Anexo 8.1)

As informac0es referentes aos dados pessoais, clinicos, laboratoriais dos pacientes
utilizados no estudo foram protegidas por anonimato durante todos o desenvolvimento do
estudo. As informacdes coletadas tém finalidade cientifica e foram assegurados o0s

procedimentos de sigilo e confidencialidade durante o uso dos dados.

4.6 Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Foram coletadas informac6es referentes aos dados clinico-epidemiolégicos, como
as seguintes informacdes: nome, género, idade, tipo de LMA (LMA novo, secundéria ou
recaida) e exames laboratoriais, como hemograma, mielograma, lactato desidrogenase
(LDH), cariétipo Banda G, testes moleculares de rotina da instituicdo para translocacgdes
da LMA pelo método de RT-PCR (AML1-A/ETO-B; PML-RARA/CBFB-A/MYH11 e BCR-
ABL). Utilizou-se busca no sistema de prontuario eletrénico (iDoctor), sistema de cadastro
de exames laboratoriais (Softlab) e no prontuério fisico arquivado no servico médico
especializado (SAME).

4.7 Material Bioldgico

Amostras de medula 6ssea com volume de 1 a 2 ml foram coletadas durante o
atendimento de rotina pela equipe médica da Fundacdo HEMOAM e encaminhadas ao
Laboratorio de Genémica/FHEMOAM, posteriormente processadas e armazenadas em
microtubos de 2mL contendo reagente Trizol no freezer -80°C, até 0 momento de uso para

as analises genéticas laboratoriais do estudo.
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4.8 Extragao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o protocolo de Trizol® Reagent
(Invitrogen, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Avaliou-se a qualidade e
concentracdo do RNA extraido, utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop modelo 2000c
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) para aferir as concentragfes e, foram aceito
valores com concentragdes >150 ng/uL; a qualidade do RNA foi definido quanto a pureza
e qualidade aceitavel pela leituras de 260/280 e 260/230, apresentando valores >1,8 e
também realizou-se por meio da separacdo do RNA em eletroforese gel de agarose a 0,8%
a visualizac&o do perfil de fragmentos do RNA extraido. Apés a extracdo, o material ficou

armazenado a -80°C para realizacao dos proximos ensaios para amplificacdo do gene FLT3.

4.9 Sintese de cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi obtido através de reacdo de retrotranscricao,
utilizando o kit GoScript™ Transcriptase Reversa® (Promega Corporation), seguindo as
instrugdes recomendadas pelo fabricante. Para a producdo do cDNA utilizou-se 0s
seguintes reagentes: Buffer [5x], MgClz [25nM], PCR nucleotide mix [10 mM], RNAsin
(inibidor de RNASE), enzima retrotranscriptase oligo dT, e amostra de RNA extraida. Os
volumes e concentracfes estdo descrita na Tabela 2. Em seguida, a fim de obter a sintese
de cDNA, o mix foi submetido a uma Reacdo em Cadeia da Polimerase Retrotranscriptase
(RT-PCR) com a seguinte programacao de ciclagem: 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C.
Ao final da reacdo, o cDNA foi armazenado a -80°C para procedimentos posteriores para
sequenciamento genético.

Tabela 2 - Volume e concentragdo final do mix para sintese de cDNA*.

Reagente Volume na Reacéo Concentragéo Final
Buffer (5x) 4,0uL 1x
MgCl (25 mM) 1,7 uL 2,1 mM
PCR Nucleotide mix (10 mM) 1,0uL 0,5 mM
RNAsin 0,12 uL 1U
Oligo DT luL 0,5mM
Enzima retrotranscriptase (2000 U) 1,0uL 200U
Amostra de RNA extraida 2,5uL 200-500 ng
Agua Ultrapura gsp 20uL

*Volume do cDNA = 20 uL
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4.10 Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo do gene do FLT3 foi realizada por Reac¢do em cadeia da polimerase
(PCR) convencional, utilizou-se o equipamento ABI Applied Biosystems Veriti ™. Para
obtencdo de fragmentos de tamanho viavel para o sequenciamento em Sanger e
abrangéncia total do gene do FLT3, a amplificacdo do FLT3 foi realizada em trés reacGes
de PCR individuais. Os oligonucleotideos iniciadores que foram utilizados nas reacdes
estdo descritos na Tabela 3, e foram desenhados utilizando a sequéncia de referéncia
NM_004119.3 (3826 pb), registrada no GenBank
(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), e utilizou-se o software Geneious para desenho
e alinhamento dos iniciadores. Posteriormente, as sequéncias dos primers
(oligonucleotideos) foram avaliadas (tamanho da sequéncia, percentual de bases Guanina-
Citosina, temperatura 6tima de ligacdo e, capacidade de Hairpin, Self-Dimer e Hetero-
dimer apartir dos valores de AG) através do programa OligoAnalyser Tool -

(https://www.idtdna.com). Para validacdo dos primers, utilizou a ferramenta PRIMER-

BLAST NCBI visando conhecer possivel ligacdo inespecifica dos oligonucleotideos com

outras regides do genoma.

Tabela 3 - Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR.

PCR Nome Sequéncia (5> — 3’) Tamanho Regido
FLT3 Forward 1 GCTGCTCGTTGTTTTTTCTGC Exons
PCR 1 1098 pb
FLT3 Reverse 1 GTGGGTAGGCTTTAAACCTGA 1-9
FLT3 Forward2 | TTCCTCTTCAAAGCATCCCAGT Exons
PCR 2 1239 pb
FLT3_Reverse 2 CTTCTCTTGAACCAGGCATG 8-18
FLT3 Forward 3 | GAGAATATTGTGAACCTGCTGG Exons
PCR 3 1117 pb
FLT3_Reverse 3 | TAAACGCAGACAGCTTCTAGAG 16 - 24

Para a amplificagcdo dos fragmentos utilizou-se uma reac¢do no volume total de 25
uL, contendo por reagéo: > 200 ng/uL de cDNA, tampéo de PCR 1X, MgCl» a 1,5-2,5
mM, primers Foward e Reverse a 0,2 mM, dNTP 0,2 mM e 1U Tag DNA polimerase. A

programacéo utilizada na amplificacdo dos fragmentos esta descrita no Quadro 5.


https://www.idtdna.com/
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Quadro 6 — Programacao de ciclagens de amplificacdo dos fragmentos.

PCR1 PCR 2 PCR3
Desnaturacéo Inicial 95°C/ 5 min 95°C/ 5 min 95°C/ 5 min
Desnaturacédo 95°C/ 30seg/ 35ciclos | 95°C/30seg/35ciclos | 95°C/ 30 seg/ 35 ciclos
Hibridacédo 64°C/ 30 seg/ 35 ciclos | 63°C/30seg/35ciclos | 57°C/ 30 seg/ 35 ciclos
Iniciadores
Extenséo 72°C/ 1 min, 20seg/35 | 72°C/ 1 min,30seg/35 | 72°C/1 min, 10 seg/ 35
ciclos ciclos ciclos
Extenséo Final 72°C/ 7 min 72°C/ 7 min 72°C/ 7 min

4.11 Confirmacéo da amplificagdo do produto da PCR (Gel de Agarose)

A confirmacédo da amplificagéo do gene FLT3 foi realizada com eletroforese em gel
de agarose 1,5%, os amplicons foram separados em eletroforese de gel e coradas com
brometo de etidio, sendo identificado o fragmento de tamanho especifico correspondente

de cada reacdo (Tabela 3).

4.12 Purificagdo da PCR

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o reagente Polietilenoglicol 8000
(PEG) a 20%, com objetivo de remover oligonucleotideos nao incorporados na PCR para
ndo interferir na reacdo do sequenciamento, seguido por etapa de lavagem com Etanol 80%

gelado e armazenamento dos amplicons -20°C.

4.13 Reacdo de Sequenciamento nucleotidico

Para 0 sequenciamento genético, em rea¢des individualizadas, em cada amplicon
foi utilizado primers da PCR (Forward e Reverse — Tabela 3). Para o0 sequenciamento do
FLT3 aproximadamente 20-50 ng de DNA das amostras foram aplicadas na reacdo. A
reacao de sequenciamento utilizou-se o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems). Os reagentes utilizados na reagéo de sequenciamento estéo descritos

na Tabela 4. A programacéo do sequenciamento esté descrita no Quadro 6.



Tabela 4 - Reagente utilizados na reacdo do sequenciamento.
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Reagente Volume na reagao Concentracao
BigDye® Terminator 0,3uL 0,06 x
Tampéo BigDye 5x 2 uL 1x
Iniciador a 3,3 mM luL 0,3 mM
Produto purificado 2-5uL 10-40 ng
Quadro 7 — Programacéo do sequenciamento.
Reacdo do Sequenciamento
Desnaturacéo Inicial 96°C/ 1 min 1 ciclo
96°C/ 10 seg
Desnaturacéo 60°C/ 15 seg 15 ciclos
60°C/ 1 min e 15 seg
96°C/ 10 seg
Hibridacé&o Iniciadores 60°C/ 15 seg
60°C/ 1 min e 30 seg )
96°C/ 10 seg > ciclos
Extenséo 60°C/ 15 seg
60°C/ 2 min
Extensdo Final 4°C 1 ciclos

4.14 Purificagdo do Sequenciamento

Ao término da reacdo de sequenciamento, foi realizada a purificagdo por

precipitacio com EDTA/Etanol (Applied Biosystems), com objetivo de remover

oligonucleotideos, enzimas e sais que ndo foram utilizados na reagéo para néo interferir na

leitura do sequenciador. A purificacdo foi realizada com utilizagdo do EDTA (125 mM) e

etanol a 100% e 70%, a precipitacao foi realizada com centrifugagdes a 2000 rcf e 1650 rcf

por 45 min e 15 min respectivamente a 4° C. Seguida de secagem das placas no

termociclador por 10 min a 60°C e armazenadas por até 30 dias em -20°C.
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4.15 Eletroforese Capilar

Foi realizado eletroforese capilar para separacdo dos fragmentos de DNA obtidos
na reacdo de sequenciamento, utilizando o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA) utilizando o Polimero POP-7 ™,

4.16 Andlise genética do FLT3

As sequéncias obtidas dos fragmentos de DNA foram analisadas no software
Sequence Analysis (Applied Biosystems). Posteriormente foram alinhados e comparadas
com a sequéncia de referéncia do FLT3 (GenBank ID: NM_004119.3); As anélises das
mutacdes foram realizadas no software Geneious, para obtencao dos contigs. A analise para
aferir a frequéncia alélica mutante (VAF) das variantes identificadas foram realizadas
utilizando o software Minor Variant Finder (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Inc.)

com limite de deteccdo de 5% e EditR (moriaritylab. shinyapps.io/ editr_v10).

4.17 Interpretagéo das Variantes

As variantes identificadas foram analisadas nos bancos de variantes ClinVar do

NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/clinvar/), COSMIC (https://cancer.sanger.

ac.uk/cosmic), CancerVar (cancervar.wglab.org/index.php), e valores preditores in silico

REVEL (sites.google.com/site/revelgenomics/about?authuser=0).

4.18 Andlise de dados estatistica

A caracteristicas dos pacientes foram determinadas pela frequéncia absoluta (n) e
relativa (%). Os dados laboratoriais passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Os dados de concentracdo de hemécias, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, leucdcitos,
porcentagem de blastos, DHL foram utilizados nas andlises o teste de Kruskal-Wallis.
Foram relacionados os dados laboratoriais dos pacientes com FLT3-ITD positivo, FLT3
missenses e FLT3 negativos, utilizando os testes de Kruskal-Wallis ¢ Mann-Whitney com
significancia estatistica aqueles com p<0.05. A razdo alélica (RA) <0.5 e >0.5 das variantes
patogénicas com os dados laboratoriais, foram realizadas com teste de Mann-Whitney. As
analises estatisticas foram realizadas no programa o software GraphPad Prism 10 versdo
10.1.2 (GraphPad Software, Inc.).


http://moriaritylab.shinyapps.io/editr_v10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

CAPITULO I:

Avaliacdo do gene FLT3 na Leucemia Mieloide Aguda em uma populacdo do Amazonas:
baixa contagem de plaquetas e alta porcentagem de blastos em pacientes com variantes
missense

Marlcia Oliveira dos Santos ) Talita Cruz dos Santos @ Gabriele Souza Parente Braz )
Mylena Oliveira do Nascimento ), Vinicius Clementino da Costa ), Lucivana Prata Souza
Mourdo &2, Nilberto Dias de Araujo @), Andréa Monteiro Tarragd -, Leny Nascimento
da Motta Passos &), George Allan Villarouco da Silva &%)

(1) Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia — Universidade do Estado do
Amazonas (PPGH/UEA), Manaus, AM, Brasil

(2) Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Manaus, AM, Brasil

(3) Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), Manaus, AM, Brasil

Resumo

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca maligna hematoldgica
heterogénea. Diferentes alteracOes genéticas sdo associadas com a leucemogénese da
LMA, como variantes no gene FMS- Like tirosina quinase 3 (FLT3), ocorrendo
aproximadamente em 30% dos casos. Neste estudo caracterizamos variantes do FLT3 em
pacientes adultos com LMA, investigando possivel relacdo laboratoriais. Realizou-se um
estudo prospectivo em pacientes com LMA com idade entre 18-92 anos, diferentes
variantes do gene FLT3 foram identificadas por sequenciamento nucleotidico. Um total de
26 variantes foram identificadas em 18 pacientes. Variantes tipo missense foram
encontradas nos dominios funcionais, como 6 (23,1%) extracelular (EC), 3 (11,5%)
transmembranar (TM), 1 (3,9%) justamembranar (JM), 5 (19,2%) no dominio tirosina
quinase | (TKD1) e 4 (15,4%) dominio tirosina quinase 1l (TKD2). Variante FLT3-ITD
foram identificadas, 3 (11,5%) no dominio JM e 4 TKD1 (15,4%). As variantes
classificadas como patogénicas foram 19 (73,1%). A frequéncia alélica (VAF) das
variantes patogénicas variou de 11-62,5%. Variantes tipo missense foram associadas com
intensa plaquetopenia (p=0,038) e aumento de blastos no sangue periférico (p=0,014).
Maiores valores de hemoglobina foi observado em pacientes com duplicagdo interna em
tandem (FLT3-ITD) (p=0,049). Este estudo destaca a ocorréncia de variantes patogénicas
no gene FLT3 em paciente com LMA, sendo as variantes missense mais prevalentes
comparadas a FLT3-ITD, os resultados apontam uma relagdo com alteracOes
hematoldgicas, destacando a importancia do rastreio de variantes no gene FLT3.

Palavras-chaves: Neoplasia mieloide; FLT3-ITD; Frequéncia alélica mutante;

Leucemogénese.
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Introducéo

A leucemia mieloide aguda (LMA) é um doenca onco-hematoldgica heterogénea e
geneticamente alterada, caracterizada pela proliferacdo clonal descontrolada e
indiferenciada das células blasticas da linhagem mieloide, na medula dssea, sangue
periférico e outros tecidos 2. No mundo, a incidéncia da LMA aumentou 87,3% nas
Gltimas décadas (1990 - 2017)%. As regides com alto Indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) como, Sul da Asia, Europa Ocidental, leste Asiatico e América do Norte obtiveram
maiores nimeros de incidéncia (21,46 - 11,7 x10% casos) e nimeros de mortalidade
padronizada por idade (18,07 - 7,91 x10° 6bitos) maiores do que paises subdesenvolvidos,
como na Africa do Sul e Central (incidéncia: 1,14 - 0,92 x10%; 6bitos: 0,86 - 0,77 x10%) 345,

Nas ultimas décadas, estudos gendmicos demonstraram que alteracfes genéticas no
gene FMS - Like tirosina quinase 3 (FLT3) ocorrem em aproximadamente 25-30% dos
pacientes com LMA recém diagnosticados ®’. O gene FLT3 (ID NCBI: 2322) esta
localizado no cromossomo 13, locus ql12.2, constituido de 104.953 nucleotideos,
distribuidos em 24 éxons 8. Codifica uma proteina receptora de tirosina quinases tipo Il
com 993 aminoacidos, chamada de FLT-3, e contém 5 dominios funcionais: loops tipo
imunoglobulina (IG) no dominio extracelular (EC), dominio transmembranar (TM),
dominio justamembranar (JM) e dominios tirosina quinase 1 e Il (TKD1 e TKD2) & A
proteina FLT-3 é expressa em progenitores hematopoiéticos imaturos e suprimida quando
essas células se diferenciam ®1°. Na LMA, o RNAm do gene FLT3 esta altamente expresso
em mais de > 90% dos blastos leucémicos,***? contribuindo para proliferacdo, diminuicio
da apoptose e aumento da sobrevida dessas célulast?.

Dentre as principais alteracdes ativadoras do FLT3, a mais frequente (15-25%) a
duplicacdo interna em tandem (FLT3-1TD), com comprimentos que variam de 3->400
pares de bases (pb) *° no dominio justamembranar (JM) que inserem aminoacidos na
proteina;*3 e alteracGes do tipo missense no dominio tirosina quinase 11 (TKD2) nos codons
D835/1836 ocorrem em 7-10% dos pacientes com LMA 714 A proteina FLT-3 mutada
ocasiona a autofosforilagdo e ativacdo constitutiva do receptor, contribuindo para
leucemogénese da doenca '°. MutagBes no gene FLT3 estdo associadas a diferentes
implicagdes clinicas e progndstica, como menor taxa de remissdo completa (RC), baixa na
sobrevida global (SG), sobrevida livre de doencga (SLD), sobrevida livre de eventos (SLE),
sendo um fator independente de mau progndstico 6. A mutagdo FLT3-ITD é classificada
no risco intermediério (European LeukemiaNet, ELN 2022). Assim, testes moleculares que
detectam alteracGes no FLT3 é recomendado em pacientes com LMA recém diagnosticado
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e na recidiva, contribuindo a implicagcdes progndsticas e benéfica da terapia direcionada
17.18 O uso de inibidores de FLT-3 tem promovido uma recuperacéo hematoldgica e melhor
expectativa de vida dos pacientes com LMA 21920,

Em diferentes estudos, a identificacdo de mutacdes na proteina FLT-3 tem sido
apenas relatada nos dominios JM/TKD1 (éxon 14-15) e TKD2 (éxon 20) 62122 O
sequenciamento completo do FLT3 pode identificar outras variantes ao longo do gene,
como tem sido observado em pacientes classificados como negativos para ITD e TKD em
ensaios moleculares especificos 23. Neste estudo realizamos o sequenciamento completo
do gene FLT3 em pacientes com LMA, visando caracterizar molecularmente alteracdes

presentes em pacientes no Estado do Amazonas, Brasil.

Materiais e Métodos
Aspectos éticos

Trata-se de um estudo prospectivo realizado com pacientes de LMA,
diagnosticados de janeiro 2022 a novembro de 2023. Todos 0s pacientes foram atendidos
na Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Centro
de referéncia para tratamento de doengas onco-hematoldgicas no Amazonas. O estudo foi
aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Institucional (CAAE: 59781222.7.0000.0009).

Caracteristicas dos pacientes

Foram incluidos 36 pacientes com LMA com idade superior a 18 anos (18 - 92),
ambos o0s géneros, procedentes do Estado do Amazonas. O diagndéstico da LMA foi
realizado pela equipe médica com base aos critérios da Organizacdo Mundial de Saude. Os
dados clinicos, género, idade, tipo de LMA, dados laboratoriais como hemograma,
bioquimica, mielograma, imunofenotipagem, cariétipo de banda G e testes moleculares
RT-PCR (AML1-A/ETO-B; PML-RARA; CBFB-A/MYH11 e BCR-ABL), foram obtidos dos

prontudrios e sistema de resultados de exames.
Material biologico e extracdo DNA/RNA

Amostras de medula 6ssea foram coletadas em tubos a vacuo contendo
etilenodiaminotetracético (EDTA) (Becton Dickinson) em seguida, foi realizada extragdo

de DNA/RNA pelo método Trizol®, de acordo com as recomendagdes do fabricante
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(Thermo Fisher Scientific, EUA). O material foi armazenado a —80°C até o momento de

uso.
Reacdo em cadeia da polimerase do gene FLT3

Aproximadamente 0,5-1 pg de RNA foi utilizado para sintese do DNA
complementar (cDNA) utilizando o kit GoScript™ Transcriptase Reversa® (Promega
Corporation), de acordo com as recomendac@es do fabricante. Em seguida o gene do FLT3
(éxon 1 ao 24) foi amplificado por reacdo em cadeia polimerase (PCR). Os primers e 0
tamanho dos produtos amplificados sdo mostrados no Quadro Suplementar S1. As
condi¢des de PCR foram as seguintes: 0,4 uM de cada primer, 0,2 puM de cada
desoxirribonucleotideo, 1,5 ou 2,5 mM de MgCly, 1 U de Taq polimerase em um volume
final de 25 uL contendo 500 mmol/L de KCIl e 100 mmol /L Tris-HCI do tamp&o Taq
polimerase. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese com gel de agarose
a1,5%. A purificagéo da PCR foi realizada com polietilenoglicol a 20%, conforme descrito

anteriormente. 242
Analise de fragmentos para variantes FLT3-1TD

As variantes FLT3-ITD foram amplificadas utilizando os primers 5°-
GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’ ¢ 5>-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3’,
forward e reverse respectivamente, direcionados para éxons 14-15 do gene. A PCR foi
realizada e analisada com as condi¢fes descritas anteriormente (Quadro Suplementar S2).
A carga alélica mutante (FLT3-1TD) foi avaliada em gel de agarose a 2% utilizando
aplicacdo Lane Profile (intensidade de fluorescéncia) no software Image Lab (Bio-Rad), e
eletroforese capilar (Tapestation Systems™) utilizando reagentes de alta sensibilidade, kit
Agilent High Sensitivity D1000 Screen Tap sobre Agilent Tapestation 2200. A carga alélica
mutante foi semelhante entre os métodos e quando comparados entre amostras de DNA e
cDNA.

Sequenciamento nucleotidico

Aproximadamente 20-50 ng de DNA foram usadas na reacdo de sequenciamento.
O sequenciamento nucleotidico foi realizado utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, California) com mesmos primers
utilizados na PCR. Visando obtencdo de sequéncias com alta qualidade, os fragmentos da

reacdo de sequenciamento foram purificados segundo recomendacbes do fabricante. A
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eletroforese capilar foi realizada utilizando Polimero POP-7™ no Sequenciador 3500 XL

Genetic Analyzer®.
Anélise de Sequéncias

As sequéncias de DNA foram analisadas no software Sequence Analysis (Applied
Biosystems) em seguida, alinhadas com a sequéncia de referéncia do FLT3 (GenBank ID:
NM_004119) no software Geneious 6.0.6 (Biomatters, Inc.) para obten¢édo dos contigs. O
score de qualidade foi avaliado, sendo consideradas apenas sequéncias de alta qualidade
(Qualis >40). A reacdo de sequenciamento foi repetida para cada variante identificada. A
andlise da frequéncia alélica de variante (VAF) foi realizada utilizando os softwares Minor
Variant Finder (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Inc.) e EditR (moriaritylab.

shinyapps.io/ editr_v10). Com base na frequéncia alélica (VAF) das variantes FLT3

calculamos a razao alélica (RA) usando como ponto de corte razdo alélica (RA) de 0,5.
Intepretacdo de Variantes Patogénicas

As variantes identificadas foram submetidas a bancos de variantes ClinVar do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), COSMIC (https://cancer.sanger. ac.uk/cosmic),

CancerVar (cancervar.wglab.org/index.php), e os valores preditores in silico REVEL
(sites.google.com/site/revelgenomics/about?authuser=0)?® com pontuacio acima de 0,5
(thershold — 0.45) como patogénica.?® No geral as variantes foram classificadas

patogénicas, de significado incerto, ou benigna.?’
Andlise estatistica

As caracteristicas gerais dos pacientes foram descritas e determinadas pela
contagem direta e relativa (%). Os dados hematologicos e bioquimicos sdo expressos em
mediana e intervalo interquartil (25 e 75%). O teste Kruskal-Wallis foi utilizado nas
andlises de concentracdo de hemacias, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, leucdcitos,
porcentagem de blastos, DHL dos pacientes LMA novo, secundaria e recaida. Foram
comparados entre 0s pacientes com FLT3-ITD positivo, FLT3 missense e FLT3 negativos,
usando o teste Kruskal-Wallis e o teste Mann-Whitney com significancia estatistica aqueles
com p<0.05. A relacdo das variantes genéticas com razao alélica (RA) <0.5 e >0.5 com os
dados laboratoriais foram realizadas utilizando o teste Mann-Whitney. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 10 versdo 10.1.2
(GraphPad Software, Inc.).


http://moriaritylab.shinyapps.io/editr_v10
http://moriaritylab.shinyapps.io/editr_v10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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Resultados
Caracteristicas da populacgao de estudo

Os pacientes incluidos neste estudo, 26 casos de LMA de novo (72.2%), 6 de LMA
secundaria (16.7%) e 4 casos de recaida (11.1%). Os pacientes apresentam uma mediana
de idade de 53,5 anos, sendo observado uma maior frequéncia de pacientes do género
feminino (Tabela 1). Segundo a classificagdo Franco-Americano-Britanico (FAB), M1
(30.6%), M2 (22.2%), M5 (19.4%) e M3 (16.7%) foram mais prevalentes. Em relacao a
cariotipo banda G, 22 (61.1%) apresentam alteracbes cromossdmicas sendo mais frequente
a t(15;17), e 14 (38.9%) pacientes ndo apresentaram alteragdes (Figura Suplementar S1).
De acordo com diretrizes European LeukemiaNet (ELN 2022), incluindo resultados
citogenético e molecular, 3 (8,3%) pacientes apresentaram progndstico favoravel, 29

(80,6%) como intermediario e 4 (11,1%) como adverso (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com LMA.

Caracteristicas N° de Pacientes (n=36)
Género N (%)
Feminino 21 (58,3)
Masculino 15 (41,7)
Idade (anos)
Mediana (IQR) 53,5 (30,25 - 70,75)
Tipo de LMA
LMA Primaria (novo) 26 (72,2)
LMA Secundéria (SMD) 5(13,9)
LMA Secundéria (LMC) 1(2,8)
Recaida 4(11,1)
Classificacdo FAB
MO 1(2,8)
M1 11 (30,6)
M2 8(22,2)
M3 6 (16,7)
M4 3(8,3)
M5 7 (1944)
M6 0
M7 0
Cariétipo Banda G
Sem alteracdes 14 (38,9)
Alteracdes citogenéticas 22 (61,1)
Risco citogenético ELN 2022
Favoravel 3(8,3)
Intermediario 29 (80,6)
Adverso 4(11,1)

LMA, leucemia mieloide aguda; FAB, Franco-Americano-
Britanico; ELN, European LeukemiaNet 2022.
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Dados hematolégicos

Alteracdes hematoldgicas foram semelhantes entre os grupos, observados anemia,
plaquetopenia, neutropenia (Tabela 2). Os pacientes de LMA de novo foi observado uma
discreta leucocitose comparada LMA secundéria e recaida. A média de contagens de
blastos na medula 6ssea foi de 49,8% (alcance de 20-91%). Os valores de desidrogenase
lactica (DHL) estavam aumentados em todos os grupos, com valores mais altos em LMA

novo (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas hematoldgicas e bioquimicas dos pacientes com Leucemia Mieloide Aguda.

a
Caracteristicas LMA novo (1) LMA secundario (2) LMA em Recaida (3) pl_xazll\ies
Eritrdcitos, mm? 2.72(2.1-3.22) 2.51 (2.23 - 3.04) 3.09 (2.73 - 3.35) 0.361
Hemaoglobina, g/dL 7.6 (6.7-9.4) 7.9(7.2-10.2) 9.25(8.9-9.4) 0.283
Hematdcrito, % 23.30 (19.25 — 27.75) 24.10 (21.58 — 31.25) 27.55 (26.68 — 28.95) 0.256
Plaquetas, mm3 23000 (14000 -157000) 45000 (14750 - 83750) 47500 (23250 - 138500) 0.627
Leucocitos totais, mm? 13.919 (4,225 -75,535)  7.170 (1.860 — 56,960) 7.055 (2.143 - 22.318) 0.462
Neutréfilos, % 8 (45-17.5) 15 (9 -26.5) 13.5 (6.25 — 32.75) 0.494
Blastos MO, % 47 (23.75 — 71.25) 32 (23 -41) 48 (16.8 — 76.5) 0.438
DHL, U/L 821.5 (439.3 -1396) 540.5 (418.3 -853.8) 582.5 (209.8-2847) 0.559

MO, Medula 6ssea; DHL,Desidrogenase lactica. @ teste Kruskal-Wallis.

Variantes FLT3 identificadas

Ao todo, foram identificadas 26 variantes do éxon 3 ao 20 do gene FLT3 em 18
(50%) pacientes (Quadro Suplementar S3). Ndo foram localizadas variantes nos éxons 4,
5,9,12, 18 e 19. Variantes missense foram encontradas nos dominios funcionais: 6 (23,1%)
extracelular (EC), 3 (11,5%) transmembranar (TM), 1 (3,9%) Justamembranar (JM), 5
(19,2%) no dominio tirosina quinase | (TKD1) e 4 (15,4%) dominio tirosina quinase 11
(TKD2). Variante FLT3-ITD foram identificadas 3 (11,5%) no dominio JM e 4 TKD1
(15,4%). As variantes foram classificadas como, 5(19,2%) benigna (T329S, Q338L,
C407W, E672A e F760V), 2 (7,7%) variantes de significado incerto (D247H e L561M) e
19 (73,1%) patogénica (Quadro Suplementar S3).

Pelo menos uma variante patogénica foi identificada em 16 pacientes (44,4%),
sendo 12 LMA novo, 2 LMA secundéria e 2 em recaida. As variantes FLT3 missense foram
mais prevalentes, 12 (63,2%), sequido pelas variantes FLT3-ITD 7 (36,8%) (Tabela 3). A
frequéncia alélica das variantes (VAF) foram de 11% a 62,5%, enquanto a VAF da variante
A680V foi de 100% (Tabela 3). A coocorréncia de variantes patogénicas foi observada em
4 pacientes: (1) Y416N/ FLT3-ITD (42 pb) [VAF 36%/32%]; (2) A680V/R834G [VAF
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100%/25%]; (3) C681S/L703P [VAF 23%/19%]; (4) D69SAIY702S [VAF 24%/39%)].

N&o houve significancia entre as razdes alélicas (RA) das variantes FLT3 com os dados

hematol6gicos e DHL. (Tabela Suplementar S1).

Tabela 3: Variantes FLT3 patogénica.

Variante Exon Dominio Posigéo VAF RA Predictor?
Y416N 10 EC c.1246 36% 0,56 0.881
L561P 13 ™ c.1682 32% 0,47 0.686
L601P 14 M c.1802 30% 0,42 0.558

ITD (42 pb) 14 M c.1785_1827 32% 0,47 CcVv

ITD (27 pb) 14 M €.1804_1831 62.5% 1,66 CcVv

ITD (60 pb) 14 M €.1808_1868 17.6% 0,21 CcVv

ITD (81 pb) 15 TKD1 .1838_1919 46.6% 0,87 CcVv

ITD (81 pb) 15 TKD1 c.1842_1923 11% 0,12 cVv

ITD (81 pb) 15 TKD1 .1847_1928 14.4% 0,17 CcVv

ITD (81 pb) 15 TKD1 .1860_1941 11.6% 0,13 cv
A680V 16 TKD1 €.2039 (T/T) 100% 1,00 0.673
C681S 16 TKD1 €.2042 23% 0,29 0.865
D698A 17 TKD1 €.2093 24% 0,31 0.896
Y702S 17 TKD1 €.2105 39% 0,63 0.788
L703P 17 TKD1 €.2108 19% 0,23 0.914
R834G 20 TKD2 €.2500 25% 0,33 0.779
D835Y 20 TKD2 c.2503 45% 0,81 0.875
D835E 20 TKD2 c.2505 12.7% 0,14 0.629
1836M 20 TKD2 c.2508 12% 0,13 0.554

4Meta predictor in silico Revel, score (thershold — 0.45); CV — variante patogénica classificada
conforme pelo banco ClinVar; VAF - Frequéncia alélica da variante; RA - razédo alélica; EC,
Extracelular; TM, Transmembranar; JM, Justamembranar; TKD, Dominio tirosina quinase

Variantes FLT3 positivas e alteraces hematoldgicas

Alteracbes hematoldgicas foram observadas entre pacientes variantes FLT3

positivo e FLT3 negativos (Tabela 4). Os valores de hemoglobina foram significativamente

elevados em pacientes com FLT3-ITD (p=0.049). Por

outro

lado,

contagens

expressivamente baixas de plaguetas foram observados em pacientes com FLT3 missense

(p=0.038). Blastos no sangue periférico foram significativamente mais elevados em

variantes FLT3 missense (p=0.014).

Tabela 4: Comparagdo dados clinicos e laboratoriais entre FLT3 negativas e positivas.

CARACTERISTICAS FLT3 neg (1) FLT3-ITD (2) FLT3 missense (3) p-Value
n=20 n=7 n=9 lvs2vs3?  1vs2P 1vs3P 2vs 3P

Eritrdcitos, mm® 2,5(2,19 - 3,24) 3(2,73-3,56) 2,6 (1,84 -3,15) 0.108 0.056 0.561 0.090
Hemoglobina, g/dL 7,6 (6,9-8,9) 9,4 (7,46 - 10,8) 7,9 (6,2-95) 0.140 0.049 >0.999 0.149
Hematdcrito, % 22,5(20,9-27,2) 27,1(23,3-34,7) 24,4 (18,5-28,2) 0.218 0.061 0.708 0.182
Plaqueta, mm® 35.000 (14.000 — 64.000) 56.000 (44.000 — 140.000) 18.000 (9.000 — 48.000) 0.064 0.061 0.313 0.038
Leucdcitos totais, mm? 5.600 (2.840 — 23.150) 10,680 (2.050 — 26.140) 15.070 (9.430 — 131.800) 0.176 0.865 0.068 0.252
Blastos SP, % 25 (13,5-56,5) 36 (28 - 80) 71 (36 —85) 0.039 0.203 0.014 0.217
Blastos MO, % 46 (20 — 73,5) 58 (32 - 85) 45 (35-65) 0.436 0.210 0.824 0.292
DHL, U/L 514,5 (329,8 — 1.089) 971.3 (598 — 1.095) 767 (514,5-1.832) 0.408 0.453 0.212 0.863

SP, Sangue periférico; MO, Medula 6ssea; DHL,Desidrogenase lactica. ? teste Kruskal-Wallis. ° teste Mann-Whitney
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Discussao

Alteracdes génicas na tirosina quinase 3 (FLT3) ocasionam alteracbes funcionais
na proteina,?® como mutagBes nos dominios JM e TKD que ativam constitutivamente a
proteina FLT-3.1% As alteragGes de duplicagbes interna em tandem (ITD) leva a proteina
FLT-3 a perda auto inibitéria na regido JM sobre o dominio TKD, ativando vias
intracelulares independente do fator ligante (FL).%° Variantes FLT3-TKD mudam o circuito
de ativacio para permanentemente aberta, também levando a sinalizacdo constitutiva.?
Alteragdes FLT3-1TD tém sido associadas a desfechos desfavoravel, como elevada taxa de
recaida e baixa sobrevida global, 3163031 enquanto FLT3-TKD (D835) foi associado a
desfecho favoravel.’®32 Nos ultimos anos, inibidores de FLT-3 * tém sido utilizados em
monoterapia ou em combinacdo com quimioterapia padrdo, proporcionando maior
sobrevida aos pacientes.!?° Assim identificar variantes do FLT3 é importante para o
diagndstico e tratamento dos pacientes com LMA.

A LMA apresenta um quadro de insuficiéncia medular com implicacbes na
formacdo dos componentes sanguineos®®, os primeiros achados encontrados no
diagndstico. Em nosso estudo pacientes com LMA de novo apresentaram valores reduzidos
de hemoglobina, hematdcrito, plaquetas e valores aumentados na contagem de leucocitos
totais e DHL (Tabela 2).

Este estudo descreve pela primeira vez variantes do gene do FLT3 em pacientes
com LMA no estado do Amazonas, podem influenciar nas alteracbes hematoldgicas. No
presente estudo, 16 (44,4%) dos pacientes com LMA apresentaram variantes relacionadas
a patogenicidade em pelo menos um dominio funcional da proteina FLT-3. As variantes
missense foram mais prevalentes, 12 (63,2%) foram identificadas nos éxons 10, 13, 14, 16,
17 e 20, sequido pelas variantes ITD 7 (36,8%). As variantes missense Y416N, L561P,
L601P, A680V, C681S, D698A, Y702S, L703P, 834G, D835Y, D835E e 1836M foram
associadas com plaquetopenia intensa quando comparado ao FLT3-ITD (18,000 mm?®
versus 56,000 mm?3, p=0,038) e uma superior contagem de blastos comparados ao FLT3
negativo (71% versos 25%, p=0,014). Pacientes com variantes FLT3-1TD apresentaram
maiores contagens de hemoglobina em comparacéo a pacientes FLT3 negativos e variantes
missense (9,4g/dL vs 7,6 e 7,9 g/dL, p=0,049).

Embora LMA ao diagndstico seja mais frequente em homens e faixa etaria mais

avancada, *° clinicamente, a presenca de FLT3-ITD foi observada em pacientes mais jovem
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(<60 anos) e com baixa sobrevida global na populagéo feminina 36373, Assim, observamos
no presente estudo o FLT3-ITD foi mais prevalente em mulheres (71,4%), abaixo de 60
anos (80%).

A prevaléncia de FLT3-ITD (JM / TKD1) e alteracdo no codon D835 no dominio
quinases Il (TKDZ2) sdo as variantes mais relatadas nos pacientes com LMA, em 15-35% e
5-10% dos casos, respectivamente. 1621:223%40 Diferentes estudos realizados na China,
Noruega, Siria e Estados Unidos mostraram frequéncias da FLT3-ITD entre 15-
28%1621:3940 N Brasil, a frequéncia do FLT3-ITD foi de 13,9% em Minas Gerais,*' 23,6%
e 33,3% em dois estudos realizados em S&o Paulo***3, Em nosso estudo, a frequéncia da
FLT3-ITD foi observada em 7 pacientes (19,4%), consistente com estudos internacionais
e naCionaiS. 16,21,39,40,41,42,43

Enquanto, variantes FLT3 missense no dominio TKD apresentam uma frequéncia
em pacientes com LMA variando de 2-9,7% 2142 no Brasil, variantes FLT3-TKD sio
observadas com baixa frequéncia (<1%) nos pacientes com LMA®*243 No presente estudo,
a frequéncia de variantes no dominio TKD foi de 25%, superior ao descrito na literatural!2?
A0 nosso conhecimento, as frequéncias diferem entre os estudos pode ser devido a regides
geograficas, tamanho e caracteristicas da populacdo de estudo, e métodos utilizados a
deteccdo de variantes FLT3.%°

A presenca de variantes no FLT3 e a relagdo com dados hematoldgicos tém sido
controversos em diferentes estudos 6444 A falta de associacio com os dados
hematoldgicos entre os FLT3 positivos e FLT3 negativos tém sido relatadas 4°4647. Outros
relatam o FLT3 positivo associado a baixa contagem de leucdcitos e elevada contagem
plaquetas 4. Por outro lado, diferentes estudos relatam associacgéo de variantes FLT3-1TD
e TKD com contagens mais altas de leucdcitos, niveis aumentados de blastos no sangue
periférico (SP), medula éssea (MO) e valores séricos elevados de DHL ao diagnostico
164849 Neste estudo, variantes missense foram associadas com plaquetopenia intensa e alta
contagem de blastos no sangue periférico, e FLT3-1TD associado com maiores contagens
de hemoglobina (Tabela 4).

VariagGes no tamanho e localizagdo do ITD foram relacionados a importancia
prognostica 1%, Insercbes ITD maiores (>30 pb) foram associados a diminuicio da
sobrevida global (SG) %5, O FLT3-ITD foi relatado em aproximadamente 30% no
dominio TKD1 e esta associado desfecho desfavoravel, como taxas inferiores de RC,

menor SG, SLR, resisténcia a quimioterapia e inibicdo da tirosina 34°52_ Em nosso estudo
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tamanho do ITD variou de 27 a 81 pb, e inser¢bes ITD em TKD1 foram mais prevalentes
4 (57,14%) (Tabela 3).

Embora alteragdes no FLT3 em estudos anteriores tenham sido relatados em
pacientes sem alteragbes cromossomicas,'®® em nosso estudo encontramos maior
frequéncia de variantes FLT3 no grupo caridtipo alterado, aproximadamente 68,75%, € a
presenca da translocagdo t(15;17) como mais frequente no FLT3 positivo (30,55%),
conforme descrito em estudos anteriores 39315354 A presenca de t(15;17) define a
Leucemia Promielocitica (M3), estd relacionada maiores chances de cura, porém a
presenca de variantes FLT3-1TD e TKD tém sido relatadas a prognostico desfavoravel em
relacdo a sobrevida global (SG) >, sobrevida livre de recaida (SLR), sobrevida livre de
progresséo (SLP).%6>7

Estudos descrevem variantes genéticas em outros dominios do FLT3 %85 e no
presente estudo observamos variantes com maior prevaléncia no dominio TKD1 (34,6%),
seguida no EC (23,1%), TKD2 (15,4%), JM (15,4%) e TM (11,5%). As variantes benignas
Q388L (13,9%) e T329S (8,4%), e variantes sem significado clinico (D247H e L561M)
(5,6%) também foram identificadas nos pacientes com LMA.

O polimorfismo rs1933437 C>T (Ther227Met) presente no éxon 6 do gene FLT3
foi descrita com frequéncia alélica menor (MAF) variando de 54-74% %, e encontrada em
subpopulacdes africana, europeia, asiatica e hispanica saudaveis com frequéncia variando
de 30% a 73% 5. No presente estudo, o SNP rs1933437 C>T foi observado em 66,7% da
populacdo (dados ndo mostrados), 10 (27,8%) com gendtipos C/T e 14 (38,9%) T/T. Pouco
se sabe sobre o significado clinico desta variante, entretanto foi associada a resposta ao
tratamento e com efeito protetor para leucopenia e trombocitopenia induzida por farmacos
mielotdxicos em pacientes com gendtipo alélico C/T e C/C 293, Em estudo realizado com
pacientes com carcinoma de células renais relata que aqueles com genétipo rs1933437 T/T
apresentam risco aumentado de 700% de apresentar leucopenia e de 170% para neutropenia
%4 Demais estudos sdo necessarios para esclarecer possivel envolvimento deste SNV com
alteracfes hematoldgicas e possivel envolvimento com a doenca.

Podemos destacar diferentes limitagdes no estudo, primeiramente o pequeno
namero amostral de pacientes, uma vez que recentemente o centro de referéncia tem
iniciado 0s exames genéticos para os pacientes com LMA, o que justifica a natureza do
estudo ser prospectivo. Porém destacamos a importancia que proximos estudos possam
envolver outros centros de referéncia abordando um maior numero possivel de pacientes

com LMA. Aqui realizamos coletas de amostras de medula 6ssea no momento do
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diagnostico, a coleta de material durante ou ap6s o tratamento poderia evidenciar aquelas
mutacdes resistentes, como tem sido observado em dois casos de recaida. Por fim,
sequenciamento nucleotidico utilizado no presente estudo é uma metodologia que
apresenta um baixo nivel de sensibilidade comparada a metodologias de nova geracao.
Com isso buscamos preferencialmente utilizar amostras de medula 6ssea que apresentavam
alta contagem de blastos (49,8%; 20-91), evitando pacientes falsos negativos para
mutacdes do FLT3. Podemos destacar que as metodologias utilizadas neste estudo foram
otimizadas, observamos variantes patogénicas com VAF >10% (metodologia repetida pelo
menos uma vez), a ocorréncia de duas ou mais variantes em alguns pacientes sugerem
heterogeneidade de clones.

Em nosso estudo relatamos pela primeira vez a frequéncia de variantes FLT3 em
pacientes com LMA no estado do Amazonas, Brasil. Apesar das limita¢fes observadas no
presente estudo, mutacdes potencialmente patogénicas no gene FLT3 sdo frequentemente
observadas em pacientes de LMA. Destacamos que o FLT3 apresenta uma alta incidéncia
de variantes missense ao longo do gene, e possivelmente associadas com alteragdes
hematoldgicas, como plaguetopenia intensa e alta porcentagem de blastos no sangue
periférico, destacando a importancia do rastreio de variantes no gene do FLT3. Portanto

0s parametros hematoldgicos devem ser mais bem explorados.
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Quadro S1. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (primers) e programacao de ciclagens utilizados na PCR

de amplificacdo dos fragmentos.

PCR Nome Sequéncia (5° — ~ 3?) Tamanho | Regido Ciclagem

FLT3_Forward 1 GCTGCTCGTTGTTTTTTCTGC 95°C/ 5 min;
Exons 95°C/ 30 seg / 35 ciclos
PCR1 1098 pb 1.9 64°C/ 30 seg / 35 ciclos;

) 72°C/ 1 min, 20 seg / 35 ciclos;
FLT3 Reverse 1 GTGGGTAGGCTTTAAACCTGA 72°C/ 7 min

FLT3_Forward 2 TTCCTCTTCAAAGCATCCCAGT 95°C/ 5 min;
Exons 95°C/ 30 seg / 35 ciclos
PCR2 1239 pb 63°C/ 30 seg / 35 ciclos;

-1 . .
8-18 72°C/ 1 min, 30 seg / 35 ciclos;
FLT3 Reverse 2 CTTCTCTTGAACCAGGCATG 72°C/ 7 min

FLT3_Forward 3 | GAGAATATTGTGAACCTGCTGG 95°C/ 5 min;
Exons 95°C/ 30 seg / 35 ciclos
PCR 3 1117 pb 57°C/ 30 seg / 35 ciclos;

16 - 24 . .
72°C/ 1 min, 10 seg / 35 ciclos;
FLT3 Reverse 3 | TAAACGCAGACAGCTTCTAGAG 72°C/ 7 min

Quadro S2. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (primers) e programacdo de ciclagens utilizados na PCR

de amplificacdo do fragmento FLT3- ITD.

PCR Nome Sequéncia (5° —>3°) Tamanho Regido Ciclagem
ITD_Forward ° .
GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 95°C/ 5 min;
PCR Exons 95°C/ 30 Seg /40 ciclos
232 pb 0 L
" | s | 0G0 s
ITD_Reverse Seg : ciclos;
CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 72°C/ 7 min
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12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

FLT3 + FLT3 -
mo-m [l B [ ] Bl uma variante
ITD-TKD1 . duas variantes
Missense outro Dominio .. . .
Missense TKD 1 ... . sim
Missense TKD 2 B B B B
Caridtipo sem anormalidades . . . - - ----- - - -- LMA novo
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Tipo de LMA
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Figura S1 - Caracteristicas citogenéticas, classificacdo de risco citogenético ELN e FAB dos pacientes com LMA.
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Quadro S3 - Variantes detectadas pelo sequenciamento nucleotidico do gene FLT3 em pacientes com LMA.

VARIANTES FLT3 T329S Q338L C407W V5571 L561P
POSICAO CDs | c1246 | 1682 |
NM_004119 G C G G A A Cc T G T
ALELO VARIANTE A T C T T T G A A C
POSICAO NO CODON GTA ACG GAT GGC ACT CAA TGC TAT GTT CTA
ATA ATG CAT GTC TCT CTA TGG AAT ATT CCA
TIPO DE VARIANTE missense | Missense | missense | missense | missense missense missense missense missense missense
EXON 3 6 7 8 8 8 10 10 13 13
DOMINIO FUNCIONAL EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT ™ ™
VARIACAO DA PROTEINA Val85lle | Thr227Met | Asp247His | Gly295Val | The329Ser | GIn338Leu | Cys407Trp | Tyrdl6Asn | Val557lle Leu561Pro
SIGNIFICADO CLINICO Benigna * SNP Incerto Benigna Benigna Benigna Benigna Patogénica Patogénica

*SNP - polimorfismo de nucleotidico unico.
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VARIANTES FLT3

70

L561M ‘ ITD L601P ITD ITD ITD ITD ITD ITD
POSICAO CDS c.1683 |c.1785 1827| c.1802 C.1804 _1831 |C.1808_1868|c.1842_1923 |c.1847_1928| c.1860_1941 | ¢.1838_1919
NM_004119 A - T - - - - - -
ALELO VARIANTE G - C - - - - - -

s 3 CTA - CTC - - - - - -
POSICAO NO CODON o - cce - - - - - -
TIPO DE VARIANTE missense Insergéo missense Insergéo Insergéo Insercdo Insergéo Insergéo Insergéo
EXON 13 14 14 14 14 15 15 15 15

IM
DOMINIO FUNCIONAL ™ JM JM JM TKD1 TKD1 TKD1 TKD1
VARIACAO DA PROTEINA |Leu561Met| 42 pb Leu601Pro 27 pb 60 pb 81 pb 81 pb 81 pb 81 pb
SIGNIFICADO CLINICO Incerto Patogénica | Patogénica Patogénica Patogénica  Patogénica  Patogénica Patogénica

Patogénica
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VARIANTES FLT3 C681S D698A
POSICAO CDS
NM_004119 C G A A T C G T C
ALELO VARIANTE T (T/T) C C C C G T G G

N i GCG TGC GAT TAT CTA CGA GAT GAT ATC
POSICAO NO CODON

GTG TCC GCT TCT CCA GGA TAT GAG ATG

TIPO DE VARIANTE missense missense missense missense missense missense missense missense missense
EXON 16 16 17 17 17 20 20 20 20
DOMINIO FUNCIONAL TKD1 TKD1 TKD1 TKD1 TKD1 TKD2 TKD2 TKD2 TKD2
VARIACAO DA PROTEINA | Ala680Val | Cys681Ser | Asp698Ala| Tyr702Ser Leu703Pro | Arg834Gly | Asp835Tyr | Asp835Glu| lle836Met

SIGNIFICADO CLINICO

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica
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Tabela S1: Dados laboratoriais dos pacientes FLT3 positivo de acordo com a razdo alélica (AR).

72

DADOS LABORATORIAIS RA<0,5 RA>0,5 p-Value 2
n=9 n=7
Eritrocitos, x mm?3, 2,73 (2,22 - 3,38) 2,95 (2,37 - 3,28) 0.461
Hemoglobina, g/dL 7,9 (6,7-10,1) 9,4 (7,6 —9,6) 0.631
Hematdcrito, % 23,3 (20,15 — 28,65) 27,1 (24,4 — 31,90) 0.432
Plaqueta, mm?® 44.000 (11.000 — 140.500) 48.000 (18.000 — 49.000) 0.736
Leucocitos totais, mm?® 14.760 (6.925 — 131.800) 10.850 (3.690 — 26.140) 0.606
Blastos SP, % 77 (32,5 - 86,5) 36 (28 -71) 0.340
Blastos MO, % 60 (45 — 85) 35 (32 - 58) 0.141
DHL, U/L 1.089 (794,3 — 1.655) 598 (501 — 860) 0.152

teste de Mann-Whitney
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CAPITULO II;

Mutaces no gene FLT3 sdo observadas em casos de LMA recaida e secundéaria: um estudo de 4
casos

Marldcia Oliveira dos Santos () Talita Cruz dos Santos ™ Gabriele Souza Parente Braz
Mylena Oliveira do Nascimento @, Vinicius Clementino da Costa ), Lucivana Prata Souza
Mourdo 2, Nilberto Dias de Araujo ®), Andréa Monteiro Tarragd ), Leny Nascimento da
Motta Passos &¥, George Allan Villarouco da Silva ¢

(1) Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia — Universidade do Estado do Amazonas
(PPGH/UEA), Manaus, AM, Brasil

(2) Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Manaus, AM, Brasil

(3) Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, AM, Brasil

Introducéo

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia geneticamente transformada,
heterogénea, caracterizada pela progressdo clonal de precursores mieloides imaturos que
resultam em hematopoiese ineficaz e insuficiéncia da medula 6ssea.’?

A LMA ¢€ a leucemia aguda mais frequente no adulto (80%), principalmente acima de
65 anos.® Os pacientes apresentam baixa taxa de sobrevida e a recidiva da doenca é umas das
principais causas de falhas do tratamento®. Aproximadamente 40 a 50% dos jovens e maioria
dos idosos recidivam e/ou se mostra refratario ao primeiro ciclo de tratamento, tornando o
progndstico ruim, com uma sobrevida média de 12 meses.*° Alteragdes moleculares em
neoplasias mieloproliferativa ou mielodisplasicas podem resultar em posterior transformacéo
leucémica, caracterizada como leucemia mieloide aguda secundaria (LMAs).® A LMA constitui
um grupo heterogéneo que representa uma proporcao de 15 a 26% dos casos de LMA e foram
associados a pior prognéstico quando comparados a LMA novo.’

Aqui relatamos casos prospectivos de pacientes com LMA que apresentaram recaida ao
tratamento (2 casos) e LMA secundaria (2 casos) que foram positivos para FLT3 mutado.
Revisamos e avaliamos os prontuarios médicos, realizando o follow-up até o presente momento.
Utilizamos os dados registrados pelo Servigco de Atendimento Médico Especializado (SAME)
da Fundagéo HEMOAM.
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Apresentacao dos casos

Caso 01 — Paciente sexo feminino, 65 anos, primeiro atendimento em outubro de 2022,
em investigacdo de pancitopenia, apresentou lesdes eritematosa nodulares e perda de peso nos
tltimos 3 meses. Avaliagdo hematoldgica, apresentou leucopenia (1.960 mm?®) hemécias (3,02
mm?), hemoglobina (9,7 g/dL), hematdcrito (31,5%) e plaquetas (64.000 mm?). Mielograma
apresentou-se com hipocelularidade, porém sem presenca de blasto. Iniciou uso de prednisona
40 mg/dia. Apds 2 meses apresentou sintomas de equimoses em membro superior, plaqueta
(13.000 mm?®). O resultado da biopsia de medula dssea foi compativel com neoplasia
mielodisplasica (SMD) e o tratamento foi baseado em suporte clinico e transfusional, pois ndo
havia disponibilidade de terapia direcionada (azacitidina ou decitabina). Em fevereiro de 2023
paciente apresentou hemograma com 30% de blastos. A citometria de fluxo do sangue medula
6ssea demostrou imunofenétipo compativel com LMA (Tabela 1). O resultado do exame de
cariotipo Banda G, sem presenca de anomalias. Foi realizado anélise molecular de FLT3, NPM1
e TP53 pelo sequenciamento em Sanger e detectado: variante missense no gene FLT3, Y416N
(VAF 36%) e uma insercdo duplicacdo interna em tandem FLT3-1TD (42 pb e VAF 32%),
variante E129Q no gene NPM1 e E62Q no gene TP53. A paciente recebeu terapia de inducgéo
com 7+3 (citarabina + daunorrubicina 45mg/m?) e ficou internada por 20 dias. Inibidores de
FLT3, ndo estavam disponiveis para terapia direcionada. Paciente foi a ébito ap6s 45 dias
devido a complicacdes.

Caso 02 — Paciente sexo feminino, 67 anos, encaminhado em fevereiro de 2023 para
atendimento ao hematologista devido hemoglobina (11,1 g/dL) e plaguetopenia (46.000 mm?®)
leucdcitos (14.000 mm?®). Aos exames solicitados, eletroforese com provavel distor¢do na
fracdo gama, e prescrita cianocobalamina (Vit. B12) por 2 meses, sem melhoras. Ainda
relatando fraqueza, sangramento gengival e discreta anictericia. Em novo hemograma realizado
em maio de 2023, apresentou leucocitose (38.650 mm?®) com desvio a esquerda, blasto (8%) e
pro-mondcitos (8%) hemoglobina (8,6 g/dL), plaquetopenia (18.000 mm?®), Mielograma
compativel com Leucemia mielomonocitica crénica (43% granulocitica e 11% monocitica) e
bidpsia com presenca de nincho de blastos que ndo firmam diagndstico. O exame qualitativo
de transcrito BCR/ABL p190 e p210 foram negativos. Repetido nova biopsia e mielograma.
Paciente apresentou piora do cansago, anemia, palidez cutanea, astenia. Recebeu transfuséo
sanguinea e plaquetas para melhoras do quadro clinico. Novo hemograma em agosto/2023
apresentou leucocitose (195.800 mm?), 34% blastos no sangue periférico, com desvio a

esquerda, hemoglobina (Hb) (7,6 g/dL) e plaguetopenia (12.000 mm?®), foi prescrito
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hidroxiuréia 2 comp./dia para citorreducdo. Realizado imunofenotipagem, apresentou
compativel com LMA (tabela 1), presenca de 35% de blastos mieloides. Mielograma com
hipocelularidade, e 47% de blastos mieloides. Apos 15 dias com citorreducdo, contagens de
leucdcitos de 47.460 mm?, blastos 54%, plaquetas 6.000 mm?, hemoglobina 7,2 g/dL. O
cariotipo Banda G revelou t(9;22) (q34;911.2) com presenca de cromossomo Philadelphia em
75% das metéfases (15/20 analisadas). Avaliagdo molecular BCR/ABL P210 foi novamente
negativo. O teste sequenciamento Sanger molecular do FLT3 identificou alteracdo pontual
D835Y com VAF de 45%. Recebeu inducdo com citarabina 20 mg por 10 dias e 30 dias depois
foi prescrito protocolo 5+2 (citarabina e daunorrubicina). Paciente apresentou severas
complicagdes e novo hemograma com leucocitos 115 mil com 80% de blastos e inimeras
equimoses. Devido a dificuldade de controle da doenca prop6s-se quimioterapia paliativa com
Hidroxiuréia 2 cp de 12/12, paciente em acompanhamento ambulatorial.

Caso 03 - Paciente sexo feminino, 44 anos, em maio de 2017 foi encaminhada para
investigacdo de bicitopenia, relata apresentar ha 2 meses astenia, tontura, cefaleia, hematomas,
petéquias, metrorragia e perda ponderal de 3 kg. O hemograma com hemoglobina (7.0 g/dL),
hematdcrito (20%), plaquetas (20.000 mm?), leucécitos (5.240 mm®) com 70% de blastos.
Imunofenotipagem compativel com LMA. O teste caridtipo Banda G e analise molecular RT-
PCR revelaram t(15;17) e transcrito PML:RARA respectivamente. Foi diagnosticada com
LMA-M3 (Leucemia Promielocitica Aguda), recebeu quimioterapia de inducdo acido
transretindico (ATRA)+ idarrubicina, com remissdo morfologica. Apds, realizou 3 ciclos da
qguimioterapia de consolidacdo (ATRA+ idarrubicina) com boa resposta hematoldgica e
molecular. Seguiu em quimioterapia de manutencéo (Protocolo PETHEMA - 2005), durante 12
meses (dez/2017 a dez/2018). Ap6s 10 meses (out/2019) queixou sangramento uterino,
hematomas, e a avaliagdo hematoldgica notou-se leucocitose (86.250 mm?®) com 94% de
blastos, Hb 8.0 g/dL, hematdcrito 22,9% e plaquetas 12.000 mm3. Imunofendtipo MPO+,
CD33+, CD113+, CD117+, CD38+ e foi evidenciado recaida da LMA em out/2019. Realizou
1 ciclo de indugéo (ATRA) e 3 ciclos de consolidagdo, com remissdo hematologica e molecular
(PML-RARA indetectavel). Em outubro de 2020 realizou transplante medula 6ssea (TMO)
aparentado (irmdo) sem intercorréncias graves. Apresentou cardiopatia devido drogas
cardiotoxicas. Permaneceu em remissdo por 19 meses pos TMO, entretanto em maio/2022
apresentou no servico de urgéncia queixou astenia, equimose, petéquias exantemas, onde
avaliacio foi notavel leucdcitos (22.160mm%) com 66% de blasto. Imunofenotipico
evidenciaram 2° recaida de LMA (Tabela 1), e auséncia de transcrito para PML-RARA por RT-

PCR. Foi realizado sequenciamento de Sanger, identificou-se variante duplicacdo interna in
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tandem (FLT3-ITD 81pb e VAF de 46,6%) e variante frameshift tipo A em NPM1 (W228fs
VAF 43,7%). N&o havia disponibilidade de inibidores de FLT3 na unidade hospitalar. Seu
quadro clinico foi complicado, com piora cardiorrespiratoria e declino funcional foi a 6bito em
julho 2022.

Caso 04- - Paciente sexo feminino, 28 anos, em novembro de 2021 queixou-se de otite
média, sem melhora com antibioticoterapia. O hemograma apresentava contagem de leucécitos
(62.390 mm® com 91% de blastos, Hemoglobina (8,7 g/dL), Hematdcrito (25,8%) e plaquetas
(70.000 mm?®. A citometria de fluxo, demonstrou imunofenotipico compativel com LMA. Foi
confirmado por RT-PCR presenga transcrito AML1-ETO-B t(8;21). Portanto, a paciente foi
diagnosticada LMA-M2 e classificada como risco citogenético favoravel com base aos dados
de biologia citogenética e molecular de acordo com o ELN 2017. Recebeu inducdo com 7+3
(Citarabina e Daunorrubicina 20 mg), levou a remissdo morfologica. Recebeu consolidacéo
com 2+5 (Citarabina e Daunorrubicina 20 mg), seguida de 4 ciclos de intensificacdo com altas
doses de citarabina. Paciente sem doador aparentado e sem doador compativel no banco de
doador. Permaneceu em remissdo completa por aproximadamente 4 meses pos-tratamento, e
em novembro de 2022 apresentou foco infeccioso em regido infra-axilar e neutropenia febril.
A citometria de fluxo demostrou marcadores compativel com LMA (Tabela 1), caracterizando
recidiva. Foi identificado através do sequenciamento de Sanger, duas mutacBes FLT3 ndo
sinbnimas coocorrentes A680V (VAF 100% T/TT homozigose) e R834G (VAF de 25%).
Recebeu 2 ciclos de mitoxantrona e fludarabina como terapia de resgate. Paciente judicializou
inibidor de tirosina quinase (ITK), iniciou tratamento com midostaurina em marco de 2023. E,
em agosto de 2023 realizou Transplante Medula éssea (TMO) haploidéntico com 50% de
compatibilidade. Ela permanece em remissdo morfolégica completa 7 meses ap0s o transplante

e em acompanhamento ambulatorial.

Discusséo

A leucemia mieloide aguda (LMA) se desenvolve a partir de anormalidades genéticas
condutoras (mutacdes somaticas), com uma média de 13 mutacbes em mais de 60 gene
recorrentes na LMA.2° E uma doenca clinicamente heterogénea e alteraces citogenéticas/
moleculares tem relevancia progndstica, influenciando na préatica clinica e adocdo de
estratificacdo de grupos de riscos. 1°

Alteragfes no genes FMS-like tirosina quinase 3 (FLT3) e gene que codifica a

nucleofosmina (NPM1) sdo frequentemente observadas em 30% e 40% dos pacientes com
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LMA, respectivamente, alteracbes que influenciam no aumento da proliferacdo celular e
diminuicdo do apoptose, contribuindo para leucemogénese. °

A presenca de mutacbes FLT3-1TD e NPM1 coocorrem em aproximadamente 53% dos
casos de LMAM!2 e relatada com maior frequéncia no cariétipo sem alteragdes, 13415
fornecendo importante informagGes progndsticas.'® Estudos anteriores associaram a carga
alélica mutante do FLT3-ITD (baixa ou alta) com NPM1 a diferentes desfechos, 1"*81% no
entanto atualmente o risco prognostico ELN ndo considera mais esses achados, e mutacdes
FLT-1TD s&o atualmente categorizados no grupo de risco intermediario.?’ Alteragdes em NPM1
sem FLT3-ITD estdo categorizadas como risco favoravel, ?porém a presenca de anormalidades
citogenéticas foram associadas a desfechos adversos.!”?! Neste estudo observamos 2 casos de
LMA secundaria e 2 casos de recaida que apresentam mutacdes nos genes FLT3 sendo
observado a coocorréncia de mutacdes nos genes, NPM1, TP53 e alteracdes cromossomicas,
classificando como grupo de risco favoravel t(8,21), intermediario t(15;17) e adverso (t(9;22)%°.

Embora, aproximadamente 40 a 80% dos pacientes com LMA respondem ao tratamento
de inducdo padréao (3+7), alcangam a remissédo completa (RC), eventualmente alguns pacientes
recaem, representando a principal causa de falha do tratamento.'® Foi relatado que mutacdes
FLT3-ITD tém impacto adverso na sobrevida global (SG) devido as altas taxas de
recidiva. Estudos mostram que mutacdes genéticas FLT3-ITD e TP53 foram frequentemente
observadas em casos de recidiva, e estdo associadas a desfechos desfavoraveis. % 22 Entretanto,
mutacdes NPM1 foram reduzidas na recaida.'® Assim, sugere que mutagdes FLT3-1TD e TP53
tém importante contribuicdo para conducdo leucemogénese e fornece informacdes para avaliar
a dindmica de risco de LMA.

Estudos anteriores relatam a presenca de FLT3-ITD na LMA com t(15;17), ou LPA
(leucemia promielocitica aguda) com alta frequéncia de 20-33% 232425, Embora a LPA seja
associada a melhores taxas de cura, a identificacdo de FLT-1TD na LPA é um fator desfavoravel
em termos de sobrevida global (SG), sobrevida livre de recidiva (SLR), e sobrevida livre de
doenca (SLD). 26 Assim o FLT3 mutado na LPA sugere um importante marcador progndstico
do risco. Relatamos um acaso de LMA com t(15;17) e coocorréncia de mutacdo de FLT3-ITD,
NPM1 e TP53 em 22 recaida, a frequéncia alélica semelhante s&o sugestivo de abrigar mutacdes
no mesmo clone e que essa mutagbes contribuiram para expansdo clonal e resisténcia a
terapia.?’

A LMA com t(8;21) (g22;0g22) é relatada em aproximadamente 15% dos pacientes com
adulto,?® estratificada no subgrupo de prognostico favoravel, no entanto. Estudos anteriores

relatam reduzidas SG e SLR na presenca de FLT3 (13%)%°. Aqui relatamos um caso de LMA
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de novo (priméria) com t(8;21) estratificada no grupo favoravel, apds realizar quimioterapia
padrdo, recaiu apds 10 meses e a presenca de 2 variantes patogénicas em FLT3 e TP53 com
frequéncia alélica diferente, sendo sugestivo de heterogeneidade clonal e subclonal conforme
descrito. 2’

A translocacao t(9;22)(q34.1;q11.2) ou cromossomo Filadélfia, corresponde a fuséo dos
genes BCR:ABL e sdo detectadas 90-95% na Leucemia Mieloide Cronica (LMC) no ponto de
quebra M-bcer (p210).%° No entanto, também sio observadas em 10 a 20% na Leucemia Linfoide
Aguda (LLA) em adulto, ponto de quebra m-bcr (p190) e, raramente na LMA (<1%) 313 Além
disso, sdo relatados varios transcritos BCR:ABL atipicos que podem estar associados a
prognosticos distintos. 33343536 Aqui relatamos um caso de Leucemia Cronica que agudizou
para fase blastica (LMA) com presenca de cromossomo Filadélfia, detectado pelo caridtipo
Banda G e foi negativa para os transcrito BCR:ABL mais frequentemente detectado pela RT-
PCR (p210 e pl190) e mutacdo pontual FLT3 D835Y. Na LMA a translocagéo
t(9;22)(q34.1;q11.2) é estratificada no grupo de risco adverso e sdo frequentemente refratéario
quimioterapia 3’

Devido a heterogeneidade da SMD o tratamento atualmente disponivel é limitado e a
abordagem terapéutica com hipometilantes (azacitidina ou decitabina) considerados padrao de
tratamento, melhorou significativamente a sobrevida global, SLR, a qualidade de vida e nos
desfechos.® Portanto, acredita-se que a indisponibilidade da terapia adequada possa ter
contribuido para rapida progressdo leucémica aqui apresentada. Aproximadamente 1/3 dos
pacientes com SMD progridem para LMA.*® Sdo descritas alteracdes genéticas em clones
leucémicos dominantes que estdo associados a progressdo leucémica, como FLT3, NPM1 e
TP53. #0410 que pode sugerir como potenciais marcadores genéticos da LMA. Alteracdes no
gene TP53 estdo presentes em aproximadamente 8-13% dos pacientes com SMD e estdo
associadas a riscos de progressdo para LMA, resisténcia a terapia e piores desfechos. %41 A
presenca de variantes NPM1 raramente é detectada ao diagndstico da SMD, mais presente apos
progressdo leucémica.*?

Estudos anteriores relatam a presenca de variantes FLT3 (60%) e NPM1 (17%) na SMD
que evoluem pra LMA, #2344 indicando que essas alteracdes sdo eventos secundarios que
contribuem na transformacao leucémica.?’ A presenca de FLT3-ITD ap6s transformagio SMD
para LMA, foi associada a baixa sobrevida (2,4 meses versus 7,5 meses) quando comparados a
pacientes sem FLT3-1TD. #° Observamos em todos os casos aqui a presenca de alteragdes em
genes recorrente na LMA e que a terapia direcionada foi um fator limitador, o acesso a terapia
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alvo no FLT3 ainda ndo estava disponivel para os pacientes aqui correlacionados. Uma Unica
paciente (caso 4) conseguiu utilizar o inibidor de FLT3 apds judicializag&o.

As mutacGes no FLT3 sdo frequentemente relatadas na LMA e tem implicacbes
importantes para manejo clinico e terapéutico da doenca. A presenca de mutacdo de FLT3 em
pacientes com LMA esté relacionada a pior prognostico e a coocorréncia de outras mutagdes
drive retratando a heterogeneidade clonal da doenga, 0 que torna ainda mais propensos a recaida
apos o tratamento. Assim a incorporacdo de pesquisa do status mutacional do FLT3 em todo
aspecto do manejo da LMA é fundamental para tratamento clinico com terapia direcionada ao
FLT3.



Tabela 1: Caracteristicas clinicas, imunofenotipo, citogenética e molecular.
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Caso  Diagnosticode LMA  Género/ldade FAB Imunofenotipagem Cariétipo Banda G/ FLT3+ NPM1+ TP53+
RT-PCR
cMPO", Y416N
) CD13*,CD117+,CD33*, CD11b", (VAF 36%); E129Q E62Q
1 LMA Secundaria a SMD F/65 M2 46,XX
CD38*, CD34*, HLA-DR*, CD56*, ITD (42 pb) (VAF 44%) (VAF 25%)
CD7* (VAF 32%)
CD13*, CD117+, CD11b*, CD38",
2 LMA Secundéria a LMC FI67 M1 A0, D835Y
ecunaaria a + - + + + i
CD34*, HLA-DR*, CD7*, CD123*, 1(9:22)(34:911.2) (VAF 45 %) W288fs negativa
cMPO*, CD13*,CD117*, CD33+, 46.XX E129Q P60Q
LMA Recaida CD38+, CD64* c ITD (81 pb) VAF 41% (VAF 40%)
3 Fl44 M3 t(15;17) (q24;021)/
(VAF 46,6%) W288fs-VAF E62Q
PML-RARA
43,6 % (VAF 40%)
cMPO*, CD13*, CD33*, CD11b*, 46,XX, AB8OV (VAF 100% £620
4 LMA Recaida F/28 M2 CD117* CD38*, CD34*, HLA-DR*,  1(8;21) (q22:22)/ AML1- T/TT); negativa (VAF 8%)
0
A:ETO-B R834G (VAF25%)

LMA, leucemia mieloide aguda; SMD , neoplasia mielodisplasica; LMC, leucemia mieloide cronica, RT-PCR, Reacdo em Cadeia da Polimerase Retrotranscriptase; FAB,
Franco-Americano-Britanico; FLT3, FMS like tirosina quinase 3; NPM1, nucleofosmina; TP53, gene supressor de tumor.



Tabela 2: Dados hematoldgicos no momento da analise molecular para os genes FLT3, NPM1 e TP53.

CARACTERISTICAS CASO 1 CASO 2 CASO 3 CASO 4
Idade (anos) 65 67 44 28
Género F F F F
Leucdcitos (mmd) 10.680 195.800 26.140 10.850
Hemoglobina (g/L) 10,8 7,6 9,4 9,4
Plaquetas (mm?) 49.000 12.000 56.000 18.000
Blastos SP % 28 34 80 71
Blasto MO% 32 35 85 45
Quimioterapia Inducao 7+3 Paliativa Atra 7+3
Obito SIM NAO SIM NAO
Transplante MO NAO NAO SIM SIM
Classificagéo FAB, M2 M1 M3 M2

SP, sangue periférico; MO, medula dssea; FAB, Franco-Americano-Britanico;
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, os casos de LMA em adultos foram mais frequentes em pacientes abaixo
de 60 anos com o género feminino mais prevalente. As alteracBes citogenéticas sdo
frequentemente observadas e a maioria classificadas quanto a estratificagcdo de risco no grupo
intermediario.

A LMA primaéria estava em 72,2% dos pacientes e o subtipo FAB mais frequentes foram
M1, M2, M5 e M3. Diferentes variantes estdo presentes no gene FLT3, sendo observados
patogénica em 44,4% dos pacientes. Variantes patogénicas missense no FLT3-TKD foram mais
prevalentes (25%). A frequéncia de FLT3-ITD (19,4%) esta de acordo com estudos nacionais
e internacionais. Observou-se uma relacdo de variantes FLT3-ITD com o aumento do nimero
de hemoglobina. As variantes missenses foram relacionados com plaquetopenia intensa e
aumento a contagem de blasto no sangue periférico. A VAF ndo apresenta relacdo com as
alteragdes hematoldgicos.
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ocorre (pela equipe de salide multidisciplinar da FHEMOAM), podendo optar por nao responder alguma
questao e sendo orientado quanto a coleta, previamente e durante o procedimento. Toda informacao obtida
no estudo sera confidencial e os dados serao utilizados apenas pela equipe do estudo e autoridades
requlatérias da area da salde. A participacao neste estudo € de carater voluntario, sem custos, podendo o
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conhecimento e um entendimento mais fidedigno sobre a prevaléncia de mutagdes genéticas ligadas a NM e
seus tipos na populacao desse estudo, servindo como base para a constru¢ao de novas hipoteses e
realizacao de pesquisas futuras.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A emenda solicitada ao projeto diz respeito a:

1) Inclusdao do material - amostra de medula 6ssea:A coleta de amostra medular é realizada durante
procedimento de rotina, solicitada pela equipe médica especializada da FHEMOAM para a triagem de
mutacoes, imunofenotipagem, exames citogenéticos como exames complementares para conclusao no
diagnéstico. O procedimento & adotado como rotina de atendimento ao paciente, tendo como demanda a
realizacao de exames genéticos para diagnostico da neoplasia realizado no Laboratério de Gendmica da
FHEMOAM. Tendo em vista a total adequacao do projeto com a rotina do hospital. Considerando que o
procedimento requer condicoes especificas para retirada da medula 6ssea com limitagao de material devido
a necessidadede pelo menos 4 exames que utilizam o mesmo. E, considerando que existe a possibilidade
de utilizacao do mesmo material para analise molecular e para o exame que estamos propondo e, pensando
no bem-estar
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do paciente que, ao adentrar ao hemoam precisa de agilidades nos processos para que 0 mesmo possa ser
diagnosticado com a maior brevidade; foi solicitado que seja autorizado a utilizacao das amostras
provenientes da rotina (a partir de 2022) para realizacao do exame proposto nesse projeto. Ressalto que
existe uma possibilidade de morte elevada em virtude da préopria gravidade da doenca. O que
comprometeria a aplicacao do termo de consentimento nas amostras do referido ano.

2) Madificacao no TCLE:

Atualmente esta:PROCEDIMENTO DE COLETA DO SANGUE/ ANALISE LABORATORIAL: Sera
modificado para:Sera coletada uma amostra de sangue ou medular (nova coleta de medula 6ssea NAO sera
solicitada, uma vez que ja foi coletada para exames de rotina do hospital). Para amostra de sangue
periférico: limpando o sitio de pun¢do com algodao e alcool, empregando agulhas e tubos plasticos novos e
estéreis. A amostras do sangue seraocoletadas em dois tubos (tampa roxa), utilizando um volume de
sangue acorde as indicagtes do fabricante. Ao finalizar a puncao, a amostra se armazenara em condicoes
otimas até sua analise laboratorial.

As razoes para o pedido de emenda ao projeto original se baseiam em estudos publicados em revistas de
alto impacto, que destacam divergéncias nos resultados entre amostras de sangue periférico e medula
éssea na identificagdo de mutagdes em genes relacionados a neoplasia. E importante destacar que a atual
pesquisa visa o desenvolvimento de metodologias a serem empregadas na rotina do hospital, apés
validacao dos testes, resultando na aplicacao de ferramentas que auxiliem no diagnéstico do paciente.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Resolveu todas as pendéncias e apresentou as alteracoes nos termos obrigatorios para autorizagao da
emenda da pesquisa.

Recomendacoes:

Vide conclusdes ou pendéncias ou lista de inadequacoes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto e executavel e importante para caracterizar o perfil genético e molecular das Neoplasias Mieloides
em pacientes atendidos na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. A emenda e
viavel do ponto de vista etico e esta de acordo com a Res. 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
Diante do exposto, esse CEP julga o projeto APROVADO. Salvo
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melhor juizo & o parecer.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Em conformidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

o ™™

conforme delineado: b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualguer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto: f) justificar perante ao CEP interrupgao do projeto ou a nao publicagao dos resuliados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_202362| 07/11/2022 Aceito
|do Projeto 4 E1.pdf 15:18:52
Qutros Carta_de_Anuencia_Nilberto.pdf 07/11/2022 |George Allan Aceito
15:17:49 Vi
Declaracao de Carta_de_Anuencia_Andrea.pdf 07/11/2022 |George Allan Aceito
concordancia 15:16:45 | Villarouco da Silva
Declaracao de Carta_de_anuencia_Pesquisador_Nilber| 07/11/2022 |George Allan Aceito
i res to.pdf 15:15:22 | Villarouco da Silva
Projeto Detalhado / |Projeto_NM_CEP_adaptado_emenda.pd 07/11/2022 |George Allan Aceito
Brochura f 15:13:57 | Villarouco da Silva
Investigador -
Outros Carta_de_encaminhamento_ CEP_0711 | 07/11/2022 |George Allan Aceito
22.pdi 15:13:42 | Villarouco da Silva
TCLE / Termos de | TCLE_Projeto_NM_Emenda_Modificado| 23/09/2022 |George Allan Aceito
Assentimento / pdtf 21:32:00 |Villarouco da Silva
Justificativa de
usénci
Projeto Detalhado / |Projeto_NM_HEMOAM_George_Modific| 23/09/2022 |George Allan Aceito
Brochura ado_23_09_22 pdf 21:31:38 |Villarouco da Silva
L
Recurso Anexado |Carta_encaminhamento_emenda Projet| 23/09/2022 |George Allan Aceito
= ' r__lo George Hemoam.pdf 21:31:02 | Villarouco da Silva
TCLE / Termos de | Justificativa_Resposta CEP_HEMOAM | 22/07/2022 |George Allan Aceito
Assentimento / 210722.pdt 11:12:37 |Villarouco da Silva
Justificativa de
| Auséncia
TCLE / Termos de |TCUD_Projeto_NM_FHEMOAM_Georgel 22/07/2022 |George Allan Aceito
Assentimento / pdf 11:11:18 | Villarouco da Silva
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Justificativa de TCUD_Projeto_ NM_FHEMOAM_George] 22/07/2022 |George Allan Aceito
L Auséncia pdf . 11:11:.18 Vi i
Declaragao de Declaracao_infraesstrutura_Projeto_NM | 22/07/2022 |George Allan Aceito
Instituicao e _HEMOAM pdf 11:10:53 |Villarouco da Silva
TCLE/ Termos de | TCLE_Projeto_NMs.docx 17/06/2022 |George Allan Aceito
Assentimento / 14:22:31 | Villarouco da Silva
Justificativa de
| Auséncia
Cronograma CRONOGRAMA _Projeto.docx 17/06/2022 |George Allan Aceito
14:19:34 _|Villarouco da Silva
Orgcamento ORCAMENTO_Projeto.docx 17/06/2022 |George Allan Aceito
14:19:25 Vi
Projeto Detalhado / | Projeto_Completo_NM_FHEMOAM.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
Brochura 14:17:44 |Villarouco da Silva
investigador
TCLE / Termos de |Anuencia_SAME pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
Assentimento / 14:14:23 | Villarouco da Silva
Justificativa de
| Auséncia
TCLE/Termos de | Anuencia_Analises_Clinicas.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
Assentimento / 14:14:12 |Villarouco da Silva
Justificativa de
[Auséncia
TCLE/ Termos de | Anuencia_Adriana_Genomica.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
Assentimento / 14:14:03 |Villarouco da Silva
Justificativa de
Solicitagao Assinada | Termo_compromisso_investigador_Geor| 17/06/2022 |George Allan Aceito
pelo Pesquisador ge.pdt 14:10:59 |Villarouco da Silva
Responsavel
Declaragao de 12_Pesquisador_Erycka.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
| Pesquisadores 14:10:36 Vi i
Declaragao de 11_Pesquisador_Debora.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
| Pesquisadores 14:10:19 [Villarouco da Silva
Declaragao de 10_Pesquisador_Jhemerson.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
i es 14:09:50 | Vil i
Declaragéao de 9_Pesquisador_Marlucia.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
| Pesquisadores 14:09:38 i
Declaragao de 8_Pesquisador_Suzana.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
| Pesquisadores 14:09:15 i
Declaragao de 7_Pesquisador_AlLyson.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
isadores 14:09:.05 Vi i
Declaragao de 6_Pesquisador_Leny.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
Pesquisadores 14.08:56 | '
Declaragéao de 5_Pesquisador_Nelson.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
Endereco: Av.C 10 Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)
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Pesquisadores 5_Pesquisador_Nelson.pdf 14:08:47 |Villarouco da Silva Aceito
T)eclaracéo de 4I-’esquisador_Mriana.pdl 17/06/2022 George Allan Aceito
| Pesquisadores 14:08:35 | Villarouco da Silva

Declaragéo de 3_Pesquisador_Lucivana.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
|Pesquisadores 140538 i

Declaracéo de 2_Pesquisador_Andrea.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito

i 14:05:25 Vi i

Declaracéo de Termo_de_Anuencia_FHEMOAM.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito
Instituicao e 14:04:50 |Villarouco da Silva
Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_de_Rosto FHEMOAM.pdf 17/06/2022 |George Allan Aceito

14:03:48 | Villarouco da Silva,

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néao

MANAUS, 14 de Dezembro de 2022

Assinado por:
SONIA REJANE DE SENNA FRANTZ
(Coordenador(a))
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8.2 Resumos publicados em anais de eventos:

https://doi.org/10.1016/j.htct.2023.09.514

|
Hematology, Transfusion and Cell Therapy F 0
Volume 45, Supplement 4, October 2023, Page 5255 ‘_16

FLT3 VARIANTS IN PATIENTS WITH ACUTE
MYELOID LEUKEMIA FROM AMAZONAS
STATE, BRAZIL

MOD Sontos ®, TCD Sontos ®, G5P Braz *, LPS Mourde © %, ROD Sontos ©, WO szevedo &,

AM Tarrogd ® =, LM Possos © ©, GAV Silva * ¢

Show more

=} Share %9 Cite

https:{/doi.ong/10.1015j. htct 2023.05.514 7 3et rights and content 7
Under a Creative Commons license 2 @ 0pen access
Backeround

Acute Myeloid Leukemia a cancer of the blood and bone marrow { BM), characterized by
accumulation of leukemic blasts in the BM and peripheral blood. Among the variants
identified in the AML, mostly occurs in the gene FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3),
oCcurring approximately 10-30% of the cases. FIT3 variants, as in-frame duplications of 3
to =400 base pairs, known as internal tandem duplications (ITDs) and tyrosine kinase
domain (TKD) are more prevalent, 25% and 7-10%, respectively.

Objective

We investigated genetic variants in the FLT3 in patients with AML, also evaluated possible
association of the FLT3 variants with clinical and laboratory data.

Methods

The study population was composed of 18 AML patients. The nucleotide sequencing was
performed in bone marrow samples, sequencing directed for ITD and TKD region {exon 9-
24}


https://doi.org/10.1016/j.htct.2023.09.514

Results

The patients included, ten (56%) are females and eight (44%) males, being twelve (G7%)
primary AML patients, three (16.5%) secondary AML and three patients (16.5%) with
relapsed. The missense variants in the FLT3 were identified in four patients: Y416N (exon
107, V5571 (exon 13), AGBOV (exon 16), Y7025 (exon 17) and FLT3-ITD (exon 14). The FLT3*
variants were observed in two patients (50 ) with secondary AML, one patient (25%)
with secondary AML o myelodysplasia and one patient (25%) with relapsed. According to
hematological data, the percentage of blasts was higher in FLT3" patients when compared
to FLT3™ patients, 40.25% (£31.35) and 35.23% (£30.5), respectively. The white blood cell
count was high in FLT3™ patients when compared to FLT3" patients [ 14,500 mm? (2,300-
G51,390) vs 10,225 mm? (5,210-10,808)], however low red blood cell count was observed
in FLT3" patients 2.6 mm®* (+0.77), 2.96 mm® (#0.39) in FLT3™ patients. Moreover,
hemoglobin was higher in FLT3* patients when compared to FLT3™ patients [9,6 g/dL (5,9
-10,8) vs 8,3 g/dL (7.0- 10,6)], as well, platelet count in FLT3" patients [48,500 mm®
(25,500-65,500) vs 35,000 mm? {15,000-51,000)].

Discussion

Previous studies have reported that the frequency FLT3 variants occurs in approximately
10-30% of the AML cases, in this study was observed in 22% of the cases. Different studies
highlight the FLT3-ITD as variant more prevalent of the FLT3, however, here related the
TKD and extracellular domain variants as more prevalent with 50% and 30%, respectively.
These found may be due to the features of the study population in our region from
Amazonas.

Conclusion

Variants different are identified in the FLTZ, we highlight the importance to investigate
other variants located in the FLT3 exome in AML patients, as well as, to evaluate possible
association with change hematological, as platelet and red blood cell count.
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8.3 Divulgacéo cientifica e participagdo em eventos

8.3.1 Banner apresentado no Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular, HEMO 2023

FLT3 variants in patients with Acute Myeloid Leukemia from Amazonas state, Brazil

L)

UEA

Marlicia Oliveira dos Santos!, Talita Cruz dos Santos!, Gabrielle Souza Parente Braz!, Luciana Prata Souza Mourao?2 |
{2) Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Manaus, AM, Brasi

Wagner Oliveira de Azevedo®, Rafaella Oliveira dos Santos®, Andréa Monteiro Tarragd'?,
{3) Fundag&o Hospitalar de Hematologia @ Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), Manaus, AM, Brasil

Leny Nascimento da Motta Passos'3, George Allan Villarouco Silva'?
—

(1) Programa de Pds-Graduago em Ciéncias Aplicadas & Hematologia — Universidade do Estado do Amazonas (FPGH/UEA), Manaus, AM, Brasil
=
The Acute Myeloid Leukemia (AML) an onco-hematological disease,

have been described as genetic heterogeneity and low survival.' In AML, - - 42 years old 64 years old
30% of patients present variants in the FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) Q d
z
gene” 60,87% 39,13%
Wild type FLT3 ' FLT3 mutations in AML - ’
. ' internal 1andem duplication (ITD) and THD Figure 3: Distribution of patients by gendes, median age.
@y iigan :
fod Ve : — Variants in FLT3 identified
petiern E (16,7%)
1 FLT3 + Transmembrane (50%)
i 6/23
- H (26,08%) (18,7%)
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Figure 1: Wild-type and mutated FLT3 and signaling pathways. Source: Adapted from Biorender, 2023.

Exon 1 2 3456769 11112 13 14 15 %6 17 18 19 20 21 22 23 24
The objective of this study was to investigate variants in the FLT3 gene, T m ' e ' st0 ' #a wine
evaluate a possible association with clinical and laboratory data in AML o ) )
patients treated at Fundag@o Hospitalar de Hematologia & Hemoterapia do ~ Fiaure 4 FLTS varianis identifid by Sangesr sequencing in & patierts with AML. Source: Auther. 2023.
Amazonas (FHEMOAM). Tabalat: Hematlogic correlation of FLT3+ versus FLT3: in patisnts with AML at tme of diagnosis.
FIT3 + FLT3- p-Value
Materials and Methods (- e (26,08%) mURN)
. | Erythrocytes (millions/mm3) 94(79-93) 29(25-33) <0,0001
The population consisted of 23 patients with AML. The FLT3 variants were | Hemoglobin (g/dL} 287125-32) 76(70-88) 0,0004
identified by nucleotide sequencing of the FLT3 gene (exon 9 to 24). Blasts in the bone marrow (%) 40(29-73) 47(20-75) >0,9999
[ Inclusion J Total leukocyte count (mm’) 10765 (8250-54095) 14500 {2445-54705)  0,7592
i Platelet count (mm’) 41500(17.500~54.500)  39.000(16.000~77.000) 09326
v Adults with AML v Both genders (M/F) [LDH{u/) 826 (482- 2506) 684(410-1593) 06576 |
(new, seconda: relapse) i v Age: 18 to 90 years *p Value - Mann-Whitney test
/—' Sample Processing W 123456 7 & 910131213141513617
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- — Figure 8: FLT3.posilive cylogenelic features for variants versus FLT3-negative. Source: Author, 2023
S Conclusion {
"’“""’::::;'::“‘“"' (GenBank 10: NM. 004115.3) R
siadabeinabudorztodinnldsnited (Bt ) Different variants were identified in the FLT3, highlighting the importance
\ of screening for missense variants throughout the FLT3 exome. In addition,
significantly elevated values in red blood cell and hemoglobin counts were
B e AR AMEpateoit: observed in FLT3+ patients.
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8.3.2 Short-taik apresentado no 8th Intermational Symposium on Immunology and

Hematology 2024
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We here by certify that

Marlucia Oliveira dos Santos

Presented the Short-talk entitled “Genomic alterations and FLT3 status in
AML patients treated at Fundagdo HEMOAM" in the 8% International
Symposium on Immunology and Hematology held from 4t-6% June

2024 in Manaus-AM, Brazil.
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