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RESUMO

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) é uma doenca hematoldgica neoplésica, que se
caracteriza pela proliferacdo anormal das células hematopoiética, causando o bloqueio total ou
parcial da maturacdo na producdo dessas células. A LMA é um grupo heterogéneo de doencas
clonais que acomete a producdo de células sanguineas, o diagndstico da LMA se da pela
morfologia, citoquimica, imunofenotipagem, citogenética, biologia molecular e pela genética
molecular. A citogenética e a biologia molecular diagnostica as mutacBes nos genes
responsaveis pela proliferacdo anormais das células sanguineas, as principais mutagGes
detectadas sdo nos genes FLT3 e NPML1, a detec¢do do tipo de mutacdo estabelece o melhor
tratamento a ser realizado é também qual ser& o progndstico da doenca para o paciente.
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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a hematological neoplastic disease, which is
characterized by abnormal proliferation of hematopoietic cells, causing partial or total blockage
of maturation in producing these cells. AML is a heterogeneous group of clonal disease that
affects the production of blood cells, the diagnosis of AML is of the morphology,
cytochemistry, immunophenotyping, cytogenetics, molecular biology and molecular genetics.
The cytogenetic and molecular biology diagnostic mutations in genes responsible for abnormal
proliferation of blood cells, the major mutations are detected in FLT3 and NPM1 genes,
detection of the type of mutation provides the best treatment to be performed is also what is the
prognosis of the disease for the patient.
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INTRODUCAO

A leucemia mieldide aguda (LMA) e um grupo heterogéneo de doencas
provocado pela proliferacdo clonal anormal das células da linhagem mielGide, ela e
causada por células neoplasicas malignas ou leucémicas que se infiltram na medula
Ossea, e ocorrendo a substituicdo das células normais por leucémicas e proliferando
células anormais, na maioria dos casos das leucemias ha o bloqueio total ou parcial da
maturacgdo das celulas hematoldgicas. O estagio de maturagdo das células pode variar e
deste modo determinar qual tipo de LMA o paciente tem (QUIXABEIRA, 2008).

Com o acumulo das celulas leucémicas imaturas chamadas de blastos na medula
0ssea (MO), ocorre o extravasamento dessas células para o sangue periférico, com isso
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ha o acometimento do figado, baco, linfonodos e outros 6rgdos. E com a producio
anormal das células da linhagem mieldide pela MO, causam frequentemente anemias,
neutropenias e plaquetopenias (SILVA et al, 2006).

A classificacdo da leucemia mieloide aguda se baseia nos conceitos de duas
entidades: Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e o Grupo Franco-Americano
Britanico (FAB). Pelos critérios da OMS, a Leucemia Mieloide Aguda € classificada de
acordo com: linhagem celular, estagio de desenvolvimento da linhagem e o tipo de
alteracdo cromossdmica envolvida na etiologia da doenca. A FAB dividiu a Leucemia
Mieloide Aguda em nove subtipos, que podem ser diferenciados de acordo com a
linhagem mieloide envolvida e o grau de desenvolvimento (BUENO, 2004).

Para o diagnostico do tipo de LMA existem varios métodos laboratoriais como:
mielograma e biopsia de medula com as coloragdes bioquimicas e citoquimica,
imunofenotipagem, biologia molecular e a citogenética (FIGUEIREDO, 2011).

As principais mutagdes presentes nessa doenca ocorrem nos genes FLT3 (FMS-like
tyrosina kinase) e a NPM1 (Nucleofosmina 1). O gene FLT3 é uma proteina monomérica de
tirosina quinase localizado no cromossomo 13912, essa mutacdo acomete o receptor tirosino
quinase que fica permanentemente ativado, entdo acarretando na proliferagdo descontrolada de
células mieldides anormais. Esse gene tem como funcdo normal a regulacdo da hematopoese
responsavel pela sobrevida, proliferacio e diferenciacio celular (OLIVEIRA, 2008; LICINIO,
2010).

O gene NPM1 localizado no cromossomo 5q 35 que tem como funcdo a sintese da
fosfoproteina nucleofosmina, proteina responsavel pela codificacdo, transcri¢do, manutencéo,
reparo do DNA e entre outras fungdes. Essas mutagdes nos genes podem classificar entre
prognostico favoravel, intermediario e de mau prognostico e assim determinar se o paciente tera
uma maior ou menor sobrevida apds a realizacdo do tratamento para a regressdo da doenga
(VELLOSO et al, 2011; LICINIO, 2010; HELMAN et al, 2011).

A classificagdo da LMA foi se modificando ao longo dos tempos, no passado era
classificada pelas caracteristicas morfologicas das células, e pela coloragdo citoquimica que
foram muito utilizadas pelo grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) para classificacdo da
doenca, que nos tempos atuais ndo sdo muito usuais, mais serve como base na diferenciacdo das
LMAs. A classificacdo estabelecida como a melhor para definir cada subtipo da LMA e a da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 2008, que utiliza por meio da citogenética classificar
as LMAs (LICINIO, 2010).

A revisdo literaria do tema principal tem como alvo diferenciar os tipos de prognéstico e
0 que os genes mutados acometem na proliferacdo da hematopoese nas principais mutagdes dos
genes FLT3 e NPML, que sdo responsaveis pelo aparecimento de alguns tipos de LMAs.

Esse trabalho teve como base a juncdo de varios artigos de fontes como scielo, google
académico, pubmed e livros, bibliografias utilizados no periodo de 2000 a 2011. Os termos
utilizados para a busca dos materiais foram: leucemia miel6ide aguda, principais mutac@es da
leucemia mieldide aguda, mutacdo no gene FLT3 e NPML1.
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Leucemia Mielbide Aguda

As leucemias agudas sdo doencas raras, com incidéncia de 3% das neoplasias malignas,
essa doenga e de rapido agravamento, por isso a baixa sobrevida para pacientes ndo tratados
com essa anomalia (LORAND-METZE, 2003).

A leucemia mieldide aguda (LMA) acomete células precursoras da hematopoese da
linhagem miel6ide, que sdo mutadas por umas séries de alteracfes genéticas, assim originando
células leucémicas que iram infiltrar-se na medula dssea (MO), entdo essas células multiplicardo
e originardo mais células leucémicas, causando uma proliferagdo desordenada de células
imaturas e anormais, podendo ocorrer o bloqueio parcial ou total da maturacdo das células.
Essas células imaturas sdo chamadas de Blastos, entdo a MO liberaram essas células mesmo
imaturas e anormais para a corrente sanguinea, assim acometendo o enfartamento do figado e
baco que séo responsaveis pela sele¢do e retirada de células anormais do organismo causando
Hepatoesplenomegalia (BUENO, 2004; OLIVEIRA, 2008).

O acumulo das células leucémicas na MO inibe a proliferacdo e a maturacdo de toda
linhagem hematol6gica, assim ocasionando leucopenias, anemias e plaquetopenias
frequentemente (MARTINS, 2000).

O estégio ou a fase da maturagdo em que as células estdo estacionadas é um importante
fator para se classificar e determinar os tipos de células acometidas, e também diferenciar a
linhagem miel6ide da linféide, a forma e a morfologia das células séo Gteis para o diagndstico
da doenca e classificar em que subgrupo da LMA ela estdo (SILVA et al, 2006).

A LMA e uma doenca que acomete na sua maioria individuos adultos com mais de 60
anos de idade representando cerca de 80% dos casos, e em criangas € de cerca de 15% a 20%
dos casos. A proliferacdo das células leucémicas esta diretamente relacionada ao mecanismo
genético de replicagdo, responsavel por regular o ciclo celular, assim a proliferacdo e a
diferenciagdo das células ficam comprometidas (SILVA et al, 2006).

Segundo FIGUEREIDO (2011) as possiveis causas do surgimento da LMA esta
relacionada a varios fatores externos e genéticos como:

. Radiacdo ionizante (quimioterapias);

. Fatores genéticos e congénitos (sindrome de down e entre outras);

. Algumas substancias quimicas e farmacos (substancias alquilantes);
. O benzeno que tem uma alta afinidade a células sanguineas;

. Preposicédo a doencas hematoldgicas (anemia siderobléstica);

. Tabagismo (substancias toxicas e benzeno)

Sinais e sintomas

Os sinais e sintomas clinicos do paciente ocorrem quando a o aparecimento de anemias,
cansaco, infecgdes, palidez, febre, hemorragias, sintomas neurolégicos, dores dsseas, hipertrofia
da gengiva, infiltragdes cutaneas, linfoadenopatia, hepatomegalia e a esplenomegalia. As células
leucémicas tém uma predilecdo de fixar-se em tecidos e 6rgdos que no periodo embrionario
tiveram a funcdo hemoformadoras, por isso, a frequente esplenomegalia e hepatomegalia
(LORENZI, 2006).
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As ceélulas leucémicas quando atingem o sistema nervoso central estabelece sinais e
sintomas parecidos com da meningite é cefaléia como tonturas, nauseas e entre outros. As
hemorragias em alguns subgrupos aparecem por uma disfuncdo nos fatores de coagulacéo, pelo
aumento da fribindlise e no mau funcionamento dos progenitores das plaquetas (GIGLIO,
2007).

Diagnostico Laboratorial

A contagem diferencial das células sanguineas é realizada a partir do hemograma,
mielograma e da biopsia da MO, nos exames sdo encontrados na maioria das vezes
plaguetopenia, niveis baixos de hemoglobina, anemias geralmente normociticas e
normocrémicas e neutropenia, € a presenca de células anormais e imaturas (blastos) na
circulacdo periférica e na MO. A morfologia e a contagem dos blastos sdo realizadas tanto no
sangue periférico como no da MO, esses pardmetros servem como uma suspeita clinica da
patologia (GIGLIO, 2007; OLIVEIRA, 2007).

Para classificacdo e diferenciacdo do subgrupo de LMA, séo feito testes laboratoriais
como coloragBes citoquimicas, imunofenotipagem, citogenética e a biologia molecular. A
classificagdo do subgrupo da LMA e a determinacdo do gene acometido ndo servem somente
como base para o diagndstico, ela e imprescindivel também na determinacdo do melhor
tratamento da LMA e estabelece qual serd o progndstico da doenga no paciente (SILVA et al,
2006).

1. Coloracéo citoquimica

A coloragdo citoquimica é utilizada para diferenciar a linhagem da leucemia miel6ide da
linfoide, correlacionando-a com outros testes servem como base na classificacdo das LMA. As
coloragbes foram muito utilizadas na classificagdo de um grupo de hematologistas franco-
americano-britanico (FAB) em 1976 (Tabela 1), porém ela sofreu muitas mudancas e
modificacdes ao longo dos tempos, como o acréscimo da imunofenotipagem durante a sua
utilizacdo, j& nos dias atuais ndo é muito usual para classificar as LMAS, mas ela é utilizada para
o diagndstico diferencial da doenca (BUENO, 2004; FIGUEIREDO, 2011).

Tabela 1. Classificacdo FAB da LMA, caracteristicas morfoldgicas e citoquimicas;

Tipo | Nomenclatura FAB Critérios para diagndstico

MO LMA minimamente diferenciada | >30%de blastos na MO; blastos (+) para pelo menos um

marcados monoclonal mieldide (CD13, CD33, MPO, CD11b
ou CD15).

M1 LMA sem maturacéo >30% de blastos na MO; Presenga de bastonetes de Auer
variavel , mieloperoxidase (MPO) e sudan Black B (SBB) (+)
em > 3% dos blastos.

M2 LMA com maturagdo Blastos indiferenciados e diferenciados até a fase promielécito

que contém granulagBes primérias abundantes. Bastonetes de
Auer sdo frequente, MPO e SBB Black (+) em > 3% dos
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blastos.

M3

Leucemia promielocitica

aguda hipergranular

Alta % de promielocitos hipergranulares, com ou sem
bastonetes de Auer. MPO e SBB (+).

M4

Leucemia mielomonocitica

aguda

>30% de blasto na MO; mieloblastos até segmentados
neutrofilos de 30 a 79%; somatorio de monoblastos,
promonécitos e mondcitos de 20 a 80%; alfa-naftil acetato
esterase (ANAE) (+) nas células monociticas; MPO e SBB (+).

Mb5a

Leucemia monocitica

aguda sem maturacdo

Blastos grandes, com citoplasma abundante, levemente baséfilo
e com projecdes citoplasmaticas. SBB e MPO (-); Bastonetes de
Auer raros; ANAE (+) nas células monociticas. > 80% das

células monociticas.

M5b

Leucemia monocitica

aguda com maturagédo

>80% das células do sangue monocitico ou promondciticos. Na
medula éssea, as células sdo mais indiferenciadas. <20% das
células sdo cloracetato esterase+. Alfanftil esterase + nas células

monociticas.

M6

Leucemia eritréide aguda

>30% de blastos mieloides e >50% de blastos da série vermelha
(eritroblastos); Frequentemente te >30% de megaloblastos,

formas bizarras.

M7

Leucemia megacariocitica

aguda

Adaptado de OLIVEIRA, 2004.

e a citogenética (OLIVEIRA, 2007).

Células indiferenciadas >30%; Pequenas, semelhantes a
linfoblastos no sangue. SBB e MPO (-); blastos demonstrados
como megacarioblastos por marcadores (CD41 e CD61) por
citrometria de fluxo.

Blastos que apresentam bastGes de Auer, ou blastos com alguns granulos azurdfilos e
com citoquimica positiva para peroxidase ou sudan Black (Figura 1) podem ser classificados
como blastos da linhagem miel6ide. Os bastbes de Auer (Figura 2) estdo presentes nos subtipos
da classificagdo FAB como M2, M3, M4 e raros na M5a, ja em alguns subgrupos so a utilizagdo
da citoquimica ndo basta para classificacéo ai entram outros métodos como a imunofenotipagem

As coloragfes mais utilizadas para a classificagdo citoquimica sdo a mieloperoxidade

(MPO); sudan black B (SBB); fosfatase alcalina e &cida; naftol AS-D; cloroacetato esterase
(CEA); alfa-naftil acetato esterase (ANAE). A reacdo positiva nas coloracGes de MPO e SBB
classifica a leucemia como LMA e em 60% dos subtipos da LMA os bastonetes de Auer sdo
corados com esses corantes (SILVA et al, 2006);
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Figura 1. Coloracdo Sudan Black B positiva nos megacariocitos.

ST

Fonte: FARIAS, 2007.

Figura 2. Mieloblastos com presenca de Bastonetes de Auer (corante de mieloperoxidase).

Disponivel em: http://www.ciencianews.com.br/index.php/ciencia/atlas-hematologico/atlas-
hematologico-leucemias/

2. Imunofenotipagem

A imunofenotipagem utiliza a técnica de citrometria de fluxo (CMF) para diagnosticar,
diferenciar a linhagem (miel6ide ou linféide), classificar e monitorar a LMA. A CMF utiliza
anticorpos monoclonais marcados com fluorescéncia que avaliam propriedades celulares, essa
técnica analisa um grande ndmero de células em um curto periodo de tempo, através do
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movimento das células numa solugdo isoeletrolitica, ao passar em um laser que atravessa as
células, assim promovendo o desvio de um marcado fluorescente que é medido por um detector
(Figura 3), assim determina as caracteristicas fenotipicas das células leucémicas e assim
diferenciar os subtipos da LMA, essa técnica utiliza quase 0os mesmos mecanismos do aparelho
de hemograma, que e a utilizagdo do desvio de luz (SILVA et al, 2006; BERTHO, 2008).

Figura 3. O principio da CMF.
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Disponivel em: http://www.relma.com.br/hellma/citometria.html

Cada fluorocromo usado para marcacdo dos anticorpos emite um padrdo de emisséo de
luz. Existem varios tipos de fluorocromos que emitem luz com variados comprimentos de onda,
assim determinando pardmetros de fluorescéncia que sdo processados por um computador que
liberam graficos e histogramas (Figura 4). A deteccdo de células hematopoéticas leucémicas e
de células normais é determinada por padrdes fenotipicos, as células leucémicas apresentam
caracteristicas imunofenétipicas de células normais, mais blogueada em algum estagio de
maturacgdo (Tabela 2) (QUIXABEIRA, 2008).

Tabela 2. Marcadores especificos frequentemente expressados pelas células leucémicas nas
LMA:

Células Marcadores de Antigenos

Imaturidade celular CD34, CD38, CD117, CD133, HLA-DR
granulociticos CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, MPOc
monociticos CD11c, CD14, CD64, CD4, CD11b, CD36
eritréides CD235a

megacariociticos CD41, CD61, CD42
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Adaptado de SILVA et al, 2006.

Figura 4. Histograma realizado pela CMF de uma leucemia megacariocitica aguda
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Fonte: FARIAS, 2007.

A CMF possibilita a identificacdo de fendtipos mistos, aberrantes e de doencas com
baixa taxa de expressdo de anticorpos. A expressdo de alguns antigenos, como CD7, CD11b,
CD14, CD56 e CD34 podem estar associados a prognésticos adversos, ja 0s que tem fenotipos
aberrantes sdo de pelo menos 75% das LMAs. A imunofenotipagem também mostra
caracteristicas fenotipicas na mutacdo do gene NPM1 que expressao antigénica de CD13, CD33
e com a correlacdo das expressdes antigenos monociticos CD14 e CD11b e com a auséncia da
expressdo de CD34 (VELLOSO et al, 2011).

3. Citogenética e Biologia molecular

A Citogenética e a Biologia molecular (BM) séo utilizadas para a determinacdo dos
genes mutados, com isso determinar o tipo de progndstico e tratamento do paciente, e também
para 0 acompanhamento evolutivo do tratamento da doenca, se ndo houve uma recidiva. O
progndstico e determinado pelas alteragdes cromossémicas, como translocacles, inversdes,
delecOes e alteracdes de expressdo génica. Os métodos para a deteccdo dessas alteracdes no
cromossomo sdo a reacdo polimerase em cadeia da trancricdo reversa (RT-PCR) e a
hibridizagdo por fluorescéncia in situ (FISH) (PASQUALUCCI et al, 2006; QUIXABEIRA,
2008).

A translocacdo é o resultado de uma mudanca de posi¢do de um determinado gene ou
fragmento para outro local do cromossomo, comprometendo assim a fungdo normal do
cromossomo. A delecdo e inversdes de fragmentos de cromossomos também estdo relacionadas
no aparecimento da LMA. Com o avango da citogenética e a BM a determinagdo do gene
mutado esta bem mais répida e fidedigna, e dependendo do gene mutado da para saber se a
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doenca e de bom prognostico ou ndo, e com isso, foi estabelecida uma nova classificacdo
realizada pela Organizacdo Mundial da Salde (OMS) em 2008 para as LMAs, que estabeleceu 7
subgrupos e 9 subgrupos de LMA com anormalidades genéticas recorrentes (Tabela 3),
possibilitando assim, determinar o prognostico do paciente, com isso determinar o melhor
tratamento da doenca e monitorar como esta a resposta terapéuticas no paciente, assim podendo
obter a remisséo completa da doenga (VELLOSO et al, 2011).

Tabela 3. Classificacdo das LMAs pela Organiza¢do Mundial da Saude 2008.

Subgrupo Alteragdes da LMA

1° LMA com anormalidades genéticas recorrentes:
LMA com t(8;21)(922;922)

LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;22)
Leucemia promielocitica aguda com t(15;17)(g22;921)
LMA com t(9;11)(p22;023)

LMA com t(6;9)(p23;q34)

LMA com inv(3)(g21;0926.2) ou t(3;3)(g21;7q26.3)
LMA (megacariobléastica) com t(1;22)(p13;q13)

LMA com muta¢do NPM1- entidade provisdria

LMA com mutacdo CEBPA- entidade provisoria

2° LMA com alteragBes relacionadas a mielodisplasia

3° Neoplasias mieloides relacionadas a terapéutica

4° LMA n&o especificadas

5° Sarcoma mieloide

6° ProliferagBes mieloides relacionadas & sindrome de Down
7° Neoplasia de célula dendritica plasmocitoide bléstica

Adaptado de VELLOSO, 2011.

Dependendo das alteracdes da citogenética, podemos dividir a LMA em: pacientes com
progndstico favoravel, intermediario e de mau progndstico. Os pacientes de prognostico
favoravel incluem aqueles com t(15;17), t(8;21) e com Inv(16). O de prognéstico intermediario,
que corresponde & maioria dos pacientes, inclui aqueles com cari6tipo normal com translocagao
t(9;11). O de mau prognostico é caracterizado por pacientes que apresentam alteracdes
citogenéticas especificas, como delecdo e monossomia dos cromossomos 5 e 7, além de
cariotipo complexo (3 ou mais alteragdes), e de translocacdo t(6;9) e t (9;22) (VERHAAK et
al,2005; CHEN et al, 2006; HELMAN et al, 2011).

A determinacdo do caridtipo pela citogenética e um dos fatores mais importantes para a
determinagdo do progndstico da LMA, e assim atribuir ao paciente o melhor tratamento que
devera ser feito (FROHLING et al, 2002).
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Com os avangos da citogenética descobriu mutagdes genéticas da LMA com cariétipo
normal, como alteragdes nos genes NPM1 (nucleofosmina), FLT3 (FMS-like tirosina kinase 3),
CEPBA (CCAAT/ enhancer binding protein o), MLL PTD (mixed-lineage leukemia), NRAS
(neuroblastoma RAS), BAALC (brain and acute leukemia gene) e ERG (v-ets erytroblastosis
virus E26 oncogene-like) (HELMAN et al, 2011).

As mutacBes genéticas sdo classificadas em dois grupos, mutacGes de classe | que estdo
envolvidos nos mecanismos de proliferacdo celular e as de classe Il que sdo mutagdes que
afetam a transcricdo, que prejudicam a diferenciagdo hematopoiética. Nas mutagdes cerca de
50% das LMAs sdo de cariétipo normal, as mutacdes mais frequentes sdo as mutacfes dos
genes NPM1 classificado com classe Il com cerca de 45 a 55% dos casos e FLT3 classe | com
35 a 45% dos casos de LMAs, as mutagdes menos frequentes sdo a: MLL ( leucemia de
linhagem mista), NRAS, BAALC, ERG e entre outras (VELLOSO et al, 2011).

Mutacgdo no gene NPM1

O gene NPML1 é responsavel pela sintese da nucleofosmina, conhecida também como
B23, numatrinal e ou NO38, localiza-se no cromossomo 5¢35, esse gene contem 12 éxons, ele
incluem um dominio N-terminal necessaria para a formagdo de dimeros e hexdmeros NPM, a
heterodimerizagdo dominio implicado no direcionamento de outras proteinas, tais como
nucleolin, ciclina-dependente e inibidor da quinase, e também um C-terminal de ligacdo de
acido nucleico dominio essencial, para a associagdo com o RNA envolvido em processamento
ribossomal de RNA (CHEN et al, 2006).

A NPM1 e uma fosfoproteina nucleolar que realiza o transporte entre o nicleo e o
citoplasma e tem contato com varias outras proteinas. A mutacdo mais frequente e a que ocorre
a duplicacdo de quatro pares de bases no éxon 12 ocorre em cerca de 85% dos casos. As
alteracbes no gene como inser¢des ou delegbes de fragmentos, as alteracbes no gene e
classificado de A a F (Figura 5), em estudos recentes revelam que cerca de 75 a 80% dos casos
das alteragdes no gene NPM1 sdo classificadas como tipo A. Mutagdes NPM1 classificadas com
A sdo de prognostico favoravel e os classificados com ndo A séo de prognostico desfavoravel
(SUZUKI et al. 2005; LICINIO, 2010; VELLOSO et al, 2011).

Pacientes com mutagdo NPM1 associada com a FLT3-DIT o seu prognostico sera
estabelecida como desfavoravel. (OLIVEIRA, 2008).

O gene NPML1 esta envolvido também com o processamento de RNA, manutencéo
genomica, participacdo nos processos de reparo do DNA e na regulagdo da transcrigdo por meio
da condensacéo e descondensacdo da cromatina. As mutacGes NPM1 estdo presentes em varias
células mieldides e sdo detectadas nas linhagens mieldides, monociticas, eritroides e
megacariocitos (PASQUALUCCI et al, 2006; RAU, 2009).

Além da deteccdo das alteracdes no gene pela genética, existe um meio de detectar as
alteracOes pelas caracteristicas fenotipicas analisando a proteina anormal no gene NPM1. A
maioria dos casos das mutacGes no gene NPM1 é de cariétipo normal e uma minoria de
anormal, entre os dois casos ndo existe diferenga na sobrevida dos pacientes, por isso
independente do cari6tipo elas sdo consideradas como um s6 subtipo (LICINIO,2010).
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Figura 5. Classificacdo da mutacdo no gene NPM1.

Cromossomo 5q35

Exons

1 (2| 3 [4]5]6]|7/8] 9 |u| n

Sequéncia normal STCTG v GCAGT: iz GGAGGAAGTCTCT
Mutagido A CTCTGTCTGGCAGT. v GGAGGAAGTCTCT
Mutagio B CTCTGCATGGCAGT......... GGAGGAAGTCTCT
Mutagao C CTCTGCGTGGCAGT......... GGAGGAAGTCTCT
Mutagao D CTCTGCCTGGCAGT......... GGAGGAAGTCTCT
Mutacio E CTCTG . uvvev GCAGTCTCTTGCCCAAGTCTCT
Mutagdo F 63 (64 1 < A, GCAGTCCCTGGAGAAAGTCTCT

Fonte: LICINIO, 2010.

Além da detecgdo das alteracGes no gene pela genética, existe um meio de detectar as
alteracOes pelas caracteristicas fenotipicas analisando a proteina anormal no gene NPM1. A
maioria dos casos das mutacbes no gene NPM1 é de cariétipo normal e uma minoria de
anormal, entre os dois casos ndo existe diferenga na sobrevida dos pacientes, por isso
independente do cariotipo elas sdo consideradas como um s6 subtipo (LICINIO,2010).

Mutacdo no gene FLT3

O gene FLT3 e um membro da familia da tirosina de classe Il do receptor de tirosino
quinase, responsavel pela sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo das células hematopoiéticas,
esse gene localiza-se no cromossomo 13gl2. Nessa mutagdo ocorre uma modificagdo na
estrutura do receptor, assim causando a superexpressdo da proteina FLT3, resultando na
ativacdo do receptor tirosina-quinase permanentemente independente de ligante, entdo
acarretando no aumento proliferativo descontrolado, e na inibicdo da apoptose das células
mieldides anormais ou com altera¢des, aproximadamente 30% dos casos de LMA fazem parte
da mutacéo do gene FLT3 (VELLOSO et al, 2010; WHITMAN et al, 2001; OLIVEIRA,2008).

A mutacdo e dividido em dois tipos principais de alteracdo: Duplicacdo Interna em
Tandem (DIT) e mutacgdes pontuais (D835) (Figura 6).

O subtipo DIT e uma alteracdo que ocorre nos éxons 14 ou 15 acometem cerca de 20 a
35% dos casos de LMA ¢ ela e a segunda mutacdo mais frequente na LMA, a incidéncia de
FLT3-DIT para pessoas de mais de 60 anos e de 30 a 35% dos casos e ja em criangas sao de 20
a 25% dos casos. A alteragdo DIT é responsavel pela autofosforilacdo dos receptores FLT3 e
assim promovendo a ativagdo permanente desse receptor, e entdo aumentando a proliferacdo e
ocorrendo um crescimento aberrante das células. As reagdes clinicas da alteracdo nesse gene sdo
a leucocitose e alto percentual de blastos na medula e na circulacdo sanguinea, essa mutagéo e
determinada como prognostico desfavoravel. Em alguns estudos realizados quando a mutacgdo
FLT3-DIT conjunto com outra mutacdo como na t(15;17) ela e estabelecida como uma mutagéo
de prognéstico favoravel, mais ja com a t(6;9) e de prognéstico desfavoravel (LICINIO, 2008).
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Figura 6. Mutacdes no gene FLT3, (A) mutacdo DIT, (B) mutagdes pontuais.

Cromossomo 13q12
A B
Individuo normal Individuo normal
Exon 14 fntron Exon 15 Exon 20
Individuo com mutagdo Individuo com mutacdo
Exon 14 intron Exon 15 Exon 20
[ PK= |
DIT Mutagdes pontuais

Fonte: LICINIO, 2010.

Mutacdo pontual D835 ou FLT3-TKD ela ocorre na posi¢cdo 835 do éxon 20, por isso
chamada de D835, acomete cerca de 8 a 12% dos casos de LMA, ela e de um progndstico
desfavoravel, em estudos in vitro demostram que ela e resistentes a terapias convencionais, e s6
respondem ao tratamento se for especificas para o receptor. A mutacdo D835 altera a
funcionalidade da alga do segundo dominio quinase que esta localizada nos receptores de
tirosina-quinase, a funcdo dele e de bloquear o acesso de ATP e do substrato para o dominio
quinase, quando o receptor estd inativo. A mutacdo D835 provoca a ativagdo permanente do
receptor quinase provocando uma proliferacdo descontrolada de blastos na MO (YANADA et
al, 2005; OLIVEIRA, 2008; LICINIO, 2010).

O prognéstico das mutagbes da LMASs é muito relativo, pois a estudos que relatam que a
presenca de mais de uma mutacdo em pacientes, cujo uma mutacdo e considerado de
progndstico favoravel com a presenca de outra desfavoravel, essa mutagédo sera considerada de
progndstico desfavoravel (Tabela 4) (SUZUKI et al, 2005; OLIVEIRA, 2008).

Tabela 4. Classificacdo da LMA de acordo com o progndstico pela citogenética e molecular:

Prognéstico Alteracao citogenético e molecular

Favoravel 1(15,17)(q22;921)-PML-RARA
1(8;21)(q22;922)-RUNX1T1-RUNX1
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.;,q22)-CBFB-MYH11

NPM1 mutado (caridtipo normal)

Intermediério | CEBPA mutado (cari6tipo normal)
NPM1 mutado e com FLT3-ITD (cari6tipo normal)
NPM1 selvagem e com FLT3-ITD (cariétipo normal)

NPM1 selvagem e sem FLT3-ITD (cariétipo normal)

Intermediério 11 T(9;11)(p22;923)- MLLT3-MLL

Anormalidades  citogenéticas ndo  favoraveis  ou

desfavoraveis

Desfavoravel Inv(3)(g21;026.2) ou t(3;3)(q21;926.3)-RPN1-EVI1

Biomédico, Académico no curso de P6s Graduacdo "Lato Sensu" em Hematologia e Banco de sangue
(Maio de 2016 a Setembro de 2017) da Academia de Ciéncia e Tecnologia de Sdo Jose do Rio Preto SP.



13

t(6;9)(p23;934)-DEK-NUP214
t(v;11)(v;g23)-rearranjo MLL
-5/5q-,-7/7¢-

Cariotipo complexo

Fonte: VELLOSO, 2011.

CONSIDERACOES FINAIS

A Leucemia mieldide aguda é considerada um dos grandes problemas de saude publica,
pois ela é uma doenca neoplésica que afeta células sanguineas, provocando assim a proliferacéo
de células imaturas diferenciaveis e indiferanciavel pela medula 6ssea, essa doenca acomete
principalmente pessoas idosas.

Foi possivel observar por meio do trabalho que os testes laboratoriais vém evoluindo
cada vez mais com o avanco da tecnologia e com as novas técnicas, fato esse, que proporciona o
diagndstico cada vez mais preciso e rapido da doenca.

A melhora, rapidez e eficacia do diagndstico da leucemia mieldide aguda foi possivel
pela utilizagdo do varios métodos laboratoriais, como a utilizacdo do hemograma, mielograma,
coloragdes citoquimicas, imunofenotipagem, citogénetica e a biologia molecular favorecendo a
descoberta da doenga cada vez mais precocemente e com uma melhor exatiddo na determinacao
do tipo de leucemia mieldide aguda, assim, estabelecendo o tratamento adequado ao paciente.

Conclui-se também que com o auxilio da citogenética e da biologia molecular para o
diagndstico da doenca, foi possivel determinar as duas principais mutagdes nos genes
causadores da leucemia miel6ide aguda como a mutagdo no gene NPM1 e FLT3, assim, com a
determinagdo do gene mutado € de suma importancia na determinagdo do prognostico e do
tratamento adequado da doenca, observou-se também que a frequéncia das mutagGes no gene
NPM1 e de um prognéstico favoravel, ou seja, de maior chance de remissdo e regressdo
completa da doenca, ao contrario do gene FLT3 que e de um prognoéstico desfavoravel.

Por intermédio do estudo observou-se também a importancia das diversas areas como a
hematologia, citoquimica, imunologia, citogénetica e a biologia molecular, juntas, auxiliam no
diagnostico da doenga.
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