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RESUMO

A proteina fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) é um receptor com actividade de tirosina
cinase cujo gene se encontra mutado em cerca de um terco das Leucemias Miel6ides Agudas
(LMA), estando as duplicagdes internas em tandem (ITDs) associadas a prognéstico adverso.

Por outro lado, no braco logo do cromossoma 5 (5935) esta localizado o gene que
codifica, uma fosfoproteina nucleolar, a nucleofosmina (NPM1), cuja mutacéo no exao 12 se
encontra em cerca de metade dos doentes com LMA, conferindo um melhor prognostico.

Contudo, o papel do estado mutacional destes genes em Doencas Mieloproliferativas
(DMP) e na Sindrome Mielodisplasica (SMD), ndo esta bem definido, nomeadamente o seu
papel como marcador potencial de progressdo para LMA.

Num estudo, foi avaliada a frequéncia das mutacdes dos genes do FLT3 e NPM1 em
doentes com Leucemia Mieldéide Aguda (LMA), Doencas Mieloproliferativas (DMP) e
Sindrome Mielodisplasica (SMD), caracterizados citogeneticamente, e analisada a sua
correlacdo com a clinica, com a evolucdo da doenca, a resposta ao tratamento e o prognostico.

Para atingir estes objectivos a pesquisa de mutacdes dos genes do FLT3 e NPML1 foi
efectuada em ADN genomico extraido a partir de amostras de sangue periférico (SP) ou
medula déssea (MO) de 76 doentes com as neoplasias mieldides, dos quais 52 com o
diagnostico de LMA, 19 com DMP e 5 com SMD, de acordo com critérios FAB (French-
American-British) e da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) de 2008.

A deteccdo das mutacGes no gene FLT3, em particular as Duplicagfes Internas em
Tandem (ITD) e mutagdo pontual D835 foi efectuada apds amplificagéo, por PCR e PCR por
RFLP respectivamente, enquanto a pesquisa das mutacbes do gene NPM1 (exdo 12) foi

efectuada por sequenciacao.
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A presenca de mutacdes no gene FLT3 (ITD) e no exdo 12 do gene NPML1 apenas
foram identificadas nos doentes com LMA né&o tendo sido detectadas em nenhum dos doentes
com DMP e SMD incluidos neste estudo. No entanto, em 2 doentes com DMP
(trombocitéemia essencial) foi identificada a mutacdo D835 no gene FLT3.

A incidéncia das mutacdes FLT3-ITD e do exdo 12 do gene NPM1 nos doentes com
LMA foi de 28 e 9,6%, respectivamente. Além disso, nestes doentes registou-se uma
contagem de leucdcitos e percentagem de blastos mais elevadas.

Por outro lado, os nossos resultados mostram que os doentes em que foram
identificadas as duas mutacdes em simultaneo (ITD+/NPM1+), eram aqueles em que a taxa
de Remissdo Completa (RC) era mais baixa (34%), relativamente a observada nos doentes
sem nenhuma das mutacBes (ITD-/NPM1-), ou em que apenas uma das mutacdes foi
identificada (ITD-/NPM1+ ou ITD+/NPM1-). A maior taxa de RC foi atingida nos doentes
ITD-/NPM1+ (100%).

De igual modo, a sobrevivéncia global (SG) foi superior tanto nos doentes sem a
mutacdo ITD do gene FLT3 (FLT3/ITD negativo) como nos doentes com a mutacdo no gene
NPM1 (NPM1 positivo).

Estes resultados indicam-nos que a mutacdo ITD no gene FLT3 confere pior
prognoéstico aos doentes com LMA inseridos no estudo, enquanto a mutacdo no gene NPM1
confere um prognostico favoravel a estes doentes.

Como as mutacOes nestes genes sdo as mais frequentes em doentes com LMA e
conferem prognostico distinto, a sua deteccdo precoce podera contribuir para avaliagcdo do
progndstico e abordagem terapéutica individualizada e dirigida a alvos moleculares. Da
mesma forma, a detecgédo destas mutaces em doentes com SMD e DMP podera também ter

relevancia prognostica, contudo sdo necessarios estudos mais amplos.
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ABSTRACT

The fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) protein is a tyrosine kinase receptor wich gene
is mutated in about one third of acute myeloid leukemia (AML) patients, being the FLT3
internal tandem duplications (ITD’s) mutations associated with an adverse prognosis in this
disease.

By other side, in the long arm of chromosome 5 (5935) is localized the gene that
encodes a nucleolar phosphoprotein, Nucleophosmin (NPM1), which mutation in exon 12 is
found in about a half of AML patients, giving a better prognosis.

Therefore, the mutational status role of these genes in Myeloproliferative Neoplasms
(MPN) and Myelodysplastic Syndrome (MDS), is not well defined, namely their’s role as a
potential marker of progression to AML.

In this study was analyzed the frequency of the NPM1 and FLT3 genes in patients with
AML, MPN and MDS, cytogenetically characterized, and analyzed their correlation with
clinical parameters, disease progression, treatment response and prognosis/survival.

To achieve our objectives, the FLT3 and NPM1genes mutations was performed on
genomic DNA extracted from peripheral blood (PB) or bone marrow (MOQO) samples of 76
patients with myeloid malignancies, including 52 with AML diagnosis, 19 with MNP’s and 5
with MDS, according to FAB (French-American-British) criteria and World Health
Organization (WHO) (2008).

Detection of FLT3 gene mutations, in particular the Internal tandem duplications
(ITD) and the D835 mutation was achieved after amplification by PCR (Polymerase Chain
Reaction) and by RFLP (Restriction Length Polymorfisms) analysis, respectively, while the

search for mutations of NPM1 gene (exon 12) was carried out by gene sequencing.




RELEVANCIA PROGNOSTICA DAS MUTACOES DOS GENES FLT3 E NPM1 EM DOENTES COM NEOPLASIAS MIELOIDES

In this study, the presence of FLT3-ITD and exon 12 of NPM1 genes mutations were
only identified in AML patients, while none of the MPN and MDS patients carried out this
kind of mutation. However, in two MPN patients (Trombocitémia Essential) we found the
D835 FLT3 mutation.

The incidence of FLT3-ITD and NPM1 exon-12 mutations in AML patients was 28
and 9,6%, respectively. Moreover, these patients had higher white blood cell count and
percentage of blasts.

On the other hand, our results show that patients positive for both mutations (ITD
+/NPM1 +), were those in which the rate of complete remission (CR) was lower (34%),
compared with that seen in patients without mutations (ITD-/NPM1-), or with those in witch
only one mutation was identified (ITD-/NPM1+ or ITD+ / NPM1-). The highest rate of CR
was achieved in patients ITD-/NPM1 + (100%).

Similarly, the overall survival (OS) was much higher in patients without the ITD gene
mutation (FLT3/ITD negative) as well as in patients with NPM1 gene mutation (NPM1
positive).

These results suggests that the ITD mutation in the FLT3 gene confers a worse
prognosis for AML patients enrolled in the study, while NPM1 gene mutations confers a
favorable prognosis for these patients.

Since the frequency of these genes mutations are more common in AML patients and
confer distinct prognosis, early detection can contribute to prognosis assessment and to
individualized therapeutic approach directed at molecular targets. Similarly, the detection of
these mutations in patients with MPN and MDS may also have prognostic relevance, but

larger studies are needed.

Key words: Myeloid Neoplasms, FLT3, NPM1, Mutations, Prognosis
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ABREVIATURAS

AREB — Anemia Refractaria com Excesso de Blastos

ADN — Acido Desoxirribonucleico

CEBPA — CCAAT/enhancer- binding protein-a

D835 — codéo 835

DE — Doenca Estavel

DMP — Doenga Mieloprolifertiva

DNA — Desoxirribonucleic acid

DP — Doenca Progressiva

FAB — French-American-British

FLT3 - Fms-like tyrosine kinase 3

IDT — Duplicacédo Interna em Tandem

IPSS — Sistema de Score Progndstico Internacional

JAK — Janus cinase

LMA — Leucemia Miel6ide Aguda

LMA- CN - Leucemia Mieldide Aguda de cari6tipo normal

LMA- DH - Leucemia Miel6ide Aguda secundaria a doenca hematoldgica
LMA-t - Leucemia Mielbéide Aguda secundara a tratamento (quimio ou radioterapia)
LMMC — Leucemia Mielomonocitica Cronica

NA — Ndo Aplicavel

MO — Medula Ossea

MFP — Mielofibrose Priméria

NPM1 — Nucleofosmina

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PCR — Reaccdo de Polimerizagcdo em Cadeia

PCR-RFLP — Reaccéo de Polimerizacdo em Cadeia por polimorfismos de fragmentos de
restricao

PV — Policitémia Vera

RC — remissdo completa

RP — remisséo parcial

RTK — receptor tirosina cinase

SG — Sobrevivéncia Global
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INTRODUCAO

A proteina fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) € um receptor membranar da classe Il
com actividade de tirosina cinase (RTK) expresso em ceélulas precursoras hematopoiéticas
normais que desaparece ao longo da diferenciacdo celular (Small, 2006). Este receptor
desempenha um papel chave na hematopoiese e sobrevida, uma vez que activa vias de
sinalizacdo intracelulares que actuam na regulacdo o crescimento, proliferacdo e
sobrevivéncia das células do sistema hematopoiético (Figura 1) (Kim et al., 2010). Este
receptor através do seu dominio de tirosina cinase localizado na regido intracitoplasmatica é
capaz de activar de activar proteinas envolvidas no controlo do ciclo celular por fosforilagdo
em residuos e tirosina (Shami K et al., 2008; Thompson, 2009).
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Figura 1 — Vias de sinalizacdo activadas pelo receptor FLT3. Activacdo do

receptor FLT3 pelo ligando FL conduz & activagdo do dominio intracelular de tirosina cinase
do receptor com consequente activacdo das vias de sinalizagdo intracelulares PISK/AKT e
MAPK (Adaptado de Stirewalt e Radich, 2003).
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O gene humano que codifica este receptor, estd localizado no brago longo do
cromossoma 13 (13g12), e codifica uma proteina com 993 residuos de aminoéacidos, 0 RTK

FLTS3, ja mencionado (Kim et al., 2010).

As mutacGes no gene do FLT3 ocorrem em cerca de 30 a 40% das Leucemias
Mieloblasticas Agudas com cariétipo normal (LMA-CN) (Singh et al., 2011) sendo as mais
frequentes as duplicacdes internas em tandem (ITDs), no dominio justa-membranar (25%)
enguanto as mutacdes pontuais missense no dominio da tirosina cinase no coddo 835 (D835),

foram identificadas em 5 a 7% dos casos (Foran, 2010).

A presenca da mutacdo ITD no gene FLT3 origina um receptor FLT3 alterado com
amplificacdo da porcdo justa-membranar o que condiciona a activacdo permanente do
dominio de tirosina cinase e consequente proliferacdo descontrolada das células miel6ides
(Kim et al., 2010). A incidéncia de mutacdes FLT3 aumenta com a idade e tem sido associada
a cariotipo normal, a contagem de leucdcitos elevada (Haferlach et al., 2011) e aos subtipos
da classificacdo FAB (French-American-British) M3 e M5 (Baer et al., 2009). Além disso, na
presenca deste tipo de mutacdo os doentes apresentam taxa remissdo completa (RC) e
sobrevivéncia global (SG) inferiores. Este prognéstico desfavoravel é mais notério em
doentes jovens (idade inferior a 60anos) enquanto em idosos (idade superior a 60 anos) o
impacto no progndstico parece ser menor (Singh et al., 2011; Foran et al, 2010). Por outro
lado, a presenca da mutacdo pontual (D835) parece ndo estar associada a progndstico adverso

(Foran et al., 2010).

As mutagdes do gene FLT3 foram também descritas em cerca de 3 a 6% de doentes
com Sindrome Mielodisplasica (SMD) de alto risco estando associadas a maior taxa de

progressao para Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) (Small, 2006).
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Relativamente as Doencas Mieloproliferativas (DMP) ha poucos estudos relacionados

com a presenca da mutacao do gene FLT3.

No brago longo do cromossoma 5 (5g35) esta o gene que codifica uma fosfoproteina
nucleolar, a nucleofosmina (NPM1) uma proteina multifuncional envolvida na manutencédo da
estabilidade gendémica controlando a reparacao do DNA e duplicacdo do centromero durante a
mitose. Além disso, desempenha um papel crucial na regulacdo da biogénese dos ribossomas

e no controlo da via de supressao tumoral ARF-p53 (Kim et al., 2010; Falini, 2011).

As mutacdes deste gene tém sido identificadas em cerca de 50% dos casos de LMA de
novo em adultos, em 35% dos casos de LMA-CN (Schnttger et al., 2011), na maioria
envolvendo o exdo 12, do tipo frame shift na translacdo, o que provoca uma localizacédo
aberrante da proteina no citoplasma (Kim et al., 2010; Falini, 2011). A presenca isolada desta
mutacdo em doentes com LMA-CN parece conferir uma resposta favoravel a terapéutica, com
melhor progndstico e SG maiores (Thompson, 2009; Foran et al., 2010). Cerca de um ter¢o
dos doentes com mutagdo no gene NPM1 também tem a mutacdo no gene FLT3 (Thompson,
2009). Por estas razbes, a LMA com NPM1 mutado é uma nova entidade provisoria incluida

na classificacdo das Neoplasias Mieldides da OMS de 2008 (Arber et al., 2008).

Num estudo efectuado em doentes chineses com SMD a mutacédo do gene NPML1 foi

encontrada em cerca de 5% dos casos (Bains et al., 2011).

Relativamente as Doencas Mieloproliferativas (DMP) ha poucos estudos relacionados

com a presenca da mutacao no exao 12 do gene NPM1.

A LMA, as DMP e a SMD sédo neoplasias mieldides em que ocorre proliferacao

celular clonal anomala de células da linha mieldide na medula 6ssea. Contudo, enquanto na
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LMA a evolucdo/progressdo é mais rapida, nas DMP e SMD, o curso da doenca é
normalmente mais indolente/gradual. No entanto, os doentes SMD ou DMP apresentam risco
aumentado de evoluir para LMA apresentando pior resposta ao tratamento e sobrevivéncia

menor.

A LMA é uma doenca heterogénea cujo progndstico € multifactorial e cuja evolucgéo e
prognostico depende de diversos factores clinicos e laboratoriais. Entre estes factores é de
salientar: a idade, a performance status, a leucocitose, a percentagem de blastos e o valor de
LDH (Haferlach et al., 2011), a existéncia de quimioterapia prévia e a resposta a
quimioterapia de inducdo, o subtipo FAB (favoravel M2, M3, M4 e desfavoravel MO, M6,
M7), a citogenética (distingue 3 grupos de risco — favoravel: t(8;21), inv 16 e t(15;17);
intermédio: normal, +8, +6, del (12p) e t (11;17) e desfavoravel: -7, del 7q, -5, del 5q e
cariotipo complexo) e alteracbes moleculares (FLT3, NPM1 e CEBPA) (Schneider et al.,
2011; Santos et al., 2010; Baer et al., 2009). Além disso, os doentes com LMA de novo tém
melhor progndstico do que agueles que apresentam doenca hematoldgica prévia (LMA-DH)
ou secundaria a tratamentos com citostaticos ou radiacdo (LMA-t) para outras neoplasias

(Baer et al., 2009).

As DMP sdo doencas clonais da célula estaminal hematopoiética pluripotencial
caracterizadas por proliferacdo de uma ou mais linhagens mieloides (granulocitica, eritrdide,
megacariocitica e mastocitica) e que envolvem geralmente mutacfes em genes que codificam
proteinas com actividade tirosina cinase (TK). S&o habitualmente patologias do adulto (50-70
anos) de inicio insidioso, de evolucdo lenta em varias etapas, durante a qual se podem

transformar umas nas outras (Swerdlow et al., 2008).




D RELEVANCIA PROGNOSTICA DAS MUTAGOES DOS GENES FLT3 E NPM1 EM DOENTES COM NEOPLASIAS MIELOIDES

A classificacdo semimolecular apresentada por Tefferi et al (2006) dividia as DMP
classicas em doencas BCR/ABL positivas e negativas. Em 2008 foi apresentada a nova
classificacdo da OMS. Como mencionado, estas doencas envolvem uma mutacgdo adquirida
num gene que codifica uma tirosina cinase citoplasmatica, sendo a mutacdo mais frequente
nas chamadas DMP BCR/ABL negativas, a mutagdo Jak2 V617F, a qual foi identificada na
maioria dos doentes com PV e em aproximadamente 50% dos doentes com TE e MFP

(Skoda, 2010).

A PV e TE tém melhor prognostico com uma sobrevivéncia mediana superior a 10
anos. Apresentam um curso clinico indolente, na maioria assintomatico que ocasionalmente
manifestam episodios tromboembdlicos ou hemorragicos que muitas vezes sao fatais. Os
factores de risco que predizem tais eventos ndo estdo bem definidos (Skoda, 2010; Schnittger
et al. 2011). Por outro lado, a MFP é a DMP com pior progndstico, dependendo de varios
factores como a idade, valores de hemoglobina e plaquetas, cariétipo e estadio morfologico ao

diagnostico (Schnittger et al. 2011).

A SMD é uma doenca da célula pluripotencial hematopoiética, caracterizada por
faléncia medular com alteracfes quantitativas das trés linhagens mieldides, hematopoiese
ineficaz e alta probabilidade de progressdo para LMA. Engloba um grupo de doencas
divididas em 5 subtipos segundo a classificagdo FAB, incluindo a leucemia mielomonocitica
cronica (LMMC) (List et al., 2009). Actualmente, a revisdo da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) classificou esta entidade como doenca mielodisplatica/mieloproliferativa com
um sistema de score progndstico préprio, com 4 grupos de risco, sendo as SMD estratificadas
segundo o sistema de score prognostico internacional (IPSS) em 3 grupos de risco, consoante

a previsdo da sobrevivéncia e evolucdo para LMA (List et al., 2009, Garcia-Manero, 2010). A
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idade é um factor prognostico independente, sendo favoravel para os doentes com menos de

60 anos (List et al., 2009; Bains et al., 2011).

Apesar de alguns estudos sobre a importancia das mutacdes nos genes FLT3 e NPM1
na LMA, a sua relevancia no progndéstico da generalidade das neoplasias mieldides, ndo esta

totalmente clarificada.

Com este estudo pretende-se avaliar a frequéncia das mutacdes dos genes do FLT3 e
NPM1 em doentes com neoplasias mieldides, em particular LMA, SMD e DMP,
caracterizados citogeneticamente, e analisar a sua correlacdo com as caracteristicas clinicas,

evolucdo da doenca, resposta ao tratamento e consequente impacto no progndstico.



D RELEVANCIA PROGNOSTICA DAS MUTAGOES DOS GENES FLT3 E NPM1 EM DOENTES COM NEOPLASIAS MIELOIDES



D RELEVANCIA PROGNOSTICA DAS MUTAGOES DOS GENES FLT3 E NPM1 EM DOENTES COM NEOPLASIAS MIELOIDES

MATERIAIS E METODOS

1. Seleccdo e caracterizacdo da amostra

Neste estudo foram incluidos 76 doentes, 40 do sexo masculino e 36 do sexo feminino,
com uma idade mediana de 63 anos, seguidos por neoplasia mieldide no Servico de
Hematologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra, 52 dos quais com o diagnostico de
LMA, 19 com DMP e 5 com SMD, de acordo com critérios de classificacdo FAB e OMS de

2008.

Na maioria dos casos o0s estudos moleculares foram realizados ao diagndstico em
amostras de MO durante um procedimento de diagndstico (doentes com LMA sem
tratamento) ou de monitorizagédo de resposta terapéutica (doentes com DMP ou SMD) em fase
de doenca estavel. Para colheita de dados foram consultados os registos laboratoriais e
clinicos relativos a cada doente. Foi obtido um consentimento informado para analise genética

e utilizacdo de dados para investigacdo de acordo com a Declaracdo de Helsinquia.

1.1. Caracterizacdo dos doentes com LMA

Em todos os doentes com LMA foi previamente realizado o estudo cromossémico por
citogenética convencional. No entanto, em 12 dos casos ndo foi possivel obter cariétipo quer

por auséncia de metafases quer por nimero insuficiente das mesmas.

Os doentes com LMA foram subdivididos em 3 grupos de risco citogenético:
favoravel ((8;21), inv 16), intermédio (diploide, -Y) e desfavoravel (5g-, 11923, complexo).
As LMA-DH e LMA-t foram agrupadas separadamente das LMA de novo que foram

divididas consoante o subtipo FAB (M0 a M5).
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1.2. Caracterizacao dos doentes com DMP e SMD

Todos os casos diagnosticados de DMP ou SMP foram classificados de acordo com os
critérios actuais da OMS (2008) e/ou FAB. Os dados relativos a analise citogenética e testes

moleculares (ex. mutagdes JAK 2) foram colhidos quando disponiveis.

Os doentes com SMD foram classificados em grupos de progndéstico de acordo com 0s
critérios do IPSS usando 3 factores: percentagem de blastos na medula, citogenética e numero

de citopenias.

2. Extraccao de ADN e Deteccdo de Mutacdes dos genes FLT3 e NPM1

A pesquisa de mutacdes dos genes do FLT3 e NPM1 foi efectuada em ADN gendmico a
partir de dois grupos de amostras em suspensdo, obtidas de sangue periférico (SP) ou medular
(MO), fixadas com metanol e &cido acético, previamente preparadas para andlise citogenética
convencional, e uma fraccdo enriquecida de células mononucleares. No primeiro tipo de
amostra foi utilizado o DNAzol para extraccdo de ADN (Amorim et al, 2007), enquanto no
outro grupo o ADN foi extraido com recurso ao kit QlAamp DNA Midi (Qiagen), de acordo

com as instrucdes do fabricante.

Apbs a obtencdo de amostras de ADN, efectuou-se a determinacdo da sua concentracdo e
grau de pureza por espetrofotometria de absorcao recorrendo ao quantificador SmartSpec Plus
(BioRad). O grau de pureza do ADN foi determinado através da razdo entre as densidades
Opticas avaliadas no comprimento de onda de 260 nm e de 280 nm, tendo o tampé&o de eluicdo
das amostras sido utilizado como referéncia (branco). As amostras de ADN foram

consideradas puras para a razdo entre as densidades épticas de 260 nm e 280 nm igual a 1.8.
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Todas as amostras com um grau de pureza entre 1.7 e 1.9 e uma concentracgdo entre 100 e 200

ng/uL foram guardadas a -80 °C até a sua posterior utilizacéo.

Posteriormente foram pesquisados dois tipos de mutacdo no gene FLT3: as ITD e a
mutacdo pontual D835 (‘YYamamoto et al., 2001; kiyoi et al., 1997). A deteccdo da mutacdo
pontual D835 (exdo 17) foi efectuada por andlise de polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo pela reaccdo de polimerizacdo em cadeia (PCR-RFLP) (Yamamoto et
al., 2001). Para amplificacdo do ex&o 17 do gene FLT3 foram utilizados primers: 5°-
CCGCCAGGAACGTGCTTG-3’ (directo) e 5-GCAGCCTCACATTGCCCC-3’ (inverso).
Utilizando o termociclador My Cycler (BioRad), esta reac¢do decorreu com uma fase de
desnaturacéo inicial a temperatura de 95 °C durante 10 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnatura¢ao (95 °C durante 1 minuto), emparelhamento (57 °C durante 30 segundos),
extensdao (72 °C durante 45 segundos) e um periodo de extensdo final a 72 °C durante 10
minutos. Apo6s amplificacdo procedeu-se a digestdo enzimética do fragmento obtido com a
endonuclease de restricdo do tipo 11, Eco RV (New England BioLabs) durante 2 horas a 37 °C.
Os produtos digeridos foram visualizados, simultaneamente com um marcador de pesos
moleculares de 100 pb (GE HealthCare), em gel de agarose a 4% corado com brometo de
etidio, fotografados e identificados. Para deteccdo da mutagdo FLT3/ITD, localizada nos
exbes 11 e 12, foi efectuada a amplificacdo por PCR utilizando primers: 11F, 5’-
GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’ (directo) e 12 R, 5’-
CTTTCAGCATTTTGAGGGAACC-3* (inverso) (kiyoi et al., 1997). Utilizando o
termociclador My Cycler (BioRad), a amplificacdo foi realizada segundo uma fase de
desnaturagdo inicial a temperatura de 95 °C durante 10 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturagdo (95 °C durante 30 segundos), emparelhamento (56 °C durante 60 segundos),

extensdo (72 °C durante 120 segundos) e um periodo de extensdo final a 72 °C durante 10

10
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minutos. Os produtos amplificados foram visualizados, em gel de agarose a 4% corado com
brometo de etidio, fotografados e identificados.

A amplificacdo do ex&o 12 do gene da NPML1 foi efectuada por PCR (Chen et al., 2006)
utilizando primers: NPM1-F, 5>-TTAACTCTCTGGTGGTAGAATGAA-3’ (sense) e NPM1-
R 5’-CAAGACTATTTGCCATTCCTAAC-3’ (antisense). Utilizando o termociclador My
Cycler (BioRad), as amostras foram amplificadas com uma fase de desnaturacdo inicial a
temperatura de 95 °C durante 10 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo (95 °C durante
30 segundos), emparelhamento (57 °C durante 60 segundos), extensdo (72 °C durante 120
segundos) e um periodo de extensdo final a 72 °C durante 10 minutos, utilizando o
termociclador My Cycler (BioRad). Os produtos amplificados foram visualizados, em gel de
agarose a 4% corado com brometo de etidio, fotografados e identificados. Apds este processo
foi realizada a reacgdo de sequenciacdo, utilizando o kit Big Dye™ v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Bioscience). A migracéo efectua-se em funcdo do tamanho dos fragmentos, o que
permite proceder ao alinhamento das bases nucleotidicas das sequéncias em analise. A
mutacdo sé é confirmada quando é detectada nas duas cadeias sense e antisense. Apenas
temos os resultados da cadeia sense.

Foram usados dois tipos de controlos negativos: reaccdo de amplificacdo sem ADN

em cada ensaio e reaccdo de amplificacdo com ADN de individuos saudaveis.

3. Analise Estatistica

Para a andlise estatistica os doentes foram divididos por patologias LMA, DMP e

SMD.
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O tratamento estatistico dos resultados foi efectuado utilizado o programa SPSS
versdo 19.0. A analise de sobrevivéncia foi realizada pelo método Kaplan Meier e para anélise
comparativa foi usado os testes de significancia Logrank e regressdao Cox. Foi considerado um

nivel de significancia estatistica a 95% (p <0,05).

O follow-up foi considerado como o tempo desde o diagnostico até a ultima data em

que o doente foi observado.

A resposta ao tratamento inicial foi avaliada apos a terapéutica de inducdo em doentes
com LMA, sendo a remissdo completa (RC) caracterizada pela existéncia de blastos na MO

<5%, neutrofilos >1G/L e plaquetas >100 G/L em SP.

A sobrevivéncia global (OS) foi considerada como o tempo desde o diagndstico até
morte devido a qualquer causa ou até a Ultima data em que o doente foi observado, no caso

doentes que permanecem dos Vivos.
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RESULTADOS

1. Caracterizacdo epidemiologica, clinica e laboratorial dos doentes com

neoplasia mieldides

Foram analisados os dados relativos a 76 doentes com neoplasias mieldides, 40 do
sexo masculino (53%) e 36 do sexo feminino (47%) (Figura 1), com uma idade mediana de
63 anos, 52 (69%) dos quais com o diagnostico de Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA), 19
(25%) com Doenca Mieloproliferativa (DMP) e 5 (6%) com Sindroma Mielodisplasica

(SMD) (Figura 2), segundo os critérios de diagnéstico da OMS.

M sexo . Hsexo '

Figura 1 — Distribuic@o dos doentes com neoplasias miel6ides por sexos. Foram analisados
76 doentes com neoplasias mieldides. Os resultados estdo expressos em percentagem (%), de acordo
com o sexo: a vermelho os doentes do sexo feminino e a azul os doentes do sexo masculino.
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H LMA L DMP 4 SMD

Figura 2 — Distribuicdo dos doentes segundo o tipo de neoplasia mieldide. Os resultados
estdo expressos em percentagem (%), de acordo com a patologia dos doentes: a azul doentes com

LMA, a vermelho doentes com DMP e a verde doentes com SMD.

1.1. Caracterizacao dos doentes com Leucemia Mieloblastica Aguda

Dos 52 doentes com LMA inseridos no estudo, 26 eram do sexo masculino e 26 do
sexo feminino, com uma idade mediana de 62 anos. No entanto, como podemos observar na
Figura 3, metade dos doentes tem idade inferior a 60 anos, e aproximadamente um quarto

encontra-se no grupo etario dos 38 a 48 anos.

16- 26 27-37 38-48 49-59 60-70 71-81
Grupos etarios

N.2de doentes

ib

Figura 3 — Distribuicdo dos doentes com LMA por grupos etarios. Foram analisados 52
doentes com LMA. Os resultados apresentados correspondem ao numero de doentes em cada faixa
etéria.
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Ao diagndstico, os doentes com LMA, apresentavam um valor mediano de leucécitos

de 25 G/L (0,6 a 424 G/L) e uma percentagem mediana de blastos de 80% (21 a 98%).

Quando analisamos a distribuicdo dos doentes com LMA segundo a classificacdo
FAB, (subtipos M0 a M5), verificamos que na nossa amostra existe um predominio de
doentes com os subtipos M3 e M4 (16 doentes no total; 30,8%), registando-se 11 doentes com
LMA-DH (21, 2%) e 5 doentes com LMA-t (9,6%) (Figura 4). O subtipo menos frequente foi

0 MO (apenas 3 doentes, 5,8%) (Figura 4).

LMA-t

LMA-DH

mMs

mMa

M3

M2

LMA segundo o subtipo FAB e secundarias

N.2de doentes

Figura 4 - Distribuicdo dos doentes com LMA por subtipo FAB e LMA secundaria. O
grafico representa a distribuicdo dos 52 doentes com LMA pelos diferentes subtipos segundo a
classificagdo FAB (French-American-British): MO, indeferenciada; M1, sem maturagdo; M2 com
maturacdo granulocitica; M3 promielocitica; M4, com maturagdo granlocitica e monocitica e M5
monobléstica e monocitica. A LMA secundaria esté distribuida pelo LMA-t, relacionada com quimio

ou radioterapia prévias e LMA-DH, secundéria a doenca hematoldgica.

Na figura 5 estd representado o resultado da analise citogenética dos doentes com

LMA. Como podemos observar nesta figura, esta foi inconclusiva em 11 doentes (21%), e nos
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restantes 41 doentes salienta-se que, 15 doentes tinham cariétipo normal (36%), 8 caridtipo

complexo (19%) e em 7 doentes foi identificada a t(15;17) (17%).

N.2 de doentes

Caridtipo

Figura 5 — Distribuicdo dos doentes com LMA segundo o cariotipo. O grafico representa a
distribuicdo dos 52 doentes com LMA segundo o tipo de alteracdo citogenética encontrada.

De acordo com os dados da citogenética os doentes com LMA foram divididos em
grupos de prognoéstico consoante o risco, sendo favoravel em 13 (32%), risco intermédio em

16 (39%) e em 12 doentes (29%) o cariotipo era desfavoravel (Figura 6).

Ifavordavel Hintermédio M desfavoravel

Figura 6 — Distribuicdo dos doentes com LMA por grupo de risco citogenético. O gréafico
representa a distribuicdo em percentagem (%) dos doentes com LMA segundo o grupo de

risco, favoravel, intermédio e desfavoravel.
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1.2. Caracterizacéo dos doentes com Doenca Mieloproliferativa

Os 19 doentes com DMP, 9 eram do sexo masculino e 10 do sexo feminino, com uma
idade mediana de 65 anos (24-82). Ao diagnostico apresentavam um valor mediano de
hemoglobina de 13,5 g/dl (11,7 a 15,6 g/dl), leucdtcitos de 9,5 G/L (7,1 a 96,3 G/L) e

contagem mediana de plaquetas de 726 G/L (95 a 1450 G/L) (Tabela I).

Tabela | — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos doentes com DMP

Parametros

Epidemioldgicos

sexo 9 10
sexo & 9
Laboratoriais

Hemoglobina (g/dl) 13,5
Leucacitos (G/L) 9,5
Plaquetas (G/L) 726

Na figura 7 esta representada a distribuicdo dos doentes com DMP segundo o tipo de
doenca mieloproliferativa de acordo com a classificacdo da OMS. Assim, a maior parte dos
doentes tem o diagndstico de TE (15 doentes, 79%), 2 doentes de MFP/TE (11%) e os

restantes 2 doentes estdo repartidos igualmente por MFP e PV.
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MTE B MFP/TE HNMFP HPV

5%
11%

Figura 7 — Distribuicéo dos doentes por subtipos de DMP. Os resultados estdo expressos em

percentagem (%), de acordo com a patologia dos doentes: a azul, 15 doentes com TE; a vermelho, 2
doentes com MFP/TE; a verde, 2 doentes com MFP e a roxo, 2 doentes com PV.

1.3. Caracterizacéo dos doentes com Sindroma Mielodisplasica

Os 5 doentes com SMD eram todos do sexo masculino com uma mediana de idade de
72 anos (48-74). Ao diagndstico apresentavam um valor mediano de hemoglobina de 10,6
g/dl (7,2 a 14,5 g/dl), leucdcitos de 5,4 G/L (2,9 a 156 G/L) e contagem mediana de plaquetas
de 44 G/L (5 a 120 G/L). Estdo distribuidos por 2 subtipos segundo a classificacdo FAB:

AREB | (2 doentes) e LMMC (3 doentes).

A analise citogenética dos doentes com SMD detectou 4 doentes com cari6tipo normal
e um com trissomia do cromossoma 13 (Tabela I1). De acordo com o IPSS, ambos doentes
com AREB | apresentam risco intermédio, engquanto os doentes com LMMC sdo de baixo

risco.
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Tabela Il — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos doentes com SMD

Parametros

Epidemioldgicos

sexo & 5
sexo ¢ 0
Laboratoriais

Hemaoglobina (g/dl) 10,6
Leucdcitos (G/L) 5,4
Blastos (%) 3
Plaquetas (G/L) 44
Bioldgicos/Cariotipo

46, XY 4
Trissomia 8 1

2. Caracterizacdo do tipo de resposta ao tratamento

Dos 52 doentes com LMA inseridos no estudo, 11 apenas ofereciam condi¢fes para
terapéutica de suporte dada a idade avancada e co-morbilidades ao diagndstico, os restantes
41 receberam quimioterapia intensiva, tendo 3 destes sido submetidos a transplante alogénico
e 1 a transplante autdlogo de progenitores hematopoiéticos periféricos. Dos 41 doentes
tratados com esquemas com agressivos, 24 doentes apresentaram RC (59%), 5 manifestaram
resisténcia primaria a quimioterapia de inducéo (12%), 4 doenca progressiva (DP) (10%) e em
8 ndo foi possivel avaliar a resposta (NA) por intercorréncia infecciosa e/ou hemorragica

durante a fase de aplasia profunda com consequente morte (Figura 8).

20



D RELEVANCIA PROGNOSTICA DAS MUTACOES DOS GENES FLT3 E NPM1 EM DOENTES COM NEOPLASIAS MIELOIDES
-

HMRC HDP MResisténcial? HNA

Figura 8 - Tipo de resposta a terapéuica em doentes com LMA tratados com
quimioterapia de inducdo. Os resultados estdo expressos em percentagem (%), de acordo com o
tipo de resposta obtida pelos 52 doentes com LMA: remissdo completa (RC) em 59%, doenca
progressiva (DP) em 10%, resisténcia primaria em 12% e ndo houve possibilidade de avaliar a
resposta (NA) em 59%.

3 - Avaliacdo das mutactes nos genes FLT3 e NPM1 - Relacdo com as

caracteristicas clinicas e bioldgicas dos doentes com neoplasias mieldides

3.1. Anélise da frequéncia das mutacoes

Nos 76 doentes com neoplasias mieldides inseridos no nosso estudo foram
identificadas mutac6es no gene do FLT3 em 17 doentes (22,5%), a maior parte do tipo ITD

(94% dos casos) (FLT3/ITD) e no gene NPM1 em 7 doentes (9,2%).

E de salientar que dos 17 doentes onde foi identificada a mutagio do gene do FLT3,
aproximadamente 94% (16 doentes) tinham o diagndstico de LMA e 1 doente era portador de
DMP (TE). Por outro lado, 71,4% dos doentes em que foi identificada a mutacdo no gene

NPM1 tinham LMA e 28,5% tinham TE.

Como a maior parte dos doentes em que foram detectadas muta¢Ges nos genes em
estudo tinham o diagnostico de LMA, fomos caracterizar melhor as mutacdes nestes doentes,

como representado a figura 9. Nesta figura podemos observar que dos 52 doentes com LMA,
21
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15 doentes tém a mutacdo FLT3-1TD (28%) e 3 a mutacdo FLT3-D835 (6%), embora 2 destes
doentes (12,5%) sejam portadores de ambas as mutagfes. A mutagdo do exdo 12 do gene
NPM1 foi encontrada em 5 doentes (9,6%) e destes 3 apresentavam concomitantemente a

FLT3-ITD (60%).

M Sem mutacdo WMITD+ ENPM1+ LID835+

Figura 9 — Frequéncia das mutagdes do FLT3 e NPM1 em doentes com LMA. Os
resultados estdo expressos em percentagem (%), de acordo com a frequéncia das mutacdes dos genes
do FLT3 e NPM1: a vermelho a mutagdo FLT3/ITD (ITD+), a verde a mutacdo do exdo 12 do gene
NPM1 (NPM1+), a roxo a mutagdo FLT3/D835 (D835+), a azul aqueles doentes em quem
ndo foi identificada mutacao.

Nos doentes com DMP n&o foi identificada a mutagdo do FLT3-ITD. Apenas um
doente apresentou a mutacdo no coddo D835 do gene FLT3. Os 2 doentes em que foi

encontrada a mutacao no exdo 12 da NPM1 tinham diagndstico de TE, como mencionado.

Em nenhum dos doentes com SMD foi detectada qualquer das mutacgdes dos genes em
estudo. Mas, ndo podemos esquecer que a amostra de doentes com esta patologia é muito

pequena.
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3.2. Relacdo entre o estado mutacional dos genes FLT3 e NPM1 e as

caracteristicas clinicas e bioldgicas dos doentes

Foram avaliadas e correlacionadas as caracteristicas biolégicas ao diagnostico com o

estado mutacional dos genes FLT3 e NPML1 (Tabela I11).

Os nossos resultados mostram que os doentes em que foram identificadas as mutac6es
dos genes em estudo apresentam caracteristicas clinicas e laboratoriais, como contagem de
leucdcitos, percentagem de blastos, valor de LDH e idade, diferentes das dos doentes em que

as referidas alteracdes genéticas ndo foram detectadas.

Assim, o grupo de doentes que é FLT3-ITD positivo apresenta maior contagem de
leucdcitos no SP, percentagem de blastos na MO mais elevada, e um valor de LDH superior,
guando comparado com 0 grupo negativo para esta mutagédo (Tabela I1). De igual modo, nos
doentes em que foi identificada a mutacdo no exdo 12 do gene NPM1 foi encontrada uma
contagem de leucdcitos no SP superior e percentagem de blastos na MO mais elevada quando
comparado com 0 grupo negativo para esta mutacdo. Pelo contrario, a maioria dos doentes

sem a mutacdo no gene NPM1 observou-se aumento da LDH.

Além disso, verificdmos que a mutacdo FLT3-ITD é mais frequente nos doentes mais
jovens quando comparada com a idade dos doentes sem a referida mutacdo. A frequéncia das
mutacOes analisadas parece ser independente 0 sexo, uma vez que ndo foram encontradas

diferengas entre os doentes com e sem as mutacdes (Tabela I11).
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Tabela 111 — Relacdo entre as caracteristicas clinicas dos doentes com LMA e o

estado mutacional dos genes FLT3 e NPM1

Caracteristicas

Idade (anos)

<60 26 10 16 2 24
>60 26 5 21 3 23
Leucdcitos (G/L)

<20 21 4 17 1 20
20-40 6 3 3 0 6

>40 25 8 17 4 21
Blastos (%)

20-50 13 2 11 0 13
>50 39 13 26 S 34
LDH (g/dl)

Normal 9 1 8 1 8

Elevada 43 14 29 4 39

Posteriormente, fomos analisar se a presenca ou auséncia das mutacbes esta
relacionada ou ndo com algum subtipo de LMA segundo a classificacdo FAB e/ou alguma

alteracdo citogenética especifica.

Como podemos observar na Tabela 1V, o subtipo de LMA-FAB em que foi detectada
a mutacdo ITD do gene FLT3 (FLT3-ITD+) em maior nimero de doentes foi na LMA-M4
(33%), seguida de nimero igual de casos nos subtipos LMA-M1, M3 e M5 (13%). Apenas em
6% dos doentes com LMA-M2 foi identificada esta mutacdo e nenhum dos doentes com
LMA-MO, tinha a mutacdo. Nos doentes com LMA-DH e LMA-t a frequéncia da mutacédo
FLT3-ITD foi de 6 e 13%, respectivamente. A mutacdo do gene NPM1 foi detectada apenas
num doente de cada um dos seguintes subtipos, LMA-M2, LMA-M4 e LMA-M5, estando

presente em 40% dos casos dos doentes com LMA-t.
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Ainda na Tabela IV podemos verificar que dos 15 doentes com LMA e caridtipo
normal (LMA-CN), a mutacdo FLT3-ITD foi detectada em 4 (26,6%) e a mutagéo do exdo 12
do gene NPMlem 2 doentes. Além disso e apesar do tamanho relativamente pequeno da
amostra, todos os doentes em que a andlise citogenética identificou a inv16, tinham a mutacéo
ITD do gene FLT3. A mutacdo NPM1 foi encontrada em 2 doentes com cariétipo normal e

em 3 doentes cuja analise citogenética foi inconclusiva.

Tab. IV — Frequéncia das mutacdes nos genes FLT3 e NPM1 nos doentes com LMA
sequndo o subtipos FAB e cariotipo

Parametro 0dO D P
FAB N° N° (%) N° (%)
MO 3 0 0
M1 6 2 (13) 0
M2 6 1 (6) 1 (20)
M3 8 2 (13) 0
M4 8 5(33) 1 (20)
M5 5 2 (13) 1 (20)
LMA-DH 11 1(6) 0
LMA-t 5 2 (13) 2 (40)
Caridtipo N° N° (%) N° (%)
Normal 15 4 (26) 2 (40)
t(8;21) 3 2 (13) 0
inv 16 3 3 (20) 0

t (11;17) 1 0 0

t (15;17) 7 2 (13) 0
del 5 2 0 0
11923 2 0 0
Complexo 8 3 (20) 0
Inconclusivo 11 4 (26) 3 (60)

LMA-t-Leucemia Mieloblastica Aguda secundaria a terapéutica

LMA-DH-Leucemia Mieloblastica Aguda secundéaria a doenca hematol6gica
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Nos doentes com DMP, a mutacdo do gene JAK2 V617F foi identificada em 14
doentes (73%), dos quais 3 em homozigotia e 11 em heterozigotia (78%). Em 5 doentes
esta mutacdo nédo foi investigada De salientar que dos doentes com DMP, a mutagéo no
exdo 12 do gene NPM1, apenas foi detectada em dois doentes com TE e um deles

também apresentava a mutacéo do gene JAK2 V617F em heterozigotia.

3.3. Relacdo entre o estado mutacional dos genes FLT3 e NPM1 e o tipo de

resposta ao tratamento

Para avaliar a repercussao das mutacfes genéticas em estudo com a resposta dos
doentes com LMA ao tratamento, fomos correlacionar a taxa de respostas completas
(RC), de doenca progressiva (DP), doenca estavel (DE) e resisténcia primaria ao
tratamento com o estado mutacional dos genes FLT3 e NPM1. Avalidmos também os
doentes que faleceram durante a terapéutica de inducdo e por tal ndo foi possivel a

avaliacdo da resposta a esta terapéutica (NA).

Na Figura 10 esta representado o tipo de resposta ao tratamento nos doentes com
LMA FLT3/ITD+ (Figura 10-A) e FLT3/ITD- (Figura 10-B). Como podemos observar
na figura, a taxa de RC parece ser independente da auséncia e/ou presenca da mutagéo,
uma vez que esta foi atingida em aproximadamnte 46% a 50% dos doentes,
respectivamente. No entanto, nos doentes portadores da mutacdo ITD do gene FLT3 a
percentagem de doentes que faleceu durante a terapéutica de inducdo é superior (25% vs

11%).
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Figura 10 — Tipo de resposta ao tratamento nos doentes com LMA FLT3/ITD+ (A)
e FLT3/ITD- (B). Na anélise estdo incluidos os 15 doentes com LMA FLT3/ITD+ (A) e 37
FLT3/ITD- (B). Os resultados estdo expressos em percentagem (%). O tipo de resposta esta
assinalado de cor diferente: a azul, RC (Resposta Completa); a vermelho, DP (Doenca
Progressiva); a verde, Resisténcia primaria e a roxo, NA (avaliagdo de resposta N&do Aplicavel
por morte durante a indug&o).

Nos 5 doentes em que foi identificada a mutacdo do gene NPM1 a taxa de RC
foi superior (60%) relativamente aos doentes sem esta mutacdo (45%) (Figura 11-A e B,
respectivamente). No entanto, se considerarmos os doentes que tém apenas esta

mutacéo, verificamos que todos estes doentes atingiram a RC (100%).

Além disso, os doentes em que ndo foi identificada a mutacdo neste gene
(NPM1-), 30% tem DP e 10% apresenta resisténcia primaria ao tratamento (Figura 11-

B), 0 que ndo se verifica em nenhum doente NPM1+ (Figura 11-A).
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Figura 11 — Tipo de resposta ao tratamento nos doentes com LMA NPM1+ (A) e
NMP1- (B). Na anéalise estdo incluidos os 5 doentes com LMA NPM1+ (A) e 47 NPM1- (B).
Os resultados estdo expressos em percentagem (%). O tipo de resposta esta assinalado de cor
diferente: a azul, RC (Resposta Completa); a laranja, DE (Doenga Estavel); a vermelho, DP
(Doenca Progressiva); a verde, Resisténcia primaria e a roxo, NA (avaliacdo de resposta Nao
Aplicével por morte durante a inducéo).

Quando analisada a presenca das duas mutagdes em simultaneo, a maior taxa de
RC foi atingida nos 2 doentes sem a mutag@o ITD no gene FLT3 mas com a mutagdo no
gene NPM1 (ITD-/NPM1+) (100%), seguido do grupo de doentes ITD+/NPM1- (50%)
(Figura 12-A). Nos doentes sem nenhuma mutagéo identificada, ITD-/NPM1-, a taxa de
RC obtida foi de 43% (Figura 12-C). Por outro lado, nos doentes com a presenca das 2
mutacgdes, ITD+/NPM1+, a taxa de RC foi a mais baixa (34%) (Figural2-B), sendo
inferior a qualquer um dos outros 3 grupos. A taxa de doentes que faleceu durante a
inducdo foi superior no grupo de doentes ITD+/NPM1- quando comparada com 0s
doentes ITD-/NPM1- (25 vs 11) (Figura 12-A e 12-C). Estes resultados ndo sdo

estatisticamente significativos.
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Figura 12 — Tipo de resposta ao tratamento nos doentes com LMA ITD+/NPM1-
(A) e ITD+/NPM1+ (B) e ITD-/NPM1- (C). Na andlise estdo incluidos os 12 doentes com
LMA ITD+/NPM1- (A), 3 com ITD+/NPM1+ (B) e 35 ITD-/NPM1- (C). Os resultados estéo
expressos em percentagem (%). O tipo de resposta esta assinalado de cor diferente: a azul, RC
(Resposta Completa); a laranja, DE (Doenca Estavel); a vermelho, DP (Doenga Progressiva); a
verde, Resisténcia 12 (priméria) e a roxo, NA (avaliagdo de resposta N&o Aplicavel por morte
durante a indug&o).

Os 2 doentes com TE em que foi identificada a mutacdo no exdo 12 da NPM1

estdo em RC tal como o grupo de doentes com esta patologia negativos para a mutagéo.

4. Andlise de sobrevivéncia

O follow-up mediano dos doentes com LMA foi de 8 meses e a sobrevivéncia
global (SG) mediana de 7 meses (0 a 32 meses). Como podemos observar na Figura 13
ao fim de 7 meses a SG foi de 50% e ao fim de 32 meses apenas 19% dos doentes

estavam Vivos.
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Figura 13 - Analise da sobrevivéncia global dos doentes com Leucemia
Mieloblastica Aguda - Curva de Kaplan-Meier. A SG esta expressa em meses. Estéo
incluidos os 52 doentes com LMA inseridos no estudo.

No entanto, no grupo de doentes idosos (n=26) a SG foi significativamente
menor, com uma mediana de 4 meses (0 a 23 meses), relativamente aos doentes mais
jovens (n=26) em que a SG mediana foi de 14 meses (1 a 32 meses) (p=0,007). De
facto, se analisarmos de acordo com a idade, a SG dos doentes com idade inferior a 60
anos (jovens) foi de 69% e dos doentes idosos de 35% aos 7 meses e aos 32 meses 25%
dos doentes jovens estavam vivos engquanto os idosos ndo sobreviveram além dos 23

meses (Figura 14).

Nos doentes com LMA de novo a SG mediana foi superior aos doentes com
LMA secundaria (LMA-DH e LMA-t) (8 vs 7 meses), mas sem significado estatistico
(p=0,490). Contudo, na Figura 15, podemos observar que aos 32 meses ja nao € possivel
analisar a SG dos doentes com LMA secundéria e esta foi de 19% nos doentes com

LMA de novo.
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Figura 14 — Anélise comparativa da sobrevivéncia global dos doentes com LMA de
acordo com a idade. A SG esta expressa em meses. Estdo incluidos os 52 doentes com LMA
divididos em 2 grupos de acordo com a idade: 26 jovens (idade < a 60 anos, linha verde) e 26
idosos (idade > a 60 anos, linha azul).
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Figura 15 — Analise da sobrevivéncia global dos doentes com LMA de novo e
secundarias. A SG estd expressa em meses. Estdo incluidos os 52 doentes com LMA,
comparados em dois grupos: Doentes com LMA de novo, linha azul e LMA secundaria, 60

anos, linha verde.
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Quando analisamos a SG dos doentes com LMA de acordo com a citogenética e
respectivo grupo de risco progndéstico, constatamos que os doentes do grupo de
prognostico favoravel tém SG mediana mais elevada relativamente ao grupo de doentes
com progndstico desfavoravel (7 vs 2 meses). Na Figura 16, podemos verificar que aos
10 meses, a SG foi diferente nos 3 grupos de risco citogenético de acordo com o
progndstico, sendo de 68% no grupo de progndéstico favoravel, seguida de 32% no
grupo intermedio e apresentando um valor inferior no grupo desfavoravel (19%). Aos
32 meses 68% dos doentes do grupo de prognostico favoravel estavam vivos o que néo
se verifica em nenhum dos outros grupos. As diferencas encontradas foram

estatisticamente significativas (p=0,045).

Survival Functions

CARIOTIPO

Minconclusivo
desfavordvel

intermédio
— Mfavoravel
08 * +~inconclusivo-censored
t— desfavoravel-censored
intermédio-censored
—+favoravel-censored

0,6

Cum Survival

‘ p=0045

0 10 20 30 40

Figura 16 — Analise da sobrevivéncia global dos doentes com LMA segundo o
grupo de risco progndstico citogenetico. A SG esta expressa em meses. Estdo comparados
0s 52 doentes com LMA divididos em 4 grupos de acordo com a analise citogenética e inclusdo
em grupos de risco prognostico citogenético: favoravel, linha roxa (13 doentes); intermédio,
linha amarelo-palha (15 doentes); desfavorével, linha verde (13 doentes) e inconclusivo, linha
azul (11 doentes).

32



D RELEVANCIA PROGNOSTICA DAS MUTAGOES DOS GENES FLT3 E NPM1 EM DOENTES COM NEOPLASIAS MIELOIDES

A andlise das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos doentes com cada
uma das mutacdes isoladas dos genes FLT3 (Figura 17) e NPML1 (Figura 18), mostram
que os doentes que ndo tém a mutacdo ITD do gene FLT3 e os que apresentam a
mutacdo do gene NPM1 tém SG medianas superiores. De facto, na Figura 17 podemos
observar, no grupo com mutacdo ITD do gene FLT3, que a SG aos 32 meses foi de 20%
e no grupo ITD- nenhum dos doentes estava vivo. No grupo NPM1 positivo quando
comparada a SG mediana com o NPM1 negativo foi de 14 vs 7, p=0,796). No entanto,

estas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas.

Survival Functions
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Figura 17 — Analise da sobrevivéncia global dos doentes com LMA com e sem a
mutacéo ITD do gene FLT3. A SG esta expressa em meses. Presenca da mutacdo ITD+
(linha verde); auséncia da mutagdo ITD- (linha azul)
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Figura 18 —Anaélise da sobrevivéncia global dos doentes com LMA como ou sem

mutacao do gene do gene NPML1. Presenca da mutagdo NPM1+ (linha verde); auséncia da
mutacdo NPM1 (linha azul).

A anélise de sobrevivéncia dos 4 gendétipos possiveis, tendo em atencdo as
combinacBes da analise das mutacdes dos genes em estudo, revelou que os doentes
ITD*/NPM1" tém SG mediana superior em relacdo aos doentes ITD*/NPM1™ (14 vs 5
meses). Por outro lado, os doentes ITD/NPM1" tém SG mediana inferior quando
comparada com o ITD/NPM1 (4 vs 7 meses). Estas diferencas ndo apresentam
significado estatistico (p=0,951). No entanto, se analisarmos a Figura 19, podemos
observar nos 2 grupos em que h&d uma maior representatividade, ITD-/NPM1- e
ITD+/NPM1-, com 35 e 12 doentes respectivamente, que a SG do primeiro grupo foi de
quase 50% e do segundo grupo foi de 42% aos 7 meses e aos 32 meses 23% dos doentes
ITD-/NPM1- estavam vivos enquanto os doentes ITD+/NPM1- ndo sobreviveram além

dos 23 meses.
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Figura 19 — Analise da sobrevivéncia global dos doentes com LMA segundo o
estado mutacional das mutacdes dos genes FLT3 e NMP1 em simultaneo. A SG esta
expressa em meses. As diferentes curvas de Kaplan Meier representam as curvas de
sobrevivéncia dos 52 doentes com LMA e as 4 combina¢Ges mutacionais, sendo 12 doentes
ITD+/NPM1- (linha azul), 3 doentes ITD+/NPM1+ (linha verde), 2 doentes ITD+/NPM1+
(linha amarelo-palha) e 35 doentes ITD-/NPM1- (linha roxa).

Os doentes com DMP apresentaram uma SG mediana de 18 meses (12 a 127

meses), sendo a SG mediana dos doentes com TE de 17 meses (2 a 102 meses).

A SG mediana nos doentes com SMD foi de 27 meses (1 a 210 meses).
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Diferentes mutacdes em varios genes estdo envolvidas na patogénese das
neoplasias mieloides, interferindo quer com mecanismos proliferativos quer
antiapoptaticos, sendo descritas em elevada frequéncia as mutacdes dos genes FLT3 e

NPM1 na LMA (Foran, 2010; Singh et al., 2011).

Neste estudo avalidmos a frequéncia das mutagdes dos genes FLT3 e NPM1 em
doentes com Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA), Doencas Mieloproliferativas
(DMP) e Sindrome Mielodisplasica (SMD), caracterizados citogeneticamente, e
correlaciondmos as alteracOes identificadas com a clinica, a evolugdo da doenca, a

resposta ao tratamento e o progndstico/sobrevivéncia dos doentes.

Os nossos resultados mostram que, a incidéncia das mutacGes ITD do gene
FLT3, FLT3-1TD, e do exdo 12 do gene NPM1 nos doentes com LMA foi de 28,8 e
9,6%, respectivamente, sendo nos doentes com cariétipo normal, LMA-CN, a
frequéncia de 26 e 13%, respectivamente. Estes resultados sdo inferiores ao descrito por
Kim et al., 2011 e Singh et al., 2011. Nos doentes com cariotipo alterado apenas foi

detectada a mutagéo do gene FLT3 em 46% dos casos.

Contrariamente ao descrito por outros autores (Baer et al., 2009; Thompson,
2009; Wang et al, 2010), a maior parte dos doentes em que foi identificada a mutagéo
do gene FLT3 eram do subtipo FAB LMA-M4 (33%), sendo os restantes dois tercos
distribuidos pelos outros subtipos FAB, com excep¢do dos doentes com LMA-MO, em
que n&o se observou a mutacdo. A mutacdo do exdo 12 do gene NPM1 foi detectada em

igual frequéncia (20%) em doentes com os subtipos FAB M2, M4 e M5, em oposicao
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ao relatado por Wang et al. cuja frequéncia da referida mutacdo foi superior no subtipo

M5 e por Kim et al. que detectou maior numero de casos no subtipo FAB M2.

Nos doentes com LMA de novo a frequéncia das muta¢bes FT3-ITD e do exao
12 do gene NPM1 foi de 33 e 8%, respectivamente. Quando avaliada nos doentes com
LMA secundaria (LMA-DH e LMA-t) a frequéncia da mutacdo FT3-1TD foi de 18,75%
e a mutacdo do gene NPM1 esteve presente em 12,5% dos casos. Apesar destes
resultados, o numero reduzido de casos destes tipos de LMA nédo permite avaliar se a

existéncia destas mutacGes estdo relacionadas com terapéuticas prévias.

As caracteristicas clinicas e laboratoriais apresentadas ao diagnostico, pelos
doentes com LMA, nomeadamente a contagem de leucdcitos, a percentagem de blastos
e o0s niveis de LDH tém sido associadas as mutacdes em analise. Assim, nos doentes
com a mutacdo FLT3-ITD e NPML1 inseridos no estudo, registou-se uma contagem de
leucécitos e percentagem de blastos mais elevadas, o que estd de acordo com o

publicado previamente por Haferlach et al. (2011).

Quando avaliadas as mutagdes isoladamente, a taxa de RC parece ser
independente da auséncia e/ou presenca da mutacdo, uma vez que esta foi atingida em
aproximadamnte 46% a 50% dos doentes, respectivamente, facto que é oposto ao
impacto progndstico associado a esta mutacdo em doentes com LMA (Foran et al.,
2010). No entanto, nos doentes portadores da mutacdo ITD do gene FLT3 a
percentagem de doentes que faleceu durante a terapéutica de inducéo é superior (25% vs

11%) (Figura 10).

Por outro lado, a taxa de RC foi superior nos doentes em que foi identificada a

mutacdo do gene da NPM1 (60%) relativamente aos doentes negativos para esta

38



D RELEVANCIA PROGNOSTICA DAS MUTAGOES DOS GENES FLT3 E NPM1 EM DOENTES COM NEOPLASIAS MIELOIDES

mutacdo (45%) (Figura 11). Ainda, se considerarmos os doentes que tém apenas esta
mutacéo, verificamos que todos estes doentes atingiram a RC (100%). Estes resultados
estédo de acordo com o descrito para esta mutacdo neste tipo de patologia (Foran et al.,
2010). Alem disso, os doentes em que ndo foi identificada a mutagdo neste gene
(NPM1-), 30% tem DP e 10% apresenta resisténcia primaria ao tratamento, o que nédo se

verifica em nenhum doente NPM1+.

A analise das duas mutacfes em simultaneo, evidenciou gque os doentes que
apresentam as 2 mutacfes (ITD+/NPM1+) sdo 0s que possuem taxa de RC mais baixa
(34%) relativamente aos outros doentes. Por outro lado, os 2 doentes que apresentam a
maior taxa de RC (100%), sdo aqueles que ndo tém a mutacdo do gene FLT3, mas
possuem a mutacdo NMP1 (ITD-/NPM1+). Estes achados sdo semelhantes aos
divulgados na literatura (Arber et al., 2008) e sugerem a importancia da analise destas
muta¢des na avaliacdo da resposta ao tratamento nos doentes com LMA. Os grupos de
doentes com ITD+/NPM1- e ITD-/NPM1- apresentaram uma taxa de RC de 50% e
43%, respectivamente, enquanto a taxa de doentes que faleceram durante a inducao foi
de 25 e 17 %, respectivamente. No entanto, temos de ter em atencdo o tamanho
reduzido da amostra, pelo que s6 aumentando o numero de doentes do estudo

poderemos tirar conclusdes estatisticamente mais validas.

Outro aspecto importante € a relevancia deste tipo de estudos no prognostico e
sobrevivéncia dos doentes. Nesse sentido, avaliamos a influéncia das caracteristicas
clinicas, biologicas e moleculares (estado mutacional dos genes em estudo) dos doentes

inseridos no nosso estudo, em particular doentes com LMA, na SG dos doentes.
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O follow-up mediano para todos os doentes com neoplasia mieldide em estudo
foi de 8 meses (0-210), sendo nos doentes com LMA de apenas 7 meses, naqueles com

DMP de 18 meses (12-127) e em doentes com SMD de 27 meses (1-210).

Nos doentes com LMA a sobrevivéncia global (SG) mediana foi de 7 meses (0 a
32 meses), sendo que aos 7 meses a SG foi de 50% e ao fim de 32 meses apenas 19%

dos doentes estavam Vivos.

Tal como esperado, a SG mediana foi significativamente superior no grupo de
doentes com LMA mais jovens relativamente aos doentes idosos (14 vs 4 meses). De
facto, nestes dois grupos de doentes, quando comparada a SG aos 7 meses constatamos
que foi superior nos doentes com idade inferior a 60 anos (69 vs 35%) e aos 32 meses
observamos que 25% dos estavam vivos, enquanto os idosos ndo sobreviveram além

dos 23 meses (Figura 14).

Além disso, embora haja tendéncia da sobrevivéncia mediana nos doentes com
LMA de novo ser maior do que naqueles com LMA secundaria (8 vs 7 meses), este
resultado ndo é estatisticamente significativo (Baer, 2009). No entanto, observamos que
aos 32 meses ja ndo é possivel analisar a SG dos doentes com LMA secundéria e esta é

de 19% nos doentes com LMA de novo (Figura 15).

Por outro lado, a analise do perfil citogenético dos doentes com LMA revelou-se
importante na avaliagdo da sobrevivéncia dos doentes. Assim, e de acordo com o
descrito por outros autores, 0s doentes com progndstico favoravel sdo os que tém SG
mediana mais elevada em oposicdo aos doentes de progndstico desfavoravel (7 vs 2
meses). (Schneider et al., 2011; Santos et al, 2010; Baer et al., 2009). Aferimos que aos

10 meses, a SG foi diferente nos 3 grupos de risco citogenético de acordo com o
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prognostico, sendo de 68% no grupo de progndstico favoravel, seguida de 32% no
grupo intermédio com um valor inferior no grupo desfavoravel (19%). Aos 32 meses
68% dos doentes do grupo de progndstico favoravel estavam vivos o que ndo se verifica
em nenhum dos outros grupos. As diferencas encontradas nestes grupos foram

estatisticamente significativas (p=0,045) (Figura 16).

Na andlise do estado mutacional de cada uma das mutacbes dos genes em
estudo, verificAmos que os doentes sem a mutacdo FLT3/ITD e/ ou com a mutacdo do
gene NPML1 sdo os que apresentam SG mediana superiores. No entanto, estas diferencas
ndo sdo estatisticamente significativas.

Estes resultados sugerem que a presenca da mutacdo ITD no gene FLT3 nos
doentes com LMA confere pior prognostico. Pelo contrario, a presenca da mutagédo
NPML1 neste tipo de neoplasias constitui um factor de progndéstico favoravel, o que esta
de acordo com o descrito na literatura (Arber et al. 2008; Foran et al., 2010). No
entanto, necessitamos de aumentar a nossa amostra para que estes resultados tenham

significancia estatistica.

Na anélise dos resultados da SG dos doentes, de acordo com os 4 gendtipos,
observamos que os doentes ITD'/NPM1* tém SG mediana superior em relagio aos
doentes ITD*/NPM1 (14 vs 5 meses). Por outro lado, os doentes ITD/NPM1" tém SG
mediana inferior quando comparada com o ITD/NPML1" (4 vs 7 meses). Estas diferencas
ndo apresentam significado estatistico (p=0,951). No entanto, se analisarmos 0s 2
grupos em que hd uma maior representatividade, ITD-/NPM1- e ITD+/NPM1-, com 35
e 12 doentes respectivamente, verificamos que a SG aos 7 meses no primeiro grupo foi

de quase 50% e do segundo grupo foi de 42% e aos 32 meses 23% dos doentes ITD-
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INPM1- estavam vivos enquanto os doentes ITD+/NPM1- ndo sobreviveram além dos
23 meses (Figura 19). Mais uma vez, ndo podemos tirar conclusdes a partir destes
resultados pelo que, é necessario aumentar a nossa amostra para que as diferengas
encontradas apresentem significancia estatistica.

Nos doentes com DMP e SMD incluidos nesta andlise ndo foram detectadas
mutacdes no exdo 17 do gene NMP1 nem a ITD no gene FLT3. No entanto, ndo
podemos ainda afirmar que nestas patologias este tipo de mutagdes ndo ocorre. Por um
lado, porque a amostra € relativamente pequena e, por outro, porque nos 24 doentes com
DMP e SMD, a maioria das amostras foi obtida numa fase em que os doentes
apresentam doenca estavel e um terco ao diagnostico. Deste modo, seria interessante

averiguar a sua presenca numa altura em que ocorra progressao da doenca.

Uma vez que as mutacOes destes genes sdo as mais frequentes em doentes com
LMA e conferem um prognostico distinto, a sua detec¢do precoce € crucial para a
avaliacdo do prognostico e abordagem terapéutica individualizada e dirigida a estes
potenciais alvos moleculares. Da mesma forma, a deteccdo destas mutac6es em doentes
com SMD e DMP podera também ter relevancia prognostica, contudo sao necessarios

estudos mais amplos.

Além disso, um acompanhamento mais prolongado ao longo da evolugdo da
doenca podera informar o impacto que terd o estado mutacional destes genes na

progressao destas doengas ditas cronicas (SMD e DMP) para uma fase aguda (LMA).

Nos Hospitais da Universidade de Coimbra a pesquisa das muta¢des dos genes
FLT3 e NPM1 néo ¢ realizada por rotina, pelo que este estudo é importante, ndo sé para

investigacdo mas sobretudo para avaliagdo e seguimento dos doentes com LMA, além
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disso poder-se-iam estender as DMP e SMD caso as mutacdes tivessem sido detectadas.
Por todas estas razdes, sdo necessarios mais estudos para melhor caracterizacdo da

relevancia prognostica das mutacdes dos genes do FLT3 e NPM1 em doentes com

neoplasias mieloides.
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