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RESUMO

A Neoplasia Mielodispléasica (SMD) ¢ um grupo heterogéneo de doencgas hematoldgicas
clonais que afetam a medula 6ssea, predominante em idosos, caracterizada por hematopoiese
ineficaz, citopenias periféricas e risco de progressao para Leucemia Mieloide Aguda (LMA).
A mutacao FLT3-ITD ¢ um dos principais fatores associados a essa progressao, pois confere
vantagens na proliferacdo descontrolada e um pior progndstico, refletindo a complexidade da
evolucdo clonal, sendo comumente mais encontrada em pacientes com o subtipo da doenga
“excesso de blastos 1 (EB1) e excesso de blastos 2 (EB2). A patogénese dessa doenga envolve
alteragdes genéticas somaticas, como mutagdes nos genes SF3BI1, TP53, ASXL1 e FLT3,
desregulacao imunolégica e inflamagao cronica, associadas ao envelhecimento celular. A SMD
¢ classificada em subtipos pela OMS, com prognoéstico estratificado por sistemas como o IPSS-
Revisado e o IPSS-Molecular, que incorporam dados morfologicos e moleculares. Estudos
demonstram que, embora a FLT3-ITD ocorra em apenas 2-5% dos casos de SMD, sua presenca
esta fortemente associada a maior carga de blastos, pior resposta terapéutica e sobrevida
reduzida. Na LMA secundaria a SMD, por sua vez, essa mutagao ¢ ainda mais prevalente (20-
30% dos casos) e estd ligada a alta taxa de recidiva e resisténcia a quimioterapia, reforcando
seu papel como marcador progndstico adverso. Este trabalho teve como objetivo investigar a
presenga da mutagdo FLT3-ITD em 45 pacientes diagnosticados com SMD e LMA, e como os
mecanismos moleculares pelos quais essa mutagdo impulsiona a progressdo da SMD para LMA
e validar um protocolo de PCR para detec¢do de FLT3-ITD. Foi identificado a presenca dessa
muta¢do em uma paciente de 33 anos com LMA (de novo), confirmada por sequenciamento de
Sanger (uma isercao de 27 pb, 94% de identidade no BLAST). Esses achados reforcam que,
embora rara, a mutacao FLT3-ITD pode estar presente em pacientes com LMA e, na SMD,
pode ser um possivel marcador de progressao e transformagao para LMA.

Palavras-chave: Neoplasia Mielodisplésica; Leucemia Mieloide Aguda; Eletroforese Capilar



ABSTRACT

Myelodysplastic Neoplasms (MDS) are a heterogeneous group of clonal hematopoietic
disorders affecting the bone marrow, predominantly in elderly patients, characterized by
ineffective hematopoiesis, peripheral cytopenias, and a risk of progression to acute myeloid
leukemia (AML). The FLT3-ITD mutation is one of the key factors associated with this
progression, as it confers a proliferative advantage and poorer prognosis, reflecting the
complexity of clonal evolution. This mutation is more frequently found in patients with the
"excess blasts" subtypes (EB1 and EB2). The pathogenesis of MDS involves somatic genetic
alterations, such as mutations in SF3B1, TP53, ASXLI1, and FLT3, as well as immune
dysregulation and chronic inflammation, linked to cellular aging. MDS is classified into
subtypes by the World Health Organization (WHO), with prognosis stratified by scoring
systems such as the Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R) and the
Molecular IPSS (IPSS-M), which incorporate morphological and molecular data. Studies show
that although FLT3-ITD occurs in only 2-5% of MDS cases, its presence is strongly associated
with higher blast counts, poorer therapeutic response, and reduced survival. In secondary AML
(sAML) evolving from MDS, this mutation is even more prevalent (20-30% of cases) and is
linked to high relapse rates and chemotherapy resistance, reinforcing its role as an adverse
prognostic marker. This study aimed to investigate the presence of the FLT3-ITD mutation in
45 patients diagnosed with MDS and AML, as well as the molecular mechanisms by which this
mutation drives MDS progression to AML, and to validate a PCR-based protocol for FLT3-
ITD detection. The mutation was identified in a 33-year-old female patient with de novo AML,
confirmed by Sanger sequencing (a 27-bp insertion, 94% BLAST identity). These findings
reinforce that, although rare, the FLT3-ITD mutation may be present in AML patients and, in
MDS, could serve as a potential marker for disease progression and leukemic transformation.

Keywords: Myelodysplastic Syndrome; Acute Myeloid Leukemia; Capillary Electrophoresis
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1. INTRODUCAO

A Neoplasia Mielodisplésica (SMD) consiste em um grupo heterogéneo de doengas
hematoldgicas clonais que comprometem a medula 6ssea (MO), que afeta principalmente
individuos idosos. Caracteriza-se por uma hematopoiese ineficaz que leva a citopenias
periféricas em uma ou mais linhagens, em decorréncia de uma falha na produgdo de células
progenitoras hematopoiéticas. Além de frequentemente estd associado a risco de progressao
para leucemia mieloide aguda (LMA) (Vassallo; Magalhaes, 2009; Cazzola, 2020).

A progressao e o desenvolvimento da doenga comumente se relacionam com alteragdes
a nivel celular e humoral, em que ha falha na resposta imunolégica devido a desregulagcdo em
mecanismos de checkpoints celulares e mecanismos de reparo ao dano no DNA, mecanismo
esse que para de funcionar de forma eficiente com o aumento da idade (Dotson; Lebowicz,
2025). A etiologia da SMD pode ser classificada tanto como priméaria ou de novo, quando nao
se conhece a origem, ou seja, surge por razdes idiopaticas, quanto secundaria quando
relacionada a exposicdo de agentes quimicos, radiagdes e tratamento quimioterapicos, sendo
esse subtipo ligado a casos mais complexos e mais graves (Dotson; Lebowicz, 2025).

Em decorréncia de uma disfun¢do medular, individuos diagnosticados com SMD
frequentemente apresentam mielopoiese clonal derivada de células tronco com uma ineficiéncia
medular que leva a falha da proliferacdo e diferenciacdo, conferindo uma vantagem
proliferativa das células disfuncionais em decorréncia de mutacdes e anormalidades genéticas
em células-tronco hematopoiéticas (Teferri; vardiman, 2009).

O diagnostico da SMD exige uma abordagem integrada e multiparamétrica,
combinando avaliagdo clinica, exames laboratoriais e estudos genéticos, além da historia clinica
do paciente, a fim de analisar exposicoes a toxicos. Inicialmente, a avaliagdo se inicia com o
hemograma do paciente, que frequentemente revela citopenias periféricas, seguida pelo
aspirado e biopsia de medula 6ssea para avaliagdo morfologica. Esses exames permitem
identificar as caracteristicas displasicas tipicas da SMD, como anomalias na maturacao das
linhagens mieloides, presenca de sideroblastos em anel na série eritroide e megacariocitos
displésicos, além da quantificagdo precisa de blastos, que deve permanecer abaixo de 20% para
diferenciagdo da LMA (Tria et al., 2022).

A integracdo desses diversos parametros clinicos, morfoldgicos, citogenéticos e
moleculares permite ndo apenas estabelecer o diagnostico de SMD com maior precisdo, mas
também classificar os pacientes segundo sistemas progndsticos modernos, como o Sistema
Internacional de Pontuagdo Prognostica Revisado (IPSS-R), orientando as decisdes
terapéuticas. Essa abordagem abrangente ¢ especialmente relevante para diferenciar a SMD de

outras condigdes que cursam com citopenias e displasia, como as anemias carenciais ou as



sindromes de insuficiéncia medular, garantindo assim a institui¢ao precoce do tratamento mais
adequado para cada caso (Greenberg et al., 2012).

1.1.  Etiopatogénese da SMD

Por se tratar de um grupo de doencas heterogéneas, a SMD possui algumas
etiopatogéneses associadas e fatores que contribuem com o seu desenvolvimento, incluindo:
alteragdes genéticas somaticas que se acumulam na medula 6ssea, decorrente de exposi¢des
ambientais e epigenéticos, fatores intrinsecos de envelhecimento e disfungdes no
microambiente medular (Cazzola, 2020).

A SMD dita como primaria, ou de novo, por exemplo, apesar de ndo ser totalmente
compreendida quanto a sua causa por se tratar de uma doenga multifatorial, ¢ associada a
exposicdo cronica a agentes toxicos e considerados carcindgenos, como inseticidas e
agrotoxicos que sdo investigados pelo risco de desenvolvimento da doenga. Além disso, fatores
como obesidade, tabagismo e etilismo sdo investigados (Avgerinou et al., 2017).

Figura 1: Modelo geral de crescimento e propagagdo da hematopoiese.
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Processos oncogénicos resultantes de sucessivas mutagdes somaticas na medula dssea
também sdo fatores que contribuem para o desenvolvimento da doenca. Nesse contexto, dentre
os genes mais mutados na SMD, destacam-se SF3BI, DNMT3A, ASXLI, TP53 e RUNXI.
Quando mutados, esses genes interrompem a hematopoiese normal ao desregular sua
homeostase, podendo desencadear o desenvolvimento uda doenga (Calvete et al., 2023; Dotson;
Lebowicz, 2025). A mutagdo no gene TET2, por exemplo, responsavel por converter citosina
metilada em 5-hidroximetilcitosina, marca epigenética na demetilacdo do DNA, tem efeito pro-
malignidades hematolédgicas. As enzimas IDH1/2, quando mutadas, perdem sua fun¢do normal
de produzir a-cetoglutarato (a-KG), essencial para a TET2 e passam a inibir sua atividade,
prejudicando a demetilacdo (Medeiros et. al., 2017).

Além disso, o fator inflamag¢ao, apontado como um dos pilares do envelhecimento, esta
constantemente associado com o desenvolvimento da SMD e malignidades hematologicas,
principalmente observadas em individuos idosos (Villaume; Savona, 2025). As doencas
inflamatorias procedem a SMD com aumento de citocinas inflamatérias, como o TNF-alfa, e
associacdo a desregulacdo das vias de sinalizagdo da imunidade inata que contribui para o
envelhecimento das células hematopoiéticas (Sallman; List, 2019; Trowbridge; Starczynowski,
2021).

Também ha outro tipo de SMD conhecida como SMD secundaria a quimioterapia
(SMD-t), caracterizada por ser o subtipo da doen¢a na sua forma mais agressiva em que seu
surgimento e incidéncia vem aumentando nos ultimos anos (Dotson et al., 2022). De maneira
geral, seu desenvolvimento esta relacionado a constante exposicdo a radiagdes, tratamentos
prévios com quimioterapias ou radioterapias (Pinheiro; Chauffailler, 2006; IARC, 2020). Esse
subtipo de SMD corresponde a 10% dos casos, e esta associado com a forma mais grave da
doenga com pior progndstico em que comumente evolui para a LMA (Dotson et al., 2022).

De fato, exposigdes constantes a agentes carcinogénicos geram estresses no
microambiente medular, desencadeando processos inflamatorios que contribuem para o
envelhecimento celular e o favorecimento na proliferacdo de células-tronco hematopoiéticas
(HSCs) clonais, sobretudo de clones pré-leucémicos (Abegunde et al., 2018; Trowbridge.
starczynowsky, 2021). As células mesenquimais (MSCs) desempenham um papel crucial na
manuten¢do da homeostase das células HSCs por meio da secrecdo de fatores essenciais, como
a quimiocina CXCL12, o fator de célula-tronco (SCF) e a angiopoietina-1 (Ang-1) (Méndez-
Ferrer et al., 2010; Morrison; Scadden, 2014).

No contexto da SMD e de leucemias, observa-se uma disfuncdo das MSCs,
caracterizada por uma reducdo na produgdo desses fatores e por alteracdes no microambiente
medular (Geyh et al., 2016), falha essa que contribui para a deple¢ao e mau funcionamento das
HSCs, agravando a disfun¢do hematopoiética e favorecendo a progressao da doenca (Medyouf

et al., 2014).



Fatores como idade, recorrentes mutacoes genéticas somaticas, mutagdes germinativas,
alteracdes epigenéticas e mutagdes de hematopoiese clonal de potencial indeterminado (CHIP),
contribuem para a patogénese da SMD, uma vez que a probabilidade de desenvolvimento de
neoplasias hematologicas cresce com o aumento da idade. Com o acimulo de mutagdes na
medula ossea, hd& uma falha no seu funcionamento normal e, consequentemente, essa
hematopoiese clonal se torna uma “assinatura” do desenvolvimento de malignidades
hematologicas (Villaume; Savona, 2025).

A exposigdo cronica ao longo da vida a agentes toxicos e carcinogénicos propicia um
ambiente medular com fenotipo pro-inflamatorio, fator esse que contribui para o
desenvolvimento de malignidades hematoldgicas. Nesse sentido, a desregulacao das células
imunes promove um estado de “inflamagdo pré-clonal”, que precede o desenvolvimento da
SMD. Esse processo inflamatorio persistente contribui para o desenvolvimento de doengas
relacionadas ao envelhecimento e, consequentemente, favorece a surgimento do fendtipo
mielodisplésico (Rodriguez-Sevilla; Colla, 2024).

1.2. Epidemiologia e grupos de risco

Epidemiologicamente, a SMD ¢ caracterizada como uma doenga associada ao
envelhecimento. Sua semelhanca com outras anemias pode contribuir para a subnotificagdo de casos,
especialmente em pacientes jovens com sintomas inespecificos, embora a ocorréncia nessa faixa
etaria seja rara. Além disso, o diagndstico exige suspeita clinica para a realizagdo de exames
complementares ao hemograma, como mielograma e, como suporte adicional, andlise citogenética
(Tefteri e Vardiman, 2009).

A SMD possui uma maior prevaléncia em individuos idosos, com média de idade de 70 anos,
com 3-5 casos a cada 100.000 pacientes-ano, € sua incidéncia cresce com o aumento da idade,
consequentemente, com o envelhecimento da populagdo (Galton 1998; Chanias et. al., 2021). Por se
tratar de uma doenca de idosos, nos ultimos 20 anos vem sendo notificados diagnosticos em pacientes
abaixo dos 50 anos, e acredita-se ser devido ao fato da expectativa de vida geral da populagdo ter
aumentado, além da exposi¢ao ocupacional a produtos toxicos e carcinogénicos, como o0s solventes
(Dansey, 2000).

Ha maior prevaléncia de diagndsticos em individuos do sexo masculino, com incidéncia de
aproximadamente 4,0 casos por 100.000 pessoas-ano na populacdo geral. Em contrapartida, entre
pacientes do sexo feminino, ¢ frequentemente identificado o subtipo de SMD com dele¢ao do
cromossomo 5 (SMD-5q) (Chanias et al., 2021). No Brasil, registram-se em média 2.549 internagdes
anuais e 14.331 procedimentos ambulatoriais relacionados a SMD, evidenciando a necessidade de
servicos ambulatoriais especializados para garantir diagndstico preciso, acompanhamento adequado
e tratamento personalizado (BRASIL, 2021).

Por se tratar de um fenomeno incomum, a SMD em criangas e jovens, em idade de 1-14 ano,

¢ uma entidade rara, englobando cerca de apenas 5% dos casos notificados, embora possa haver casos



subnotificados. Estima-se que 1/5 das criangas com SMD pode ser em decorréncia a alguma anomalia
genética que a predispde a mielodisplasia, ou seja, em casos de mutacdo no tecido germinativo ou
caso de SMD familiar (Chatterjee; Choudry, 2013; Chisholm; Bohling, 2023).

1.3. Classifica¢ao Clinica da SMD

Por se tratar de uma doenga complexa e heterogénea, com multiplos aspectos caracteristicos,
a SMD utiliza um sistema de classificagdo baseado em caracteristicas clinicas, morfologicas e
molecular. Desde sua criagdo, esse sistema passou por diversas atualizagdes em seus parametros de
classificagdo. Inicialmente, o sistema Franco-Americano-Britanico (FAB) classificava a doenca
exclusivamente com base em diferengas clinicas, como porcentagem de blastos na medula dssea,
presenca de sideroblastos em anel e grau de displasia hematopoiética (Bennett et al., 1982).

Posteriormente, a OMS refinou a classificagdio (2001/2008), incorporando critérios
morfoldgicos mais detalhados, classificando a SMD em subtipos mais especificos. Na classificagdo
da OMS de 2008, os critérios sdo baseados em displasia hematopoiética, percentual de blastos, as
categorias incluem: displasia de unilinhagem (SMD-DU) e SMD multilinhagem (SMD-DM), anemia
refrataria com sideroblastos em anel (ARSA) e SMD com dele¢@o no cromossomo 5q isolada (SMD-
del5q), além de introduzir a analise citogenética como critério diagnostico (Nogueira Zerbini et al.,
2011; Arber et al., 2016).

Em 2016, a SMD foi classificada em subtipos conforme a OMS, por se tratar de um grupo de
doenga heterogénea. Essa classificagdo inclui: SMD-DU), SMD-DM, com excesso de blastos-2
(SMD-EB 1), SMD com excesso de blastos-2 (SMD-EB 2), SMD com dele¢ao 5q isolada (SMD-
del5q) e SMD nao classificavel (SMD-DU). Esses subtipos refletem diferencas na morfologia,
citogenética e risco de progressio para LMA, sendo essenciais para orientar o prognéstico €
tratamento (Della porta et al., 2015).

Tabela 1: Evolucao dos Sistemas de Classificacdo da SMD

Sistema/ano Critérios Utilizados Principais Avancgos
Classificacio FAB (1982) - Morfologia Primeiro sistema morfologico
- Citopenias
- % de Blastos na MO/sangue periférico
Classificacio OMS - Displasias Refinamento morfoldgico e
(2001/2008) - Citogenética incorporacdo da citogenética classica
- % de Blastos na MO/sangue periférico
Classificacao da OMS - Displasias Inclusdo de critérios hematologico
(2016) - Citopenias definidas mais rigorosos e reconhecimento de
- % de Blastos na MO/sangue periférico mutagdes.
- Mutagdes auxiliares
Classificacao da OMS - Integracdo de mutagoes Integracdo de mutacdes (FLT3, SF3BI,
(2022) - % de Blastos na MO/sangue periférico TP53 e etc..) para o prognéstico
- Hipoplasia medular personalizado.

A classificacdo mais recente (2022), deu énfase a integracdo de dados moleculares, criando

novas entidades da SMD, como a SMD com muta¢ao no SF3B/ ¢ SMD com mutacdo bialélica no



TP53, além de reclassificar a LMA com base nas alteragdes genéticas especificas (Li, 2022). Essas

evolugdes demonstram um carater progressivo no que tange o refinamento diagndstico, cujo objetivo

¢ incorporar ndo somente a morfologia e a citogenética, como mostra a tabela 1, mas também

marcadores moleculares para melhor estratificacao e decisdo da conduta terapéutica.
1.4.Estratificagdo Prognostica da SMD

O primeiro sistema de progndstico quantitativo para a SMD passou a estratificar pacientes em
grupos de risco (baixo, intermedidrio 1, intermedidrio 2 e alto) com base na porcentagem de blastos
na medula 6ssea, nimero de citopenias e alteracdes citogenética (Greenberg et al., 2012). Somente
em 2022 foi incorporado o Sistema de Pontuagdo e Estratificacdo Prognostica Molecular (IPSS-
Molecular) que integrava dados moleculares de mutacdes, como 7P53, SF3B1, ASXLI, FLT3 e dentre
outros principais genes associados a SMD, representando uma conduta clinica personalizada e
trazendo previsao de sobrevida e resposta terapéutica aos pacientes (Bernard et al., 2022). Mostrando,
dessa forma, a importancia de analisar todos os pardmetros, sejam eles clinicos, morfologicos ou
moleculares para um diagnostico mais preciso e personalizado.

O IPSS-M representa um avango significativo no que tange a estratificacdo prognoéstica da
doenga, pois integra os dados clinicos com perfil mutacional para categorizar os pacientes em grupos
de risco, a fim de predizer com maior precisdo a sobrevida global e o risco de evolugdo para a LMA.
E um sistema que classifica os pacientes em seis categorias distintas de risco: muito baixo, baixo,
moderado-baixo, moderado-alto, alto e muito alto (Bernard et al.,2022).

Pacientes classificados como muito baixo risco geralmente apresentam mutagdes isoladas no
gene SF3B1, que esta envolvido no processamento do RNA e esta associado a um progndstico mais
favoravel e menor risco de progredir para a LMA. A medida que avangamos na escala de risco,
encontramos mutacdes em genes reguladores epigenéticos, como TET2 e DNMT3A na categoria de
baixo risco, seguidos por alteracdes em BCOR, BCORLI e EZH?2 no grupo de moderado-baixo risco,
genes cruciais na regulagdo da expressao génica e manutencgao da estabilidade genomica.

O moderado-alto risco inclui mutagdes em genes como ASXL I, RUNXI, STAG2 e SRSF2. J&
o alto risco € caracterizado por mutagdes em genes de sinalizagdo celular (RAS e JAK?2) e no fator de
splicing U2AF1, que promovem proliferacao celular descontrolada. Por fim, o grupo de muito alto
risco concentra alteragcdes mais agressivas, incluindo mutagdes bialélicas no gene supressor tumoral
TP53 e mutagdes FLT3-ITD, que levam a ativagdo constitutiva das vias proliferativas e estdo
associadas ao pior progndstico e maior risco de progressao leucémica (Bernard et al., 2022; Lee et
al., 2022).

Tabela 2: Categoria de Risco do IPSS-M na SMD

Categoria de Risco Genes/Marcadores Implicacdes
(IPSS-M) Clinicas
Muito Baixo SF3B1 mutado (isolado) Baixo risco de progressao para a LMA
Baixo TET2 e DNMT3A4 Sobrevida prolongada

Moderado-Baixo BCOR, BCORLI e EZH2 Risco intermediario de progressao



Moderado-Alto ASXLI, RUNXI, STAG2 e SRSF2 Maior risco de transformagdo leucémica

Alto RAS, JAK2 e U2AF1 Sobrevida reduzida
Muito Alto TP53, FLT3-ITD e presenga de cariotipo Progndstico muito desfavoravel, alto
complexo (=3 alteragdes citogenéticas) risco de progressdo para a LMA

Fonte: Bernard et al., 2022.

1.5. Alteragdes moleculares e Importancia da Citogenética Cléssica

Desde a incorporagdo do IPSS-M, as alteracdes moleculares receberam um papel central
quanto ao estabelecimento de diagndstico, estratificagdo de risco e estratégia para tratamento dos
doentes com SMD, uma vez que o perfil genético do doente mostrou-se refletir no fenétipo clinico
da doenca e pareceu modular, inclusive, a resposta terapéutica (Ogawa, 2019).

Além das mutagdes somaticas, as mutacdes de cunho germinativo, aquelas presentes desde o
nascimento, ou seja, as que os individuos herdam de seus progenitores, também estdo envolvidas no
que tange o desenvolvimento de doenga hematoldgicas, sendo o DDX41, TP53, RUNXI ¢ GATAZ2 os
mais relacionados com o risco de desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas (Ogawa, 2019).

Ja as mutagdes somaticas, o seu numero pode variar conforme o subtipo da doenca e se
relaciona de forma intrinseca com anormalidades cromossdmicas frequentemente encontradas nos
doentes com SMD, sendo encontrado em cerca de 50% dos diagnosticados, em conjunto a pelo menos
uma anormalidade genética (Solé et al., 2005; Ogawa, 2019).

A citogenética cldssica representa uma ferramenta essencial do diagnostico, revelando
alteragdes cromossomicas especificas que auxiliam ndo apenas na confirmacdo diagndstica, mas
também na estratificacdo progndstica e conducao terapéutica. Entre as principais anomalias
identificadas, destacam-se a dele¢do do brago longo do cromossomo 5 [del(5q)], considerada uma
entidade distinta na classificacdo da OMS, as dele¢oes dos cromossomos 7 e 20, e a trissomia do
cromossomo 8, translocacdo entre os cromossomos 6 € 9 [t(6;9)] e inversdo do cromossomo 3
[inv(3;3)].

Tais alteracdes, quando presentes, fornecem informagdes ndao somente sobre o
comportamento clinico da doenca, mas também acerca de seu potencial de progressao (Franga et al.,
2019; Greenbert et al., 2012).

As alteragcdes citogenéticas frequentemente coexistem com mutagdes somaticas,
influenciando na patogénese e no prognostico da doenca. Por exemplo, a dele¢do do braco longo do
cromossomo 5 del(5q), frequentemente encontrada nos individuos com SMD, sendo caracterizado
como um tipo caracteristico de SMD-del5q, estd comumente associada a haploinsuficiéncia de genes
como RPSI4 e CSNKIAI, levando a defeitos na eritropoiese e ativagdo de vias proliferativas,
enquanto mutagdes somaticas concomitantes em 7P53 ou TET?2 agravam a instabilidade genomica e

aumentam o risco de progressao para a LMA (Boultwood et al., 2012; Jerez et al., 2012).



Da mesma forma, anormalidades como a monossomia do cromossomo 7 (-7) ou delecdo 7q
del(7q) frequentemente coexistem com mutacdes em genes de sinalizagdo, como o0 RAS e o FLT3, ou
reguladores epigenéticos, como o EZH?2, sugerindo uma interacdo entre alteragdes estruturais e
mutacoes pontuais na clonagem maligna (Papaemmanuil et al., 2013).

Pacientes com SMD com anormalidades cromossdmicas possuem um maior risco de
progressao da doenga e evolucdo para LMA, por exemplo, além de apresentar um progndstico
desfavoravel (Jabbout et al., 2013), por exemplo, e essa relagdo destaca a importancia da integragdo
de analises citogenéticas e moleculares para estratificagdo de risco e terapia personalizada na SMD,
uma vez que o numero de mutagdes exerce influéncia de forma significativa a sobrevida global,
tornando possivel prever resultado clinico independente do fator de risco estabelecido pelo IPSS-R
(Haferlach et al., 2014).

Tabela 3: Classificag@o de risco da SMD por alteragdes citogenéticas

Categoria Alteracoes Média de Impacto
Citogenética Especificas sobrevivéncia Clinico
(anos)
Muito Favoravel del(11q) isolada 54 Melhor prognéstico;
Nulissomia do Y (-Y) possui terapia alvo para

essa alteragdo

Favoravel Cariotipo normal 4.8 Progressdo lenta;
Der(1;7) sobrevida prolongada.
del(5q) isolada
del(12p)
del(20q) isolada
Intermediario del(7q) isolada 2.7 Risco moderado de
+ 8 (isolada) progressdo para a LMA
Iso(17q)
+19
Desfavoravel Monossomia do 7 ou del(7q) 1.5 Maior risco de
Derivagdo do cromossomo 3 (q21) ou transformagao para a
(926) LMA.
Caridtipo complexo (>3 alteragdes)
Muito Caridtipo complexo 0.7 Prognostico
desfavoravel

desfavoravel; Resisténcia
terapéutica

Fonte: Greenberg, 2012.

1.6. Evolugao da Neoplasia Mielodisplasica para a Leucemia Mieloide Aguda

Desde as primeiras descricdes da SMD, reconheceu-se seu carater pré-leucémico, com uma
fragdo significativa dos casos evoluindo para LMA secundaria, um fendmeno que reflete a
instabilidade gendomica progressiva e a selecdo clonal de células mutadas (Cazzola, 2020). Essa
transi¢do ndo apenas impacta o prognostico dos pacientes, mas também desafia as estratégias

terapéuticas, dada a resisténcia frequente aos tratamentos convencionais.



Na primeira classificagdo da doenga, de 1982, a SMD era considerada uma doenca transitoria
para a LMA, dado seu alto risco de progressdo e evolucdo, em que aproximadamente de 20-30%
evoluem para a LMA, sobretudo devido a carga genética de frequéncia de mutacdo (Bennett et al.,
1982). A LMA secundéria a SMD representa até 35% do total de casos de LMA, classificada pela
OMS como uma entidade distinta denominada “LMA com alteracdes relacionadas a mielodisplasia”,
cujos pacientes com esse quadro apresentam taxas inferiores de remissdo completa e quadros de
sobrevida global inferior (Granfeldt; Ostergard at al., 2015). Na classificagdo da OMS de 2022, por
sua vez, a LMA secundéria a mielodisplasia ¢ definida por acréscimo de mais de 20% de blastos na
medula 6ssea que expressam anormalidade citogenéticas complexas associadas a SMD (Greenberg,
2019).

Na SMD, alguns fatores de risco para evolucio sdo bem estabelecidos, o subtipo da doenca
com excesso de blastos (SMD-EB) ¢ o grupo de risco que mais evolui para a LMA, chegando a 60%
dos casos (Greenberg et al., 2012). Outros fatores de risco, como citopenias persistentes, anomalias
citogenéticas complexas e mutagdes nos genes 7P53, RUNXI, ASLX] e DNMT3A sao bem definidos
no que tange a progressao para a LMA (Sallman et al., 2020).

Embora ambas as doencgas sejam clinicamente semelhantes, como a maturacao e diferenciacao
das células hematopoiéticas anormais, elas possuem caracteristicas que as diferenciam no que tange
o seu fenotipo. Na LMA, por exemplo, ha um bloqueio da maturagao de células hematopoiéticas,
enquanto na SMD h4 uma presenca reduzida em nimeros e morfologia anormal dessas células
(Greenberg, 2019).

Dentre essas caracteristicas que distinguem ambas as doencas, a morte e proliferacdo das
células sdo os aspectos mais distintos, uma vez que na SMD h4 um aumento da apoptose e dos
processos de morte que gera um status pro-inflamatoério no microambiente medular, enquanto na
LMA hé uma alta taxa de sobrevivéncia, prolifera¢do celular, proporcionando um fenétipo de pro-
sobrevivéncia dessas células, sobretudo durante a sua progressao (Bose; Sarma, 1975).

No contexto de evolugdo da SMD, as mutagdes genéticas costumam ser determinantes no
processo de patogénese da doenga, mesmo que previamente a progressao para LMA. A presenca de
multiplos clones aberrantes e evolucdo clonal com aquisi¢do de mutagdes parecem contribuir
significativamente com essa transformac¢ao da doenca (Dan; Chi; Wang, 2015). Mutagdes no gene de
fator de splicing, por exemplo, comumente sdo encontradas previamente a essa evolugdo, visto que a
instabilidade gendmica, dando origem a uma mutacao fundadora persiste na medula dos doentes com
LMA que progrediram da SMD, mostrando a importancia da evolugdo clonal e mutacdes genéticas
na progressao da doenga (Saez; Walter; Graubert, 2017).

1.7. Leucemia Mieloide Aguda e seus tipos

A LMA faz parte de um grupo de doenga hematologica que surge a partir de percussores
predominantemente mieloides, mas também de eritroides, megacariociticos € monociticos, cujo

surgimento ¢ resultado da aquisicdo de multiplas mutacdes e rearranjos cromossdmicos. A assinatura



da LMA consiste em expansdo clonal desses percussores, com a presenga de >20% de blastos na MO
ou no sangue periférico, associada a um bloqueio na maturacdo das HSCs e células progenitoras
(Saez, Walter e Graubert, 2017).

Assim como na SMD, a sua incidéncia aumenta com a idade, adultos com 60 anos, por
exemplo, a incidéncia ¢ de cerca de 3 a 5 casos a cada 100.000 pessoas por ano. Diferentemente, em
jovens adultos, por sua vez, a incidéncia ¢ relativamente baixa, e volta a aumentar em casos de LMA
pediatrica, correspondendo a cerca de 20% dos casos, sendo mais comum na primeira infancia
(Grobner et al., 2018).

Inicialmente, o desenvolvimento de células-tronco leucémicas (LSC) estd relacionado a
mutagdes que ocorrem primariamente nas HSCs. Essas alteragdes impactam na via de autorrenovagao
celular, conferindo as células mutante vantagem proliferativa e capacidade de gerar clones leucémicos
com propriedades multipotentes (Kelly e Gilliland, 2002). De fato, a predisposi¢do genética ¢ um dos
pilares que contribuem para o desenvolvimento da doenca, as mutag¢des do tipo CHIP, por exemplo,
aumentam o risco de clones leucémico devido ao acumulo progressivo de mutagdes em genes como:
DNMT3A, TET2, SRSF2 e ASXLI (Abelson et al., 2018).

Além da marca genética, deve-se considerar fatores de risco que incluem um microambiente
medular permissivo para o desenvolvimento da LMA. Defeitos que levam a adesao celular aberrante,
imunossupressao e alteracao na sinalizagdo de citocinas, resultam em um ambiente pro-inflamatorio,
caracteristico do principal fator que contribui para o desenvolvimento da doenga: o envelhecimento,
uma vez que sinais inflamatorios intrinsecos podem conferir vantagem proliferativa a clones
mieloides (Ellegast et al., 2022).

Embora a assinatura genética esteja presente tanto na LMA em individuos mais velhos quanto
na LMA pediatrica, ha uma diferenca na carga mutacional nesses individuos. Em adultos, como
mencionado anteriormente, a LMA ¢ causada devido ao acimulo de mutagdes nas HSCs, mas em
pacientes pediatricos a LMA ¢ decorrente de alteragdes citogenéticas, seja ela estrutural ou numérica
(Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013; Grobner et al., 2018).

O impacto das técnicas de sequenciamento, sobretudo o Sequenciamento de Nova Geragao
(NGS) ¢ um marco no diagndstico molecular, tornando-se padrdo ouro, e sua importancia ¢ refletida
sobretudo na diferenciagdo das LMA. A classificagio LMA evoluiu significativamente nas tltimas
décadas, incorporando critérios cada vez mais refinados que integram dados morfologicos,
citogenéticos, moleculares e clinicos.

A LMA ¢ classificada de acordo com os critérios OMS de 2022 em seis principais categorias
(Arber et al., 2022). A primeira delas ¢ a LMA com alteracdes genéticas definidas, que engloba casos
com translocagdes especificas como t(8;21)(q22;922.1)/RUNXI:RUNXITI e
inv(16)(p13.1q22)/CBFB:MYH]11, além de mutacdes nos genes NPM1 ou CEBPA (especificamente
mutagdes bZIP em CEBPA) (Dohner et al., 2022). O segundo grupo corresponde a LMA com

alteracdes relacionadas a mielodisplasia, caracterizada por mutagdes em genes como ASXL I, SRSF2



e STAG2, ou por anomalias citogenéticas tipicas como cariotipo complexo, delecao 5q e monossomia
7 (Dohner et al., 2022).

A terceira categoria ¢ a LMA secundaria a terapia prévia, que surge como complicagdo tardia
de tratamentos prévios com quimioterapia ou radioterapia. O quarto grupo compreende a LMA
relacionada a sindrome de Down, que apresenta caracteristicas biologicas e clinicas distintas. O
quinto tipo ¢ o sarcoma mieloide, definido pela proliferacdo de blastos mieloides em tecidos
extramedulares. Por fim, a sexta categoria ¢ a LMA nido especificada (LMA-NOS), que inclui
subtipos como a LMA minimamente diferenciada e outras variantes que nao se enquadram nos grupos
anteriores (Dohner et al., 2022).

Esta classificacdio da OMS se baseia em critérios morfoldgicos, imunofenotipicos e
gendmicos, proporcionando uma abordagem abrangente para o diagnostico da LMA (Dohner et al.,
2022). A estratificagdo incorpora achados citogenéticos e moleculares essenciais para a definicdo de
entidades clinicamente relevantes.

A abordagem da OMS permite uma categorizagdo precisa que orienta tanto o diagnostico
quanto o manejo terapéutico dos pacientes com LMA. Além das alteragdes gendmicas estruturais, as
mutagdes em vias de sinalizagdo celular desempenham um papel central na patogénese da LMA,
sendo crucial nos mecanismos regulatorios de proliferacdo, diferenciag@o e sobrevivéncia das células
hematopoiéticas. A mutacdo no gene FLT3 do tipo ITD ¢ a mais prevalente e clinicamente relevante,
presente em aproximadamente 25 a 30% dos casos (Nakao et al., 1996). Essa alteracdo molecular
promove uma sinalizagdo celular aberrante através das cascatas RAS/MAPK e PI3K/AKT, resultando
em uma proliferacdo descontrolada e bloqueio da maturagao mieloide, caracteristicos da LMA (Levis
e Small, 2003).

1.8. FLT3 e sua importancia na hematopoiese

A hematopoiese ¢ o processo de formagdo de células sanguinea a partir de HSCs que se
diferencia em eritrocitos, leucdcitos e megacaridcitos, processo esse fundamental para o
funcionamento normal do sistema sanguineo e imunolégico (Bao; Cheng; Sankaran, 2019).

A tirosina quinase 3 (FILT3) € um receptor pertencente a familia de tirosina quinase de classe
3 que desempenha papel fundamental na hematopoiese normal e maligna. E um gene localizado no
cromossomo 13 (13q12.2), com 24 éxons e 97 kilobases e sua estrutura ¢ constituida por cinco
dominios de imunoglobulinas, um dominio justamembrana, dois dominios quinases e um dominio C-
terminal (Medina, 2022; Maceckova et al., 2024).

Quando o FLT3 se liga ao seu receptor FL, ¢ induzida uma mudanga conformacional que
favorece a dimerizagao de dois receptores do FLT3, essencial para a ativagdo da quinase, pois permite
que os dois receptores fosforilem mutualmente, iniciando a cascata de sinalizagdo (Kiyoi et al., 2002).
Apo0s a dimerizacao dos receptores de FLT3 no dimero fosforilam residuos de tirosina no dominio
intracelular do outro receptor, criando sitios de ligacdo para proteinas adaptoras, como STATS,

RAS/MAPK, PI3K/AKT, mantendo o receptor em um estado de sinalizador (Stirewalt e Radich,



2003). Essas proteinas, por sua vez, sao responsaveis pela proliferacao celular e sobrevivéncia,
diferenciagdo e crescimento, além da inibi¢do da apoptose e promocao da divisao celular (Maceckova
et al., 2024).

O FLT3 ¢ expresso predominantemente em HSCs, na medula éssea, timo e ganglios linfaticos,
sendo expresso tanto em linhagens mieloides quanto na linhagem linfoide B, sobretudo em superficie
de precursores hematopoiéticos, como granuldcitos e macréfagos. O FLT3L solavel quando ligado
ao FLT3 forma hemodimeros transdutores de sinais que induzem a proliferacdo de precursores
hematopoiéticos, contribuindo para a proliferagdo celular (Momenilandi et al., 2024).

O FLT3 desempenha um papel importante também na resposta imune, pois atua promovendo
a expansdo de um progenitor de células natural killer (NK) CD34+, além de se mostrar crucial na
diferenciagdo de células dendriticas (DCs) (Mckenna et al., 2000). Essa ativacdo favorece a
imunidade inata e adaptativa e refor¢a a importancia na atuacdo e manuten¢ao no contexto da
hematopoiese normal, uma vez que as células NK sdo essenciais na eliminacdo de células infectadas
e tumorais. Além disso, a sinalizacdo da via FLT3/FLT3L esta envolvida na homeostase de outros
progenitores hematopoiéticos, refor¢ando sua relevancia tanto na hematopoiese normal quanto em
contextos patoldgicos, sobretudo em malignidades hematoldgicas (Tsapongas et al., 2017).

1.9. Mutagdes no FLT3 e impacto na evolugao da doenca

No contexto das neoplasias hematologicas, o gene FLT3 desempenha um papel crucial na
regulacdo da proliferagdo e diferenciacao celular. Mutagdes ou alteragdes nesse gene podem levar a
ativacgdo de vias de sinalizacao intracelular, resultando em proliferacdo descontrolada e expansao de
clones leucémicos, com a inibi¢do do processo de morte celular programada, apoptose, que contribui
para a progressao da doenca e piora do prognodstico (Meshinchi et al., 2001).

Existem dois tipos de mutacdes comumente encontradas no gene FLT3, sobretudo em
malignidades hematologicas: mutagdes pontuais nos dominios da tirosina quinase (7KD) e
duplicacdes internas em tandem do dominio justamembrana (/7D), sendo essa segunda caracterizada
por replicagdo da cabega-cauda de sequéncias que codificam a parte do dominio justamembrana do
receptor, resultando em uma regido mais alongada de um receptor truncado e hiperativo, ambas as
mutagdes sendo representadas na figura 2 (Kiyoi et al., 2002) .

As mutagdes do tipo /7D, podem variar em tamanho, geralmente entre 3 a 400 pares de base
(pb), embora a maioria ocorra entre 15 a 100 pb (Kiyoi et al., 2002). Essas mutagdes conferem
ativagdo autonoma do receptor FLT3, independente do ligante FLT3L, resultando na ativagao do gene
sem a necessidade do seu ligante por vias subsequentes, resultando em um fendtipo mais agressivo e
com maior carga leucémica. (Kiyoi et al., 2002). Além disso, as muta¢des /7Ds podem induzir uma
instabilidade gendmica e atuar em conjunto com outras mutagdes, como no gene DNMT3A4 que atua
na metilagdo do DNA, sendo associado a transformacao da SMD em LMA.

Alguns estudos ainda estacam que /7Ds pequenas (3-30 pb) ocorra em €xons especificos,

enquanto que /7Ds mais longas (até 400 pb) sdo associadas a um pior prognostico (Stirewalt et al.,



2003). Essas insercdes ou duplicagdes ocorrem principalmente no dominio justamembrana (JM)
localizada nos éxons 14 e 15, em uma regido critica no contexto da regulagdo negativa da tirosina
quinase (Gilliland & Griffin, 2002).

Por se tratar de um gene que confere vantagem proliferativa de clones leucémicos devido ao
seu bloqueio a apoptose, ¢ frequentemente associado a prognostico ruim e resposta ineficiente ao
tratamento, no contexto da LMA (Ambinder; Levis, 2021). Embora a mutacdo /7D seja mais
frequente no contexto da LMA, sendo encontrada em cerca de 20-30% dos casos, as ITDs no FLT3
ocorrem em cerca de 2-5% dos pacientes com SMD e uma sobrevida mais curta, em relacdo aos
pacientes sem a mutagdo (Schlenk et al., 2013) mostrando, portanto, o papel da avaliagdo molecular
para defini¢do de prognostico e predi¢ao clinica do curso da doenca especialmente em casos dos
subtipos com excesso de blastos ou em transformagao para a LMA (Daver et al., 2013)

Clinicamente, a mutagdo FLT3-ITD desempenha um papel critico na patogénese de neoplasias
mieloides, conferindo um prognéstico desfavordvel. Esse mecanismo oncogénico reforca a
importancia dessa alteragdo molecular para estratificacao de risco e na progressao da doenga (Jalte et
al., 2023). Mas, apesar de ser frequente na LMA, a mutagdo /7D ¢ rara em outras neoplasias
mieloides, suspeitando-se que seja devido a seletividade clonal, pois na LMA requer mutagdo
cooperativas, como em genes NPMI1 e DNMT3A, enquanto que outras neoplasias possuem vias
alternativas, como BCR-ABL, por exemplo. Além disso, deve-se levar em considera¢do que na LMA
ha uma maior taxa de mutagdes de novo, enquanto que na SMD, por sua vez, tém mecanismos
distintos, como a delecdo do cromossomo 5q € mutagdo no gene JAK2 (Daver et al., 2019).

Figura 2: Representagdo esquematica da proteina FLT3
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Nesse contexto, considerando o carater proliferativo e a desregulagdo hematopoiética
intrinseca da SMD e LMA, ¢ fundamental investigar alteracdes em genes criticos para a homeostase
e sinalizagdo celular. Dentre esses, destaca-se o FLT3, um receptor tirosina quinase amplamente
reconhecido por seu papel na proliferagao, sobrevivéncia e diferenciacao de células hematopoiéticas
(Gilliland e Griffin, 2002).

Mutagdes no FLT3, particularmente as do tipo ITD sdo frequentemente associadas a um perfil
agressivo em neoplasias hematologicas, como LMA. No entanto, seu impacto no desenvolvimento e
progressao da SMD ainda demanda investigacao mais aprofundada, justificando a relevancia deste
estudo na caracterizacdo de sua frequéncia e implicagdes clinicas na mielodisplasia (Kiyoi et al.,

2022).



2. OBJETIVO
2.1. Gerais
Avaliar a presenga da mutagdo /7D no gene FLT3 em pacientes portadores da SMD e LMA e seu
impacto na progressao da doenga.
2.2. Especificos
¢ Padronizar a reacdao de PCR e validar o primer da regido ITD do gene FLT3 para a implementacao
em rotina laboratorial.
e Determinar a presencga e a frequéncia da mutagdo /7D no gene FLT3 em pacientes com SMD e
LMA.
e Caracterizacdo clinica da presenca da mutacao /7D no gene em pacientes portadores de SMD e

LMA



3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Aspectos Eticos

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica na Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (CEP/UFC) por meio do sistema da Plataforma Brasil, sob o protocolo
de nimero 71573823.7.0000.5054. Antes da coleta de dados, foi obtido o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), no qual toda equipe responsavel pelo estudo comprometeu-se a seguir
as diretrizes e normas reguladoras estabelecidas na resolu¢ao n® 466/2012 do Conselho Nacional de
Satde, que regulamenta pesquisas envolvendo seres humanos. Dessa forma, garantiu-se o respeite e
dignidade aos direitos dos participantes, assegurando sua prote¢ao em todos os aspectos da condugao
da pesquisa.

3.2.0bteng¢do das amostras

A presente pesquisa foi realizada com 45 pacientes que foram diagnosticados com SMD com
subtipo Excesso de blastos 1 e Excesso de blastos 2 e pacientes diagnosticados com LMA secundéria
e de novo. Para a analise genética, foram coletadas aspirado de medula éssea em tubos contendo
EDTA.

3.3.Extra¢dao de DNA gendmico

A extragdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o kit comercial PurelLink® da
Invitrogen. O procedimento foi iniciado com a obtencao de um pool de células nucleadas a partir de
amostras de medula 6ssea de pacientes. Para cada extracdo, utilizou-se um volume de 200 pL da
amostra bioldgica, transferido para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, ao qual foram adicionados
20 pL de Proteinase K e RNAse.

Em seguida, adicionou-se 200 pL do tampao de lise/ligagdo PurelLink®, promovendo a
homogeneizacao da mistura com auxilio de um vortex. Esta solu¢do foi entdo incubada a 55°C por
10 minutos em banho seco, permitindo a completa digestdo das proteinas celulares. Apds esta etapa
de incubag¢do, adicionou-se 200 puL de etanol absoluto (100%) a mistura, que foi posteriormente
homogeneizada em vortex por 30 segundos para obtencdo de uma solu¢do homogénea.

O material homogeneizado foi transferido integralmente para uma coluna de purificagdo
PureLink® acoplada a um tubo coletor estéril. A primeira centrifugacao foi realizada a 10.000 xg por
1 minuto a temperatura ambiente, permitindo a reten¢do do material genético na membrana da coluna.
O fluxo através foi descartado e a coluna foi transferida para um novo tubo coletor.

Para o processo de lavagem, foi realizado duas etapas: inicialmente com 500 pL. do tampao
de lavagem 1 PureLink® (centrifugacdo a 10.000 xg por 1 minuto), seguido pela adi¢ao de 500 pL
do tampdo de lavagem 2 PureLink® (centrifugac¢do a velocidade maxima por 3 minutos). Apds a
etapa final de lavagem, a coluna foi transferida para um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 mL
para elui¢ao do DNA.

Para elui¢do do material genético purificado, adicionou-se 25 puL. do tampao de eluicao

PureLink® diretamente na membrana da coluna, seguido por incubagdo a temperatura ambiente por



I minuto e centrifugacdo a velocidade méaxima. O DNA eluido foi entdo quantificado e avaliado
quanto a pureza utilizando espectrofotometro NanoDrop, considerando-se como parametros de
qualidade aceitaveis as razoes de absorbancia A260/A280 entre 1,8 e 2,0, indicativas de DNA livre
de contaminantes proteicos. Todas as etapas do protocolo foram realizadas em condigdes assépticas
para garantir a integridade das amostras.

3.4.Validagao do protocolo da rea¢do de PCR end-point do gene ITD

A sequéncia dos Primers forward (F) 5’- GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3' (Santos
et al., 2017) e reverse (R) 5-GCAGCCTCACATTGCCCC-3' (Kayser et al., 2014) para a
amplificacao da regido FLT3-ITD foram baseados nas sequéncias descritas na literatura

Para a padronizag¢ao e validagdao do protocolo de amplificagdo de PCR para a detec¢do do ITD
no gene FLT3, foi necessario otimizar e validar as condi¢des de PCR (tanto a concentragdo do primer
para evitar sua dimeriza¢do, quanto as condi¢cdes térmicas especificas do primer, para garantir a
eficiéncia e especificidade na amplificagdo. Na preparagdo da Mistura de Reacao (MasterMix), a

reagdo de PCR foi preparada em um volume final de 25 pL, contendo:

e 12 pL de MasterMix GoTaq G2 Colorless (contendo a Taqg DNA polimerase, dANTPs e tampao de

reacao)
e | pL de cada primer (Forward e Reverse, concentragdo final de 0,2 pM cada)

e 9,5 uL de H20 ultrapura (para ajuste do volume)

e 1 uL de DNA gendmico (~50-100 ng/uL)Cuja reacdo final foi submetida sob as condi¢des de

amplifica¢ao no termociclador:

Etapa Temperatura Tempo Finalidade
Ativagdo da DNA polimerase e
Desnaturacio Inicial 95°C desnaturacdo completa do molde
2 minutos de DNA
Desnaturagéo 95°C 30 segundos Separagdo das fitas de DNA
Anelamento 57°C 30 segundos Hibridizagdo especifica dos
Ciclos de primers ao DNA alvo
amplificacdo Extensao 72°C 1 minuto Sintese da nova fita de DNA pela
(29 CiClOS) . : pohmerase
Extenséo final 72°C 15 minutos Complemento da sintese de todos

os fragmentos amplificados

3.5.Eletroforese em Gel de Agarose

Apo6s o fim dos ciclos da PCR, realizou-se eletroforese em gel de agarose a 1% e 2% para
verificar a qualidade dos amplicons gerados durante as ciclagens da PCR com base no tamanho do
fragmento do DNA.

Para o preparo do gel de agarose a 1%, foi adicionado 25 mL de Tampao Tris-Acetato-EDTA
(TAE) 1X com 1lg de agarose em um Erlenmeyer que foi aquecido no micro-ondas por
aproximadamente 1 minuto ou até a soluc¢do estar translucida. Em seguida, para corar o gel, foi
utilizado 3 pL de GelRed (Thermo Fisher Scientific) e a solu¢ao de agarose foi despejada a uma cuba

até a sua solidificacao.



Em um parafilm, foi adicionado 8 pL. de H2O livre de nucleases, 1 uL. de corante BlueJuice
(loading buffer), 1 uL de ladder que, apds ser homogeneizado foi depositado no primeiro poco. Nos
demais pogos, foi adicionado 3 pl.de BlueJuice e 2 pLL de DNA. Ap6s uma corrida de 100 V por 45
minutos, o gel foi analisado no transiluminador UV, no qual foi analisado a presenc¢a ¢ o padrao de
bandas.

3.6.Caridtipo por bandeamento G

O processamento das amostras de medula dssea para analise citogenética segue um protocolo
padronizado baseado no método de Chauffaille com adaptagdes propostas por Pinheiro e
colaboradores em 2009. Inicialmente, a coleta ¢ realizada em tubos estéreis contendo heparina como
anticoagulante. As amostras sdo entdo distribuidas em dois tubos Falcon de 15 mL, cada um contendo
4 mL de meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0), I mL de soro fetal bovino a 38% e 50 pL de uma
solucao antibiodtica contendo estreptomicina e penicilina.

Apds o preparo, as culturas sdo incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para permitir o
crescimento e sincronizacdo celular. Decorrido este periodo, adiciona-se 70 puL de colchicina
(Colcemid®) a cada tubo e as culturas retornam a estufa por mais 30 minutos para paralisar as células
em metafase. Em seguida, o material ¢ centrifugado e o sedimento celular ¢ ressuspenso em solugao
hipotonica de Cloreto de Potéssio (KCl) 0,075M (Fase do choque hipotonico), sendo novamente
incubado a 37°C por 20 minutos para promover o inchago celular.

O proximo passo consiste na adigdo de 0,5 mL de solucdo fixadora Carnoy (metanol:acido
acético na proporc¢ao 3:1), com homogeneizacdo cuidadosa do material. O processo de fixagdo ¢
completado com duas a trés lavagens em solu¢do Carnoy, garantindo a preservagao da morfologia
cromossomica. Para a preparacdo das laminas, uma gota da suspensdo celular ¢ depositada sobre
laminas de vidro previamente envelhecidas, técnica que favorece a adequada dispersao
cromossomica.

O bandeamento cromossdmico ¢ realizado através da técnica de tripsinizagdo seguida de
coloragcdo com corante Wright, permitindo a visualizacdo de um padrdo caracteristico de bandas em
cada cromossomo. A andlise citogenética ¢ realizada por microscopia Optica, com o objetivo de
avaliar pelo menos 20 metafases bem bandeadas para garantir uma andlise representativa. Todo o
processo ¢ conduzido em condi¢des controladas de temperatura e umidade, seguindo rigorosos
protocolos de qualidade para assegurar a confiabilidade dos resultados. Esta metodologia padronizada
possibilita a identificagdo precisa de alteracdes cromossOmicas numéricas e estruturais, sendo
fundamental para o diagndstico e acompanhamento de doengas hematologicas.

3.7.Sequenciamento pela técnica de Sanger

Para o sequenciamento pela técnica de Sanger, utilizou-se o ProDye 2.5X Master Mix e o
ProDye 5X Sequecing Buffer na preparacao do mix da reagdo realizada em duplicata. utilizando os
primers Forward e Reverse, além do DNA gendmico. Como controle positivo, utilizou-se o

plasmideo (pGEM).



ApOs vortexar os componentes para a reagdo por 5 segundos, foram adicionados em strips os
seguintes reagentes: 9 uL. de H20 ultrapura, 1 uL do primer Forward ou Reverse, 8 uL. do MasterMix
ProDye 2.5x ¢ 2 uL. de DNA. Em seguida, as strips foram homogeneizadas, seladas e transferidas
para o termociclador para a execugao do sequenciamento sob as seguintes condigdes: Inicializagdo a
96° C por 1 minuto, seguido por 25 ciclos de desnaturagao a 96°C por 10 segundos, 5 segundos a
50°C para o anelamento dos primers, 60°C por 4 minutos para o ciclo de extensdo da fita do DNA e
finalizando com um hold a 4°C. Apoés a finalizacdo da PCR, a reag¢do ¢ armazenada a -20°C para
posterior etapa de purificacao.

3.8. Purificagdo do sequenciamento Sanger

Para essa etapa, utilizou-se o kit da Wizard® MagneSil® Sequencing Reaction Clean-Up
System.

Apds homogeneizar as solugdes de beads (MagneSil® Green), foi adicionado 180 pL em cada
pogo de uma placa de 96 pogos ja contendo 20 puL de amplicon e encubado a temperatura ambiente
por 5 minutos, homogeneizando ao logo desse tempo para evitar a precipitacdo das beads. Em
seguida, com o auxilio de uma rack magnética as beads foram capturadas tornando a solugdo incolor.
Apos a captura das beads, a solucao foi cuidadosamente descartada.

Para a lavagem, as amostras foram retiradas da rack magnética utilizando 100 pL de etanol a
90%, cuja solu¢ao apdés homogeneizado foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Ao
finalizar esse tempo, a placa foi removida cuidadosamente evitando a remocao das beads. Apds a
lavagem, as beads foram deixadas secando a temperatura ambiente por 15 minutos até o etanol
evaporar completamente.

Para a elui¢do, adicionou-se 10 uLL. de Hi-Di™ Formamide as beads e homogeneizou-se por
pipetagem. A incubacado foi realizada a temperatura ambiente por 12 minutos. Em seguida, a placa
foi novamente colocada na rack magnética, € o sobrenadante contendo o DNA purificado foi
transferido para strips, garantindo que as beads permanecessem na placa. As strips foram vedadas
com tampas de silicone (Septa) e montadas no cartucho, estando prontas para o sequenciamento. Caso
ndo houvesse amostras suficientes para completar multiplos de 4, os tubos restantes foram
preenchidos com 10 pLL de Hi-Di™ Formamide, evitando a presenca de tubos vazios durante a inje¢ao
no sequenciador.

3.9. Andlise in silico do sequenciamento Sanger do FLT3

ApOs a eletroforese capilar, os arquivos de extensdo .ab1 foram inicialmente avaliados quanto
a qualidade no software BioEdit. A analise foi realizada com base na inspecdo visual dos
eletroferogramas, considerando a presenga de picos duplos, sobreposi¢cdes ou sinal fraco, o que
poderia indicar baixa qualidade de leitura ou presenca de inser¢des caracteristicas das mutagoes /7D.

As sequéncias com qualidade satisfatéria foram submetidas a alinhamento multiplo utilizando
o algoritmo ClustalW integrado ao BioEdit, com o objetivo de comparar entre si as amostras

analisadas e verificar variagdes na regido de interesse.



Posteriormente, os arquivos foram importados para o Geneious Prime, onde as regides-alvo
foram analisadas em maior detalhe. As sequéncias obtidas foram alinhadas com a sequéncia de
referéncia do gene FLT3 (NCBI Reference Sequence: NG _007066.1), permitindo identificar a
presenca e leitura compativeis com a mutagdo estudada. Por fim, as leituras compativeis foram

analisadas pelo algoritmo BLASTN (NCBI) para a comprovagdo da mutagao.



4. RESULTADO

4.1.Caracterizagdo das amostras

Para o presente estudo, foram incluidos 40 pacientes com predominio de casos de LMA
(57,5%), sendo 32,5% LMA de novo e 25% LMA secundéria, seguidos por SMD com excesso de
blastos (SMD-EB 1 e II), que representaram 45% dos casos. A média de idade foi de 70,6 anos
(variando de 32 a 94 anos), com quatro pacientes sem informag¢ao de idade registrada.

Na analise hematologica, observou-se leucopenia em 22,5% dos casos (associada
principalmente a SMD-EB), leucocitose em 17,5% (mais frequente em LMA, incluindo um caso
extremo de 110.777/uL). Quanto as plaquetas, 40% dos pacientes apresentaram trombocitopenia
(predominante em LMA secundaria), 9,5% apresentavam trombocitose e 16,7% valores normais.

A andlise citogenética revelou caridtipo normal em 47,5% dos casos, enquanto 22,5%
apresentaram alteragdes, sendo 12,5% classificados como alteragdes ndo complexas e 10% dos casos
apresentavam caridtipos complexos (=3 alteracdes). Trés pacientes (7,5%) ndo tiveram metafases
analisaveis, todos com diagndstico de SMD-EB 1.

Em relacdo a taxa de obito dos pacientes analisados, apenas 18 dos 40 possuiam esse dado
disponivel para analise. Dentre esses, 14 pacientes evoluiram para o 6bito, incluindo todos os quatro
que apresentavam cariotipo complexo. Dos cinco pacientes com alteracdes citogenéticas nao
complexas, dois vieram a dbito, enquanto cinco dos que tinham cari6tipo normal também faleceram.

E de importancia destacar que muitos pacientes ndo tinham dados disponiveis, classificados
como “Dados Nao Disponiveis (DNI)”, o que pode limitar a analise dos achados.

Tabela 4: Dados clinicos e laboratoriais da caracteriza¢do dos pacientes portadores de SMD

e LMA
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4.2.Validagao da reagdao de PCR do gene FLT3-ITD

Os resultados demonstraram amplificag¢do especifica do fragmento alvo, sem a formacao de
dimeros de primers ou produtos inespecificos, conforme verificado por eletroforese em gel de agarose
a 1%. A concentracdo de 0,2 uM para cada primer mostrou-se adequada, garantindo eficiéncia na
amplificacdo sem favorecer interacdes indesejadas entre os primers. A temperatura de anelamento de
57°C assegurou a especificidade da reag¢do, enquanto o tempo de extensdo de 1 minuto foi suficiente
para a sintese completa do fragmento.

Por fim, o protocolo demonstrou reprodutibilidade e confiabilidade, sendo validado para a
deteccdo de mutagdes FLT3-ITD em amostras clinicas, dessa forma, o método padronizado foi
considerado adequado para aplicagdo nos experimentos subsequentes deste trabalho.

4.3.Deteccao da mutagdo /7D por eletroforese em gel de agarose

A partir da eletroforese de gel de agarose, ¢ possivel visualizar o padrdo de bandas dos
amplicons da regido /7D do gene FLT3 amplificados por PCR. A muta¢do do gene FLT3-ITD,
caracteriza-se por uma mutacdo em tandem, do inglés: internal tandem duplication, no qual um
segmento do gene ¢ duplicando gerando repeticdes de sequéncias de nucleotideos. Essa alteragdo
resulta em uma sequéncia de FLT3 mais longa, que pode ser identificada no gel de agarose pela
presenca de duas bandas: uma correspondente ao alelo selvagem (aproximadamente 330 pares de
bases) e a outra de maior tamanho (maior que 330 pares de bases), representando o alelo mutado com
a insercao da ITD.

Inicialmente, foi realizado um gel de agarose a 1% para analisar os amplicons e os resultados
levantaram a suspeita de que uma das amostras (amostra de nimero 8) apresentava a mutacao /7D.
Para confirmar, a amostra em questdo foi isolada e submetida a uma nova eletroforese em gel de
agarose, desta vez a 2%, o que permite uma melhor resolu¢do para a deteccao da mutagdo. Como

mostra a Figura 3B, o resultado do segundo gel confirmou a presenca da mutacao /7D na amostra.



A)

Figura 3: Géis de cletroforese em gel de agarose dos pacientes com SMD e LMA
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Legenda Figura: analise por eletroforese em gel de agarose para detecgdo da mutagdo /7D no gene FLT3. No gel A
(1%), as amostras 1 a 13 foram analisadas, utilizando um marcador de peso molecular (100 pb a 1 kb), sem evidéncia
da mutagdo. O gel B (2%) destaca a amostra 8, onde se observa uma banda adicional de na altura préxima a 400 pb,
semelhante ao padrdo de banda da presenca da ITD.

4.4 .Cariotipo dos pacientes portadores da SMD e LMA.

A partir da citogenética classica, o caridtipo nos forneceu alteracdes cromossOmicas
especificas, como translocagoes, delecdes e aneuploidias, ndo apenas auxiliam na classificacao dessas
doencgas, mas também fornecem informagdes criticas sobre o comportamento clinico e a resposta
terapéutica.

A andlise citogenética convencional realizada nos 40 pacientes com diagnostico de SMD ou
LMA demonstrou um perfil diversificado de alteragdes cromossdmicas. Os resultados revelaram que
19 pacientes (47,5%) apresentaram cariotipo normal (46,XX ou 46,XY), enquanto 9 casos (22,5%)
exibiram alteragdes citogenéticas. Dentre estes ultimos, 5 pacientes (12,5%) mostraram alteragdes
ndo complexas, incluindo dele¢des como del(8ql4) e del(7q22), além de trissomias como a +8,
enquanto 4 casos (10%) apresentaram caridtipos complexos, caracterizados por trés ou mais
alteragdes simultaneas. Em 12 pacientes (30%) os dados citogenéticos ndo foram informados (DNI)

ou auséncia de metafases para analise.



Dentre os casos apresentados, destacou-se a amostra de nimero 8, cujo cariotipo ¢
representado na figura 4, que corresponde a uma paciente do sexo feminino, 33 anos, com diagnostico
de LMA. A investigagdo molecular por eletroforese identificou a presenca de uma banda dupla, um
grande indicativo da presenca da mutacdo FLT3-ITD. O perfil hematologico inicial revelou
leucocitose (12.000/uL), associada a trombocitose (104.000/uL), com 20% de blastos no mielograma.
A andlise citogenética complementar identificou uma translocagdo entre os cromossomos 2 e 11
[t(2;11)(p21;923)], conforme ilustrada na figura 4. Este caso apresentou evolucdo clinica
desfavoravel, culminando em obito

Figura 4: Caridtipo da paciente com translocagao entre os cromossomos 2 e 11
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Legenda da figura: Cariotipo da paciente de nimero 8, portadora da translocagdo entre os cromossomos 2
e 11. A regido “p” (abaixo do centrémero) do cromossomo 2 transloucou para a regido “q” (acima do
centromero) do cromossomo 11.



4.5.Confirmacao da mutagao FL73 por sequenciamento Sanger

Embora a eletroforese em gel de agarose seja um método eficaz para a triagem inicial da
mutagdo /7D, a confirmacdo definitiva requer abordagens mais precisas, como o sequenciamento
de Sanger. Essa necessidade surge devido as limitagdes inerentes a técnica de gel de agarose,
incluindo: resolugdo limitada para fragmentos de tamanhos similares, variabilidade na visualizagao
das bandas em func¢ao da qualidade do gel, e até mesmo impossibilidade de determinar a sequéncia
nucleotidica especifica.

O sequenciamento de Sanger, por sua vez, ¢ considerado padrao-ouro para validagcao de
mutacoes, foi empregado neste estudo para confirmar de forma definitiva a presenca da mutacao
ITD nas amostras previamente triadas por eletroforese.

4.6.Andlise in silico da mutagdo do FLT3 por sequenciamento Sanger

Os resultados da analise molecular demonstraram claramente a presenca de uma inser¢ao
gendmica na amostra analisada. O sequenciamento de Sanger (Figura 4) confirmou de forma
definitiva a existéncia de uma inser¢do de bases, evidenciada pela deteccdo de uma sequéncia
adicional que ndo esta presente em nenhum dos controles selvagens analisados. Essa regido inserida,
com tamanho compativel com o observado no gel, apresenta caracteristicas moleculares distintas
das sequéncias de referéncia.

Figura 5: Eletroferograma do sequenciamento Sanger confirmando a mutacdo FL73-ITD no paciente 1.
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Legenda da figura 5: Eletroferograma do paciente portador da mutagdo FLT3-ITD com a inser¢ao de 27 pb.
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As sequéncias flanqueadoras mantiveram perfeita identidade com o padrao selvagem,
confirmando que a alteracdo observada corresponde especificamente a uma inser¢ao na regido alvo,
podendo ser visualizada a sequéncia de interesse no BLAST com 94% de identidade com a mutagao
ITD, mostrada na figura 5. Estes achados comprovam a existéncia da muta¢do, como suspeitada
apds observar a presenga de insercdo de 27 pb (figura 6), corroborando para a confirmagdo da

muta¢do no diagnostico molecular



Figura 6: Visualizacao da sequéncia de interesse no BLAST.
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Sequence ID: OP807466.1 Length: 329 Number of Matches: 2

Range 1: 37 to 269 GenBank Graphics ¥ Next Match
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Sbjct 214 TGTCTT-TGCAGGGAAGGTACTAGGATCAGGTGCTTTTGGAAAAGTGATGAACGCAA 269

Legenda da figura: Confirmagdo da regido analisada pelo BLAST, mostrando
94% de identidade com a mutagdo do tipo /7D.

Figura 7: Regido de 27 pb inserida (Amostra 1 — Paciente portadora de ITD); Amostra WT NICBI (Gene
Referencia NCBI).
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Legen-da da figura: Comparagdo entre a regido de 27 pb inserida na Amostra 1 (Paciente portadora de ITD) e a sequéncia de
referéncia do gene (WT - NCBI). A inser¢ao esta indicada na Amostra 1, enquanto a Amostra 2 representa a sequéncia padrdo de

referéncia.



5. DISCUSSAO

A SMD ¢ uma doenga multifatorial, cuja complexa patogénese envolve recorrentes
alteracdes moleculares, status inflamatorio, dano ao DNA e alteragdes epigenéticas que colaboram
para a evolucao da doenca. A relevancia de compreender o papel das mutacdes, as consideradas
assinaturas gendmicas da mielodisplasia, € o seu impacto singular no que tange a progressao e
evolucdo clinica da doenga ¢ um dos fatores mais importante para a predicdo de progndstico,
fisiopatologia da SMD e tragar estratégias terap€uticas direcionadas (Greenberg et al., 2022).

Embora o sequenciamento de NGS seja considerado o padrao-ouro para a detec¢do de
mutagoes, sua aplicagao para mutacgdes do tipo /7D, como as que ocorrem no FLT3, apresentam
limitagdes significativas. Isso ocorre devido ao fato dessas mutagdes serem caracterizadas por
inser¢des grandes e variaveis, podendo ser e entre 3 e 400 pares de bases que ultrapassam a
capacidade de leitura ideal das plataformas de NGS, resultando em baixa sensibilidade e possiveis
falsos negativos (Kiyoi et al., 2002; Kennedy e Smith, 2020).

Além disso, um primer mal desenhado pode amplificar regides ndo-especificas ou, até
mesmo, falhar na detec¢do de duplicagdes maiores. Nesse contexto, justifica-se o uso do
sequenciamento Sanger como método mais adequado para a confirmagdo desse tipo de mutagao,
devido a sua capacidade de detectar inser¢des longas, como as do tipo /7D (Kelly et al., 2002).

As técnicas como PCR convencional seguida de eletroforese em gel de agarose a 2% sao
amplamente utilizadas na triagem inicial, pois permitem a distingao clara entre os alelos selvagens
e os mutados com base no tamanho do fragmento (Frohling et al., 2002), tal como realizado nesse
estudo, portanto, a validagao do primer ¢ uma das etapas mais importantes, pois a padronizagdo da
etapa de PCR reduz tempo, tornando o protocolo mais otimizado, permitindo a implementa¢do na
rotina de diagnostico, principalmente por se tratar de um gene que possui terapia-alvo, tornando o
acompanhamento clinico personalizado.

O presente estudo se concentra em avaliar a mutag¢do /7D no gene FLT3, um marcador ja
consolidado em leucemias agudas, mas cujo impacto na SMD ainda demanda investigagdo mais
aprofundada. Por se tratar de uma doenca de carater heterogéneo, a dualidade da proliferacao
celular ¢ um tanto paradoxal, uma vez que a SMD ¢ marcada por uma hematopoiese ineficaz com
uma proliferagdo de células sem uma diferenciacdo normal, acarretando em anemias, neutropenia
e trombocitopenia (Corey et al., 2007).

No entanto, em alguns subtipos da doenga, como em excesso de blastos (EB), a proliferacao
¢ exibida de forma hiperproliferativa, frequentemente impulsionada por mutagdes pro-
proliferativas, como muta¢ao FLT3-ITD (Kennedy e Ebert, 2017).

Apesar do FLT3-ITD niao ser totalmente elucidado na SMD, a detec¢do dessa mutacdo ¢é
importante no contexto de progressao para a LMA (Horiike et al., 1997). Um estudo dirigido por
Georgiou e colaboradores, por exemplo, dos 97 pacientes analisados, apenas trés pacientes

apresentavam a mutagdo portado SMD, e os trés evoluiram para a LMA em apenas um més



(Georgiou et al., 2006), demonstrando que a importancia do papel da mutagcao ITD como um
marcador de progressao da doenca (Pinheiro et al., 2007).

E interessante mencionar que a anélise da presenca dessa mutagdo deve estar inserida em
um contexto clonal, uma vez que a FLT3-ITD mutado, interessantemente, em modelos animais,
sugere ser capaz de originar a LMA a partir de um cenario de hematopoiese clonal preexistente,
mas nao a partir de uma hematopoiese normal (Loberg et al., 2019).

Na LMA, o FLT3 ¢ frequentemente superexpresso, € mutacdes como a FLT3-ITD estdo
associadas a mecanismos de proliferacdo celular desregulada. Essa variante ¢ encontrada em
aproximadamente 15% dos casos de LMA secundaria (Kottaridis et al., 2001), sendo reconhecida
como marcador de prognoéstico adverso, especialmente em pacientes jovens (idade < 60 anos). No
presente estudo, a identificagdo da FLT3-ITD na amostra analisada corrobora esses achados, uma
vez que a paciente, com idade inferior a 60 anos, evoluiu para obito, desfecho compativel com a
literatura, que aponta maior taxa de recidiva e menor sobrevida global nesses casos (Warrren et
al., 2012).

Em relagdo ao perfil hematologico, a leucocitose, presente em 17,5% dos casos, mostrou
forte associacdo com o diagnostico de LMA da paciente de nimero 8. Além disso, a paciente
também ¢ portadora da mutagdo FLT3-ITD, sugerindo um quadro clinicamente mais agressivo,
como descrito na literatura. A leucocitose, segundo Daver et al, 2019, pode indicar uma ativacao
concomitante de vias de sinalizagdo proliferativas, como as cascatas STATS e MAPK,
frequentemente hiperativadas em casos de FLT3-ITD, sendo um sinal da doenga mieloproliferativa
se mostrando mais agressiva.

Além disso, o papel do caridtipo no diagndstico e na predicdo de progndstico ¢
inquestionavel. Na analise global, os cariotipos complexos (10% dos casos) apresentaram
mortalidade de 100%. A paciente com diagndstico de LMA, amostra de nimero 8, também ¢é
portadora da a translocagdo t(2;11)(p21;923), conferindo maior complexidade.

Embora translocacdes envolvendo 11g23 sejam associadas a LMA, sua associagdo com o
cromossomo 2 ¢ menos frequente (Meyer et al., 2018). Com isso, estudos sugerem que essas
alteragdes citogenéticas raras podem contribuir para uma instabilidade genomica, levando a
progressao da doenga e conferindo um perfil mais agressivo a doenca (Papaemmanuil et al., 2016),
o que pode justificar a rapida evolucdo para o 6bito da paciente.

O impacto do prognostico de muitos marcadores depende do contexto, uma vez que o efeito
de uma determinada anormalidade normalmente depende da presenca ou auséncia de outras
(Dohner et al., 2017), sendo, portanto, uma andlise que envolve multiplos parametros. Nesse
sentido, observar somente a presen¢a da mutagdo FLT3-ITD, por si s6 no contexto da LMA, por
ser um dos genes mais mutados na doenca, ¢ importante devido ao seu impacto no que tange o

fator de prognostico, mas ndo deve ser o unico viés a ser analisado.



As mutagdes no gene NPM1 na LMA, por exemplo, confere um progndstico favoravel aos
pacientes, mas quando combinada com a mutag¢ao FLT3-ITD o prognostico e sobrevida do paciente

muda para desfavoravel, comparando com pacientes com outras mutagdes (Metzeler et al., 2016).



6. CONCLUSAO

Em sintese, a SMD representa um desafio diagnostico e terapéutico devido a sua natureza
complexa e heterogénea, onde alteragdes moleculares como a FLT3-ITD desempenham papel
crucial na progressao para LMA, especialmente nos subtipos EB1/EB2. Nossos resultados destacam
a viabilidade de um protocolo diagnéstico em duas etapas: triagem inicial por PCR convencional
com eletroforese em gel de agarose a 2%, capaz de detectar alteragdes no tamanho dos fragmentos,
e confirmagao por sequenciamento de Sanger, que em nosso estudo permitiu a identificagdo precisa
de uma ITD de 27 pb.

Este enfoque mostrou-se particularmente valioso no caso analisado, onde a coexisténcia da
FLT3-ITD com a translocacdo t(2;11)(p21;923), uma alteragdo citogenética rara associada a
instabilidade genomica que se relaciona com a evolugdo clinica agressiva e desfecho fatal,
reforcando a importancia da anélise integrada de marcadores moleculares e citogenéticos.

A deteccao confiavel da FLT3-ITD, embora desafiadora pelas limitagdes técnicas do NGS
em identificar grandes inser¢des, mostrou-se fundamental para orientar a estratificagdo de risco
conforme diretrizes atuais (ELN 2022) que incluem: identificar candidatos a terapia-alvo com
inibidores de FLT3 e permitir o monitoramento sensivel de doenga residual. O protocolo validado
nesse estudo oferece uma alternativa robusta e economicamente viavel para laboratdrios clinicos,

preenchendo uma lacuna importante no manejo de pacientes com SMD de alto risco e LMA.
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