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Resumo

Summary

#

Leucemia mieldide aguda (LMA) é um dos tipos mais
comuns entre as malignidades hematolégicas, afetando
individuos de todas as idades. Cerca de 30% dos po-
cientes com LMA apresentam mutagdes somdticas no
gene FLT3 nas células progenitoras hematopoiéticas. As
principais mutagdes no gene FLT3 sGo as duplicacdes
internas em tandem (ITD) e a mutagdo pontual D835,
ambas instaveis, cujo efeito consiste na hiperativacdo do
receptor tirosino quinase FLT3, ocasionando maior taxa de
recaidas e menor sobrevida do paciente. Por este motivo,
o screening molecular destas mutagdes em pacientes apés
o diagnéstico, durante a terapéutica e as recaidas, é um
importante fator prognéstico para a LMA. O nimero de
cbpias dos alelos FLT3 mutados e o comprimento das ITD
também relacionam-se ao perfil do prognéstico. As téc-
nicas de biologia molecular permitem a identificagdo do
gendtipo FLT3 em pacientes leucémicos, garantindo maior
eficiéncia na monitorizagdo terapéutica; principalmente ao
se realizar a pesquisa molecular em amostras de sangue

de medula éssea.

Palavras-chaves: FLT3, FLT3/ITD, FLT3/D835,
prognéstico, Leucemia Mieléide Aguda

Molecular research of FLT3 gene ITD and d835
mutations: an important prognostic value for
patients with Acute Myeloid Leukemia

Acute myeloid leukemia is one of the most common
types among hematologic malignancies, affecting individu-
als of all ages. About 30% of patients with AML present
somatic mutations in FLT3 gene in hematopoietic progenitor
cells. Major mutations in the FLT3 gene are infernal tandem
duplications (ITD) and D835 punctual mutation, both un-
stable, whose effect consists in FLT3 kinase tirosino recep-
tor hyperactivation causing a higher rate of relapse and
patient’s reduced survival. Therefore, these mutations mo-
lecular screening in patients after diagnosis, during therapy
and relapses, is an important prognostic factor for AML.
The number of copies of FLT3 changed alleles and the ITD
length are also related to the prognosis profile. Molecular
biology techniques allow the FLT3 genotype identification in
leukemic patients ensuring greater efficiency in therapeutic
monitoring, especially when performing molecular research
in bone marrow blood samples.
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cida na sobrevida, proliferacao
e diferenciacdo celular (1, 2). E
expresso normalmente em células
progenitoras hematopoiéticas, o
que ndo ocorre nas células hema-

Introducdo

LT3 (FMS-like tyrosina kina-
se 3) é um receptor tirosino
quinase, com funcdo bem conhe-

topoiéticas diferenciadas. Por sua
vez, a linhagem B e as leucemias
mieldides agudas (LMA) apresen-
tam superexpressdo da proteina
FLT3, o que também pode ser
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encontrado em casos de leucemia
linfocitica aguda (LLA), leucemia
mieloide crdnica (LMC) e sindromes
mielodisplasicas (3 a 5%) (1).

Cerca de 30% dos pacientes com
LMA apresentam mutagdes no gene
FLT3, em carater somatico, ou seja,
as mutagdes podem ocorrer em
subclones das células progenitoras
hematopoiéticas, gerando uma
miscelanea de células leucémicas
sem mutacdo e células leucémicas
com alelos FTL3 mutados em dife-
rem proporgoes, conforme o grau
de maturacdo do subclone onde
tenha(m) sido originada(s) a(s)
mutacao(s) no gene FLT3 (1).

Os dois tipos principais de mu-
tacdes no gene FLT3, localizado no
cromossomo 13 (3), sdo duplicacdes
internas em tandem (ITD) e a mu-
tacdo pontual D835 (1, 2). Ambas
resultam em ativagdo constitutiva
do receptor tirosino quinase, mesmo
na auséncia de ligantes (1), o que
contribui para o aumento da prolife-
ragao celular e redugdo da apoptose
e, consequentemente, maior taxa
de recaidas e menor sobrevida do
paciente (2, 4).

As FLT3/ITD sao duplicagbes de
3 a 400 bp! no exon 11, (3) sem
mudancga de matriz de leitura, que
afetam cerca de 23% dos pacientes
LMA, (1) principalmente quando ha
alta contagem absoluta de leucdcitos
periféricos e de blastos na medula
Ossea, (5) e LMA tipo FAB MO e
M5. (2, 4) Pacientes adultos com
t(15;17) demonstram ter a maior
prevaléncia de FLT3/ITD. (5) Apesar
de menos freqliente na infancia (cer-
ca de 15%), sua presenca indica pior
progndstico em pacientes adultos e
pediatricos; o que ndo & undnime
para todos os casos de pacientes
FLT3/ITD. Ha evidéncias que ITD
maiores representam maior des-

vantagem frente as ITD menores.
Adicionalmente, o progndstico pode
ser consideravelmente agravado
quando ocorre perda do alelo
selvagem do FLT3. (1) O maior
nivel de copias mutadas de FLT3 é
significativamente relacionado ao
risco de recaida e a agressividade
da patologia, enquanto um nivel
baixo de mutantes ainda apresen-
ta significante mau progndstico
em relacdo aos individuos FLT3
selvagem. (2, 6) Isto indica que
a quantificacdao dos transcritos
mutados pode vir a ser de grande
importéncia na monitorizacdo te-
rapéutica das leucemias. (7)

A mutacao pontual FLT3/D835,
situada no exon 20, (2) esta
presente em aproximadamente
8 a 12% dos pacientes LMA. (1)
A menor sobrevida relacionada
a FLT3/D835 ja foi estimada em
até trés anos em comparagdo a
pacientes LMA com gendtipo FLT3/
D835 selvagem, independente do
numero de blastos na medula és-
sea e estagio de NPM1 (8).

As duas mutagdes sdo con-
sideradas instaveis, visto que a
porcentagem de alelos mutados do
gene FLT3 varia durante o curso da
doenga, inclusive no tratamento
e na(s) recaida(s); (2, 4) além
do préprio comprimento da ITD
diferir em um mesmo paciente,
nas varias etapas da LMA. (2) O
comprimento da ITD varia, mas
o fragmento duplicado sempre
mantém a matriz de leitura da
seqiiéncia de DNA. (3) Também ha
relatos de pacientes inicialmente
FLT3/ITD negativos, mas positivos
nas recaidas. Isso fornece indicios
da provavel existéncia de muta-
¢Oes alternativas no gene FLT3 ou
em outros genes (2, 9).

Mediante esses conhecimentos,
tém surgido novas terapias para
LMA, baseadas na presenca ou au-
séncia das mutagles no gene FLT3.
Estudos recentes mostraram que
0 medicamento AG1296 provoca
maior citotoxicidade em portado-
res de mutagbes FLT3 (1). Além
disso, nos casos de resisténcia

Figura 1. Mutagdo FLT3/D835: eletroforese em gel de agarose apés PCR-RFLP.
Representagdo das canaletas: 1 — Peso molecular 100pb; 2 - amostra ndo
amplificada; 3, 6 e 7 — auséncia de mutagdo; 4 e 5 - presenca de mutagdo e

8 — branco da reagdo
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das células leucémicas a terapia,
é fundamental o acompanhamento
da persisténcia ou ndo dos clones
FLT3/ITD, uma vez que as copias
resistentes a quimioterapia podem
apresentar vantagem proliferativa.
Assim, este diagndstico indica a in-
tensidade do tratamento (2, 4).
A pesquisa molecular das mu-
tacOes FLT3/ITD e FL3/D835 é de
imensa relevancia, sendo indicada
em pacientes adultos e criangas
com leucemia, principalmente,
leucemia mieldide aguda; (1)
lembrando de ndo despreza-las
nos casos de leucemias FAB MO a
M5 (nem todos os trabalhos mos-
tram predominancia de um deter-
minado tipo) (3) e independente
dos resultados de cariotipo, (4)
ressaltando que geralmente FLT3/
ITD é mais freqliente em pacientes
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Figura 2. Mutagdo FLT3/ITD: eletroforese em gel de agarose apés PCR. Representagdo
das canaletas: 1 — peso molecular 100pb; 3 e 11 - amostras ndo amplificadas; 2,
4,5,8,9,10, 12 e 13 - auséncia de mutagdo; 6 e 7 — presenca de mutacdo e 14
— branco da reacdo

com cariétipo normal em relacdo
aqueles com alteracGes citogené-
ticas. (3) A analise genética é de
grande valor na fase logo apds o

diagndstico, durante o tratamento
e em possiveis recaidas, sempre
considerando o fato da instabilida-
de de ambas alteracGes genéticas.
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Figura 3. Mutagdo FLT3/ITD: eletroferograma com fluorescéncia FAM obtida em seqienciador automdtico Megabace
1000 (Amersham Biosciences), onde 3A mostra amostra com auséncia de mutagdo e 3B apresenta amostra com presenca
de ITD. A diferenca de peso molecular entre o pico selvagem (330pb) e o pico FLT3/ITD (357pb) define o comprimento da

insercdo em tandem (27pb)

120

NewsLab - ediciao 86 - 2008



O ideal é que sejam analisadas as
duas mutacdes FLT3/ITD e FL3/
D835, a fim de abranger a maior
porcentagem de pacientes que
possam ter um pior progndstico
devido a estas mutagdes somaticas
do FLT3. O resultado deve ser discri-
minado como auséncia ou presenca
de cada uma destas duas mutacoes.
Geralmente, a presenca de qualquer
uma das mutacdes € acompanhada
da existéncia do alelo selvagem,
pois somente alguns clones sofrem
a mutagénese. Portanto, o achado
de um paciente homozigoto mutante
para estas mutacgoes revela perda de
heterozigose no cromossomo 13, na
regidao do gene FLT3 (3).
Tecnicamente, é recomendado
0 uso de DNA para o estudo mo-
lecular, uma vez que o RNA pode
degradar parcial e rapidamente.
Deve-se dar preferéncia para a
pesquisa amostras de sangue de
medula 6ssea em EDTA, a fim de
aumentar a sensibilidade do teste,
uma vez que o sangue periférico

pode conter um nimero muito bai-
xo de blastos, principalmente apds
tratamento quimioterapico. Apesar
do risco de resultados falsos-nega-
tivos, o uso do sangue periférico
somente é recomendado em casos
peculiares, por exemplo, nos quais
a puncgao medular representa risco
ao paciente. No entanto, a pungao
medular ndo deve restringir signifi-
cativamente a realizagdo do exame
genético, visto que individuos com
leucemia ja sdo submetidos a este
procedimento para outras analises
pertinentes, como mielograma,
imunofenotipagem e caridtipo de
medula dssea.

O estudo da mutagcdao FLT3/
D835 pode ser realizado pela Rea-
cao da Cadeia da Polimerase (PCR)
seguida de restricdo enzimatica
(PCR-RFLP) e posterior eletroforese
em agarose para separagao dos
fragmentos (Figura 1). Por sua vez,
a mutacdo FLT3/ITD é analisada
por PCR seguida de eletroforese
em gel de agarose (Figura 2) ou
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estudo molecular das mutacodes
FLT3/ITD e FLT3/D835, o paciente
pode ser monitorado mais sensi-
velmente e vir a apresentar menor
taxa de recaidas e maior sobrevida
livre de leucemias. i
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