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As leucemias mieloides agudas (LMA) constituem um grupo de neoplasias malignas
caracterizadas pela proliferagdo descontrolada de células hematopoéticas, decorrente
de mutagées que podem ocorrer em diferentes fases da diferenciagdo de células
precursoras mieloides. Em 2008, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS-2008)
publicou uma nova classifica¢do para neoplasias do sistema hematopoético e linfoide.
De acordo com essa classificagdo, para um diagnostico mais preciso e estratificagdo
de prognostico de pacientes com leucemias mieloides agudas, devem-se pesquisar
mutagoes nos genes FLT3 e NPM1. Sabe-se que a presen¢a de mutagées no gene FLT3
é de prognostico desfavoravel e que as mutagdes no gene NPM1 do tipo A sdo de
prognostico favoravel. Assim, nos paises desenvolvidos, a andlise das mutagées no
gene FLT3 e NPM1 tem sido considerada como um fator de prognostico importante na
decisdo terapéutica em pacientes com diagnostico de leucemias mieloides agudas.
Considerando essas informagoes, é de extrema importancia a andlise das mutagoes no
gene FLT3 (duplicagdo interna em tandem - DIT - e mutag¢do pontual D835) e no gene
NPM1 como marcadores moleculares para o diagnostico, o progndstico e a monitora¢do
de doenca residual minima em pacientes com leucemias mieloides agudas.

Descritores: Leucemia mieloide aguda/genética;, Genes neoplasicos; Mutagdo,
Organizag¢do Mundial da Saude,; Neoplasias hematologicas/classificagdo, Leucemia/
classificagdo

Introdugao podem se infiltrar em outros sistemas organicos." A proli-
feragdo descontrolada de células leucémicas resulta de uma

Leucemias constituem um grupo de neoplasias malig- expansdo clonal de uma unica célula-tronco que sofreu uma

nas caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células série de alteragdes genéticas, que se acumulam em um unico
hematopoéticas na medula dssea e/ou nos tecidos linfoides, clone celular, o que confere vantagem proliferativa em relagao
as quais, posteriormente, atingem a circulagdo periférica e as demais células e impede seu processo de diferenciagdo.
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Em decorréncia dessa proliferag@o, as células leucémicas
inibem a produgdo das células sanguineas normais, como os
leucocitos, os eritrocitos e as plaquetas. Além disso, devido
a nao funcionalidade das células leucémicas, os individuos
afetados, além de sofrerem de anemia e desordens hemor-
ragicas, s30 mais suscetiveis as infecgdes.®

A transformagao leucémica pode ocorrer em diferentes
fases da diferenciagdo de precursores linfoides ou mieloides,
0 que a caracteriza como uma doenga heterogénea, sob o
aspecto bioldgico e morfologico. Por constituirem um grupo
heterogéneo de doengas, as leucemias diferem quanto a
etiologia, patogénese, prognostico e resposta ao trata-
mento.?®® O fato de a leucemia ser uma doenga genética faz
com que a identifica¢ao das alteracdes nas células blasticas
seja imprescindivel para a identificagdo de subgrupos de
pacientes com caracteristicas clinicas distintas que orientam
o tratamento, a estratificagdo do prognoéstico e a monitoragao
da resposta terapéutica.®

O estabelecimento de um diagnoéstico preciso e indi-
cativo de progndstico, baseado na analise de fatores clinicos,
biologicos, genéticos e moleculares, ¢ um dos motivos do
sucesso terapéutico em pacientes com leucemias agudas.©
Com o avango tecnologico, surgiram novas metodologias
para o diagndstico das leucemias agudas, as quais sao
capazes de identificar fatores prognosticos altamente
relevantes. Com isso, em 2008, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estabeleceu novos critérios para o diagnostico
de leucemia aguda (OMS, 2008): a origem e a linhagem celular,
o estagio de maturagdo e o tipo de anormalidade citogenética
ou molecular envolvida na patogénese da doenga."

Classificagao da LMA (OMS-2008)

A OMS-2008 estabeleceu, para leucemia mieloide aguda
(LMA), sete subcategorias: LMA associada a anormalidades
genéticas recorrentes, LMA com alteragdes relacionadas com
mielodisplasia, neoplasias mieloides associadas ao trata-
mento, LMA nao categorizada nos itens anteriores, sarcoma
mieloide, proliferagdo mieloide relacionada com sindrome de
Down e neoplasia de células blasticas dendriticas plasmo-
citoides.V

Embora alguns trabalhos mostrem que os critérios
citogenéticos sejam importantes para a diferencia¢do de
prognostico em favoravel, intermediario e desfavoravel,”®
outros demonstram que a avaliagdo apenas do cariotipo nao
¢ satisfatoria para uma correta estratificagdo do progndstico
de pacientes com LMA.®'? Além disso, sabe-se que so as
alteragdes cromossomicas nao sao suficientes para o desen-
volvimento das leucemias agudas'V e que cerca de 45% dos
pacientes com LMA possuem cariotipo normal.®'? Assim,
torna-se cada vez mais evidente que as altera¢des que desre-
gulam genes envolvidos na regulacdo de vias intracelulares
de transdugao de sinais de morte e proliferagdo celular atuam
em colaboracdo com os fatores resultantes das modificagdes

citogenéticas. Desse modo, a investigagdo de possiveis
alteragdes ¢ determinante para estratificacao do prognostico,
o que serve de ferramenta para prever o risco de recaida, a
resisténcia a terapia e a sobrevida livre de doenga.'”

Speck e Gilliland"® sugerem a seguinte classifica¢ao
das mutagdes encontradas em pacientes com LMA: aque-
las que conferem vantagens proliferativas e/ou de sobre-
vivéncia aos progenitores hematopoéticos, mas nao afetam
a diferenciag@o (mutagdes de classe I) e aquelas que afetam
a transcrigao ou componentes do complexo transcricional e
prejudicam a diferenciagdo hematopoética (mutagoes de clas-
se II). Assim, as mutagdes no gene FLT3, cKIT ¢ N-RAS
pertencem as mutagdes de classe 11*19 e as mutagdes no
gene NPM 1,049 C/EBPA e AML1/ETO e anormalidades
em CBFB/MYHI11, PML/RARA e MLL sdo mutagdes de
classe I1.(319

A classificagao proposta pela OMS,™» em 2008, sugere
um novo subtipo, de carater provisorio, na subcategoria LMA
associada a anormalidades genéticas recorrentes: a LMA com
mutacdo no gene NPM1. Segundo a OMS, as mutagdes no
gene FLT3 estdo associadas a mais de uma subcategoria e,
por esse motivo, nao receberam um subtipo especial para tal
muta¢do, ndo obstante possuam importancia clinica.’’ Com
isso0, varios grupos de pesquisa enfatizam que se deve fazer
a pesquisa das mutagdes no gene FLT341718 ¢ no gene
NPM1,E141719 pois possuem relevancia clinica, indicada para
todos os pacientes portadores de LMA, como fator deter-
minante para uma correta estratificagdo de prognostico.

Sabe-se que mutagdes no gene FLT3 estdo associadas
amaior propensao de recaida e menor sobrevida global livre
de doenga, possuindo consequentemente progndstico des-
favoravel, 22D enquanto que a presenc¢a da mutagdo no
gene NPM1 ¢ de prognostico favoravel, com maior sobrevida
livre de doenga para individuos com LMA. (142229

Importancia da detecgao das mutagées no
gene NPM1 para a classificagao das leucemias
mieloides agudas (OMS-2008)

O gene responsavel pela sintese da nucleofosmina
(NPM), também conhecida como B23, numatrina 1 ou NO38,
foi mapeado no cromossomo 5q35 em humanos. Esse gene
contém 12 éxons que codificam trés isoformas de NPM:
NPMI (B23.1), NPM1.2 (B23.2) e NPM1.3 (B23.3). Aisoforma
NPM1 ¢ a mais prevalente e possui um dominio C-terminal e
uma regido N-terminal.®> A isoforma NPM 1.2 é uma isoforma
truncada, encontrada em niveis muito baixos nos tecidos, e
aisoforma NPM1.3 ndo é muita descrita na literatura.®

A NPMI1 ¢ uma fosfoproteina nucleolar que transita
entre o niicleo e o citoplasma durante o ciclo celular e interage
com diversas proteinas. Devido a esse comportamento, a
NPMI1 ¢ uma proteina multifuncional, incluindo o proces-
samento de RNA ribossomal, duplicagao do centriolo,
resposta a estimulos de estresse, tais como irradiagao UV e
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hipoxia; manutencao da estabilidade genomica por meio do
controle de ploidias celulares, participagdo em processos de
reparo de DNA e regulacdo da transcricdo por meio da
modulacdo de eventos de condensacdo e descondensagio
da cromatina.(*??” Além disso, a NPM1 liga-se ao p53 e
regula a proteina retinoblastoma (pRb),*® o p19ARF ® e
HDM2.69

Alguns trabalhos relatam que mutagdes no gene
NPM1sao encontradas em cerca de 35% de todos os paci-
entes com LMA e que sdo as alteragdes moleculares mais
frequentes nesses individuos.*3" Essas mutag¢des sdo
classificadas de A a F, de acordo com inser¢do ou delegao
de quatro pares de bases no éxon 12 da regido C-terminal da
NPMI1 (Figura 1), o que faz com que ocorra um novo sinal
de exportagdo nuclear.®**D As mutagdes em NPM1, além de
serem detectadas pelas mutagdes encontradas no gene, tam-
bém podem ser pesquisadas por alteragdes fenotipicas, por
meio de pesquisa da proteina anormal NPM1.¢:3D

Muitos estudos demonstram que as mutagdes no gene
NPMI1 sdo relevantes apenas para os pacientes com cario-
tipo normal.(7:243132 Por outro lado, o grupo de Haferlach et
al.®¥ relatou recentemente que, embora os pacientes com
LMA com cariotipo anormal representem uma minoria dos
individuos com a mutag¢ao no gene NPM1, sua definigdo,
no que diz respeito as caracteristicas biologicas, patologi-
cas e clinicas, ¢ muito importante. Este estudo de Haferlach
et al.®¥ foi realizado com 631 pacientes com LMA, com
mutagdo no gene NPM1, no qual 14,7% dos pacientes apre-
sentaram cariotipo anormal, ndo tendo sido observadas
diferencas nos pacientes com LMA que apresentavam mu-
tagdo NPM1 (caridtipo normal ou anormal) com relagdo a
sobrevida global. Esse resultado ratifica o conceito de que
a LMA com a mutagdo no gene NPM1 deve ser clinicamen-
te tratada como um subtipo, independentemente do
cari6tipo.®¥

Nos poucos estudos com alteragdes cromossomicas
associadas as muta¢des no gene NPM1 em pacientes com
LMA,?22¥ a associac¢do da sua importancia bioldgica e clini-
ca nao foi profundamente investigada. Nesse contexto, du-
rante a elaborag@o da classificagdo da OMS-2008, um dos

pontos de debate foi a denominagdo do subtipo "LMA
com mutagao no gene NPM1" como provisoria e ndo defi-
nitiva.

Falini et al.?® relatam que em torno de 75%-80% dos
pacientes portadores de LMA com mutagao no gene NPM 1
possuiam a mutacgdo do tipo A. Recentemente, um estudo
relatou que individuos com a mutagdo NPM1 do tipo A ¢ de
prognostico favoravel, como ja era conhecido para muta-
¢oes na NPM 1, como também que mutagdes no gene NPM 1
do tipo ndo A sdo de prognostico desfavoravel.®¥

Valor prognéstico das mutagées no gene FLT3
nas leucemias mieloides agudas

O gene que codifica a proteina FLT3 localiza-se no
cromossomo 13q12 (Fms-like tyrosine kinase-3, também
conhecido como FLK-2, de fetal liver kinase-2) e foi clo-
nado pela primeira vez em 1991 pelo grupo de Rosnet et
al.®¥ e por Matthews et al.®® Em condi¢des fisiologicas, a
transcri¢do do gene FLT3 codifica uma proteina monomérica
constituida por um dominio extracelular, uma regido trans-
membrana, um dominio justamembrana (JM) e dois domini-
os tirosina-quinase intracelulares. Na presenc¢a de ligante
ocorre a dimerizagao de mondmeros seguida da fosforilagao
de substratos efetores de vias intracelulares de transdugdo
de sinal. As principais vias acometidas pela ativagdo do
FLT3 sdo a PI3K (phosphatidilinositol 3-Kinase), as vias
do RAS/ERK/MAPK (mitogen-activated Kinase protein)
e STATS (signal transducers and activators of
Transcription 5), o que resulta no aumento proliferativo e
inibi¢do da apoptose.®”

Quando o gene FLT3 sofre mutagdo, da origem a um
produto final modificado, ou seja, gera um receptor FLT3
com alteragdes em sua estrutura. Com isso, o dominio tirosina-
quinase fica permanentemente ativado, independente de
ligante, o que acarreta a proliferagdo descontrolada das célu-
las mieloides.®® Quando isso ocorre, a leucemia tem um prog-
nostico desfavoravel e exige adequag@o no tratamento para
contemplar tal variavel."® As alteragdes encontradas no gene
FLT3 podem ser de dois tipos: duplica¢des internas em tan-

dem (DIT) ou mutag¢des pontuais.®®

A DIT no gene FLT3 ¢ a segunda

Cromossomo 5q35 mutacdo mais frequente encontrada em
pacientes com LMA.®” Essa alteragdo
EXOHS’ 1 ‘ 2 ‘ 3 ’ 4 ’ 5 ’ 6 ‘7’ 8 ’ 9 ‘ 11 ’ 12 ‘ ocorre nos éxons 14 ou 15 (previamente
descritos como éxons 11 ou 12) (Figura 2-A)
e acomete de 20%-35% de todos os paci-
Seaudnei | GTeTG GeAGT CGAGOAAGTCTCTTAN entes com LMA e 5%-10% das leucemias
equéncianormal ~ GTCTG.........GCAGT........ . ;. A
Mutacio A CTCTGTCTGGCAGT.......... GGAGGAAGTCTCTTAA linfoblasticas agudas (LLAs).?” A incidén-
Mutacdo B CTCTGCATGGCAGT........ GGAGGAAGTCTCTTAA : : :
Muta¢do C CTCTGCGTGGCAGT..........GGAGGAAGTCTCTTAA cia da DIT depende df‘ idade dos pacientes
Mutagio D CTCTGCCTGGCAGT......... GGAGGAAGTCTCTTAA com LMA. Nos individuos com idade supe-
Mutagio E CTCTG......... GCAGTCTCTTGCCCAAGTCTCTTAA ior a 60 frequéncia d Ses d
Mutagdo F CTCTG......... GCAGTCCCTGGAGAAAGTCTCTTAA rior a 60 anos, a frequéncia de mutagoes do

Figura 1. Representagdo esquematica das mutagdes do gene NPM1. Adaptado de (19)

tipo FLT3-DIT ¢é de 30%-35%; ja em pacientes
com LMA mais jovens, essas aberragdes
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Mutagdes pontuais

cido como éxon 17) (Figura 2-B) por um
residuo de tirosina (D835).“Y A alca de
ativagdo ¢ um componente comum aos
receptores tirosina-quinase € tem como
funcdo bloquear o acesso de ATP ¢ do
substrato ao dominio quinase quando o
receptor esta inativo. Com uma mutacao
pontual nessa regido, o receptor se encontra
autoativado e, assim, como na presenga da
DIT, o controle da cascata de sinalizag¢do
promovido por FLT3 ¢ perdido, o que leva a
proliferagao celular.“”

A mutagdo do tipo FLT3-D835, tam-
bém conhecida por FLT3-TKD, foi descrita

Figura 2. Representacdo esquematica das mutagdes no gene FLT3

Painel A: mutagdo no gene FLT3 do tipo DIT; Painel B: mutagao no gene FLT3 do tipo D835. Adaptado de (40)

moleculares sdo detectadas em 20%-25%. Esses resultados
sdo explicados por uma maior incidéncia de aberragdes cito-
genéticas, bem como por uma maior taxa de LMA secundaria
(por exemplo, secundaria a sindrome mielodisplasica),
associados a um resultado desfavoravel em idosos com
LMA.(37,41)

O grupo de Nakao et al.“? foi o primeiro a descrever
a DIT no dominio JM de um alelo de FLT3 em pacientes
com LMA. O modelo molecular do funcionamento da
proteina alterada foi descrito por meio de estudos in vitro
que demonstraram a dimerizagao descontrolada do dominio
IJM produzida pela DIT, o qual perde a capacidade auto-
inibitoria e permite a dimerizag@o dos receptores indepen-
dente de ligante, o que gera autofosforilagdo e promove
crescimento autonomo das células mutantes.“? Com a
presenga da DIT ocorre autofosforilagao do receptor FLT3,
o que leva a ativagdo permanente desse receptor, culmi-
nando com ativacdo das vias de sinalizagdo celular, tais
como ERK e STATS5.49

A importancia clinica das mutagdes em FLT3 na LMA
foi estabelecida a partir da correlagdo entre a presenca de
DIT associada com leucocitose, alto percentual de blastos e
resposta terapéutica desfavoravel.?” Alguns grupos detec-
taram ainda a presenca da mutagdo do tipo FLT3-DIT
concomitante a outras alteragdes, como, por exemplo, a
t(15;17), indicando prognéstico favoravel; ja a presenga da
t(6;9) esta associada a prognostico desfavoravel.?'*> No
entanto, o valor prognostico da DIT no gene FLT3, associa-
do a outras alteragdes, ainda ndo foi bem estabelecido, uma
vez que a literatura traz trabalhos com DIT associado a altos
niveis de recaida, com os niveis de remissao iguais aos do
grupo sem essa mutagao, ou até mesmo associado a respos-
ta clinica favoravel. 47

Mutagdes pontuais no gene FLT3 acometem a alga de
ativacdo do segundo dominio quinase, ¢ a mutagdo mais
comum resulta da substitui¢do de um residuo de acido
aspartico na posic¢ao 835 do éxon 20 (anteriormente conhe-

em cerca de 5%-10% dos pacientes com
LMA e tem sido relacionada a um prognds-
tico desfavoravel.“®33D) Na presenca das
duas alteragdoes em FLT3, a baixa incidéncia (1,7%) relatada
dificulta a avaliagdo do valor clinico; no entanto, o
prognostico desfavoravel parece prevalecer e estudos in
vitro sugerem o desenvolvimento de resisténcia a terapias
convencionais e especificas para o receptor.®

De maneira geral, as alteragdes em FLT3 tém sido con-
sideradas como fator de prognostico, ja incorporadas para
determinacdo de risco e intensificag@o terapéutica nos pro-
tocolos recém-atualizados nos paises desenvolvidos.!"® Por
mais que haja discordancias quanto a agressividade da do-
enga, todos os estudos revelaram leucometria elevada e me-
nor taxa de remissdo na presenca da mutagdo. Alguns estu-
dos avaliam também a possibilidade de utilizagdo das altera-
¢oes em FLT3 como marcadores tumorais para identificagao
de doenga residual minima. O fato é que foram observados
ganhos e perdas de muta¢des no decorrer do tratamento, o
que restringe o valor de FLT3 como marcador indicativo de
recaida.®> 39

Como ja descrito neste artigo, pacientes portadores de
LMA com mutacdo no gene NPMI1 estdo associados a um
prognoéstico favoravel; porém, se esse paciente apresentar
concomitantemente a DIT para o gene FLT3, seu prognosti-
co sera considerado desfavorave]. (63133343959

Consideragoes finais

Na literatura, alguns estudos clinicos, em fase [ e [I®¥ e
em fase I11,59 investigam os beneficios da utilizacao dos
inibidores de FLT3 em pacientes portadores de mutagdes no
gene FLT3. Esses resultados mostram a importancia da in-
vestigac@o das mutagoes no gene FLT3 para a estratificagdo
¢ avaliacdo de progndstico na LMA, pois a presenga dessas
mutagdes implica a escolha da conduta terapéutica.”'® Além
disso, novos estudos envolvendo a investigagdo da muta-
¢do no gene NPM1 sdo de extrema importancia, pois podem
esclarecer a caracterizagdo do subtipo "LMA com mutagao
no gene NPM1".

479




Rev Bras Hematol Hemoter. 2010;32(6):476-481

Licinio MA et al

Abstract

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

Keywords: Leukemia, myeloid, acute/genetics;, Mutation; World
Health Organization; Hematologic neoplasms/classification;
Leukemia/classification
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