FLT3-ITD na leucemia mieloide aguda:
como calcular?
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I N I RO D U AO E N E . Figura 6. Pacientes com quantificacdes de FLT3-ITD intermediaria
E 03 . E : ° (~0,4-0,7) podem ser classificados em grupos de risco diferentes
o ‘T ° devido tanto ao modelo matematico ou molécula escolhida. Exemplos
8 8 de quantificag¢ao realizada em DNA (preto) e cDNA (azul), calculada por
. : . . . : : ~ . : o~ , S S CA da) e FA (direita). (A) E lod iente classificad

FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) é um receptor tirosina quinase envolvido na regulacdo do crescimento e da diferenciacio dascélulas € « < (esquerda) e FA (direita). (A) Exemplo de paciente classificado como
o - A _ . . o _ _ _ - 5 5 baixa quantificacdao de FLT3-ITD em qualquer modelo descrito na
hematopoéticas. Mutacdes nesse gene tém sido relacionadas a um pior prognostico nos pacientes com leucemia mieloide aguda g, g, literatura. (B) Exemplo de paciente classificado como alta quantificaco
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(LMA). A mutagdo mais frequente em FLT3 consiste em duplicagdes em tandem da regido codificante do dominio justamembrana de FLT3-ITD em qualquer modelo descrito na literatura, apesar da
. , . . . . . ~ . diferengca entre os valores obtidos. (C) Exemplo de paciente com
(FLT3-ITD), assim a proteina permanece ativa constitutivamente e estimula a proliferacao celular. Em 2017, a European Leukemia Net (C) (D) ® ona @ o quantificacio intermedidria de FLT3-ITD, este exemplo mostra que
(ELN) incluiu FLT3-ITD na estratificacao de risco da LMA de acordo com a carga alélica. Segundo essas diretrizes, pacientes com alta - = dependendo do modelo matematico adotado o paciente seria
carga de FLT3-ITD associada a NPM1 selvagem tém progndstico adverso, pacientes com baixa carga de FLT3-ITD e NPM1 mutadotém & S ) Class'f'caddodcorz.? altf Y ba'za guazt'gade de FLTi'ITD’
o ) . ] ) . ) ) ] N o o correspondendo a diferentes grupos de risco da doenga, enquanto que
prognostico favoravel. Atualmente, nao ha uma metodologia-padrao adotada internacionalmente para determinacao da carga o - S o 2 escolha entre cDNA e DNA ndo tem efeito. (D) Exemplo de paciente
alélica (Tabela 1). Neste estudo, comparamos duas técnicas de quantificacao de FLT3-ITD, dois modelos matematicos e dois valores g 8 com quantificagdo intermedidria, classificado em grupos de risco
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EA = s altura do(s) pico(s) mutado (s) Tabela 1. Critérios de quantificacdo de FLT3-ITD na literatura
> alturas do(s) pico(s) mutados e selvagens Autor Metodologia | Modelo matematico | Valor de corte
FA DNA, CA cDNA FACDNA @ CADNA
European Leukemia Net DNA CA 0.5 1s
L
CA = > altura do(s) pico(s) mutado (s) David G.J Cucchi et al. RNA CA 0.5

altura do pico selvagem Prajwal C. Boddu et al. DNA CA 0.5 Figura 7. A quantificacdo obtida pelo modelo CA, em geral, é maior que os
_ ) ° resultados gerados por FA, entretanto a relagao entre os modelos nao é
Figura 1. Equacdes da frequéncia alélica (FA) e carga alélica (CA). David Grimwade et al. DNA FA 0.5 o constante. Modelo grafico para visualizagao da diferenga entre os modelos
Christian Thiede et al. DNA FA 0.7 E . ° ® materT\ético de FA (amarelo e laranja) e CA (ciano e azul escuro) par§ DNA
e ® . (laranja e azul escuro) e cDNA (amarelo e ciano) para cada um dos pacientes
™ ° ¢ . T e N o positivos (P1 a P25). No eixo y estdao os valores obtidos pela quantificacao
o . . ¢ o em cada métodos e no eixo x, estdao ordenados cada um dos 25
O Bj E I IVO ﬁ 05 . pacientes.*Para melhor visualizacao da diferenca entre a maioria dos
:‘JE o ® o o pontos, a escala do eixo y foi limitada a 1,5, assim, os seguintes pontos de
° : . ° quantificacdo acima de 1.5 ndo estdao no grafico: paciente 5 (CA cDNA =
© ° o 6.64); paciente 9 (CA DNA=2.97 e CA cDNA = 1.88); paciente 20 ( CA cDNA=

Estabelecer a linearidade, reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade dos métodos descritos na literatura para quantificacdo de ° *  l8d)epaciente24(CADNA=3.20).
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FLT3-ITD e verificar qual modelo de calculo se correlaciona com o seu desfecho clinico do paciente.
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Figura 2. Fluxo de analise de FLT3-ITD dos pacientes com LMA diagnosticados pelo CEMO-INCA entre janeiro de 2004 e margo de 2018. O DNA e o RNA foram extraidos a partir de 5 —~ Alto 0,5 FA DNA — Baixo 0.7 CA DNA _ —= gﬂ? 0'; ?E:DEAA _ — Alto 0.5 FA cDNA
ml medula dssea ou 20 ml de sangue periférico. As hemacias do material foram lisadas e preparadas para a extracdao de DNA ou RNA. A amplificacao de FLT3-ITD foi realizada por dois =100 —~ Baix0 0,5 FA DNA < 100- %m- axo s cDN %‘- 1004 —— Baixo 0,5 FA cDNA
PCR especificos para o DNA ou o cDNA. Apenas as corridas que tenham sido aprovadas no critério de qualidade do marcador de peso molecular e também que apresentaram picos -'-; § E % h
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NB4 Figura 8. Dados preliminares indicam que a sobrevida entre pacientes classificados Figura 9. Dados preliminares indicam que a sobrevida entre pacientes classificados
(FLT3-ITD com alta ou baixa quantidade de FLT3-ITD no DNA em cada um dos modelos é com alta ou baixa quantidade de FLT3-ITD no cDNA varia de acordo com cada um dos
Neg) Diluigio Extracao Sintese PCR Analise de semelhante, exceto nos grupos classificados por FA e com corte em 0,7. Curva Kaplan- modelos. Curva Kaplan-Meyer construida de acordo com a sobrevida (dias) ou a data
NB4/MOLM-13 RMNA cDNA FLT3-ITD Fragmentos Meyer construida de acordo com a sobrevida (dias) ou a data da ultima consulta. N total da ultima consulta. Esses dados preliminares indicam que o ponto de corte 0,7, tanto
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Figura 3. Esquema da padronizagao da metodologia. Os PCRs foram padronizados com base em curva padrao de uma linhagem celular positiva para FLT3-ITD (MOLM-13) em uma CO N C LU S O E S PA RC I A I S

linhagem negativa para FLT3-ITD (NB4). As curvas foram feitas através da diluicao das linhagens nas seguintes proporcdes 0%, 10%, 40%, 50%, 60% 75%, 95% e 100% de MOLM-13
num total de 8 milhdes de células para cada ponto. As células foram diluidas no reagente Trizol, do qual foi extraido tanto o DNA quanto o RNA. O RNA extraido foi quantificado e
convertido a cDNA. O DNA foi utilizado para a padronizagao do PCR a partir do DNA e o cDNA foi utilizado para padronizar o outro PCR.

Nesta etapa do trabalho, foi possivel concluir que:

1) tanto a curva-padrao a partir do DNA quanto a do cDNA para quantificacdo de FLT3-ITD por frequéncia alélica e carga alélica

R ES U LTA D OS apresentaram baixa variagao intra ou inter experimental;
2)

a frequéncia de pacientes positivos para FLT3-ITD numa coorte de 224 pacientes foi de 21,43%, que é proxima a proporcao de
pacientes positivos em estudos internacionais;

Tabela 2. Caracteristicas da coorte de pacientes . ] oo
3) enqguanto o PCR por DNA apresentou-se linear e correlacionado com os valores esperados, o PCR por cDNA mostrou-se nao linear,
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s Curva-padréo de MOLM-13 em NB4 (DNA) 4) apesar dos valores, em geral, serem mais altos quando calculados por CA, a diferenca entre as quantificacdes de FLT3-ITD obtidas
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g (N) 5 7 o5 ara aduplicacdo e linhagens celulares mieloides que também n3o expressam o gene;
Amostras FLT3-ITD 5 = 21 o 04
mosiras - que nao N TH | TS . . . ’ . - . . o pe ~
expressaram FLT3 ou FLT3TD (N) | ©:69% (79) ﬂ-; | | | | : | 7) Curvas de sobrevida preliminares construidas apenas com pacientes positivos tratados no INCA indicam que a classificacao dos
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‘ esperado, nos dois modelos de calculo FA e CA. Foram construidas duas curvas de diluicdao entre linhagem
’ positiva para FLT3-ITD (MOLM-13) e negativa para FLT3-ITD (NB4) para os seguintes pontos 0%, 10%, 40%,
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DNA e RNA, posteriormente convertido a cDNA. A linhagem NB4 possui um cariotipo polipléide com, dentre (abstract 2334). Blood, 2002, vol. 99,n0 12, p. 4326-4335.
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curva-padrao de DNA foi construida a partir de trés experimentos independentes, cada um em triplicata. As
guantificacOes geradas a partir de FA (A) e de CA (B) foram lineares (R2 de 0,9843 e 0,9985, respectivamente)
e o desvio padrao variou de 0,003 a 0,128. A curva-padrao de cDNA também foi construida a partir de trés
experimentos independentes, cada um em triplicata. Entretanto, apesar do baixo desvio padrao entre as
replicatas e os experimentos (0,0026 a 0,3177) nao houve correlacdo entre a quantificacdo esperada nem por
Nado-mutado Mutado FA (C), nem por CA (D) (R2 de 0,5083 e 0,3981, respectivamente).
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Figura 4. Tanto o PCR para DNA quanto para o cDNA apresentam

amplificacao especifica, sem ruido ou stutter. O pico mutado pode variar de PATR I A AMA DA

3 a 400 pares de bases adicionais ao tamanho do pico ndo-mutado. (A)

Eletroferograma de amostras de DNA. Pico nao-mutado na posi¢cao 329.9 e ' N\ SUS ‘% MIN |STER|O BJA B RAS I L
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pico mutado na posicdao 350.2. (B) Eletroferograma de amostras de cDNA. NCA SAGDE GOVERNO FEDERAL
Pico nao-mutado na posicao 366.0 e pico mutado na posi¢ao 386.0.



