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RESUMO

O progndstico do cancer na infancia tem melhorado a cada dia, gracas os grandes
avan¢cos que vem acontecendo na oncologia pediatrica, estando diretamente
associado a precocidade do diagnéstico. Compreender as mutagdes que ocorrem
nos casos de leucemia mieloide aguda tem auxiliado na conducédo da pratica clinica
de criancas portadoras desta doenca. O Objetivo do presente estudo foi identificar a
frequéncia de mutacbes que ocorrem na leucemia mieloide aguda (LMA) e que
podem configurar bom ou mau prognaostico, bem como investigar sua relagcdo com o
estudo de caribétipo e imunofenotipagem. Trata-se de uma revisdo integrativa de
literatura, sendo selecionados, por meio de busca eletrénica artigos nas bases de
dados SCIELO, PUMED e LILACS, em ingleses e portugueses e publicados na
integra no periodo de 2000 a 2019. Para a busca dos artigos foram adotados os
seguintes descritores como indexadores, selecionados mediante consulta aos
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCs): leucemia mieloide aguda, infancia,
mutagOes. Foram identificados 80 artigos, e ao final, selecionados 45. Os resultados
evidenciaram que a leucemia mieloide aguda (LMA) € uma doenca fenotipica e
geneticamente heterogénea, caracterizada por uma proliferacdo clonal de
precursores mieloides anormais na medula 6ssea, que a identificacdo de fusdes
génicas permite a definicdo de subtipos moleculares nas leucemias pediatricas, com
importante papel para a avaliagdo do prognostico e como marcador Unico e estavel
para acompanhamento da resposta ao tratamento e que na LMA, o caribtipo é
fundamental na decisdo da terapéutica poOs-remissdo, podendo os fatores
moleculares definir o tratamento em individuos de cariétipo normal. Conclui-se,
portanto, que a deteccdo das alteracdes moleculares no manuseio da leucemia
mieloide aguda em criangas e uma correta estratificacdo progndstica, podem

contribuir para uma melhor evolugcao destes pacientes.

Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda. Crianca. Biologia molecular. Cariotipo.

Prognostico.



ABSTRACT

The prognosis of childhood cancer has improved every day, thanks to the great
advances that have been happening in pediatric oncology, being directly associated
with the early diagnosis. Understanding the mutations that occur in cases of acute
myeloid leukemia has helped to guide the clinical practice of children with this
disease. The objective of the present study was to identify the frequency of mutations
that occur in acute myeloid leukemia (AML) and that can configure a good or bad
prognosis, as well as to investigate its relationship with the study of karyotype and
immunophenotyping. It is an integrative literature review, and articles in the SCIELO,
PUMED and LILACS databases were selected, using electronic search, in English
and Portuguese and published in full between 2000 and 2019. For the search for the
articles, the following descriptors were adopted as indexers, selected in consultation
with the Health Sciences Descriptors (DeCs): acute myeloid leukemia, childhood,
mutations. Eighty articles were identified, and at the end, 45 were selected. The
results showed that acute myeloid leukemia (AML) is a phenotypic and genetically
heterogeneous disease, characterized by a clonal proliferation of abnormal myeloid
precursors in the bone marrow, which the identification of gene fusions allows the
definition of molecular subtypes in pediatric leukemia’s, with an important role in the
evaluation of the prognosis and as a single and stable marker for monitoring the
response to treatment and that in AML, the karyotype is fundamental in the decision
of post-remission therapy, and the factors molecules define treatment in normal
karyotype individuals. It is concluded, therefore, that the detection of molecular
changes in the management of acute myeloid leukemia in children and a correct
prognostic stratification, may contribute to a better evolution of these patients.

Keywords: Acute myeloid leukemia. Kid. Molecular biology. Karyotype. Prognosis.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, ocorreram inameros avangos no campo da biologia
molecular das leucemias infantis, o que contribuiu para a melhor compreensdo dos
aspectos patolégicos e diagnodsticos das sindromes mieloproliferativas. (ARAGAO,
2011).

No ambito mundial, o cancer representa de 0,5% a 3% de prevaléncia
entre as criancas, se comparadas a populacdo em geral. No Brasil, a partir dos
dados obtidos do registro de cancer de base populacional, observou-se que o
cancer infantil varia de 1% a 4,6%1. No Brasil, 12 a 13 mil criangas manifestam
algum tipo de neoplasia maligna. (BARRETO, 2005).

Dentre as neoplasias infantis, a leucemia € o tipo mais comum,
representando cerca de 30% de todos os cénceres diagnosticados e a segunda
causa de mortalidade entre criancas e adolescentes em todo o Brasil. O cancer é
considerado a primeira causa de morte por doenca na infancia (GALLI; SILVA,
MINUZZI, 2014; MARANHAO; VELOSO; BATISTA, 2012).

O cuidado curativo envolve as fases de diagnostico, tratamento e
controle. O diagndstico clinico € estabelecido pelos sinais e sintomas apresentados
pelo paciente em conjunto com os achados laboratoriais. Laboratorialmente, inicia-
se pelo hemograma, no entanto, as alteracbes na leucometria podem ndo ser
aparentes, podendo-se detectar apenas algum grau de anemia e/ou
trombocitopenia, sendo, assim, limitada sua capacidade diagnostica, o que
intensifica a necessidade de estudos mais elaborados para o diagndstico, como o
estudo genético. (RATZ; GATZKE; FRIZZO, 2016).

As leucemias sdo disturbios malignos e consistem em uma proliferacédo
ilimitada de leucécitos imaturos nos tecidos hematopoiéticos do organismo. Existem
dois tipos principais de células progenitoras no sistema hematopoético: as células
progenitoras mieloides que originam as células das linhagens mieloides, eritréide,
megacariocitica e monocitica; e as ceélulas progenitoras linfoides (Linfoblastos), que
originam principalmente os linfocitos T e B. (REILLY, 2005).

A andlise molecular se tornou parte essencial tanto no diagndéstico, como
no prognostico e tratamento da leucemia, uma vez que apresenta capacidade de
deteccao singular para anormalidades moleculares associadas ao desenvolvimento
da doenca. (VELLOSO et al., 2011).
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Atualmente as técnicas de biologia molecular sdo mais rapidas, sensiveis
e especificas para a deteccdo de anormalidades moleculares em pacientes com
Leucemia Mieloide Aguda - LMA, possibilitando ainda que estudos de cariotipagem,
como o FISH (Hibridizagéo in situ por fluorescéncia) e sequenciamento de DNA
sejam utilizados para predizer o aparecimento da doencga, antes mesmo que ela se
constitua. (VELLOSO et al., 2011).

O interesse pela tematica surgiu mediante a vivéncia da autora como
pediatra e oncologista de um hospital de referéncia terciaria para o tratamento do
cancer na infancia, cuja incidéncia de novos diagndsticos s6 cresce.

Espera-se que as contribuicbes da pesquisa proporcione também aos
profissionais, de medicina uma melhor compreensdo acerca da importancia do
estudo molecular das leucemias mieloides na infancia, além de estimular o
desenvolvimento de novos estudos na area.

O estudo trouxe como questdes norteadoras:

a) Quais mutacbes genéticas que ocorrem nas leucemias mieloides
agudas infantis, sua frequéncia e o impacto na sobrevida desses
pacientes?

b) Qual a relacdo dessas mutacdes com o tipo de leucemia ao

diagnostico?
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

= |dentificar os tipos de genes mutados na proliferacdo da hematopoese que

sao responsaveis pelo aparecimento de alguns tipos de LMAs na infancia,

2.2 ESPECIFICO

a) Investigar a relacdo do tipo de leucemia ao diagndéstico, suas caracteristicas

imunofenotipicas, citogenéticas e o impacto no prognadstico.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 LEUCEMIA AGUDA INFANTIL NA ATUALIDADE
3.1.1 Doencgas onco-hematologicas

As doencas neoplasicas hematopoiéticas ocorrem a partir de uma ou
mais mutacdes em uma célula progenitora multipotente, com consequente
supressdo da hematopoese normal. As células malignas substituem
progressivamente a populacdo de células sanguineas saudaveis, podendo resultar

em anemia, neutropenia e plaquetopenia (ZAGO et al., 2014).

Figura 1 — Representacédo simplificada da diferenciagdo Hematopoiética
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Fonte: Adaptado de Wang; Wagers (2011).

As leucemias agudas (LA) pediatricas sdo neoplasias heterogéneas com
maior incidéncia nas criangas nos primeiros cinco anos de vida, se originam a partir
de mutacBes e adquirem carater maligno, com o estabelecimento de um ou mais
clones pré-leucémicos durante a vida intrauterina. Seu desenvolvimento envolve um
processo multifatorial, provavelmente durante a embriogénese, em que esses

fatores refletem alteragcbes genéticas que contribuem para a transformacao
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leucémica das células precursoras linfoides e mieloides. Como consequéncia,
ocorrem alteracdes das funcbes celulares e processos regulatérios essenciais,
manutencdo ou intensificacdo da capacidade de auto-renovacéo celular ilimitada e
dos controles de proliferagcdo normal, bloqueando a diferenciacdo e promovendo
resisténcia a apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Na Leucemia Aguda ocorre uma parada maturativa celular na fase de
blastos, levando a reducéo dos elementos normais no sangue periférico. O evento
inicial que determina a proliferacdo neoplasica € desconhecido, mas € resultante de
mutagcdo somatica e ocorre na célula-tronco (stemcell) comprometendo a maturacgéo.

A LMA representa cerca de 15-20% das leucemias agudas da infancia.
(INCA, 2017).

Na maioria dos casos nao ha evidéncia da influéncia de fatores genéticos,
assim como nao ha diferencas de incidéncia entre as ragas americana, africana e
caucasiana, ao contrario da leucemia linféide aguda (REGO, 2016).

O estagio de maturacdo das célulaspode variar e deste modo determinar
gual tipo de LMA o paciente tem (QUIXABERA, 2008).

O conhecimento das alteragbes moleculares que levam ao
desenvolvimento de uma neoplasia mieloide, como a leucemia mieloide aguda, é
fundamenta para definicdo da conduta terapéutica de cada paciente atualmente.
Pacientes com um mesmo diagnodstico apresentam evolucao clinica muito diversa, a
depender das mutacfes causadoras da doenca.

A biologia molecular das leucemias mieloides agudas tem sido estudada
h4 décadas e pensavamos ter descoberto a maioria dos genes comuns para
leucemia.

Nos Ultimos anos, uma série de anormalidades genéticas foram
descobertas nas LMAs com cari6tipo normal, particularmente mutacbes nos genes
NPM1 (nucleofosmina), FLT3 (fms-relatedtyrosinekinase 3); CEPBA
(CCAAT/enhancerbindingprotein a); MLL PTD (myeloid-lymphoid ou mixed-
lineageleukemia), NRAS- (neuroblastoma RAS viral oncogen), BAALC
(brainandacuteleukemia gene), ERG (v-etserytroblastosisvirus E26 oncogene-like),
entre outros. Aproximadamente 45% dos casos de LMA possuem cariétipo normal,
sendo que, dentre estes, as mutacbes dos genes NPM1 e FLT3 sdao as mais

prevalentes, correspondendo, respectivamente, a 45 a 55% e a 35 a 45% dos casos.
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3.2 CLASSIFICACAO MORFOLOGICA DA LMA

A primeira tentativa para classificar a LMA foi feita pelo Grupo FAB
(Franco-Americano-Britanico), com base apenas na porcentagem dos blastos, na
morfologia e no grau de diferenciacéo da linhagem celular. (VARDIMAN et al., 2009).

O grau de diferenciacdo dos subtipos FAB MO - FAB M7 era realizado
inicialmente pela citoquimica e posteriormente pela imunofenotipagem das células
imaturas. A classificagdo FAB é baseada essencialmente no conteddo granular e
nos aspectos nucleares dos blastos. (VARDIMAN et al., 2009).

A citometria de fluxo multiparamétrica é essencial na caracterizacdo das
neoplasias mieloides e analisa grande volume de células em curto periodo de
tempo, caracterizando varios antigenos por célula. A identificacdo de antigenos de
diferenciacdo leucocitaria, na membrana e intracitoplasméatica, possibilita detectar
fendtipos mistos, aberrantes e acompanhar doenca residual minima. A expressao de
certos antigenos, como CD7, CD11b, CD14, CD56 e CD34 pode estar associada a
prognosticos adversos. Fendtipos aberrantes sdo encontrados em pelo menos 75%
das LMAs(13). (VARDIMAN et al., 2009).

A imunofenotipagem mostra caracteristicas peculiares na LMA com NPM1
mutado, ou seja: expressao antigénica de CD13, CD33 e MPO concomitante com
expressdes de antigenos monociticos CD14 e CD11b, e auséncia de expresséo de
CD34. (VARDIMAN et al., 2009).

Como a associacdo morfologia-genoétipo nem sempre apresenta uma
correlagcdo exata, e as alteracdes genéticas podem influenciar as propriedades
biolégicas e o prognostico da LMA mais consistentemente que a morfologia, a OMS
resolveu classificar as LMAs de acordo com os subtipos citogenéticos e moleculares
especificos, com o objetivo de unificar os subtipos e as alteracdes genéticas das
doencas (VARDIMAN et al., 2009).

3.3 NOVA CLASSIFICACAO DA LMA PELA OMS

A nova classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), baseada
nas anormalidades citogenéticas ou na citogenética molecular, subdivide a LMA em
diversas entidades genético-clinicopatolégicas: O advento das técnicas de

imunofenotipagem e da citogenética contribuiram para a determinacdo do subtipo
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celular comprometido e das alterag6es citogenético-moleculares que caracterizam e
classificaram as LMAs, que sdo adotadas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (SWERDLOW et al.,, 2008)A porcentagem de blastos exigida para o
diagnéstico de LMA € 20% ou mais de mieloblastos ou monoblastos/promondcitos
ou megacarioblastos no SP ou na MO. Havendo menos do que 20% de blastos no
SP ou na MO, o diagnostico de LMA também pode ser feito quando héa
t(8;21)(g22;922), inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;922) ou t(15;17)(922;912). (OMS,
2018).

O diagnostico de leucemia eritroide aguda é feito nos casos com 50% ou
mais de precursores eritréides na MO, associado a 20% ou mais de blastos de
células nédo eritréides da MO. Mieloblastos, monoblastos e megacarioblastos sao
incluidos na contagem dos blastos. Na LMA com diferenciacdo monocitica ou
mielomonocitica, os monoblastos e promondcitos, mas ndo os mondécitos anormais,
sdo considerados e contados como blastos. Eritroblastos n&o sao contados como

blastos, exceto no caso da leucemia eritroide pura. (OMS, 2018).

3.3.1 Diagnéstico laboratorial

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

Para classificacao e diferenciacéo do subgrupo de LMA, sé&o feitos testes
laboratoriais como colora¢des citoquimicas, imunofenotipagem, citogenética e a
biologia molecular. A classificacdo do subgrupo da LMA e a determinacdo do gene
acometido ndo servem somente como base para o diagnéstico, ela e imprescindivel
também na determinacdo do melhor tratamento da LMA e estabelece qual ser4 o

prognostico da doencga no paciente (SILVA et al., 2006).
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3.4 COLORACAO CITOQUIMICA

A coloracdo citoquimica € utilizada para diferenciar a linhagem da
leucemia mieldide da linféide, correlacionando-a com outros testes servem como
base na classificacdo das LMA. As coloragbes foram muito utilizadas na
classificacdo de um grupo de hematologistas francoamericano-britanico (FAB) em
1976 (Tabela 1), porém ela sofreu muitas mudancas e modificacbes ao longo dos
tempos, como o acréscimo da imunofenotipagem durante a sua utilizacdo, ja nos
dias atuais ndo é muito usual para classificar as LMAs, mas ela é utilizada para o
diagnéstico diferencial da doenca (BUENO, 2004; FIGUEIREDO, 2011).



Figura 2 — Representacdo do critério diagnostico FAB da LMA
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o LMA mummamente diferenciada | 230%de blastos na MO, blastos (+) para pelo mesos um
marcados mosoclomal mickiede (CDI3, CD33, MPO, CDI b
ou CDI1S)

M1 EMA som maturacdo 2300 d¢ blawion na MO, Prownga de bastonctes & Auer
vandvel , micloporoxidasve (MPO) ¢ sudan Black B (SBB) (+)
em > 5% dos blavos.

A1 M LMA com maturagdo Blastos mdiforcociados ¢ diferenciados até a fase proameliciio
que contém grasulacdes paminss sbundames. Hawonctes de
An-b&w:m.mcSBBM(’)au)}%dml
blastos.

M3 Leucemia  peomiclocitica Alta % de peromuclocmos lupergranulares, com ou wm

aguda hipergraswalar bastonctes de Auvcr, MPO ¢ SBB (+).

At Leucemia miclomonocitica 230% d¢ blasto =a MO, mucloblastos atd  segmentados

aguda nestrofilos de 30 3 79N wemtdno d¢  monoblastos,
promondcitos € moodcwos de 20 a S0 alfa-naftil acctato
estorase (ANAE) (+) nas oélulas mosociticas; MPO ¢ SBB (+).

MSa | Lewcemia monosita Blastos grandes, com coplasma abundante, levemente basdfido

aguda sem maturaglo ¢ com projogdes citoplasmiticas. SHB ¢ MPO (-); Bastonetes de
Auver raros; ANAE (4) mas oflulss monocitieas, > 800 das
odlulay monoCilicas.

MSh | Levoemia MONOCITKA >80 das céulas do sangue monocityco ou promondcitioos. Na

agods com maturacio moduls dssea, as odlulas S0 mais indifercaciadas, <20% da
oehulas 330 cloracctato exteraset, Alfanfil exterase + nas olulas
2

Mo Leucemia eritrdnde aguda > 300 de blaston mucloides ¢ >50% d¢ Blastos da séne vormelha
(entroblastos), Froquentemente ¢ >30% d¢ megaloblastos,
formas bizarras.

M7 Leocemia  megacanocitia Células  ndiforencaadas  >30%;  Poquenax, semclhantes &

lnfoblastos no sangue. SBB ¢ MPO (-k blastos demomstrados

— -

Fonte: Adaptado de Wang; Wagers (2011).
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Blastos que apresentam bastfes de Auer, ou blastos com alguns granulos
azurdfilos e com citoquimica positiva para peroxidase ou sudanBlack podem ser
classificados como blastos da linhagem mieléide. Os bastdes de Auer (Figura 2)
estdo presentes nos subtipos da classificagdo FAB como M2, M3, M4 e raros na
Mb5a, j& em alguns subgrupos s6 a utilizacdo da citoquimica ndo basta para
classificacdo ai entram outros métodos como a imunofenotipagem e a citogenética
(OLIVEIRA, 2007).

As coloragdes mais utilizadas para a classificacdo citoquimica séo a
mieloperoxidade (MPO); sudanblack B (SBB); fosfatase alcalina e acida; naftol AS-
D; cloroacetatoesterase (CEA); alfa-naftil acetato esterase (ANAE). A reacao positiva
nas coloracbes de MPO e SBB classifica a leucemia como LMA em 60% dos
subtipos da LMA os bastonetes de Auer séo corados com esses corantes (SILVA et
al., 2006).

Figura 3 — Mieloblastos com presenca de Bastonetes de Auer

Fonte: SILVA et al. (2006).
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3.4.1 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem utiliza a técnica de citrometria de fluxo (CMF) para
diagnosticar, diferenciar a linhagem (mieldide ou linféide), classificar e monitorar a
LMA. A CMF utiliza anticorpos monoclonais marcados com fluorescéncia que
avaliam propriedades celulares, essa técnica analisa um grande numero de células
em um curto periodo de tempo, através da citometria de fluxo. Para preparacéo das

[aminas utilizou-se corante eosina e hematocilina.

3.4.2 Biologia molecular da LMA

O conhecimento das alteragbes moleculares que levam ao
desenvolvimento de uma neoplasia mieloide, como a leucemia mieloide aguda, é
fundamental para definicdo da conduta terapéutica de cada paciente atualmente.
(OMS, 2018).

Pacientes com um mesmo diagnostico apresentam evolugao clinica muito
diversa, a depender das mutacdes causadoras da doenca. Pesquisas apontam que
a caréncia de informacdes clinicas, como as provenientes das pesquisas de
mutaces moleculares, dificultam a correta estratificacao de risco e o tratamento dos
pacientes infantis com LMA no Brasil. Sendo assim, mais que uma tendéncia da
medicina atual, testes como esses sdo essenciais para a adequada definicao
terapéutica em hematologia. (INCA, 2017).

Nos estagios iniciais da leucemia, o seu diagnostico € dificil, porque os
sintomas desta doenca sdo semelhantes aos de outras doencas. Conforme as
células leucémicas que ficam acumuladas na medula 6ssea eliminam a expansao
das células progenitoras hematopoiéticas normais, desencadeiam-se inUmeras
manifestacées clinicas que sdo observadas no diagnostico da leucemia aguda,
como: anemia, infeccbes e hemorragias. Relativamente as leucemias mieloides,
muito agressivas e de rapido avanco, podendo evoluir para o Obito rapidamente.
(INCA, 2017).

Nesse sentido destaca-se a necessidade da realizacdo de um diagnéstico
precoce, sensivel e que possa inferir acerca do progndéstico e tratamento para

possibilitar uma maior chance de cura ao paciente. (INCA, 2017).
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As alteracbes moleculares que ocorrem nas LMAs pediétricas séo
caracterizadas, em sua maioria, por mutacdes pontuais e pequenas insercdes e
delecdes génicas, aléem de alteracbes numeéricas e estruturais nos cromossomos,
como hiperdiploidias e translocacdes. (OMS, 2018).

As translocacdes cromossOmicas originam subtipos genéticos que
apresentam padrdoes de expressdo génicos Unicos e geram fusdes génicas pela
recombinacdo ou justaposicdo de genes que em condicdes normais estariam
separados, resultando, na maioria dos casos, na formacao de uma proteina de fusédo
com propriedades oncogénicas. O desenvolvimento da LMA na infancia tem sido
associado a fatores de predisposicdo genética (sindromes genéticas, como anemia
de Fanconi, sindrome de Bloom) e a susceptibilidade genética. (OMS, 2018).

Essa ultima pode ser representada, entre outras, por polimorfismos nos
genes da familia da glutationa-S-transferase (GST), que estdo envolvidos no
metabolismo de vérias substancias cancerigenas, como aquelas presentes na
fumaca do tabaco e o benzeno. Além disso, foram descritas mutacdes germinativas
em genes como TP53, RUNX1, GATA2 e CEBPA, identificadas em familias com
uma alta incidéncia de LMA, sugerindo uma predisposicao familiar para o
desenvolvimento da doencga (HAHN et al., 2011; LINK, 2011; SMITH et al., 2004)

O cariotipo das células leucémicas, entretanto, é o fator mais importante
para se prognosticar a resposta a quimioterapia de inducéo e a sobrevida global do
paciente. (SWIRSKY; RICHARDS, 2011).

Pacientes com citogenética normal e historicamente considerados de
progndéstico intermediario sdo agora divididos em subgrupos moleculares com
significativa implicacdo progndstica. Por exemplo, a presenca da duplicacdo interna
em tandem (ITD) do gene FLT3 (FLT3-ITD) tem sido associada a doenca agressiva
e de mau prognoéstico. (SWIRSKY; RICHARDS, 2011).

Em contraste, pacientes com o gene CEBPA e NPM1 (nucleofosminal)
sem mutacbes concomitantes com o FLT3 tém um progndstico significativamente
favoravel ao tratamento. Algumas mutacbes, como por exemplo, o gene KIT
(receptor tirosinoquinase classe Ill) associado a t(8;21), podem afastar a
classificacdo inicial "favoravel" da LMA. (SWIRSKY; RICHARDS, 2011).

Técnicas de diagndéstico permitem a identificacdo do tipo celular envolvido
na leucemogénese, o que é fundamental para orientar a terapéutica e prever, até

certo ponto, o prognostico das LMAs De acordo com a OMS, para o estabelecimento
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do caridtipo da LMA é necesséaria uma andlise citogenética completa, técnica que
compreende a analise dos cromossomos em nucleos metafasicos das células da
MO. (SWIRSKY; RICHARDS, 2011).

Anormalidades citogenéticas adquiridas séo identificadas em 75%-85%
de pacientes com LMA (CREUTZIG et al., 2012).

O gene NPM1, localizado no cromossomo 5q35, codifica uma
fosfoproteina nucleolar que realiza o transporte entre o nucleo e o citoplasma, e esta
envolvida diretamente na regulacdo e estabilidade de proteinas nucleares. A mais
frequente mutagcdo consiste na duplicacdo de quatro pares de bases no éxon 12
(85% dos casos), mas também podem ocorrer outros tipos de insercdo de quatro
pares de bases na mesma regido. Essa mutacdo causa a localizacdo aberrante da
proteina NPM1 no citoplasma. (WECHSLER et al, 2002).

Trabalhos tém demonstrado que as LMAs com cari6tipo normal e
mutacdo nos genes NPM1 e CEBPA, ou em ambos, possuem prognosticos
favoraveis, enquanto que mutacbes no gene FLT3 possuem prognéstico
desfavoravel. J4 os casos em que ocorrem mutacdes simultaneas nos genes FLT3 e
NPM1 possuem prognostico intermediario. (WECHSLER et al, 2002).

A classificacdo da LMA foi se modificando ao longo dos tempos, no
passado era classificada pelas caracteristicas morfoldégicas das células, e pela
coloragédo 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. (ESTEY; DOHNER,
2007).

A classificacdo estabelecida como a melhor para definir cada subtipo da
LMA e a da Organizacao Mundial da Saude (OMS) de 2008, que utiliza por meio da
citogenética classificar as LMAs (LICINIO, 2010).

Acredita-se que mais de um evento mutagénico seja necessario para a
génese da doenca, envolvendo mecanismos de proliferacdo celular (mutacdes de
classe I, como exemplos BCR-ABL, FLT3, RAS, c-Kit, PTPN11, NF1, TEL-PDGRR) e
blogueio da diferenciagcdo (mutacdes de classe Il, como exemplos CBFR-MYH11,
AML1-ETO, TEL-AML1, PML-RARA, MLL, NUP98-HOXA9, PU.1, C/CEPa, AMLA1,
AMLAMP19, CEBPA, NPM1).
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Figura 4 — Classificacdo progndéstica segundo anormalidades citogenéticas e

Indicadores Anormalidades
Risce progadstco citogenéticos moleculares
Pragndstico favorével inv{ 16) cu %1616} Citogenética normal: com
821} mutacdo NPM1 ou mutacdo

ae CEBPA isolada na auséncia

¥15:17) de mutagso FLT3-ITD
Prognéstico intermedidrio  Citogenética normal 118;21), inW16), #{16;16):

T Wty com mutacso c-KIT

19 11)

Outros ndo defindos
Prognéstico desfavorével Cariétipo complexo Citogenética normal.

(= 3 anormalidades com mutagao FLT34TD

clonais cromossdmacas)

5, 59-.-7. 7g-

11923 - sem 1(9:11)

in(3), 43:3)

¥6.9)

19.22)

Fonte: OMS (2018).



Figura 5 — Classificacdo da LMA de acordo com o progndstico pela
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citogenética e molecular
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Favorivel

t(15.17)(q22:q21)-PML-RARA
t(8:21)(q22:922)-RUNXIT1-RUNX]1
inv(16)(p13.1922) ou t(16:16)(p13.:q22)-CBF-MYHI11

NPM] mutado (cariotipo normal)

Intermediario 1

CEBPA mutado (canotipo normal)
MNPMI mutado e com FLT3-1ITD (cariotipo normal)
NPM] selvagem e com FLT3-ITD (cariotipe normal)

MNPMI selvagem e sem FLT3-1TD (caristipo normal)

Intermediario 11

T(9:11)(p22:q23)- MLLT3-MLL

Anormalidades  citogenéticas ndo  favoraveis  ou

destavoraveis

Desfavoravel

Inv(3)(g21:926.2) ou t(3:3)(g21:926.3)-RPN1-EVI1

Fonte: American Cancer Society (2018).
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Foi realizada uma revisdo da literatura, utilizando a etapa da revisao

integrativa, para sistematizar a coleta dos dados.

4.1.1 Desenvolvimento de estratégia de busca

As seguintes fases foram percorridas, conforme preconiza a literatura,

estabelecida na figura 3 abaixo:

a) Estabelecimento da questéo de pesquisa;

b) Estratégias de busca (estabelecimentos dos critérios de inclusédo e excluséo,
base de dados e selecdo dos estudos);

c) Categorizacdes dos estudos (extracdo, organizacdo e sumarizacdo dos
dados);

d) Avaliacdo dos estudos incluidos na revisao;

e) Interpretacdo dos resultados

f) Sintese do conhecimento.
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Figura 6 — Fluxograma da sele¢cado dos artigos incluidos na revisao integrativa

REVISAO
INTEGRATIVA
DA
LITERATURA
1 1 1 1 1 1
(" 13Fase: \ ( 22Fase: \ ( 3*Fase: ) [ 4#Fase: \ [ 5Fase: \ ( 6*Fase: )
Identificacdo kstabelecime Definicao das Lategorizaca Avaliacao dos Interpretacao
do tema e nto de informacgoes o dos dados estudos e
selecdo da critérios de extraidas das obtidos salecionados apresentacdo
questio de inclusdo e publicagées / sintese dos
pesquisa exclusdo; e revisadas resultados da
5el§§5° das pesquisa
publicagdes
& ¥ & Y @ Y @ ¥ @ ¥ & >

Fonte: Mendes; Galvao e Silveira (2008).

Foram selecionados os seguintes Descritores em Ciéncia da Saude
(DeCS) e MESH: Leucemia e genética, leucemia e biologia molecular, leucemia,
crianca e cariotipo, biologia molecular e LMA, LMA e genética, progndéstico e LMA na
infancia, genética e LMA, cromossomo e LMA, sobrevida e LMA.

Os descritores foram cruzados separadamente e em combinag&do nas
seguintes bases de dados: Lilacs, Pubmed (Medline) e scielo.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os artigos incluidos no estudo atenderam aos critérios de inclusao:
artigos publicados cuja tematica respondessem ao problema de investigacao;
populacdo de investigacao ter sido criangas, idioma em portugueses e ingleses, e
disponiveis na integra.

Foram incluidos no trabalho os artigos de metodologia quantitativa ou
qualitativa, sobre os achados genéticos e moleculares da leucemia mieloide aguda
na infancia e sua relacdo com o progndstico e sobrevida livre de doenca, publicados
nos idiomas portugués e inglés, entre 2010 a 2019, disponiveis nas bases de dados
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selecionadas. Os anos selecionados tem relagdo com a descoberta da genética

cancer e certamente pela escassez de artigos cientificos.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

O critério de exclusdo adotado foi a indisponibilidade dos artigos na
integra.

Os critérios de exclusdo utilizados foram publica¢cdes que ndo abordavam
guestbes especificas ao tema.

4.4 CATEGORIZACAO DOS DADOS OBTIDOS

Para auxiliar na escolha da melhor evidéncia possivel, foi realizada uma
hierarquia das evidéncias, segundo o delineamento da pesquisa, a fim de compor a
amostra de estudos.

Essa classificacédo esta apresentada na Figura 7.

Figura 7 — Sistema de classificacdo das evidéncias, segundo niveis

hierarquicos de qualidade

Nivel de Evidéncia Descricéo

1 Evidéncias resultantes da meta-analise de multiplos estudos

clinicos controlados e randomizados

2 Evidéncias obtidas em estudos individuais com delineamento

experimental

Evidéncias de estudos quase-experimentais;

4 Evidéncias de estudos descritivos (ndo-experimentais) ou com

abordagem qualitativa

5 Evidéncias provenientes de relatos de caso ou de experiéncia;

Evidéncias baseadas em opinides de especialistas

Fonte: Brasil (2014).

A busca nas bases de dados encontrou o seguinte nimero de estudos:
LILACS (53); PUBMED (65); SCIELO (36) totalizando 154 estudos a serem

revisados.
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Apés a exclusdo das duplicatas, restaram 80artigos a serem analisados.
Muitos estudos foram excluidos apds a leitura dos resumos, uma vez que nao iam
de encontro aos critérios de inclusdo. Alguns estudos mostravam resumos
relevantes, no entanto, foram excluidos ap6s a leitura completa pelo autor da
investigacdo por ndo tratarem de progndstico relacionado a biologia molecular na
leucemia infantil. Outros estudos foram excluidos por ndo estarem de acordo com 0s
critérios metodoldgicos da classificacéo de nivel de evidéncia. ApOs analise rigorosa

dos estudos, foram selecionados 9 artigos.

Quadro 1 — Artigos selecionados, cruzamentos e base de dados

CRUZAMENTOS BASES DE DADOS
Leucemia aguda e citogenética Lilacs Pubmed Scielo
Biologia molecular na leucemia infantil 20 23 10
Caridtipo e leucemia 15 17 07
Imunofenotipagem e leucemia 05 10 05
Mutacdes na leucemia mieloide aguda 10 15 14
Total de artigos pré selecionados 53 65 36
Apos leitura dos artigos 15 20 10
Amostra final 01 07 01

Fonte: Elaborado pela autora.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Quadro 2 — Nivel de evidéncia dos artigos

N | Autores Delineamento do Estudo Nivel de Evidéncia

1 | Reilly JT. Leucemia mieloide aguda 1
WANG & WAGERS, 2011 e a inv do cromossomo 16

2 | 0. Bacher U, Schnittger S, Testes genéticos e 3
Haferlach T. avaliacdo do progndstico

3 | Schoch C, Kern W, Genética molecular na 1
Schnittger S, Buchner T, leucemia mieloide aguda
Hiddemann W, Haferlach T. infantil

4 | Paschka P, Marcucci G, Aberractes 2
Ruppert AS, Mrézek K, Chen | cromossémicas na LMA
H, Kittles RA, Vukosavljevic infantil

5 | Breems DA, Van Putten WL, | Mutacdes e prognostico 1
De Greef GE, Van Zelderen- | na leucemia mieloide
Bhola SL, GerssenSchoorl aguda
KB, Mellink CH, et al

6 | Vardiman JW, Bruning RD, Citogenética da LMA 1
Arber DA, Le Beau MM,
Porwit A, Tefferi A

Fonte: Elaborado pela autora.

A OMS (2008) estabeleceu, para leucemia mieloide aguda (LMA), sete
subcategorias: LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes, LMA com
alteracOes relacionadas com mielodisplasia, neoplasias mieloides associadas ao
tratamento, LMA ndo categorizada nos itens anteriores, sarcoma mieloide,
proliferacdo mieloide relacionada com sindrome de Down e neoplasia de células
blasticas dendriticas plasmocitoides.

Embora alguns trabalhos mostrem que os critérios citogenéticos sejam
importantes para a diferenciacdo de progndstico em favoravel, intermediario e
desfavoravel, outros demonstram que a avaliacdo apenas do cariétipo ndo é
satisfatoria para uma correta estratificacdo do prognostico de pacientes com LMA.
Além disso, sabe-se que s0 as alteragdes cromossémicas ndo sao suficientes para o
desenvolvimento das leucemias agudas e que cerca de 45% dos pacientes com
LMA possuem cariotipo normal.

Assim, torna-se cada vez mais evidente que as alteragbes que
desregulam genes envolvidos na regulagao de vias intracelulares de transducao de
sinais de morte e proliferacdo celular atuam em colaboragdo com os fatores

resultantes das modificacfes citogenéticas.
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Desse modo, a investigacao de possiveis alteragdes é determinante para
estratificacdo do prognostico, o que serve de ferramenta para prever o risco de
recaida, a resisténcia a terapia e a sobrevida livre de doenca.

Speck e Gillland sugerem a seguinte classificacdo das mutacdes
encontradas em pacientes com LMA: aquelas que conferem vantagens proliferativas
e/ou de sobrevivéncia aos progenitores hematopoéticos, mas nado afetam a
diferenciacdo (mutacbes de classe 1) e aquelas que afetam a transcricdo ou
componentes do complexo transcricional e prejudicam a diferenciacado
hematopoética (mutagbes de classe ).

Assim, as mutacdes no gene FLT3, cKIT e N-RAS pertencem as
mutacbes de classe l,e as mutacbes no gene NPM1,C/EBPA e AML1/ETO e
anormalidades em CBFB/MYH11, PML/RARA e MLL sdo mutagbes de classe II.A
classificacdo proposta pela OMS,em 2008, sugere um novo subtipo, de caréter
provisorio, na subcategoria LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes:
a LMA com mutacao no gene NPML1.

Segundo a OMS, as mutacdes no gene FLT3 estdo associadas a mais de
uma subcategoria e, por esse motivo, ndo receberam subtipo especial para tal
mutagcdo, ndo obstante possuam importancia clinica. Com isso, varios grupos de
pesquisa enfatizam que se deve fazer a pesquisa das mutacdes no gene FLT3 e no
gene NPML1, pois possuem relevéncia clinica, indicada para todos os pacientes
portadores de LMA, como fator determinante para uma correta estratificacdo de
prognaostico.

Sabe-se que mutacbes no gene FLT3 estdo associadas a maior
propensdo de recaida e menor sobrevida global livre de doenca, possuindo
consequentemente prognostico desfavoravel, enquanto a presenca da mutacdo no
gene NPML1 é de prognéstico favoravel, com maior sobrevida livre de doenca para
individuos com LMA.

A importancia clinica das mutacdes em FLT3 na LMA foi estabelecida a
partir da correlacdo entre a presenca de DIT associada com leucocitose, alto
percentual de blastos e resposta terapéutica desfavoravel. Alguns grupos
detectaram ainda a presenca da mutacdo do tipo FLT3-DIT concomitante a outras
alteracdes, como, por exemplo, a t(15;17), indicando progndéstico favoravel; ja a

presenca da t(6;9) esta associada a prognostico desfavoravel.
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No entanto, o valor progndstico da DIT no gene FLT3, associado a outras
alteracOes, ainda nédo foi bem estabelecido, uma vez que a literatura traz trabalhos
com DIT associado a altos niveis de recaida, com o0s niveis de remissao iguais aos
do grupo sem essa mutacao, ou até mesmo associado a resposta clinica favoravel.

Mutacbes pontuais no gene FLT3 acometem a alca de ativagcdo do
segundo dominio quinase, e a mutacdo mais comum resulta da substituicdo de um
residuo de acido aspartico na posicdo 835 do éxon 20 (anteriormente conhecido
como éxon 1 por um residuo de tirosina (D835).

A alca de ativagdo é um componente comum aos receptores tirosina-
guinase e tem como fungéo bloquear o acesso de ATP e do substrato ao dominio
guinase quando o receptor esta inativo. Com uma mutacdo pontual nessa regido, o
receptor se encontra autoativado e, assim, como na presenca da DIT, o controle da
cascata de sinalizacdo promovido por FLT3 é perdido, o que leva a proliferacédo
celular.

A mutacdo do tipo FLT3-D835, também conhecida por FLT3-TKD, foi
descrita em cerca de 5%-10% dos pacientes com LMA e tem sido relacionada a um
prognostico desfavoravel. Na presenca das duas alteracbes em FLT3, a baixa
incidéncia (1,7%) relatada dificulta a avaliacdo do valor clinico; no entanto, o
prognéstico desfavoravel parece prevalecer e estudosin vitro sugerem o
desenvolvimento de resisténcia a terapias convencionais e especificas para o
receptor.

De maneira geral, as alteracbes em FLT3 tém sido consideradas como
fator de progndstico, ja incorporadas para determinacdo de risco e intensificacao
terapéutica nos protocolos recém-atualizados nos paises desenvolvidos.

Por mais que haja discordancias quanto a agressividade da doenca, todos
os estudos revelaram leucometria elevada e menor taxa de remissdo na presenga
da mutacdo. Alguns estudos avaliam também a possibilidade de utilizacdo das
alteracbes em FLT3 como marcadores tumorais para identificacdo de doenca
residual minima.

O fato € que foram observados ganhos e perdas de mutacdes no decorrer
do tratamento, o que restringe o valor de FLT3 como marcador indicativo de
recaida.Pacientes portadores de LMA com mutagdo no gene NPM1 estdo

associados a um prognostico favoravel, porém, se esse paciente apresentar
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concomitantemente a DIT para o gene FLT3, seu prognostico sera considerado
desfavoravel.

A Citogenética e a Biologia molecular (BM) séo utilizadas para a
determinacdo dos genes mutados, com isso determinar o tipo de prognostico e
tratamento do paciente, e também para o acompanhamento evolutivo do tratamento
da doenca, se ndo houve uma recidiva. O prognostico e determinado pelas
alteracbes cromossémicas, como translocacoes, inversdes, delecbes e alteracbes
de expressdo génica. Os métodos para a deteccdo dessas alteracbes no
cromossomo sédo a reacao polimerase em cadeia da transcricéo reversa (RT-PCR) e
a hibridizacdo por fluorescéncia in situ (FISH) (PASQUALUCCI et al., 2006;
QUIXABEIRA, 2008).

A translocacdo € o resultado de uma mudanca de posicdo de um
determinado gene ou fragmento para outro local do cromossomo, comprometendo
assim a funcdo normal do cromossomo. A delecdo e inversdes de fragmentos de
cromossomos também estédo relacionadas no aparecimento da LMA. Com o avanco
da citogenética e a BM a determinacédo do gene mutado esta bem mais rapida e
fidedigna, e dependendo do gene mutado da para saber se a doenca e de bom
prognostico ou nao.

As alteracbes cromossémicas t(8;21)(q22;q22) e inv(16)(p13;922), que
geram os rearranjos génicos RUNX1-RUNX1T1l (AML1-ETO) e CBFB-MYH11,
respectivamente, fazem parte do grupo citogenético de progndstico favoravel.

Fisiopatologicamente, essas duas alteracdes séo relacionadas, uma vez
que alteram as subunidades alfa e beta, respectivamente, do complexo proteico
chamado core bindingfactor (CBF), sendo, entéo, classificadas como leucemias
CBF.

Porém, cerca de 50% dos pacientes portadores de leucemia CBF
apresentardo recaida da doenca e altas taxas de mortalidade.Detec¢do de mutacdes
dos éxons 8 e 17 do gene KIT Como as mutacdes no gene KIT presentes em CBF
LMA concentram-se nos éxons 8 e 17.

As mutacBes genéticas sdo classificadas em dois grupos, mutacfes de
classe | que estdo envolvidos nos mecanismos de proliferacéo celular e as de classe
Il que sdo mutacdes que afetam a transcricdo, que prejudicam a diferenciacéo
hematopoiética. Nas mutacdes cerca de 50% das LMAs séo de cariétipo normal, as

mutacbes mais frequentes sdo as mutacdes dos genes NPML1 classificado com
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classe Il com cerca de 45 a 55% dos casos e FLT3 classe | com 35 a 45% dos
casos de LMAs, as mutacdes menos frequentes sdo a: MLL ( leucemia de linhagem
mista), NRAS, BAALC, ERG e entre outras (VELLOSO et al, 2011).

5.1 MUTACAO NO GENE NPM1

O gene NPML1 é responsavel pela sintese da nucleofosmina, conhecida
também como B23, numatrinal e ou NO38, localiza-se no cromossomo 535, esse
gene contem 12 éxons, ele incluem um dominio N-terminal necessaria para a
formacédo de dimeros e hexameros NPM, a heterodimerizacdo 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
nacleo 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 alteragdes no gene como insercdes ou dele¢cbes de
fragmentos, as alteracdes no gene e classificado de A a F (Figura 5), em estudos
recentes revelam que cerca de 75 a 80% dos casos das alteracbes no gene NPM1
séo classificadas como tipo A.

Mutagdes NPM1 classificadas com A sdo de progndstico favoravel e os
classificados com ndo A sao de prognéstico desfavoravel (SUZUKI et al. 2005;
LICINIO, 2010; VELLOSO et al, 2011).0 gene NPM1 esta envolvido também com o
processamento de RNA, manutencdo gendmica, participacdo nos processos de
reparo do DNA e na regulacdo da transcricAo por meio da condensacao e
descondensacédo da cromatina.

As mutacfes NPM1 estdo presentes em varias células mieloides e séao
detectadas nas linhagens mieloides, monociticas, eritrdides e megacariocitos
(PASQUALUCCI et al., 2006; RAU, 2009). Além da deteccédo das alteragdes no gene
pela genética, existe um meio de detectar as alteragbes pelas caracteristicas
fenotipicas analisando a proteina anormal no gene NPM1. A maioria dos casos das

mutacdes no gene NPM1 é de cariétipo normal e uma minoria de anormal, entre os
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dois casos nao existe diferenca na sobrevida dos pacientes, por isso independente

do cariétipo elas s&o consideradas como um sé subtipo (LICINIO,2010).

5.2 MUTACAO NO GENE FLT3

O gene FLT3 é um membro da familia da tirosina de classe Il do receptor
de tirosinoquinase, responsavel pela sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo das
células hematopoiéticas, esse gene localiza-se no cromossomo 13q12.

Nessa mutacédo ocorre uma modificagcdo na estrutura do receptor, assim
causando a super expressao 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 mieloides
anormais ou com altera¢des, aproximadamente 30% dos casos de LMA fazem parte
da mutacao do gene FLT3 (VELLOSO et al, 2010; WHITMAN et al, 2001; OLIVEIRA,
2008).

A mutacdo é dividida em dois tipos principais de alteracdo: Duplicacéo
Interna em Tandem (DIT) e muta¢des pontuais.

O subtipo DIT e uma alteragdo 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 criancas sao de 20 a 25% dos casos.

A alteracdo DIT é responséavel pela autofosforilagdo dos receptores FLT3
e assim promovendo a ativacdo permanente desse receptor, e entdo aumentando a
proliferacdo e ocorrendo um crescimento aberrante das células.

As reacdes clinicas da alteracdo nesse gene sao a leucocitose e alto
percentual de blastos na medula e na circulagcdo sanguinea, essa mutacdo e
determinada como progndstico desfavoravel.

Em alguns estudos realizados quando a mutacdo FLT3-DIT conjunto com
outra mutacdo como na t(15;17) ela e estabelecida como uma mutacdo de
prognostico favoravel, mais ja com a t(6;9) e de prognostico desfavoravel (LICINIO,
2008).

Mutagdo 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 prognostico desfavoravel, em estudos in vitro demostram que ela e
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resistentes a terapias convencionais, e sé respondem ao tratamento se for
especificas para o receptor.

A mutacdo D835 altera a funcionalidade da alca do segundo dominio
guinase que esta localizada nos receptores de tirosina-quinase, a funcéao dele e de
bloquear o acesso de ATP e do substrato para o dominio quinase, quando o
receptor esta inativo. A mutacdo D835 provoca a ativacdo permanente do receptor
guinase provocando uma proliferacdo descontrolada de blastos na MO (YANADA et
al, 2005; OLIVEIRA, 2008; LICINIO, 2010).

O prognéstico das mutacdes da LMAs € muito relativo, pois a estudos que
relatam que a presenca de mais de uma mutacdo em pacientes, cujo uma mutacao
e considerado de prognéstico favoravel com a presenca de outra desfavoravel, essa
mutacdo sera considerada de prognastico.

Ressalta-se a importancia da realizagdo de mais estudos sobre esta
tematica, tendo em vista a escassez de pesquisas, uma vez que as recomendacdes
da OMS (2018), traz como objetivos o subsidio de novas pesquisas dentro da
biologia molecular, visto a relevancia clinica como meta de cura da leucemia
mieloide aguda em 60% das criancas fato que justifica as limitagdes do presente

estudo.
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6 CONCLUSAO

Apés o término deste estudo, foi possivel observar que o estudo da
biologia molecular vem evoluindo cada vez mais com o avanc¢o da tecnologia e com
as novas técnicas, fato esse, que proporciona o diagndéstico cada vez mais preciso e
rapido da doenca.

Os estudos mostram que a melhora, rapidez e eficacia do diagnostico da
leucemia mieloide aguda foram possivel pela utilizagdo do varios métodos
laboratoriais, como a utilizacdo do hemograma, mielograma, coloragcdes
citoguimicas, imunofenotipagem, citogénetica e a biologia molecular favorecendo a
descoberta da doenca cada vez mais precocemente e com uma melhor exatidao na
determinacdo do tipo de leucemia mieloide aguda, assim, estabelecendo o
tratamento adequado ao paciente.

Conclui-se também que com o auxilio da citogenética e da biologia
molecular para o diagnostico da doenca, foi possivel determinar as duas principais
mutacdes nos genes causadores da leucemia mieloide aguda como a mutacdo no
gene NPM1 e FLT3, assim, com a determinacdo do gene mutado € de suma
importancia na determinagdo do progndstico e do tratamento adequado da doenga,
observou-se também que a frequéncia das mutacdes no gene NPM1l e de um
prognostico favoravel, ou seja, de maior chance de remissao e regressao completa
da doenca, ao contrario do gene FLT3 que e de um progndstico 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 doenca.
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