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RESUMO 

 

Introdução: A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma doença hematológica, heterogênea, 

que se desenvolve na medula óssea a partir de alterações genéticas e epigenéticas nos 

precursores hematopoiético, resultando na proliferação clonal de células blásticas da linhagem 

mieloide. Alterações no gene FMS- Like Tirosina quinase 3 (FLT3), como duplicação interna 

em tandem (FLT3-ITD) e variante no códon D835 são relatadas com frequência de 30% e 10% 

dos casos, respectivamente. Essas variantes são relacionadas a baixa sobrevida e risco de 

recaída. Entretanto, dados sobre outras alterações no gene FLT3 são pouco relatadas. Objetivo: 

Este estudo teve como objetivo avaliar variantes no FLT3 em pacientes com LMA atendidos na 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. Metodologia: Foram 

avaliados 36 pacientes com diagnóstico de LMA de ambos os gêneros com idade entre 18-92 

anos. Amostras de medula óssea foram coletadas e a identificação de alterações no gene FLT3 

foi realizada pelo sequenciamento de Sanger. Resultados: Diferentes variantes do gene FLT3 

foram identificadas, total de 26 variantes em 18 pacientes. Variantes tipo missense foram 

encontradas nos domínios funcionais, como 6 (23,1%) extracelular (EC), 3 (11,5%) 

transmembranar (TM), 1 (3,9%) justamembranar (JM), 5 (19,2%) no domínio tirosina quinase 

I (TKD1) e 4 (15,4%) domínio tirosina quinase II (TKD2). FLT3-ITD foram identificadas 3 

(11,5%) no domínio JM e 4 no TKD1 (15,4%).  As variantes classificadas como patogênicas 

foram 19 (73,1%) com frequência alélica das variantes (VAF) de 11-62,5%. Variantes tipo 

missense foram relacionadas com intensa plaquetopenia (p=0,038) e aumento de blastos no 

sangue periférico (p=0,014). Maiores concentrações de hemoglobina foram observadas em 

pacientes com FLT3-ITD (p=0,049). A presença de variante no gene FLT3 pode ser identificada 

em paciente com LMA secundária e na recaída, como abordado em relato de 4 casos, portanto 

a maioria foram identificados em LMA novo (75%). Conclusão: Este estudo destaca a 

ocorrência de diferentes variantes patogênica no gene FLT3 em pacientes com LMA, as 

variantes missense como mais prevalentes e estão relacionadas com alterações hematológicas, 

destacando a importância do rastreio de variantes no gene FLT3. 

 

 

Palavras Chaves:  Leucemia Mieloide Aguda, FLT3, Duplicação Interna em Tandem, 

Inibidores do FLT3, variantes missense. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Acute myeloid leukemia (AML) is a disease heterogeneous hematological, 

which develops in the bone marrow after genetic and epigenetic changes in hematopoietic 

precursors, resulting in the clonal proliferation of blast cells of the myeloid lineage. Variations 

in the FMS-Like Tyrosine kinase 3 (FLT3) gene, as internal tandem duplication (FLT3-ITD) 

and variant in the D835 codon are reported frequently 30% and 10% of the cases, respectively. 

These mutations are associated with poor survival and risk of relapse. However, data on other 

variants in the FLT3 exome are not reported. Objective: This study aimed to evaluate variants 

in FLT3 in patients with AML treated at the Fundação Hospitalar de Hematologia e 

Hemoterapia do Amazonas. Methodology: Were evaluated 36 patients diagnosed with AML 

of both genders and aged between 18-92. Bone marrow samples were collected and 

identification of FLT3 exome variants was performed by Sanger sequencing. Results: Different 

FLT3 gene variants were identified, total of 26 variants in 18 patients. Missense variants were 

found in functional domains, as 6 (23.1%) extracellular (EC), 3 (11.5%) transmembrane (TM), 

1 (3.9%) juxtamembrane (JM), 5 (19.2%) in the tyrosine kinase I domain (TKD1) and 4 (15.4%) 

tyrosine kinase II domain (TKD2). FLT3-ITD variants were identified 3 (11.5%) in the JM 

domain and 4 in TKD1 (15.4%). The allele frequency (VAF) of pathogenic variants ranged 

from 11-62.5%. Missense variants were related with intense thrombocytopenia (p=0.038) and 

increased blasts in peripheral blood (p=0.014). Higher hemoglobin values were observed in 

patients with FLT3-ITD (p=0.049). The presence of a variant in the FLT3 gene can be identified 

in patients with secondary AML and in relapse, as discussed in a report of 4 cases, therefore the 

majority were identified in new AML (75%). Conclusion: This study highlights the occurrence 

of different potentially pathogenic variants in the FLT3 gene in patients with AML, the 

missense variants as most prevalent and related with hematological changes, highlighting the 

importance of screening variants in the FLT3 exome.  

 

Keywords: Acute Myeloid Leukemia, FLT3, Internal Tandem Duplication, FLT3 Inhibitors, 

missense variants. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A leucemia é um grupo de doenças onco-hematológica que se desenvolve na 

medula óssea, caracterizada pelo aumento no número de glóbulos brancos anormais  

prejudicando proliferação, diferenciação, apoptose das células hematopoiética.1,2 São 

descritos mais de 12 tipos de leucemias  clinicamente heterogêneas e sua classificação 

baseia-se no tipo de linhagem celular afetada, sendo as quatros principais subdivididas em 

aguda ou crônica e, em mieloide ou linfoide: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia 

mieloide crônica (LMC), leucemia linfocítica aguda (LLA) e leucemia linfocítica crônica 

(LLC).1,3 

A LMA ocorre com maior frequência em adultos com idade superior a 65 anos, 

enquanto a LLA é mais incidente na faixa etária pediátrica, menores de 15 anos.4   

O processo de malignidade da LMA está relacionado com a diversidade de 

alterações genéticas e epigenéticas nos percursores mieloides, ocasionando desregulação e 

desenvolvimento anormal dos componentes sanguíneos. 5,6 

 Alterações cromossômicas numéricas e estruturais são alterações citogenéticas 

presentes em mais da metade dos casos de LMA.6 Entretanto,  uma média de 45% dos 

pacientes com LMA estão associados ao cariótipo sem anormalidades citogenéticas, 

evidenciando que outros fatores contribuem para o desenvolvimento das leucemias 

mieloides agudas, como alterações em os genes que participam na regulação de vias 

intracelulares de transdução de sinais de apoptose e proliferação.7 

Anormalidades moleculares recorrente, como no gene FMS-like tirosina quinase 3 

(FLT3), é detectada em aproximadamente 30% dos pacientes de LMA. 7  O FLT3 é um 

receptor de tirosina quinase expresso nas células hematopoiéticas, conferindo vantagens 

proliferativas e de sobrevivência.7 São descritos duas principais alterações: duplicação 

interna em tandem (FLT3 - ITD) e variantes no domínio tirosina quinase (FLT3 – TKD).7 

Essa alteração no FLT3 ativam constitutivamente os receptores aumentando a proliferação 

e diminuição da apoptose, e caracteriza um prognóstico desfavorável com maior risco de 

recaída e menor sobrevida. 7 

Para o tratamento da LMA as principais terapias disponíveis são baseadas em 

quimioterápicos que possuem altos índices de toxicidades e riscos elevados, e atualmente, 

vários inibidores direcionados ao FLT3 foram desenvolvidos e oferecem novas opções 

terapêuticas para pacientes com  variantes do FLT3.8  Em média,  57% dos pacientes 

recidivam e ou se mostra refratário ao primeiro ciclo de  tratamento, tornando o prognóstico 
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ruim, com uma sobrevida  média de  12 meses em cerca de 30% desses pacientes.9 O FLT3 

é um importante biomarcador de prognóstico  e terapêutico recomendada pela Diretriz 

Internacional European Leukemia Net (ELN), revisada recentemente em 2022, e classifica 

o paciente no gripo de risco intermediário10  

Considerando que anormalidades genéticas têm significado importante para a 

conduta terapêutica e que alterações no FLT3 estão associados ao prognóstico e desfecho 

clínico dos pacientes com LMA, esse estudo visa identificar possíveis variantes genéticas 

no FLT3, assim como a frequência alélica das variantes e associar com dados 

clínicos/laboratorial dos pacientes com LMA diagnosticados na Fundação HEMOAM.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Leucemia Mieloide Aguda: Definição e Epidemiologia 

 

A leucemia mieloide aguda (LMA) é um câncer hematopoiético de origem clonal 

maligno, caracterizada por acúmulo de blastos altamente proliferativos, com consequente 

interrupção na diferenciação maturativa dos precursores mieloides imaturos que iniciam na 

medula óssea e migram para o sangue periférico. 4,11,12 Menos frequente, mas 

potencialmente grave na LMA, as alterações extra medulares são: infiltrações de células 

leucêmicas em outros sistemas e órgãos, e pode acometer a pele, mucosa gengival, outros 

tecidos moles, fígado (hepatomegalia), baço (esplenomegalia) e no sistema nervoso central 

manifestando cefaleia, sintomas auditivos ou visuais e estado mental alterado.13,14 

A estimativa mundial aponta a ocorrência de 475 mil casos novos de leucemias no 

ano de 2020, representando 2,5% entre todos os canceres existentes. A leucemia é a décima 

neoplasia mais incidentes no homem, e foram registrados 270 mil casos em 2020, com 

risco estimado de 6,3 casos/100 mil homens. Nas mulheres, foram 205 mil casos novos 

com  taxa de incidência de 4,5 casos/100 mil mulheres, ocupando a décima segunda 

posição.3,15  

No estudo realizado por Miranda Filho e colaboradores,16 foi avaliado a  incidência 

mundial das leucemias nos cinco continentes nos anos de 2003 a 2012, utilizando os dados 

registrados pelo Cancer Incidence in Five Continents Volume X (CI5-X) e na International 

Agency for Research on Cancer (IARC), e demonstrou elevadas taxas de incidência da 

doença em países com Índice de Desenvolvimento Humano (IDH) alto, como Canadá 

(9,5/100.000), Austrália (9,4/100.000), Irlanda (9,4/100.000), Nova Zelândia 

(11,3/100.000), América do Norte (10,5/100.000) e Europa Ocidental (9,6/100.000); 

enquanto em países com o IDH muito baixo, como África Ocidental (1,4 por 100.000) e 

África Central (2,6 por 100.000) a incidência foi muito baixa (Figura 1).16  Essa 

discrepância geográfica pode ser parcialmente conferida às condições de acesso ao sistema 

de saúde e diagnóstico diferencial disponíveis entres os diferentes países, outros fatores 

etiológicos incluindo interações ambientais e genéticos também podem influenciar nessas 

variações .16  

A LMA é a leucemia aguda mais prevalente em adultos (cerca de 80%), e em 

relação a faixa etária pediátrica menor de 15 anos, representando 15% a 20%. A incidência 

para todos os tipos de leucemia é maior em homens do que entre as mulheres, e em pessoas 
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idosas com idade ao diagnóstico acima de 65 anos. 1 Com o aumento da idade, as 

anormalidades citogenéticas são mais frequentes, desfavorecendo o prognóstico com o 

tratamento padrão e com desfechos piores nessa faixa etária.11,17 

Figura 1 - Incidência mundial de LMA/100.000 habitantes referente ano de 2003 a 2012.  

Fonte: Miranda Filho e colaboradores,2016..  **IDH (Índice de Desenvolvimento Humano). 

 

Nos Estados Unidos da América (EUA) foram estimados em 2019 cerca de 21.450 

casos novos de LMA (1,2% de todos os tipos de câncer) frequentemente com incidência 

maior na faixa etária mais elevada: 25,1% em adultos com 65 a 74 anos e 33,7% em adultos 

acima de 75 anos. A sobrevida de cinco anos foi de 28,3%, e estimativa de 10.920 óbitos  

por LMA em 2019, com taxa de morte maior na faixa etária acima de 75 anos (43,7%).18 

A incidência de LMA no Brasil é desconhecida, e o Instituto Nacional de Câncer 

(INCA) descreve dados referente as leucemias de modo geral. A estimativa de casos de 

leucemias para cada ano do triênio de 2023-2025, corresponde a 11.540 novos casos, com 

incidência estimada de 5,33/100 mil habitantes (Tabela 1). A incidência de LMA Os dados 

informados pelo instituto são infelizmente de casos geral das leucemias agudas e crônicas. 

15Os casos de leucemias por regiões do Brasil estão descritos na tabela 1.15 

Tabela 1 – Estimativas de novos casos e taxas brutas de incidência por 100 mil habitantes 

no Brasil.  

Estimativas de Novos Casos para ano de 2023  

Leucemias Homens Mulher Total 

Casos Taxa Bruta Casos Taxa bruta Total Taxa bruta 

Região Norte 440 4,53 350 3,64 790 4,08 

Região Nordeste 1.770 6,23 1530 5,08 3.300 5,64 

Região Sul 1.100 7,28 1.090 6,97 2.190 7,12 

Região Sudeste 2.580 5,83 2.030 4,36 4.610 5,08 

Região centro- Oeste 360 4,29 290 3,27 650 3,78 

Brasil 6.250 5,9 5.290 4,78 11.540 5,33 

Fonte: INCA.2023 15 
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Dados sobre incidência de leucemias por regiões brasileiras é bastante 

diversificados e aponta a região Norte com a quarta maior incidência de leucemia, em 

homens com risco estimados 4,53/100 mil habitantes e  em mulheres de 3,64/100 

habitantes.15 

Em 2017 no Brasil, a mortalidade de todas as formas de leucemia, resultou em 6.788 

óbitos.3 Entre os anos de 2008 e 2017 houve um aumento de 23% no número de óbitos e a 

faixa etária acima de 50 anos como a mais prevalente.19 Em 2020  ocorreram 6.738 óbitos 

por leucemia no Brasil com estimativa de 6,73 por 100 mil habitantes, e em homens  3.703 

óbitos (3,58/100 mil) e mulheres 3.035 óbitos (2,80/100 mil).15 

Em estudo retrospectivo realizado no Amazonas, no centro de referência para 

tratamento dessas neoplasias (HEMOAM), identificou-se entre os anos de 2005 a 2015 um 

total de 266 casos de LMA novo  com uma média aproximadamente de 20-30 novos casos 

por ano, e cerca de 50% dos pacientes evoluíram ao óbito em até dois anos após o 

diagnóstico.20  

A etiologia da LMA é bastante diversificada e multifatorial, envolvendo fatores 

ambientais, como exposição à agentes tóxicos; aspectos genéticos e epigenéticos, tais como 

aquisição de mutações e/ou alterações cromossômicas e  alterações no mecanismo de 

metilação do DNA e/ou acetilação das histonas, respectivamente.21,22 Outros fatores 

associados aos riscos predisponentes desta doença são: agentes que danificam o DNA, 

como benzeno (presente na gasolina e indústria química), uso de álcool, fumaça de cigarro, 

exposição a herbicidas, pesticidas, radiação, quimioterapia citotóxica  como os agentes 

alquilantes (clorambucil, ciclofosfamida e melfalano), agentes inibidores da topoisomerase 

II (etoposideo, mitoxantrona e antraciclina), e doenças como síndrome de Down entre 

outras desordens genéticas (síndrome de Klinefelter, anemia de Fanconi).3,4,11  

Essa neoplasia pode ser referida como LMA primária (ou de novo), quando não há 

conhecimento do desencadeamento da doença ou LMA secundária (LMAs), ocasionado 

após exposição a agentes citotóxicos ou ao agravamento de outras neoplasias predisposta, 

como nas mieloproliferativa (NMP) (Policitemia Vera - PV, Trombocitemia Essencial - 

TE, Leucemia Mieloide Crônica  - LMC) ou neoplasias mielodisplásicas (SMD).21 

Aproximadamente 10 a 15% dos pacientes com diagnóstico de LMA tem o 

desenvolvimento da doença relacionado exposição prévia a quimioterápicos citotóxicos ou 

radioterapia que potencialmente induz dano na produção de células hematopoiéticas. 23,24 
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2.2. Fisiopatologia da Leucemia Mieloide Aguda  

 

O desenvolvimento inicial da leucemia ocorre pelo surgimento de alterações 

genéticas e epigenéticas, resultando na transformação das células troncos hematopoiéticas 

(HSCs)25 em célula clonal maligna.26 Algumas mutações iniciais presente nas HSCs 

caracterizam um estado pré-leucêmico, e alterações no microambiente medular, como 

aumento da biodisponibilidade de ligante de crescimento e citocinas inflamatórias 

contribuem para a expansão clonal das células leucêmicas.27 As HSCs normais e mutadas 

apresentam aptidão competitiva e diferenciada diante da pressão seletiva, tornando as 

HSCs mutadas mais geneticamente heterogêneas e estimulando a progressão de clones de 

HSCs pré-leucêmicos.27  Aquisições de mutações adicionais nas HSCs pré-leucêmicas dão 

origem as células troncos leucêmicas (LSC)27 e consequente formação de blastos 

leucêmicos indiferenciados transformando-se em LMA.28 A recaída após o tratamento 

quimioterápico é um processo frequente na LMA, ocorrendo em aproximadamente 40 a 

50% nos jovens e maioria dos idosos8, destacando a possibilidade de existência de clones 

de  HSCs pré-leucêmicos  resistentes, que adquiriam outras mutações ao invés de LSC que 

sobreviveram ao tratamento  permitido o restabelecimento da leucemia (Figura 2).27  

 

   

   

 

 

 

Figura 2 - Formação da Leucemia Mieloide Aguda. a) Fase de iniciação: mutações iniciadoras nas HSCs. b) 

Fase pré-leucêmica: HSCs transformadas em estado pré-leucêmica c) Fase leucêmica: mutações adicionais 

a) Iniciação b) Pré-Leucemia c) Leucemia 

d) Recaída 
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transformadas em LSCs. d) Fase de recaída: HSCs pré-leucêmicas resistente e aquisição de outras mutações. 

Fonte: Masayuki, et al. 27 

 

Algumas mutações nas HSCs estão associadas ao aumento da renovação celular ou 

inibição da diferenciação progenitora, ocasionando a proliferação aumentada de células 

sanguíneas maduras nas NMPs, ou displasia e citopenias de células sanguíneas, como na 

SMD respectivamente.27 Aquisição de outras mutações condutoras nessas patologias pode 

resultar em posterior transformação leucêmica (Figura 3).27 

 

Figura 3 -  Desregulação das propriedades de HSC durante o surgimento de LSC e desenvolvimento de 

leucemia.  Mutações associadas a formação da Leucemia Mieloide Aguda. Fonte: Masayuki 27 

 

A incidência da leucemia eleva-se com o avançar da idade 26,29. Mutações somáticas 

nas HSCs são encontradas no processo de envelhecimento, principalmente em indivíduos 

acima de 60 anos26 sem doenças hematológicas. Em estudo realizado por Siddhartha e 

colaboradores, avaliou a frequência de mutações somáticas associadas com a leucemia em 

indivíduos saudáveis, e foram  descritas mutações em 5,6% dos idosos com 60 a 69 anos; 

9,5% em 70 a 79 anos; 11,7%  em  80 a 89 e 18,4%  acima de 90 anos e raramente em 

individuo abaixo de 40 anos.26  São alterações clonais relacionada a idade (ARCH) que não 

comprometem a formação das células sanguíneas maduras, mas em contrapartida estão 

associadas a um risco aumentado na incidência de transformação em LMA (Figura 3).27  
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Alterações nos genes DNMT3A, TET2, IDH1 e ASLX1 são recorrentes em pacientes 

com LMA e surgem no início da evolução clonal estabelecendo sua identidade como HSCs 

pré-leucêmica.30,31 A permanência destas alterações na medula óssea, foram encontradas 

em pacientes com LMA em remissão, caracterizando um perfil de resistência à terapia e 

tornando um potencial reservatório para posterior progressão leucêmica.31,32 

 

2.3. Manifestações Clínicas da LMA  

 

A doença apresenta-se com um quadro de insuficiência hematopoiética e uma 

implicação na formação dos componentes sanguíneos maduros como as hemácias, 

plaquetas e leucócitos.5,33   

Sintomas como fraqueza, fadiga e falta de ar aos pequenos esforços são frequentes, 

devido a diminuição da produção de hemácias. São observados em cerca de 50% dos casos: 

sangramentos nas mucosas, hemorragias, hematomas e epistaxe em consequente da 

plaquetopenia.  Febre, infecções graves/ recorrentes de etiologia bacteriana, fúngica ou 

viral são frequentes e podem evoluir rapidamente, sendo potencialmente fatal por causa da 

diminuição dos leucócitos maduros.  Outras manifestações inespecíficas como perda de 

peso e apetite, dores ósseas ou articulares são queixas observadas. A doença tem progressão 

rápida podendo levar a óbito em dias, semanas ou meses caso não seja adequadamente 

tratada. 4,5,13  

É uma doença clinicamente heterogênea tendo como características as variações 

genéticas, moleculares e diversas anormalidades cromossômicas, contribuindo para 

estratificação de risco e manejo clínico que influenciam nas respostas farmacológicas e 

sobrevivência pós-tratamento. 11  

 

2.4. Classificação da LMA 

 

O sistema de classificação da LMA é apresentado a partir de diversos avanços nos 

métodos diagnósticos e dividida em diferentes subtipos com características cromossômicas 

e variações gênicas pontuais.  A classificação da LMA baseia-se frequentemente em dois 

sistemas: o sistema de estadiamento FAB (Franco-Americano-Britânico) e o sistema da 

Organização Mundial da Saúde (OMS). O sistema FAB fundamenta-se nas características 

morfológicas e citoquímicas, sendo dividida em oito subgrupos de M0 a M7 e classificadas 

de acordo com o desenvolvimento celular. 11,34 
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As formas imaturas dos glóbulos brancos compreendem os subtipos M0 ao M5. O 

subtipo M6 está associado a imaturidade das células eritroide e M7 na imaturidade das 

células que formam as plaquetas. As descrições dos antígenos marcadores que auxiliam na 

classificação e estão descritos conforme o quadro 1 abaixo. 34 

Nas últimas décadas a classificação da LMA tem sido constantemente atualizada, de 

uma classificação baseada na morfologia exclusiva para uma modificação mais 

fundamentada com base na genética molecular, e as alterações citogenéticas e moleculares 

representadas recentemente são as mais utilizadas.35,36 

Quadro 1 - Classificação Franco-Americano-Britânico das leucemias mieloides aguda.  

    Classificação Franco-Americano-Britânico (FAB) e Marcadores Imunofenotípico 

Subtipo Nome Marcadores e Características 

   

M0 Leucemia mieloblástica aguda 

indiferenciada 

Pelo menos 1 marcador: CD13, CD33, CD11b 

M1 Leucemia mieloblástica aguda com 

maturação celular mínima 

Pelo menos 3 marcadores: CD13, CD33, CD34, 

CD117, CD4, CD11b e o HLA-DR 

M2 Leucemia mieloblástica aguda com 

maturação 

CD19 ou CD56+CD33 e CD34 

M3 Leucemia promielocítica aguda 

(conhecida também por LPA) 

CD13 e CD3; CD34, HLA-DR, CD14 negativo 

M4 Leucemia mielomonocítica aguda 

(conhecida também por LMMA) 

CD13 e CD33 + CD14, CD15 e CD11b 

M5 Leucemia monocítica aguda CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c 

M6 Leucemia eritróide aguda CD 36, CD45 negativo; CD71 + Glicoforina 

positivo 

M7 Leucemia megacarioblástica aguda CD13, CD36 + CD41, CD42 ou CD61 positivo 

Fonte: adaptado de Santos e Cordeiro, 2021 34 

A classificação da OMS é o principal sistema que subdivide as LMA considerando 

os marcadores moleculares e translocações cromossômicas, esses fatores afetam o 

prognóstico e a escolha terapêutica.24 

O sistema de classificação da OMS foi revisada recentemente como parte da sua 5º 

edição da Classificação da Organização Mundial da Saúde de Tumores Hematolinfoides 

2022  e divide a LMA em 04 subgrupos: 1) LMA com anormalidades genéticas definidoras; 

2) LMA relacionados à mielodisplasia; 3) LMA com outras alterações genéticas 

definidoras e 4) LMA definidas por diferenciação.24 
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Quadro 2 - Classificação das leucemias mieloides aguda segundo a Organização Mundial 

de Saúde em 2022. 24 
Grupo Classificação 

Leucemia mieloide aguda com 

anormalidades genéticas 

definidoras: 

LMA com fusão PML:RARA / t (15:17) 

LMA com fusão RUNX1:RUNX1T1/  t(8:21)(q22;q22.1) 

LMA com fusão CBFB:MYH11  /  inv(16)(p13.1;q22) ou t(16;16)(p13.1;q22) 

LMA com fusão DEK:NUP214  / t(6:9)(p23;q34.1) 

LMA com fusão RBM15:MRTFA   / t(1:22)(p13.3;q13.3) 

LMA com fusão BCR:ABL1  /  t(9:22) 

LMA com rearranjo KMT2A   

LMA com rearranjo MECOMMA 

LMA com rearranjo NUP98 

LMA com mutação NPM1 

LMA com mutação CEBPA 

Leucemia mieloide aguda 

relacionada à mielodisplasia ** 

**Anormalidades citogenéticas e moleculares definindo LMA relacionada a 

mielodisplasias 

Definindo anormalidades citogenéticas: 

 Cariótipo complexo ( ≥ 3 anormalidades)  

 Deleção de 5q ou perda de 5q devido a translocação desequilibrada 

 Monossomia 7, deleção de 7q ou perda de 7q devido a translocação 

desequilibrada 

 Deleção de 11q 

 Deleção de 12p ou perda de 12p devido a translocação desequilibrada 

 Deleção de 13 ou 13q de monossomia 

 Deleção de 17p ou perda de 17p devido a translocação desequilibrada 

 Isocromossomo 17q 

 Idic(X) (q13) 

Definindo mutações somáticas: 

ASXL1, BCOR , EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2 

Leucemia mieloide aguda com outras alterações genéticas definidas 

Leucemia mieloide aguda 

definida por diferenciação: 

LMA com diferenciação mínima 

LMA sem maturação 

LMA com maturação 

Leucemia basofílica aguda 

Leucemia mielomonocítica aguda  

Leucemia monocítica aguda 

Leucemia eritróide aguda 

Leucemia megacarioblástica aguda 
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2.5. Diagnóstico da LMA    

 

O achado laboratorial mais comum na suspeita clínica de LMA incluem alterações 

quantitativas no hemograma nas três linhagens sanguínea (eritrócitos, plaquetas e 

neutrófilos) onde frequentemente a anemia e plaquetopenia são evidente, os leucócitos 

podem estar aumentados, normal ou baixo.4 

A biópsia e o aspirado de medula óssea é obrigatório para diagnóstico da doença e 

frequentemente evidencia uma hipercelularidade medular com números baixos de células 

hematopoiéticas normais e difusa população blástica.37 São também fundamentais para 

análise morfológica, imunofenotípica, cariotípicas e/ou molecular podendo assim 

classificar a leucemia, conforme estágio de maturação.20 

A contagem de mieloblastos na medula óssea ou sangue periférico, para definir 

LMA, deve ser igual ou superior a 20% de blastos e realizada por citometria de fluxo. Em 

casos de LMA com presença de anormalidades genéticas definidoras (Quadro 2), 

diagnóstico independe da contagem de blasto, conforme estabelecido pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) na última atualização em 2022, assim correlacionando os 

achados morfológicos e alterações genéticas moleculares.24 

Somente pelas características morfológicas não é possível diferenciar  os blastos da  

linhagem mieloide e da linhagem  linfoide.38 Atualmente o exame de imunofenotipagem 

por citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) é uma ferramenta importante para o 

diagnóstico, identificação dos subtipos de leucemias e quantificar a doença residual 

mensurável (DRM). 38 Para avaliação da linhagem de uma nova leucemia aguda, alguns 

marcadores precisam ser avaliados, como marcadores mielomonocitico e linfoides.  A 

existência de marcadores de superfície (CD – Cluster of differentiation) nas células 

hematopoiéticas possibilita identificar a LMA utilizando anticorpos monoclonais para 

confirmação de imaturidade blástica e expressão antigênica aberrante que irão diferenciar 

células neoplásicas e normais 34. Os mieloblastos se distingue de células mais maduras por 

expressarem marcadores de imaturidade como CD117, CD34, e ausência de marcadores 

de maturação CD11b, CD15 e CD16. 34 38  Alguns marcadores específicos da linhagem 

mieloide incluem CD13, CD117, CD15, CD33,  HLA-DR e enzima intracitoplasmática 

conhecida como mieloperoxidase (MPO). Marcadores monocíticos são expressos pelos 

antígenos CD4, CD14, CD33 e CD64. Para a avaliação inicial da LMA os marcadores 

linfoides devem ser incluídos e assim contribuir para diferenciar os blastos mieloide.34  
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A citogenética possibilita a identificação de alterações cromossômicas como 

translocações, inversão e deleção, sendo essas anormalidades um achado frequente em 

aproximadamente 55% dos casos de indivíduos com LMA.39 As técnicas citogenéticas 

mais utilizadas incluem cariótipo convencional Banda G e o FISH (hibridação in situ por 

fluorescência), sendo o cariótipo importante para análise estrutural/numérica dos 

cromossomos e o FISH permite identificar alterações presentes nos cromossomos, 

contribuindo para o diagnóstico e/ou prognóstico, classificação de risco (favorável, 

intermediário ou desfavorável) e na escolha terapêutica dos subgrupos de pacientes com 

LMA.39 

Com as metodologias de biologia molecular é possível detectar mutações genéticas 

isoladas ou em combinação, presentes na LMA ao diagnóstico ou no momento da recidiva 

contribuindo para estratificação de risco principalmente em pacientes com cariótipo normal 

e são cada vez mais reconhecidos como marcadores essenciais para  compreensão da 

heterogeneidade da LMA e direção de novas terapias.40  Muitas alterações genéticas foram 

identificadas em pacientes com LMA graças ao avanço em estudos moleculares e muitas 

mutações podem ser frequentemente adquiridas ou perdidas durante o curso da doença8. A 

triagem de mutações deve ser uma prática de rotina no diagnóstico da LMA e mutações 

importantes como FLT3-ITD e DNMT3a estão associadas a um alto risco de recaída e baixa 

sobrevida, por outro lado, outras mutações como NPM1 estão associadas a desfechos mais 

favoráveis.4 

 

2.6. Prognóstico e Estratificação Risco 

 

Existem diferentes critérios para estratificação de risco da LMA e alguns aspectos 

estão relacionados ao paciente e outros com a doença.37 Na avaliação relacionada ao 

paciente, a idade avançada (superior a 65 anos) está associada a uma pior sobrevida livre 

de recaída mesmo em condições citogenéticas “favoráveis” quando comparados a grupos 

de pacientes com idade inferior e com mesmos achados citogenéticos e moleculares 

(Quadro 3). 41 Contudo, a idade não deve ser o único fator determinante sobre o manejo 

terapêutico, logo as condições clínicas, estado geral, comorbidades específicas, estado de 

desempenho também  contribuem para tolerância da quimioterapia nessa faixa etária e não 

sendo aptos à terapia mais intensiva.10 

Fatores específicos da patologia, que predizem um desempenho ruim estão 

associados ao aumento de leucócitos no diagnóstico, condição hematológica, citogenética 
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e marcadores moleculares com mutações (NPM1, FLT3, IDH1/2, TP53,CEBPA, RUNX1, 

ASXL1)8,37 que estão associados a grande relevância prognóstica e rotineiramente devem 

ser utilizados na prática atual.10 Recentemente as diretrizes European Leukemia Net (ELN) 

foi revisada e novas recomendações foram atualizadas em 2022,10 e para avaliação do 

impacto prognóstico42 categorizou-se os riscos da LMA,  divididos em três grupos: 

favorável, intermediário e adversos. 

 

Quadro 3 – Classificação de risco genético ELN 2022 e prognóstico. 

Categoria de risco Anormalidades Genéticas 

Favorável 

 

• t(8;21)(q22;q22.1) / RUNX1::RUNX1T1   

• inv(16)(p13.1q22) ou  t(16;16)(p13.1;q22) / CBFB::MYH11 

• NPM1mutante   sem FLT3-ITD                                                                        

• CEBPA mutação in-frame bZIP * 

Intermediário 

 

• NPM1mutante    com FLT3-ITD                                               

• NPM1selvagem com FLT3- ITD                                                                              

• t(9;11)(p21.3;q23.3) / MLLT3::KMT2A 

• Anormalidades citogenéticas e/ou moleculares não classificadas como 

favorável ou adversa 

Adverso 

 

• t(6;9)(p23;q34.1) / DEK::NUP214     

• t(v;11q23.3) / KMT2A rearranjado      

• t(9;22)(q34.1;q11.2) / BCR::ABL1                                                                          

• t(8;16) (p11;p13) / KAT6A::CREBBP 

• inv(3)(q21.3q26.2) ou t(3;)(q21.3;q26.2) / GATA2, MECOM(EVI1)    

• -5 ou del(5q); -7; - 17/abn (17p)                                                

• Cariótipo complexo, cariótipo monossômico   

• ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 ou ZRSR2  
(mutantes )   

• TP53 mutante 

 
 

* Região básica do zíper de leucina (bZIP) do CEBPA. Fonte: Döhner H, et al 10  e Bullinger L, et al    43 

 

Na categoria favorável inclui as anormalidades citogenéticas t(8:21), inv(16) e 

estudo recente comprovaram que paciente com variantes NPM1 sem FLT3-ITD também é 

significativamente favorável. 10  As alterações em RUNX1, ASXL1 e TP53, t(6;9), t(9;22), 

inv(3), rearranjo KMT2A, cariótipo monossômico ou complexo são agrupados no risco 

adverso.18,10  O risco intermediário incluem cariótipo normal, t(9,11), e  recentemente 

revisada pelas diretrizes ELN , FLT3-ITD associada com  NPM1 são agora classificadas 

neste risco.18, 10 

Em estudos recentes uma abordagem de pós tratamento na LMA, em especial  na 

prática de identificação da doença residual mensurável (DRM), o limite inferior à 5% de 
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blasto na MO tem sido descrito à resultados prognóstico32 e assim estabelecer um estado 

de remissão completa, resposta sobre o tratamento pós-remissão, identificação de recaídas 

emergente (intervenções mais precoces), monitoramento rigoroso no pós transplante.32 

 

2.7. Tratamento  

 

A escolha terapêutica na LMA é baseada no subtipo e na estratificação de risco dos 

pacientes e o cuidado terapêutico envolve o uso de intensa quimioterapia (à depender do 

bom estado geral do paciente incluindo idade), e algumas medidas de suporte, como 

transfusão de sangue, plaquetas, profilaxia antimicrobiana, terapia citorredutora entre 

outras.18  Frequentemente o tratamento padrão da LMA para adultos jovens <60 anos  

inicia-se com uma fase de indução, onde administra-se  quimioterapia citotóxica baseada 

em altas doses de citarabina por sete dias e uma antraciclina (idarrubicina ou 

daunorrubicina) por três dias, conhecido como regime “3+7”, com o objetivo de controlar 

a doença e atingir remissão completa (RC) ou seja, ausência de sinais e sintomas da 

doença.4 Pacientes com idade mais avançada (>60 anos), devido à alta toxicidade dos 

medicamentos, tornam-se inelegível para terapia padrão sendo assim tratados com baixas 

doses de citarabina.2,18 

 Outra fase pós indução é a chamada terapia de consolidação, que consiste em ciclos 

adicionais de quimioterapia convencional ou tratamento com intensa doses de citarabina 

até 3000 mg/m2 (em pacientes idosos a dose pode ser reduzida), seis doses em cada ciclos 

e um total de  quatro ciclos e, seguidos ou não de transplante de células  progenitoras 

hematopoiéticas (TCHC) autólogo ou alogênico.18 Em pacientes mais jovens, 60 a 80% 

atingem a RC com o regime padrão2, onde a taxa de cura nessa faixa etária é de 30 a 40% 

e, pacientes >60 anos ( 40 a 60%) conseguem atingir a RC com taxa de 5% a 15% de cura.18  

Um subtipo distinto de LMA, a leucemia promielocítica aguda (LPA), caracteriza-

se por presença de promielócitos hipergranulares envolvendo translocação t(15;17), 

resultando no gene de fusão PML-RARA e possuindo uma abordagem terapêutica 

diferenciada.  A fase de indução com antraciclinas e ácido retinoico foi evidenciado em 

pesquisas uma taxa de RC superior a 90%  e taxa de cura de 80%.40  

Atualmente, no Brasil o tempo médio de sobrevida dos pacientes com LMA é de 

8,5 meses, e a taxa de sobrevida global em 5 anos é de 24%. 2  Nos grandes centros mundiais 

a taxa de cura da LMA é aproximadamente de 20 a 75% dependendo da citogenética 

apresentada.44 Algumas terapias individualizadas são propostas, após aprovação de drogas 
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direcionadas a alguns subgrupos específicos de LMA2, como terapia com inibidor de BCL-

2 (Venetoclax), droga hipometilantes (azacitidina e decitabina), inibidores de FLT3 e 

inibidores de IDH1/2.8 

 

2.8. Aspectos genéticos e moleculares da LMA  

 

Nas últimas duas décadas, diferentes ensaios clínicos e experimentais tem revelado 

mais de 300 translocações cromossômicas e mutações genéticas associadas à LMA.45 

Aproximadamente 45 a 50% dos pacientes com LMA possuem cariótipo normal, 

especificando que outras alterações podem estar envolvidas na leucemogênese. 11 

As possíveis razões para a gênese da LMA está relacionada com variabilidade de 

episódios mutagênicos e expressão em alguns genes, como os envolvidos na ativação das 

vias de transdução de sinal associados à  vantagem proliferativa e sobrevivência, sendo 

classificados como mutações de classe I, como exemplos FLT3, RAS, c-KIT, PTPN11, 

NF1, TEL-PDGR  e as mutações de classe II compreendendo os que afetam fatores de 

transcrição do ciclo celular produzindo alterações na diferenciação  como exemplos genes 

de fusão CBFB-MYH11, AML1-ETO, TEL-AML1, PML-RARA, NLL, NUP98-HOXA9, 

CEPBA, NPM1, AML1, AML-AMP19.45 

Uma terceira classe envolve mutações em genes que codificam modificadores 

epigenéticos como DNMT3A, ASXL1, TET2, IDH1 e IDH2 são frequentemente 

encontrados em pacientes com LMA principalmente em idosos, conferindo significado 

importante para patogênese da doença.40,43 

As anormalidades genéticas mais prevalentes na  LMA e associadas  com cariótipo 

normal estão NPM1 e FLT3 equivalendo 45 a 55% e a 35% a 45% dos casos, 

respectivamente.45 Essas alterações estão associadas ao prognóstico, e mutações no gene 

NPM1 possuem prognóstico favorável, enquanto mutações no gene FLT3 estão associadas 

à prognóstico desfavorável. 45 

No projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA), foram analisados o genoma de 200 

pacientes adultos com LMA de novo, e foram encontradas uma média de 13 mutações nos 

genes incluindo variações de nucleotídeo único (SNVs) e pequenas inserções/deleções 

(InDel).46 Mutações recorrentes foram identificadas em 23 genes, e aproximadamente 99% 

das amostras apresentavam pelo menos uma mutação não sinônima, dentre as nove 

categorias funcionais dos genes que são regularmente associado a leucemogênese.(Quadro 

4).46 
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Quadro 4 -  Categoria funcional de genes afetados na LMA e a frequência.  

Categoria 

Funcional 
Gene mutantes na LMA Importância na Leucemogênese Frequência                

no coorte TCGA* 

Genes de 

sinalização 
FLT3, KIT, KRAS,NRAS 

Sinalização ativada confere vantagem proliferativa 

através das vias de sinalização RAS/RAF, JAK/STAT, 

PI3K/AKT 

59 % 

Gene associado 

a metilação de 

DNA 

DNMT3A, TET2, IDH1, 

IDH2 

Padrões desregulares de metilação do DNA levam a 

desregulação transcricional do gene relevantes para 

leucemia. Em mutações em IDH, a produção de 

oncometabólitos 2-hidroxiglutarato tem impacto na 

metilação DNA através do comprometimento de TET2 

44 % 

Fusões de gene 

fator 

transcrição 

PML-RARA, MYH11-CBFb,                

RUNX1-RUNX1T1 

 

A função aberrante da fusão resulta em desregulação 

transcricional e diferenciação hematopoiética 

prejudicada. 

18% 

Gene fator 

transcrição (TF) 

mieloide 

Mutação TF 

(RUNX1,CEBPA) 

A função aberrante do TF resulta em desregulação 

transcricional e diferenciação hematopoiética 

prejudicada. 

22% 

Gene 

modificadores 

da cromatina 

Mutações ASXL1, EZH2                         

Fusões KMT2A (MLL) 

Desregulação da cromatina (metilação das histonas H3 e 

H2A) e comprometimento causado pela fusão KMT2A 

levam a desregulação da transcrição 

30% 

Gene que 

codifica a 

nucleofosmina 

NPM1 

Mutações nessa proteína transportadora multifuncional 

resultam em múltiplas desordens nas vias celulares 

regulados pelo gene NPM1 

27% 

Gene supressor 

do tumor 
TP53, WT1, PHF6 

Mutações levam a desregulação da transcrição e 

degradação 
16% 

Genes do 

complexo de 

spliceossoma 

SRSF2, U2AF1,  

Alterações na funcionalidade de spliceossoma e 

desregulação no processamento do RNA ocasiona 

padrões de splincing aberrante  

12 % 

Genes do 

complexo de 

coesina 

STAG2, RAD21,SMC1 E 

SMC3 

Mutações podem levar a segregação precisa dos 

cromossomos e afetar a regulação da transcrição. 
13% 

Fonte: Adaptado de Bullinger, Lars et al.2017. 43 

 

Em um estudo de coorte realizado com 280 pacientes com LMA secundária 

transformada de NMP, houve uma incidência significativa da presença da variante JAK2 

neste grupo (15,3%).47 Outras alterações concomitantes foram observadas, e incluíam 

FLT3 (17,4%), WT1(2,3%), RUNX1(11,6%), IDH1/2(25,6%) e NRAS (17,4%) onde 

algumas variantes de JAK2 são descritas como indutoras de alterações funcionais e são 

altamente relevante para  transformação em leucemias.47               

    

 

2.9. Aspectos moleculares do FMS-Like Tirosina Quinase 3 (FLT3)  

 

O gene FLT3 foi isolado pela primeira vez em 1990, 48 por grupos de pesquisadores 

independentes (Rosnet et al.) usando células troncos humanas. Este gene codifica um 

receptor tirosina quinase (RTK) do tipo FMS classe III.7,48,49 O FLT3 (ID NCBI:2322) está 

localizado no cromossomo 13, locus q12.2.50 O gene completo é constituído de 104.953 

nucleotídeos, distribuídos em 24 éxons. (Figura 4) 50 
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Figura 4 - Estrutura gênica FLT3 (NM_004119) contendo 24 éxons. Estrutura protéica (NP_004110) do 

FLT3 Humano FMS-like tirosina quinase 3. 51 Fonte: Adaptado de Kazi e Rönnstrand  55   

 

A tradução do gene FLT3 inicia no meio do éxon 1 e finaliza até parte do éxon 24.51 

Uma proteína com 933 aminoácidos (aa) é codificada, com estrutura compreendida em 

quatro domínios funcionais: domínio extracelular, composto pelo peptídeo sinal  (éxon 1 e  

2, tem 26 aa)  e cinco subdomínio semelhantes a imunoglobulina (Ig) no éxon 3 a 12;   um 

domínio transmembranar (TM) entre aminoácidos 542 a 564 codificado pelo éxon 13; o 

domínio justamembranar (JM) no éxon 14 e 572 a 603 aa;  domínio intracelular C-terminal: 

compreendido por dois subdomínio tirosina quinase (TDK1 e TDK2) variando do éxon 15 

ao 23, que são conectados por um loop de ativação (A-loop). (Figura 4 e 5). 48,51,52,53,54 

 

Figura 5 - Ilustração de um FLT3 monomérico ancorado na membrana plasmática com o domínio 

transmembranar (TM), e o domínio ligação ao ligante semelhante Ig projetado para meio extracelular. No 

citoplasma o domínio justamembranar (JM) se conecta com os dois lobos do domínio quinase (TK1 e TK2) 

que estão ligados pelo loop de ativação (A-loop). Fonte: O Santos M (2023) adaptado Tecik e Adan 54   

 

 

 

Essa proteína é um membro da família de receptor de tirosina quinase ligado a 

membrana (RTK), e amplamente expresso nas células progenitoras hematopoiéticas 

imaturas da linhagem mieloide e linfoide na medula óssea, possui participação importante 

na hematopoiese incluindo o processo de proliferação, diferenciação e apoptose.50 O 

receptor FLT3 do tipo selvagem (FLT3selvagem) em condições normais, é monomérico 

quando inativo,56 e devido a interação do domínio JM e TK, desempenha um importante 

papel regulatório ao bloquear o sítio de ligação de ATP e permanecer nesta condição até 

 

 



34 

 

que o domínio extracelular interaja com o ligante, iniciando o processo dimérico (Figura 

5).55
 

O fator ligante (FL) é uma proteína extracelular  tipo 1,  expressa com uma forma 

ligada a membrana ou solúvel pelas células do estroma na medula.56  A ligação do FL ao 

domínio extracelular de FLT3, resultando no processo de dimerização e posteriormente 

autofosforilação dos resíduos de tirosina no receptor,  induzindo múltiplas vias de 

sinalização intracelular, como PI3K((phosphatidilinositol 3-kinase), RAS/ERK/MAPK 

(mitogen-activated Kinase protein)  e STAT5 (Signal Transducer and activator of 

tanscription 5A) aumentando a sobrevivência, proliferação e diferenciação celular 

hematopoiética (Figura 6).7,50, 57 
 

 

Figura 6  - Vias de sinalização envolvidas na ativação do receptor FTL3 com o fator ligante. 

Fonte:  O Santos M (2023) 57 

 

O FL não induz sozinho a proliferação hematopoiética normal, age em  sinergismo 

com outros fatores de crescimento hematopoiético e interleucinas ao se ligar ao FLT3, 

estimulando a atividade do receptor da tirosina quinase e o crescimento das células 

progenitoras na medula óssea.52 Além do FLT3 conferir importância aos processos 

fisiológicos normais das células hematopoiéticas, também está associado a leucemogênese. 

Essa via de sinalização está expressa em 70% a 100% dos blastos leucêmicos de pacientes 

com LMA.58 O FLT3 é  um proto-oncogene, possui capacidade de estimular a proliferação 

e inibição da apoptose contribuindo para sobrevivência das células blásticas na leucemia. 

57,  42  
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2.10. Variantes e aspectos funcionais do FLT3 

 

Variantes no FLT3 têm sido descritos como a alteração genética mais observada na 

LMA de novo em adultos, ocorrendo cerca de 30% dos casos, e pacientes que progridem 

de SMD para LMA são relatadas aproximadamente 15% dos casos com mutações no 

FLT3.11,57,58  

A existência de variantes no FLT3 resulta na dimerização e ativação constitutiva do 

receptor, independente da presença do ligante. Com o FLT3 alterad, ocorre a 

autofosforilação do receptor, resultando na ativação da sinalização intracelular e 

aumentado risco de recaída (Figura 7). 36,55,59 

 

a)                                                                       b) 

 
 

Figura 7 - a) FLT3 selvagem monomérica e fator ligante (FL) ocorrendo autofosforilação e ativação das vias 

de sinalização intracelular.  b) FLT3 mutado forma um dímero independentemente de ligante, resultando 

ativação constitutiva do receptor e aumento da proliferação celular.57  Fonte: Adaptado de Biorend 

 

Dois principais tipos de alterações estão atribuídos ao receptor de FLT-3, e a mais 

frequente (69,5%) é a de duplicações interna em tandem (FLT3-ITD) localizado no 

domínio justamembranar (JM) nos éxons 14 e 15 do gene,7com variação de tamanhos de 3 

até 1000 pares de base (pb).36,60   

Variantes no loop de ativação do domínio tirosina quinase II (FLT3-TKD2) 58 é o 

segundo tipo mais comum no receptor de FLT3 (30,5%) e está presente em 

aproximadamente 7% dos pacientes adultos com LMA.61 Envolve frequentemente 

variantes pontuais do D835 no domínio de ativação do TKD2 (90,5%),59 modificando a  

codificação da proteína em substituição do ácido aspártico por um resíduo de tirosina 
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(Asp835Tyr) no éxon 20.7 Outra , com menor escala, ocorre dentro do TKD1 (9,5%) nos 

resíduos N676 e F691. Raras variantes pontuais, inserções/deleções foram identificadas em 

menos de 1%  dentro do domínio extracelular: na posição S451.42 

   

 

Figura 8  -  Distribuição das diferentes mutações em FLT3, descritas na literatura e sua localização. A maioria 

das variantes ocorrem nos éxons 14,15 e 20. Fonte: Adaptado de Kazi e Rönnstrand  55   
 

 

Estudos relatam  FLT3-ITD na LMA, associados a redução da taxa de sobrevida 

com risco aumentado de recaída 36 e piores resultados dependendo da frequência alélica 

variante e comprimento da duplicação interna em tandem.62  Um estudo realizado nos 

Estados Unidos por Whitman et al., avaliou impacto prognóstico de mutação FLT3-TKD 

no domínio D835/I836 em pacientes com LMA <60 anos com cariótipo normal concluindo 

que essa variante também está associada com a redução do tempo de remissão e pior 

sobrevida livre de doença 61 igualmente  já descrito em pacientes com FLT3-ITD com 

resultado pior e sobrevida mediana de 13,1%. 63 

Em um estudo de coorte realizado no Brasil, na cidade de Minas Gerais, avaliou a 

prevalência de variantes do FLT3 em pacientes adultos com LMA no ano de 2004 a 2013 

e um total de 144 amostras foram testadas. Neste estudo observou FLT3-ITD em 13,9% 

(20/144) pacientes, e descrito concomitante com NPM1 em 8,6% (12/144) e NPM1 alterado 

em 5,7% (8/144). Todos FLT3-ITD com informações citogenéticas à disposição (N=14) 

foram agrupados no grupo de risco intermediário.64  

O impacto prognóstico no FLT3 podem ser afetados de acordo com resultados 

citogenético e recomenda-se a pesquisa de mutação no FLT3 para estratificar os pacientes 
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em grupos de riscos distintos.42,57 Como descrito anteriormente pacientes de LMA com 

variantes em NPM1 estão relacionados a um prognóstico favorável porém se paciente 

apresentar simultaneamente mutação no FLT3 (ITD/TKD) o prognóstico é modificado.7 

 

2.11. Inibidores direcionados ao FLT3 e resistência terapêutica  

 

O gene FLT3 tornou-se um dos alvos terapêuticos importantes na LMA, e diferentes 

inibidores direcionados ao FLT3 foram desenvolvidos e categorizados em inibidores de 

primeira e segunda geração.51,56,57 Os inibidores de FLT3 de primeira geração são 

inibidores multiquinase, e entretanto não seletivo para FLT3 (midostaurina, sorafenibe, 

sunitinibe e ponatinibe) ao contrário  dos inibidores de segunda geração que inibem 

seletivamente o FLT3 (quizartinibe, gilteritinibe e crenolanibe). 56 Após estudos 

envolvendo diferentes inibidores de FLT3 (estudo RATIFY), a droga midostaurina 

(Rydapt®) um inibidor de multiquinase (FLT3 com mutação ITD, TKD, C-Kit, FLT3 

selvagem tipo selvagem e outras) quando associada à quimioterapia convencional de 

indução e consolidação mostrou superioridade na sobrevida global (SG) e foi aprovada em 

2017 pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA como o primeiro inibidor de 

FLT3 combinado com a quimioterapia padrão57 para pacientes com diagnóstico recente.65  

Outras drogas de segunda geração com atividade inibitória mais sensível e seletivas 

foram desenvolvidas. Em 2018, no Japão, foi aprovado o gilteritinibe (Xospata®) um 

inibidor duplo FLT3/AXL, altamente seletivo e potente como agente único para pacientes 

com LMA recidiva/refratária (R/R) com variantes FLT3, onde um estudo de fase 3 (estudo 

ADMIRAL) evidenciou remissão completa (RC), recuperação hematológica parcialmente, 

SG mediana (9,3meses) tendo maior significância em comparação a quimioterapia 

convencional (SG 5,6 meses). O Quizartinib (Vanflyta®, AC220) aprovado em 2019, 

também no Japão, é um inibidor FLT3 tipo 2 altamente mais seletivo para FLT3-ITD mas 

não em FLT3-TKD, pacientes que foram tratados com quizartinib a mediana SG (6,2 

meses) foi superior a terapia convencional (4,7 meses). 57  Diferentes ensaios clínicos estão 

em andamento envolvendo outros inibidores de FLT3, como inibidor de multiquinase 

Sorafenibe; Crenolanibe inibidor de segunda geração com ampla afinidade para FLT3 e 

outras estruturalmente relacionado PDGRF, c-kit.65 

A terapia com inibidores alvo de FLT3 nos últimos anos tornou-se desafiador, uma 

vez que essas mutações ITD/TKD rapidamente desenvolveram resistência aos fármacos 65 

e mutações secundárias foram adquiridas principalmente nos domínios kinase.55 São 
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descritos mutações pontuais em TKD1 (N676,F691 e G697) e  TKD2 (D835 e Y842 no 

loop de ativação), que após a terapia com diversos inibidores de FLT3 estão relacionados 

a resistência das células blásticas. 66   

 

Quadro 5 -  Mutações no FLT3 que levam a resistência ao inibidor. 65 

 

Inibidor Mutações 

Midostaurina N676K, F691L, Y693C, G697S, D698N 

Gilteritinibe F691La 

Quizartinib F691L, D835F/V/Y, Y842C/H 

Sorafenibe F691L, D835F/V/Y, Y842C/H 

Crenolanibe F691L 

 

O mecanismo de resistência no FLT3 às drogas inibitórias pode ser multifatorial, 

incluindo fatores intrínsecos ou extrínsecos ao gene, como aquisição de mutações 

adicionais além das já preexistentes do FLT3 ou mecanismos que reativam outras vias 

sinalizadoras fornecendo caminhos alternativos de sobrevivência das células neoplásicas, 

mesmo com FLT3 inibido. 51,56  

De acordo com estudo recente, Tingyong e colaboradores evidenciaram que 

pacientes com FLT3-ITD induz um aumento significativo na expressão do ligante de 

quimiocina12 (CXCL12) ao receptor 4 de quimiocinas (CXCR4) nas células leucêmicas, 

através da via sinalização a jusante STAT5. Esse eixo CXCL12/CXCR4 é altamente 

expresso no nicho da medula óssea e demonstra como a principal causa de resistência a 

quimioterapia e recidiva na LMA. Assim combinação de antagonista CXCR4 com 

inibidores de FLT3 apresentaram melhores respostas na sensibilidade das células à 

quimioterapia e na resistência aos medicamentos.33  O desenvolvimento de inibidores  pan-

FLT3  atualmente é uma possível estratégia de inibir FLT3/ITD, FLT3 selvagem e a maioria 

ou todas as mutações resistentes, como o desenvolvimento do FLX925 um inibidor duplo 

associado contra dois alvos moleculares, FLT3 e CDK6, apesar de não aprovado devido à 

toxicidade relacionada a altas doses o mesmo mostrou  resposta de atividade modesta nas 

doses toleradas, demonstrando que o desenvolvimento de inibidores duplos podem ser úteis 

e eficazes contra essas resistências. 65 

Os objetivos de desenvolver esses inibidores de FLT3, estrategicamente está 

baseado em superar as mutações de resistência, apesar de não garantir cura à LMA, há uma 

contribuição importante para pacientes permanecerem em remissão mais prolongada.65  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar variantes no gene FLT3 em pacientes com Leucemia Mieloide Aguda (LMA) 

atendidos na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

1. Descrever o perfil clínico e epidemiológico dos pacientes com LMA atendidos na 

Fundação HEMOAM; 

2. Caracterizar as variantes no gene do FLT3 em pacientes com LMA associados aos 

domínios funcionais da proteína; 

3. Avaliar uma possível relação das variantes do FLT3 e a frequência alélica mutante com 

dados clínicos e laboratoriais; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Tipo de Estudo 

 

Trata-se de um estudo do tipo observacional transversal. Foi realizada a 

caracterização do perfil clínico-epidemiológico dos pacientes com LMA, identificação de 

variantes no gene FLT3 e as frequências alélicas das variantes encontradas. Apartir desses 

achados, verificou-se a relação com os dados clínicos e laboratoriais. 

 

4.2 Local de estudo 

 

Foi realizado na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(HEMOAM), centro de referência para doenças onco-hematológicas do Estado do 

Amazonas e que presta atendimento ao Sistema Único de Saúde (SUS). A amostragem foi 

constituída por demanda espontânea de indivíduos atendidos nesta instituição, durante o 

período de janeiro de 2022 a novembro de 2023, que foram diagnosticados pela equipe 

médica com LMA. A análise genética foi realizada no laboratório de Genômica 

(LABGEN) da Fundação HEMOAM. 

 

4.3 População de estudo 

 

A população de estudo foram pacientes adultos com diagnóstico confirmado de 

LMA que requereram atendimento espontâneo no Serviço de Hematologia da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) no período de 

estudo. De acordo com os dados registrados pelo Serviço de Atendimento Médico 

Especializado (SAME) da Fundação HEMOAM, nos últimos cinco anos (2017-2021) 

foram diagnosticados em média 17 casos/ano de LMA na faixa etária maior que 18 anos.   

 

4.4 Critérios de inclusão, não inclusão e exclusão 

 

Foram incluídos na pesquisa pacientes que receberam diagnóstico de LMA (CID 

92.0), de ambos os gêneros, com idade superior a 18 anos, atendidos na Fundação 

HEMOAM. Não foram incluídos paciente em tratamento com quimioterápico no momento 

da coleta do material biológico, paciente com dados importantes para caracterizar a clínica 

da doença devido estarem ausente no prontuário. Foram excluídos pacientes com amostras 
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insuficientes para análise: material não adequado devido falha no processo de extração, ou 

purificação do material amplificados.  

 

4.5 Aspectos Éticos 

 

Este projeto está vinculado a um projeto maior intitulado “Estudo Genético das 

Neoplasias Mieloides Agudas e Crônicas”, coordenado pelo Dr. George Allan Villarouco 

da Silva, e segue as recomendações estabelecidas na Resolução CNS nº 466/2012, 

conforme avaliado, foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), com CAAE: 

59781222.7.0000.0009 no dia 14 de dezembro de 2022. (Anexo 8.1) 

As informações referentes aos dados pessoais, clínicos, laboratoriais dos pacientes 

utilizados no estudo foram protegidas por anonimato durante todos o desenvolvimento do 

estudo. As informações coletadas têm finalidade científica e foram assegurados os 

procedimentos de sigilo e confidencialidade durante o uso dos dados.  

 

4.6 Coleta de dados clínicos e laboratoriais 

 

Foram coletadas informações referentes aos dados clínico-epidemiológicos, como 

as seguintes informações: nome, gênero, idade, tipo de LMA (LMA novo, secundária ou 

recaida) e exames laboratoriais, como hemograma, mielograma, lactato desidrogenase 

(LDH), cariótipo Banda G, testes moleculares de rotina da instituição para translocações 

da LMA pelo método de RT-PCR (AML1-A/ETO-B; PML-RARA/CBFB-A/MYH11 e BCR-

ABL). Utilizou-se busca no sistema de prontuário eletrônico (iDoctor), sistema de cadastro 

de exames laboratoriais (Softlab) e no prontuário físico arquivado no serviço médico 

especializado (SAME).    

 

4.7 Material Biológico 

 

Amostras de medula óssea com volume de 1 a 2 ml foram coletadas durante o 

atendimento de rotina pela equipe médica da Fundação HEMOAM e encaminhadas ao 

Laboratório de Genômica/FHEMOAM, posteriormente processadas e armazenadas em 

microtubos de 2mL contendo reagente Trizol no freezer -80ºC, até o momento de uso para 

as análises genéticas laboratoriais do estudo.  
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4.8 Extração de RNA 

 

A extração de RNA foi realizada utilizando o protocolo de Trizol® Reagent 

(Invitrogen, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Avaliou-se a qualidade e 

concentração do RNA extraído, utilizando o espectrofotômetro Nanodrop modelo 2000c 

(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) para aferir as concentrações e,  foram aceito 

valores com concentrações >150 ng/uL; a qualidade do RNA foi definido quanto a pureza 

e qualidade aceitável pela leituras de 260/280 e 260/230, apresentando valores >1,8 e 

também realizou-se por meio da separação do RNA em eletroforese gel de agarose a 0,8% 

à visualização do perfil de fragmentos do RNA extraído. Após a extração, o material ficou 

armazenado a -80ºC para realização dos próximos ensaios para amplificação do gene FLT3. 

 

4.9 Síntese de cDNA 

 

O DNA complementar (cDNA) foi obtido através de reação de retrotranscrição, 

utilizando o kit GoScript™ Transcriptase Reversa® (Promega Corporation), seguindo as 

instruções recomendadas pelo fabricante.  Para a produção do cDNA utilizou-se os 

seguintes reagentes: Buffer [5x], MgCl2 [25nM], PCR nucleotide mix [10 mM], RNAsin 

(inibidor de RNASE), enzima retrotranscriptase oligo dT, e amostra de RNA extraída.  Os 

volumes e concentrações estão descrita na Tabela 2. Em seguida, a fim de obter a síntese 

de cDNA, o mix foi submetido a uma Reação em Cadeia da Polimerase Retrotranscriptase 

(RT-PCR) com a seguinte programação de ciclagem: 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C. 

Ao final da reação, o cDNA foi armazenado a -80°C para procedimentos posteriores para 

sequenciamento genético. 

Tabela 2 - Volume e concentração final do mix para síntese de cDNA*. 

Reagente Volume na Reação Concentração Final 

Buffer (5x) 4,0 uL 1x 

MgCl2 (25 mM) 1,7 uL 2,1 mM 

PCR Nucleotide mix (10 mM) 1,0 uL 0,5 mM 

RNAsin 0,12 uL 1 U 

Oligo DT 1 uL 0,5 mM 

Enzima retrotranscriptase (2000 U) 1,0 uL 200 U 

Amostra de RNA extraída 2,5 uL 200-500 ng 

Água Ultrapura qsp 20uL  

*Volume do cDNA = 20 uL 
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4.10 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

A amplificação do gene do FLT3 foi realizada por Reação em cadeia da polimerase 

(PCR) convencional, utilizou-se o equipamento ABI Applied Biosystems Veriti TM. Para 

obtenção de fragmentos de tamanho viável para o sequenciamento em Sanger e 

abrangência total do gene do FLT3, a amplificação do FLT3 foi realizada em três reações 

de PCR individuais. Os oligonucleotídeos iniciadores que foram utilizados nas reações 

estão descritos na Tabela 3, e foram desenhados utilizando a sequência de referência 

NM_004119.3 (3826 pb), registrada no GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), e utilizou-se o software Geneious para desenho 

e alinhamento dos iniciadores. Posteriormente, as sequências dos primers 

(oligonucleotídeos) foram avaliadas (tamanho da sequência, percentual de bases Guanina-

Citosina, temperatura ótima de ligação e, capacidade de Hairpin, Self-Dimer e Hetero-

dimer apartir dos valores de ΔG) através do programa OligoAnalyser Tool - 

(https://www.idtdna.com). Para validação dos primers, utilizou a ferramenta PRIMER-

BLAST NCBI visando conhecer possível ligação inespecífica dos oligonucleotídeos com 

outras regiões do genoma. 

 

Tabela 3 - Sequência de oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados na PCR. 

 

Para a amplificação dos fragmentos utilizou-se uma reação no volume total de 25 

uL, contendo por reação:  > 200 ng/uL de cDNA, tampão de PCR 1X, MgCl2 a 1,5-2,5 

mM, primers Foward e Reverse a 0,2 mM, dNTP 0,2 mM e 1U Taq DNA polimerase. A 

programação utilizada na amplificação dos fragmentos está descrita no Quadro 5. 

 

 

 

PCR Nome Sequência (5’          3’) Tamanho Região 

PCR 1 
FLT3_Forward 1 GCTGCTCGTTGTTTTTTCTGC 

1098 pb 
Éxons  

1 - 9 FLT3_Reverse 1 GTGGGTAGGCTTTAAACCTGA 

PCR 2 
FLT3_Forward 2 TTCCTCTTCAAAGCATCCCAGT 

1239 pb 
Éxons  

 8 - 18 FLT3_Reverse 2 CTTCTCTTGAACCAGGCATG 

PCR 3 
FLT3_Forward 3 GAGAATATTGTGAACCTGCTGG 

1117 pb 
Éxons   

16 - 24 FLT3_Reverse 3 TAAACGCAGACAGCTTCTAGAG 

https://www.idtdna.com/


44 

 

Quadro 6 – Programação de ciclagens de amplificação dos fragmentos. 

 

4.11 Confirmação da amplificação do produto da PCR (Gel de Agarose) 

 

A confirmação da amplificação do gene FLT3 foi realizada com eletroforese em gel 

de agarose 1,5%, os amplicons foram separados em eletroforese de gel e coradas com 

brometo de etídio, sendo identificado o fragmento de tamanho específico correspondente 

de cada reação (Tabela 3). 

 

4.12 Purificação da PCR 

 

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o reagente Polietilenoglicol 8000 

(PEG) a 20%, com objetivo de remover oligonucleotídeos não incorporados na PCR para 

não interferir na reação do sequenciamento, seguido por etapa de lavagem com Etanol 80% 

gelado e armazenamento dos amplicons -20°C.  

 

4.13 Reação de Sequenciamento nucleotídico 

 

Para o sequenciamento genético, em reações individualizadas, em cada amplicon 

foi utilizado primers da PCR (Forward e Reverse – Tabela 3). Para o sequenciamento do 

FLT3 aproximadamente 20-50 ng de DNA das amostras foram aplicadas na reação. A 

reação de sequenciamento utilizou-se o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

(Applied Biosystems). Os reagentes utilizados na reação de sequenciamento estão descritos 

na Tabela 4. A programação do sequenciamento está descrita no Quadro 6.  

 

 

 

 PCR1 PCR 2 PCR3 

Desnaturação Inicial 95°C/ 5 min 95°C/ 5 min 95°C/ 5 min 

Desnaturação 95°C/ 30 seg / 35 ciclos 95°C/ 30 seg / 35 ciclos 95°C/ 30 seg / 35 ciclos 

Hibridação 

Iniciadores 

64°C/ 30 seg / 35 ciclos 63°C/ 30 seg / 35 ciclos 57°C/ 30 seg / 35 ciclos 

Extensão 72°C/ 1 min, 20 seg / 35 

ciclos 

72°C/ 1 min, 30 seg / 35 

ciclos 

72°C/ 1 min, 10 seg / 35 

ciclos 

Extensão Final 72°C/ 7 min 72°C/ 7 min 72°C/ 7 min 
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Tabela 4 - Reagente utilizados na reação do sequenciamento. 

Reagente Volume na reação Concentração 

BigDye® Terminator 0,3 uL 0,06 x 

Tampão BigDye 5x 2 uL 1x 

Iniciador a 3,3 mM 1 uL 0,3 mM 

Produto purificado 2-5 uL 10-40 ng 

 

Quadro 7 – Programação do sequenciamento. 

Reação do Sequenciamento 

Desnaturação Inicial 96°C/ 1 min 1 ciclo 

Desnaturação  

96°C/ 10 seg  

15 ciclos 60°C/ 15 seg 

60°C/ 1 min e 15 seg 

Hibridação Iniciadores 

96°C/ 10 seg  

5 ciclos 

60°C/ 15 seg 

60°C/ 1 min e 30 seg 

Extensão 

96°C/ 10 seg  

60°C/ 15 seg 

60°C/ 2 min 

Extensão Final 4°C  1 ciclos 

 

4.14 Purificação do Sequenciamento 

 

Ao término da reação de sequenciamento, foi realizada a purificação por 

precipitação com EDTA/Etanol (Applied Biosystems), com objetivo de remover 

oligonucleotídeos, enzimas e sais que não foram utilizados na reação para não interferir na 

leitura do sequenciador. A purificação foi realizada com utilização do EDTA (125 mM) e 

etanol a 100% e 70%, a precipitação foi realizada com centrifugações a 2000 rcf e 1650 rcf 

por 45 min e 15 min respectivamente a 4° C. Seguida de secagem das placas no 

termociclador por 10 min a 60°C e armazenadas por até 30 dias em -20°C. 
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4.15 Eletroforese Capilar 

 

Foi realizado eletroforese capilar para separação dos fragmentos de DNA obtidos 

na reação de sequenciamento, utilizando o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems, USA) utilizando o Polímero POP-7 ™. 

 

4.16 Análise genética do FLT3 

 

As sequências obtidas dos fragmentos de DNA foram analisadas no software 

Sequence Analysis (Applied Biosystems). Posteriormente foram alinhados e comparadas 

com a sequência de referência do FLT3 (GenBank ID: NM_004119.3); As análises das 

mutações foram realizadas no software Geneious, para obtenção dos contigs. A análise para 

aferir a frequência alélica mutante (VAF) das variantes identificadas foram realizadas 

utilizando o software Minor Variant Finder (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Inc.) 

com limite de detecção de 5% e EditR (moriaritylab. shinyapps.io/ editr_v10). 

 

4.17 Interpretação das Variantes 

 

As variantes identificadas foram analisadas nos bancos de variantes ClinVar do 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), COSMIC (https://cancer.sanger. 

ac.uk/cosmic), CancerVar (cancervar.wglab.org/index.php), e valores preditores in sílico 

REVEL (sites.google.com/site/revelgenomics/about?authuser=0).  

 

4.18 Análise de dados estatística 

 

A características dos pacientes foram determinadas pela frequência absoluta (n) e 

relativa (%). Os dados laboratoriais passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 

Os dados de concentração de hemácias, hemoglobina, hematócrito, plaquetas, leucócitos, 

porcentagem de blastos, DHL foram utilizados nas análises o teste de Kruskal‑Wallis. 

Foram relacionados os dados laboratoriais dos pacientes com FLT3-ITD positivo, FLT3 

missenses e FLT3 negativos, utilizando os testes de Kruskal‑Wallis e Mann‑Whitney com 

significância estatística aqueles com p<0.05. A razão alélica (RA) <0.5 e >0.5 das variantes 

patogênicas com os dados laboratoriais, foram realizadas com teste de Mann‑Whitney. As 

análises estatísticas foram realizadas no programa o software GraphPad Prism 10 versão 

10.1.2 (GraphPad Software, Inc.). 

http://moriaritylab.shinyapps.io/editr_v10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

CAPÍTULO I:    

 

Avaliação do gene FLT3 na Leucemia Mieloide Aguda em uma população do Amazonas: 

baixa contagem de plaquetas e alta porcentagem de blastos em pacientes com variantes 

missense 

 

Marlúcia Oliveira dos Santos (1) Talita Cruz dos Santos (1), Gabriele Souza Parente Braz (1) 

Mylena Oliveira do Nascimento (3), Vinicius Clementino da Costa (3), Lucivana Prata Souza 

Mourão (1,2), Nilberto Dias de Araujo (3), Andréa Monteiro Tarragô (1,3), Leny Nascimento 

da Motta Passos (1,3), George Allan Villarouco da Silva (1,3) 

  

(1) Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à Hematologia – Universidade do Estado do 

Amazonas (PPGH/UEA), Manaus, AM, Brasil  

(2) Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Manaus, AM, Brasil  

(3) Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), Manaus, AM, Brasil 

 

Resumo 

 

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doença maligna hematológica 

heterogênea. Diferentes alterações genéticas são associadas com a leucemogênese da 

LMA, como variantes no gene FMS- Like tirosina quinase 3 (FLT3), ocorrendo 

aproximadamente em 30% dos casos. Neste estudo caracterizamos variantes do FLT3 em 

pacientes adultos com LMA, investigando possível relação laboratoriais. Realizou-se um 

estudo prospectivo em pacientes com LMA com idade entre 18-92 anos, diferentes 

variantes do gene FLT3 foram identificadas por sequenciamento nucleotídico. Um total de 

26 variantes foram identificadas em 18 pacientes. Variantes tipo missense foram 

encontradas nos domínios funcionais, como 6 (23,1%) extracelular (EC), 3 (11,5%) 

transmembranar (TM), 1 (3,9%) justamembranar (JM), 5 (19,2%) no domínio tirosina 

quinase I (TKD1) e 4 (15,4%) domínio tirosina quinase II (TKD2). Variante FLT3-ITD 

foram identificadas, 3 (11,5%) no domínio JM e 4 TKD1 (15,4%). As variantes 

classificadas como patogênicas foram 19 (73,1%). A frequência alélica (VAF) das 

variantes patogênicas variou de 11-62,5%. Variantes tipo missense foram associadas com 

intensa plaquetopenia (p=0,038) e aumento de blastos no sangue periférico (p=0,014). 

Maiores valores de hemoglobina foi observado em pacientes com duplicação interna em 

tandem (FLT3-ITD) (p=0,049). Este estudo destaca a ocorrência de variantes patogênicas 

no gene FLT3 em paciente com LMA, sendo as variantes missense mais prevalentes 

comparadas a FLT3-ITD, os resultados apontam uma relação com alterações 

hematológicas, destacando a importância do rastreio de variantes no gene FLT3. 

 

Palavras-chaves: Neoplasia mieloide; FLT3-ITD; Frequência alélica mutante; 

Leucemogênese. 
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Introdução 

A leucemia mieloide aguda (LMA) é um doença onco-hematológica heterogênea e 

geneticamente alterada, caracterizada pela proliferação clonal descontrolada e 

indiferenciada das células blásticas da linhagem mieloide, na medula óssea, sangue 

periférico e outros tecidos 1,2. No mundo, a incidência da LMA aumentou 87,3% nas 

últimas décadas (1990 - 2017)3. As regiões com alto Indice de Desenvolvimento Humano 

(IDH) como, Sul da Ásia, Europa Ocidental, leste Asiático e América do Norte obtiveram 

maiores números de incidência (21,46 - 11,7 x103 casos) e números de mortalidade 

padronizada por idade (18,07 - 7,91 x103 óbitos) maiores do que países subdesenvolvidos, 

como na África do Sul e Central (incidência: 1,14 - 0,92 x103; óbitos: 0,86 - 0,77 x103) 3,4,5. 

Nas últimas décadas, estudos genômicos demonstraram que alterações genéticas no 

gene FMS - Like tirosina quinase 3 (FLT3) ocorrem em aproximadamente 25-30% dos 

pacientes com LMA recém diagnosticados 6,7. O gene FLT3 (ID NCBI: 2322) está 

localizado no cromossomo 13, locus q12.2, constituído de 104.953 nucleotídeos, 

distribuídos em 24 éxons 8. Codifica uma proteína receptora de tirosina quinases tipo III 

com 993 aminoácidos, chamada de FLT-3, e contém 5 domínios funcionais: loops tipo 

imunoglobulina (IG) no domínio extracelular (EC), domínio transmembranar (TM), 

domínio justamembranar (JM) e domínios tirosina quinase I e II (TKD1 e TKD2) 8. A 

proteína FLT-3 é expressa em progenitores hematopoiéticos imaturos e suprimida quando 

essas células se diferenciam 9,10. Na LMA, o RNAm do gene FLT3 está altamente expresso 

em mais de > 90% dos blastos leucêmicos,11,12 contribuindo para proliferação, diminuição 

da apoptose e aumento da sobrevida dessas células11. 

Dentre as principais alterações ativadoras do FLT3, a mais frequente (15-25%) a 

duplicação interna em tandem (FLT3-ITD), com comprimentos que variam de 3->400 

pares de bases (pb) 10 no domínio justamembranar (JM) que inserem aminoácidos na 

proteína;13 e alterações do tipo missense no domínio tirosina quinase II (TKD2) nos códons 

D835/I836 ocorrem em 7-10% dos pacientes com LMA 7,14. A proteína FLT-3 mutada 

ocasiona a autofosforilação e ativação constitutiva do receptor, contribuindo para 

leucemogênese da doença 15. Mutações no gene FLT3 estão associadas a diferentes 

implicações clínicas e prognóstica, como menor taxa de remissão completa (RC), baixa na 

sobrevida global (SG), sobrevida livre de doença (SLD), sobrevida livre de eventos (SLE), 

sendo um fator independente de mau prognóstico 16. A mutação FLT3-ITD é classificada 

no risco intermediário (European LeukemiaNet, ELN 2022).  Assim, testes moleculares que 

detectam alterações no FLT3 é recomendado em pacientes com LMA recém diagnosticado 
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e na recidiva, contribuindo a implicações prognósticas e benéfica da terapia direcionada 

17,18
.
 O uso de inibidores de FLT-3 tem promovido uma recuperação hematológica e melhor 

expectativa de vida dos pacientes com LMA 2,19,20. 

Em diferentes estudos, a identificação de mutações na proteína FLT-3 tem sido 

apenas relatada nos domínios JM/TKD1 (éxon 14-15) e TKD2 (éxon 20) 16,21,22. O 

sequenciamento completo do FLT3 pode identificar outras variantes ao longo do gene, 

como tem sido observado em pacientes classificados como negativos para ITD e TKD em 

ensaios moleculares específicos 23. Neste estudo realizamos o sequenciamento completo 

do gene FLT3 em pacientes com LMA, visando caracterizar molecularmente alterações 

presentes em pacientes no Estado do Amazonas, Brasil. 

 

Materiais e Métodos 

Aspectos éticos 

Trata-se de um estudo prospectivo realizado com pacientes de LMA, 

diagnosticados de janeiro 2022 a novembro de 2023. Todos os pacientes foram atendidos 

na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Centro 

de referência para tratamento de doenças onco-hematológicas no Amazonas. O estudo foi 

aprovado pelo comitê de Ética em Pesquisa Institucional (CAAE: 59781222.7.0000.0009). 

Características dos pacientes  

Foram incluídos 36 pacientes com LMA com idade superior a 18 anos (18 - 92), 

ambos os gêneros, procedentes do Estado do Amazonas. O diagnóstico da LMA foi 

realizado pela equipe médica com base aos critérios da Organização Mundial de Saúde. Os 

dados clínicos, gênero, idade, tipo de LMA, dados laboratoriais como hemograma, 

bioquímica, mielograma, imunofenotipagem, cariótipo de banda G e testes moleculares 

RT-PCR (AML1-A/ETO-B; PML-RARA; CBFB-A/MYH11 e BCR-ABL), foram obtidos dos 

prontuários e sistema de resultados de exames. 

Material biológico e extração DNA/RNA 

Amostras de medula óssea foram coletadas em tubos a vácuo contendo 

etilenodiaminotetracético (EDTA) (Becton Dickinson) em seguida, foi realizada extração 

de DNA/RNA pelo método Trizol®, de acordo com as recomendações do fabricante 
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(Thermo Fisher Scientific, EUA). O material foi armazenado a –80°C até o momento de 

uso.  

Reação em cadeia da polimerase do gene FLT3 

 Aproximadamente 0,5-1 μg de RNA foi utilizado para síntese do DNA 

complementar (cDNA) utilizando o kit GoScript™ Transcriptase Reversa® (Promega 

Corporation), de acordo com as recomendações do fabricante. Em seguida o gene do FLT3 

(éxon 1 ao 24) foi amplificado por reação em cadeia polimerase (PCR). Os primers e o 

tamanho dos produtos amplificados são mostrados no Quadro Suplementar S1. As 

condições de PCR foram as seguintes: 0,4 μM de cada primer, 0,2 μM de cada 

desoxirribonucleotídeo, 1,5 ou 2,5 mM de MgCl2, 1 U de Taq polimerase em um volume 

final de 25 μL contendo 500 mmol/L de KCl e 100 mmol /L Tris-HCl do tampão Taq 

polimerase. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese com gel de agarose 

a 1,5%. A purificação da PCR foi realizada com polietilenoglicol a 20%, conforme descrito 

anteriormente. 24,25   

Análise de fragmentos para variantes FLT3-ITD 

 As variantes FLT3-ITD foram amplificadas utilizando os primers 5´-

GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’ e 5’-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3’, 

forward e reverse respectivamente, direcionados para éxons 14-15 do gene. A PCR foi 

realizada e analisada com as condições descritas anteriormente (Quadro Suplementar S2). 

A carga alélica mutante (FLT3-ITD) foi avaliada em gel de agarose a 2% utilizando 

aplicação Lane Profile (intensidade de fluorescência) no software Image Lab (Bio-Rad), e 

eletroforese capilar (Tapestation Systems™) utilizando reagentes de alta sensibilidade, kit 

Agilent High Sensitivity D1000 Screen Tap sobre Agilent Tapestation 2200. A carga alélica 

mutante foi semelhante entre os métodos e quando comparados entre amostras de DNA e 

cDNA. 

Sequenciamento nucleotídico 

Aproximadamente 20-50 ng de DNA foram usadas na reação de sequenciamento. 

O sequenciamento nucleotídico foi realizado utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, California) com mesmos primers 

utilizados na PCR. Visando obtenção de sequências com alta qualidade, os fragmentos da 

reação de sequenciamento foram purificados segundo recomendações do fabricante. A 
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eletroforese capilar foi realizada utilizando Polímero POP-7TM no Sequenciador 3500 XL 

Genetic Analyzer®. 

Análise de Sequências 

As sequências de DNA foram analisadas no software Sequence Analysis (Applied 

Biosystems) em seguida, alinhadas com a sequência de referência do FLT3 (GenBank ID: 

NM_004119) no software Geneious 6.0.6 (Biomatters, Inc.) para obtenção dos contigs. O 

score de qualidade foi avaliado, sendo consideradas apenas sequências de alta qualidade 

(Qualis ≥40). A reação de sequenciamento foi repetida para cada variante identificada. A 

análise da frequência alélica de variante (VAF) foi realizada utilizando os softwares Minor 

Variant Finder (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Inc.) e EditR (moriaritylab. 

shinyapps.io/ editr_v10). Com base na frequência alélica (VAF) das variantes FLT3 

calculamos a razão alélica (RA) usando como ponto de corte razão alélica (RA) de 0,5. 

Intepretação de Variantes Patogênicas 

As variantes identificadas foram submetidas a bancos de variantes ClinVar do NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), COSMIC (https://cancer.sanger. ac.uk/cosmic), 

CancerVar (cancervar.wglab.org/index.php), e os valores preditores in sílico REVEL 

(sites.google.com/site/revelgenomics/about?authuser=0)26 com pontuação acima de 0,5 

(thershold – 0.45) como patogênica.26 No geral as variantes foram classificadas 

patogênicas, de significado incerto, ou benigna.27   

Análise estatística 

As características gerais dos pacientes foram descritas e determinadas pela 

contagem direta e relativa (%). Os dados hematológicos e bioquímicos são expressos em 

mediana e intervalo interquartil (25 e 75%). O teste Kruskal‑Wallis foi utilizado nas 

análises de concentração de hemácias, hemoglobina, hematócrito, plaquetas, leucócitos, 

porcentagem de blastos, DHL dos pacientes LMA novo, secundária e recaída. Foram 

comparados entre os pacientes com FLT3-ITD positivo, FLT3 missense e FLT3 negativos, 

usando o teste Kruskal‑Wallis e o teste Mann‑Whitney com significância estatística aqueles 

com p<0.05. A relação das variantes genéticas com razão alélica (RA) <0.5 e >0.5 com os 

dados laboratoriais foram realizadas utilizando o teste Mann‑Whitney. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 10 versão 10.1.2 

(GraphPad Software, Inc.). 

http://moriaritylab.shinyapps.io/editr_v10
http://moriaritylab.shinyapps.io/editr_v10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/


52 

 

Resultados 

Características da população de estudo 

Os pacientes incluídos neste estudo, 26 casos de LMA de novo (72.2%), 6 de LMA 

secundária (16.7%) e 4 casos de recaída (11.1%). Os pacientes apresentam uma mediana 

de idade de 53,5 anos, sendo observado uma maior frequência de pacientes do gênero 

feminino (Tabela 1). Segundo a classificação Franco-Americano-Britânico (FAB), M1 

(30.6%), M2 (22.2%), M5 (19.4%) e M3 (16.7%) foram mais prevalentes. Em relação a 

cariótipo banda G, 22 (61.1%) apresentam alterações cromossômicas sendo mais frequente 

a t(15;17), e 14 (38.9%) pacientes não apresentaram alterações (Figura Suplementar S1). 

De acordo com diretrizes European LeukemiaNet (ELN 2022), incluindo resultados 

citogenético e molecular, 3 (8,3%) pacientes apresentaram prognóstico favorável, 29 

(80,6%) como intermediário e 4 (11,1%) como adverso (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Características clínicas e demográficas dos pacientes com LMA. 

Características Nº de Pacientes (n=36) 

Gênero N (%) 

Feminino 21 (58,3) 

Masculino 15 (41,7) 

Idade (anos)  

Mediana (IQR) 53,5 (30,25 – 70,75) 

Tipo de LMA  

LMA Primária (novo) 26 (72,2) 

LMA Secundária (SMD)  5 (13,9) 

LMA Secundária (LMC)  1 (2,8) 

Recaída  4 (11,1) 

Classificação FAB  

M0  1 (2,8) 

M1 11 (30,6) 

M2  8 (22,2) 

M3  6 (16,7) 

M4  3 (8,3) 

M5  7 (1944) 

M6  0 

M7  0 

Cariótipo Banda G  

Sem alterações 14 (38,9) 

Alterações citogenéticas 22 (61,1) 

Risco citogenético ELN 2022  

Favorável   3 (8,3) 

Intermediário  29 (80,6) 

Adverso  4 (11,1) 

LMA, leucemia mieloide aguda; FAB, Franco-Americano-

Britânico;  ELN, European LeukemiaNet 2022. 
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Dados hematológicos  

Alterações hematológicas foram semelhantes entre os grupos, observados anemia, 

plaquetopenia, neutropenia (Tabela 2). Os pacientes de LMA de novo foi observado uma 

discreta leucocitose comparada LMA secundária e recaída. A média de contagens de 

blastos na medula óssea foi de 49,8% (alcance de 20-91%). Os valores de desidrogenase 

láctica (DHL) estavam aumentados em todos os grupos, com valores mais altos em LMA 

novo (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Características hematológicas e bioquímicas dos pacientes com Leucemia Mieloide Aguda.  

Características LMA novo (1) LMA secundário (2) LMA em Recaída (3) 
p-Value a  

1 vs 2 vs 3 

Eritrócitos, mm3 2.72 (2.1 – 3.22) 2.51 (2.23 – 3.04) 3.09 (2.73 – 3.35) 0.361 

Hemoglobina, g/dL 7.6 (6.7 – 9.4) 7.9 (7.2 – 10.2) 9.25 (8.9 – 9.4) 0.283 

Hematócrito, % 23.30 (19.25 – 27.75) 24.10 (21.58 – 31.25) 27.55 (26.68 – 28.95) 0.256 

Plaquetas, mm3 23000 (14000 -157000) 45000 (14750 - 83750) 47500 (23250 - 138500) 0.627 

Leucócitos totais, mm3 13.919 (4,225 –75,535) 7.170 (1.860 – 56,960) 7.055 (2.143 - 22.318) 
 

0.462 

Neutrófilos, % 8 (4.5 – 17.5) 15 (9 – 26.5) 13.5 (6.25 – 32.75) 0.494 

Blastos MO, % 47 (23.75 – 71.25) 32 (23 – 41) 48 (16.8 – 76.5) 0.438 

DHL, U/L 821.5 (439.3 -1396) 540.5 (418.3 -853.8) 582.5 (209.8-2847) 0.559 

MO, Medula óssea; DHL,Desidrogenase láctica. a teste Kruskal‑Wallis. 

 

Variantes FLT3 identificadas 

Ao todo, foram identificadas 26 variantes do éxon 3 ao 20 do gene FLT3 em 18 

(50%) pacientes (Quadro Suplementar S3). Não foram localizadas variantes nos éxons 4, 

5, 9, 12, 18 e 19. Variantes missense foram encontradas nos domínios funcionais: 6 (23,1%) 

extracelular (EC), 3 (11,5%) transmembranar (TM), 1 (3,9%) Justamembranar (JM), 5 

(19,2%) no domínio tirosina quinase I (TKD1) e 4 (15,4%) domínio tirosina quinase II 

(TKD2). Variante FLT3-ITD foram identificadas 3 (11,5%) no domínio JM e 4 TKD1 

(15,4%). As variantes foram classificadas como, 5(19,2%) benigna (T329S, Q338L, 

C407W, E672A e F760V), 2 (7,7%) variantes de significado incerto (D247H e L561M) e 

19 (73,1%) patogênica (Quadro Suplementar S3).  

Pelo menos uma variante patogênica foi identificada em 16 pacientes (44,4%), 

sendo 12 LMA novo, 2 LMA secundária e 2 em recaída. As variantes FLT3 missense foram 

mais prevalentes, 12 (63,2%), seguido pelas variantes FLT3-ITD 7 (36,8%) (Tabela 3). A 

frequência alélica das variantes (VAF) foram de 11% a 62,5%, enquanto a VAF da variante 

A680V foi de 100% (Tabela 3). A coocorrência de variantes patogênicas foi observada em 

4 pacientes: (1) Y416N/ FLT3-ITD (42 pb) [VAF 36%/32%]; (2) A680V/R834G [VAF 
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100%/25%]; (3) C681S/L703P [VAF 23%/19%]; (4) D698A/Y702S [VAF 24%/39%]. 

Não houve significância entre as razões alélicas (RA) das variantes FLT3 com os dados 

hematológicos e DHL. (Tabela Suplementar S1). 

 
Tabela 3: Variantes FLT3 patogênica. 

Variante Éxon Domínio Posição  VAF RA Predictora 

Y416N  10 EC c.1246 36%  0,56 0.881 

L561P 13 TM c.1682 32% 0,47 0.686 

L601P 14 JM c.1802 30% 0,42 0.558 

ITD (42 pb) 14 JM c.1785_1827 32 % 0,47 CV 

ITD (27 pb) 14 JM c.1804_1831   62.5% 1,66 CV 

ITD (60 pb) 14 JM c.1808_1868   17.6% 0,21 CV 

ITD (81 pb) 15 TKD1 c.1838_1919  46.6% 0,87 CV 

ITD (81 pb) 15 TKD1 c.1842_1923 11% 0,12 CV 

ITD (81 pb) 15 TKD1 c.1847_1928 14.4% 0,17 CV 

ITD (81 pb) 15 TKD1 c.1860_1941 11.6% 0,13 CV 

A680V 16 TKD1 c.2039 (T/T) 100% 1,00 0.673 

C681S 16 TKD1 c.2042 23% 0,29 0.865 

D698A 17 TKD1 c.2093 24% 0,31 0.896 

Y702S 17 TKD1 c.2105 39% 0,63 0.788 

L703P 17 TKD1 c.2108 19% 0,23 0.914 

R834G 20 TKD2 c.2500 25% 0,33 0.779 

D835Y 20 TKD2 c.2503 45% 0,81 0.875 

D835E 20 TKD2 c.2505 12.7% 0,14 0.629 

I836M 20 TKD2 c.2508 12% 0,13 0.554 
aMeta predictor in sílico Revel, score (thershold – 0.45); CV – variante patogênica classificada 

conforme pelo banco ClinVar; VAF - Frequência alélica da variante; RA - razão alélica; EC, 

Extracelular; TM, Transmembranar; JM, Justamembranar; TKD, Domínio tirosina quinase  

Variantes FLT3 positivas e alterações hematológicas 

Alterações hematológicas foram observadas entre pacientes variantes FLT3 

positivo e FLT3 negativos (Tabela 4). Os valores de hemoglobina foram significativamente 

elevados em pacientes com FLT3-ITD (p=0.049). Por outro lado, contagens 

expressivamente baixas de plaquetas foram observados em pacientes com FLT3 missense 

(p=0.038). Blastos no sangue periférico foram significativamente mais elevados em 

variantes FLT3 missense (p=0.014).  

 

Tabela 4: Comparação dados clínicos e laboratoriais entre FLT3 negativas e positivas. 

CARACTERISTICAS FLT3 neg (1) FLT3-ITD (2)  FLT3 missense (3) p-Value 

n= 20   n= 7    n= 9 1 vs 2 vs 3 a 1 vs 2 b 1 vs 3 b 2 vs 3 b 

Eritrócitos, mm3 2,5 (2,19 – 3,24) 3 (2,73 – 3,56) 2,6 (1,84 – 3,15) 0.108 0.056 0.561 0.090 

Hemoglobina, g/dL 7,6 (6,9 – 8,9) 9,4 (7,46 – 10,8) 7,9 (6,2 – 9,5) 0.140 0.049 >0.999 0.149 

Hematócrito, % 22,5 (20,9 – 27,2) 27,1 (23,3 – 34,7) 24,4 (18,5 – 28,2) 0.218 0.061 0.708 0.182 

Plaqueta, mm3 35.000 (14.000 – 64.000) 56.000 (44.000 – 140.000) 18.000 (9.000 – 48.000) 0.064 0.061 0.313 0.038 

Leucócitos totais, mm3 5.600 (2.840 – 23.150) 10,680 (2.050 – 26.140) 15.070 (9.430 – 131.800) 0.176 0.865 0.068 0.252 

Blastos SP, % 25 (13,5 – 56,5) 36 (28 - 80) 71 (36 – 85) 0.039 0.203 0.014 0.217 

Blastos MO, % 46 (20 – 73,5) 58 (32 - 85) 45 (35 – 65) 0.436 0.210 0.824 0.292 

DHL, U/L 514,5 (329,8 – 1.089) 971.3 (598 – 1.095) 767 (514,5 – 1.832) 0.408 0.453 0.212 0.863 

SP, Sangue periférico; MO, Medula óssea; DHL,Desidrogenase láctica. a teste Kruskal‑Wallis. b teste Mann‑Whitney 



55 

 

 

Discussão 

Alterações gênicas na tirosina quinase 3 (FLT3) ocasionam alterações funcionais 

na proteína,28 como mutações nos domínios JM e TKD que ativam constitutivamente a 

proteína FLT-3.16 As alterações de duplicações interna em tandem (ITD) leva a proteína 

FLT-3 a perda auto inibitória na região JM sobre o domínio TKD, ativando vias 

intracelulares independente do fator ligante (FL).29 Variantes FLT3-TKD mudam o circuito 

de ativação para permanentemente aberta, também levando a sinalização constitutiva.29 

Alterações FLT3-ITD têm sido associadas a desfechos desfavorável, como elevada taxa de 

recaída e baixa sobrevida global,13,16,30,31 enquanto FLT3-TKD (D835) foi associado a 

desfecho favorável.16,32 Nos últimos anos, inibidores de FLT-3 33 têm sido utilizados em 

monoterapia ou em combinação com quimioterapia padrão, proporcionando maior 

sobrevida aos pacientes.11,20 Assim identificar variantes do FLT3 é importante para o 

diagnóstico e tratamento dos pacientes com LMA. 

A LMA apresenta um quadro de insuficiência medular com implicações na 

formação dos componentes sanguíneos34, os primeiros achados encontrados no 

diagnóstico. Em nosso estudo pacientes com LMA de novo apresentaram valores reduzidos 

de hemoglobina, hematócrito, plaquetas e valores aumentados na contagem de leucócitos 

totais e DHL (Tabela 2).  

Este estudo descreve pela primeira vez variantes do gene do FLT3 em pacientes 

com LMA no estado do Amazonas, podem influenciar nas alterações hematológicas. No 

presente estudo, 16 (44,4%) dos pacientes com LMA apresentaram variantes relacionadas 

a patogenicidade em pelo menos um domínio funcional da proteína FLT-3. As variantes 

missense foram mais prevalentes, 12 (63,2%) foram identificadas nos éxons 10, 13, 14, 16, 

17 e 20, seguido pelas variantes ITD 7 (36,8%). As variantes missense Y416N, L561P, 

L601P, A680V, C681S, D698A, Y702S, L703P, 834G, D835Y, D835E e I836M foram 

associadas com plaquetopenia intensa quando comparado ao FLT3-ITD (18,000 mm3 

versus 56,000 mm3, p=0,038) e uma superior contagem de blastos comparados ao FLT3 

negativo (71% versos 25%, p=0,014). Pacientes com variantes FLT3-ITD apresentaram 

maiores contagens de hemoglobina em comparação a pacientes FLT3 negativos e variantes 

missense (9,4g/dL vs 7,6 e 7,9 g/dL, p=0,049). 

Embora LMA ao diagnóstico seja mais frequente em homens e faixa etária mais 

avançada, 35 clinicamente, a presença de FLT3-ITD foi observada em pacientes mais jovem 
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(<60 anos) e com baixa sobrevida global na população feminina 36,37,38. Assim, observamos 

no presente estudo o FLT3-ITD foi mais prevalente em mulheres (71,4%), abaixo de 60 

anos (80%).  

A prevalência de FLT3-ITD (JM / TKD1) e alteração no códon D835 no domínio 

quinases II (TKD2) são as variantes mais relatadas nos pacientes com LMA, em 15-35% e 

5-10% dos casos, respectivamente. 16,21,22,39,40 Diferentes estudos realizados na China, 

Noruega, Síria e Estados Unidos mostraram frequências da FLT3-ITD entre 15-

28%16,21,39,40.  No Brasil, a frequência do FLT3-ITD foi de 13,9% em Minas Gerais,41 23,6% 

e 33,3% em dois estudos realizados em São Paulo42,43. Em nosso estudo, a frequência da 

FLT3-ITD foi observada em 7 pacientes (19,4%), consistente com estudos internacionais 

e nacionais. 16,21,39,40,41,42,43 

Enquanto, variantes FLT3 missense no domínio TKD apresentam uma frequência 

em pacientes com LMA variando de 2-9,7% 16,21,42, no Brasil, variantes FLT3-TKD são 

observadas com baixa frequência (<1%) nos pacientes com LMA42,43. No presente estudo, 

a frequência de variantes no domínio TKD foi de 25%, superior ao descrito na literatura11,22 

Ao nosso conhecimento, as frequências diferem entre os estudos pode ser devido a regiões 

geográficas, tamanho e características da população de estudo, e métodos utilizados à 

detecção de variantes FLT3.65 

A presença de variantes no FLT3 e a relação com dados hematológicos têm sido 

controversos em diferentes estudos 16,44,45. A falta de associação com os dados 

hematológicos entre os FLT3 positivos e FLT3 negativos têm sido relatadas 45,46,47. Outros 

relatam o FLT3 positivo associado a baixa contagem de leucócitos e elevada contagem 

plaquetas 44. Por outro lado, diferentes estudos relatam associação de variantes FLT3-ITD 

e TKD com contagens mais altas de leucócitos, níveis aumentados de blastos no sangue 

periférico (SP), medula óssea (MO) e valores séricos elevados de DHL ao diagnóstico 

16,48,49. Neste estudo, variantes missense foram associadas com plaquetopenia intensa e alta 

contagem de blastos no sangue periférico, e FLT3-ITD associado com maiores contagens 

de hemoglobina (Tabela 4). 

Variações no tamanho e localização do ITD foram relacionados a importância 

prognóstica 10,50. Inserções ITD maiores (>30 pb) foram associados à diminuição da 

sobrevida global (SG) 38,51.  O FLT3-ITD foi relatado em aproximadamente 30% no 

domínio TKD1 e está associado desfecho desfavorável, como taxas inferiores de RC, 

menor SG, SLR, resistência a quimioterapia e inibição da tirosina 38,49,52. Em nosso estudo 
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tamanho do ITD variou de 27 a 81 pb, e inserções ITD em TKD1 foram mais prevalentes 

4 (57,14%) (Tabela 3).  

Embora alterações no FLT3 em estudos anteriores tenham sido relatados em 

pacientes sem alterações cromossômicas,16,38 em nosso estudo encontramos maior 

frequência de variantes FLT3 no grupo cariótipo alterado, aproximadamente 68,75%, e a 

presença da translocação t(15;17) como mais frequente no FLT3 positivo (30,55%), 

conforme descrito em estudos anteriores 30,31,53,54. A presença de t(15;17) define a 

Leucemia Promielocítica (M3), está relacionada maiores chances de cura, porém a 

presença de variantes FLT3-ITD e TKD têm sido relatadas a prognóstico desfavorável em 

relação a sobrevida global (SG) 55,56, sobrevida livre de recaída (SLR), sobrevida livre de 

progressão (SLP).56,57  

Estudos descrevem variantes genéticas em outros domínios do FLT3 11,58,59, e no 

presente estudo observamos variantes com maior prevalência no domínio TKD1 (34,6%), 

seguida no EC (23,1%), TKD2 (15,4%), JM (15,4%) e TM (11,5%). As variantes benignas 

Q388L (13,9%) e T329S (8,4%), e variantes sem significado clínico (D247H e L561M) 

(5,6%) também foram identificadas nos pacientes com LMA. 

O polimorfismo rs1933437 C>T (Ther227Met) presente no éxon 6 do gene FLT3 

foi descrita com frequência alélica menor (MAF) variando de 54-74% 60, e encontrada em 

subpopulações africana, europeia, asiática e hispânica saudáveis com frequência variando 

de 30% a 73% 61. No presente estudo, o SNP rs1933437 C>T foi observado em 66,7% da 

população (dados não mostrados), 10 (27,8%) com genótipos C/T e 14 (38,9%) T/T. Pouco 

se sabe sobre o significado clínico desta variante, entretanto foi associada à resposta ao 

tratamento e com efeito protetor para leucopenia e trombocitopenia induzida por fármacos 

mielotóxicos em pacientes com genótipo alélico C/T e C/C 62,63. Em estudo realizado com 

pacientes com carcinoma de células renais relata que aqueles com genótipo rs1933437 T/T 

apresentam risco aumentado de 700% de apresentar leucopenia e de 170% para neutropenia 

64. Demais estudos são necessários para esclarecer possível envolvimento deste SNV com 

alterações hematológicas e possível envolvimento com a doença. 

Podemos destacar diferentes limitações no estudo, primeiramente o pequeno 

número amostral de pacientes, uma vez que recentemente o centro de referência tem 

iniciado os exames genéticos para os pacientes com LMA, o que justifica a natureza do 

estudo ser prospectivo. Porém destacamos a importância que próximos estudos possam 

envolver outros centros de referência abordando um maior número possível de pacientes 

com LMA. Aqui realizamos coletas de amostras de medula óssea no momento do 
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diagnóstico, a coleta de material durante ou após o tratamento poderia evidenciar aquelas 

mutações resistentes, como tem sido observado em dois casos de recaída. Por fim, 

sequenciamento nucleotídico utilizado no presente estudo é uma metodologia que 

apresenta um baixo nível de sensibilidade comparada a metodologias de nova geração. 

Com isso buscamos preferencialmente utilizar amostras de medula óssea que apresentavam 

alta contagem de blastos (49,8%; 20-91), evitando pacientes falsos negativos para 

mutações do FLT3. Podemos destacar que as metodologias utilizadas neste estudo foram 

otimizadas, observamos variantes patogênicas com VAF ≥10% (metodologia repetida pelo 

menos uma vez), a ocorrência de duas ou mais variantes em alguns pacientes sugerem 

heterogeneidade de clones. 

Em nosso estudo relatamos pela primeira vez a frequência de variantes FLT3 em 

pacientes com LMA no estado do Amazonas, Brasil. Apesar das limitações observadas no 

presente estudo, mutações potencialmente patogênicas no gene FLT3 são frequentemente 

observadas em pacientes de LMA. Destacamos que o FLT3 apresenta uma alta incidência 

de variantes missense ao longo do gene, e possivelmente associadas com alterações 

hematológicas, como plaquetopenia intensa e alta porcentagem de blastos no sangue 

periférico, destacando a importância do rastreio de variantes no gene do FLT3.  Portanto 

os parâmetros hematológicos devem ser mais bem explorados. 
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Suplementar  

 

Quadro S1. Sequência de oligonucleotídeos iniciadores (primers) e programação de ciclagens utilizados na PCR 

de amplificação dos fragmentos. 

PCR Nome Sequência (5’          3’) Tamanho Região Ciclagem 

PCR 1 

FLT3_Forward 1 

 

GCTGCTCGTTGTTTTTTCTGC 

 
1098 pb 

Éxons  

1 - 9 

 

95°C/ 5 min;  

95°C/ 30 seg / 35 ciclos 

64°C/ 30 seg / 35 ciclos;  

72°C/ 1 min, 20 seg / 35 ciclos;  

72°C/ 7 min 

 

FLT3_Reverse 1 GTGGGTAGGCTTTAAACCTGA 

PCR 2 

FLT3_Forward 2 

 

TTCCTCTTCAAAGCATCCCAGT 

 
1239 pb 

Éxons  

 8 - 18 

 

95°C/ 5 min;  

95°C/ 30 seg / 35 ciclos 

63°C/ 30 seg / 35 ciclos;  

72°C/ 1 min, 30 seg / 35 ciclos;  

72°C/ 7 min 

 

FLT3_Reverse 2 CTTCTCTTGAACCAGGCATG 

PCR 3 

FLT3_Forward 3 

 

GAGAATATTGTGAACCTGCTGG 

 
1117 pb 

Éxons   

16 - 24 

 

95°C/ 5 min;  

95°C/ 30 seg / 35 ciclos 

57°C/ 30 seg / 35 ciclos;  

72°C/ 1 min, 10 seg / 35 ciclos;  

72°C/ 7 min 

 

FLT3_Reverse 3 

 

TAAACGCAGACAGCTTCTAGAG 

 

 

Quadro S2. Sequência de oligonucleotídeos iniciadores (primers) e programação de ciclagens utilizados na PCR 

de amplificação do fragmento FLT3- ITD.  

PCR Nome Sequência  (5’          3’) Tamanho Região Ciclagem 

PCR  

FLT3-ITD 

ITD_Forward  
 

GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 

232 pb 
Éxons   

14 - 15 

 

95°C/ 5 min;  

95°C/ 30 seg / 40 ciclos 

60°C/ 30 seg / 40 ciclos;  

72°C/ 45 seg / 40 ciclos;  

72°C/ 7 min 

 

ITD_Reverse  
 

CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 
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    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16   17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36       

   FLT3 +   FLT3 -   
 

   ITD-JM                                                                              uma variante 

  ITD-TKD1                                                                              duas variantes 

  Missense outro Domínio                                                                             
 

  Missense TKD 1                                                                              sim 

  Missense TKD 2                                                                             
 

  Cariótipo sem anormalidades                                                                              LMA novo 

 Cariótipo Alterado                                                                              LMA Secundária 

 Hiperdiploide                                                                              Recaída 

 Hipodiploide                                                                             
 

  Monossomia 7                                                                              Risco favorável 

  Trissomia 8                                                                              Risco intermediário 

o  Nulissomia                                                                              Risco adverso 

  del(1)(p35)                                                                             
 

  del(5)(p13)                                                                              M0 

  del(7)(q31)                                                                              M1 

  t(8;21)(q22;q22)                                                                              M2 

  t(15;17)(q24;q21)                                                                               M3 

  t(7,11)(p22;q13)                                                                              M4 

  t(5,12)(q.11.1;p11.1)                                                                              M5 

  t(9;22)BCR-ABL                                                                               M6 

  t(2;7)(q21;q36)                                                                              M7 

  Inv(16)(p13q22)                                                                             
 

  Óbito                                                                             
 

  Classificação de Risco ELN                                                                             
 

  Tipo de LMA                                                                             
 

  Classificação FAB                                                                              
 

   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16   17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36   
 

 

Figura S1  - Características citogenéticas, classificação de risco citogenético ELN e FAB dos pacientes com LMA. 
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Quadro S3 - Variantes detectadas pelo sequenciamento nucleotídico do gene FLT3 em pacientes com LMA.  

 

VARIANTES FLT3 V85I T227M D247H G295V T329S Q338L C407W Y416N V557I L561P    

POSIÇÃO CDS c.253 c.680 c.742  c.884  C.985  c.1014  c. 1221  c.1246  c.1669  c.1682  

NM_004119 G  C  G  G  A  A C T    G   T 

ALELO VARIANTE A   T   C  T    T  T  G   A    A   C  

POSIÇÃO NO CÓDON 
GTA  ACG GAT   GGC ACT  CAA   TGC  TAT  GTT  CTA  

ATA ATG CAT GTC TCT CTA TGG AAT ATT CCA 

TIPO DE VARIANTE missense Missense missense missense missense missense missense missense missense missense 

EXON 3 6 7 8 8 8 10 10 13 13 

DOMINIO FUNCIONAL EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT EXT TM TM 

VARIAÇÃO DA PROTEÍNA Val85Ile Thr227Met Asp247His Gly295Val The329Ser Gln338Leu  Cys407Trp Tyr416Asn Val557Ile Leu561Pro 

SIGNIFICADO CLÍNICO Benigna * SNP  Incerto Benigna Benigna Benigna Benigna Patogênica *SNP Patogênica 

*SNP - polimorfismo de nucleotídico único.



70 

 

Continuação 

 

 

VARIANTES FLT3 L561M ITD L601P ITD ITD ITD ITD ITD ITD 

POSIÇÃO CDS c.1683  c.1785_1827 c. 1802 C.1804 _1831  C.1808_1868 c.1842_1923 c.1847_1928 c.1860_1941 c.1838_1919 

NM_004119 A - T - - - - - - 

ALELO VARIANTE G   - C - - - - - - 

POSIÇÃO NO CÓDON 
CTA   - CTC  - - - - - - 

CTG - CCC - - - - - - 

TIPO DE VARIANTE missense Inserção missense Inserção Inserção Inserção Inserção Inserção Inserção 

EXON 13 14 14 14 14 15 15 15 15 

DOMINIO FUNCIONAL TM 

JM 

 JM JM JM TKD1 TKD1 TKD1 TKD1 

VARIAÇÃO DA PROTEÍNA Leu561Met 42 pb Leu601Pro 27 pb 60 pb 81 pb 81 pb 81 pb 81 pb 

SIGNIFICADO CLÍNICO Incerto Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica 
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VARIANTES FLT3 A680V C681S D698A Y702S L703P R834G D835Y D835E I836M 

POSIÇÃO CDS c.2039  c.2042 c.2093  c.2105 c.2108  c.2500  c.2503  c.2505  c.2508 

NM_004119 C     G A A T C  G T C  

ALELO VARIANTE T  (T/T) C   C   C  C    G    T  G  G    

POSIÇÃO NO CÓDON 
GCG  TGC   GAT  TAT  CTA CGA  GAT  GAT  ATC 

GTG TCC  GCT  TCT CCA GGA TAT GAG ATG 

TIPO DE VARIANTE missense missense missense missense missense missense missense missense missense 

EXON 16 16 17 17 17 20 20 20 20 

DOMINIO FUNCIONAL TKD1 TKD1 TKD1 TKD1 TKD1 TKD2 TKD2 TKD2 TKD2 

VARIAÇÃO DA PROTEÍNA  Ala680Val Cys681Ser Asp698Ala Tyr702Ser Leu703Pro Arg834Gly Asp835Tyr Asp835Glu Ile836Met 

SIGNIFICADO CLÍNICO Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica 
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Tabela S1: Dados laboratoriais dos pacientes FLT3 positivo de acordo com a razão alélica (AR). 

DADOS LABORATORIAIS  RA < 0,5 RA > 0,5 p-Value a 

 n = 9    n = 7   

Eritrócitos, x mm3,  2,73 (2,22 – 3,38) 2,95 (2,37 – 3,28) 0.461 

Hemoglobina, g/dL 7,9 (6,7 – 10,1) 9,4 (7,6 – 9,6) 0.631 

Hematócrito, % 23,3 (20,15 – 28,65) 27,1 (24,4 – 31,90) 0.432 

Plaqueta, mm3 44.000 (11.000 – 140.500) 48.000 (18.000 – 49.000) 0.736 

Leucócitos totais, mm3 14.760 (6.925 – 131.800) 10.850 (3.690 – 26.140) 0.606 

Blastos SP, % 77 (32,5 – 86,5) 36 (28 -71) 0.340 

Blastos MO, % 60 (45 – 85) 35 (32 - 58) 0.141 

DHL, U/L 1.089 (794,3 – 1.655) 598 (501 – 860) 0.152 

a teste de Mann‑Whitney 
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CAPÍTULO II: 

 

Mutações no gene FLT3 são observadas em casos de LMA recaída e secundária:  um estudo de 4 

casos 

 

Marlúcia Oliveira dos Santos (1) Talita Cruz dos Santos (1), Gabriele Souza Parente Braz (1) 

Mylena Oliveira do Nascimento (3), Vinicius Clementino da Costa (3), Lucivana Prata Souza 

Mourão (1,2), Nilberto Dias de Araujo (3), Andréa Monteiro Tarragô (1,3), Leny Nascimento da 

Motta Passos (1,3), George Allan Villarouco da Silva (1,3) 

  

(1) Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à Hematologia – Universidade do Estado do Amazonas 

(PPGH/UEA), Manaus, AM, Brasil  

(2) Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Manaus, AM, Brasil  

(3) Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, AM, Brasil  

 

Introdução 

 

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia geneticamente transformada, 

heterogênea, caracterizada pela progressão clonal de precursores mieloides imaturos que 

resultam em hematopoiese ineficaz e insuficiência da medula óssea.1,2 

A LMA é a leucemia aguda mais frequente no adulto (80%), principalmente acima de 

65 anos.3 Os pacientes apresentam baixa taxa de sobrevida e a recidiva da doença é umas das 

principais causas de falhas do tratamento4.  Aproximadamente 40 a 50% dos jovens e maioria 

dos idosos recidivam e/ou se mostra refratário ao primeiro ciclo de tratamento, tornando o 

prognóstico ruim, com uma sobrevida média de 12 meses.4,5 Alterações moleculares em 

neoplasias mieloproliferativa ou mielodisplásicas podem resultar em posterior transformação 

leucêmica, caracterizada como leucemia mieloide aguda secundária (LMAs).6 A LMA constitui 

um grupo heterogêneo que representa uma proporção de 15 a 26% dos casos de LMA e foram 

associados a pior prognóstico quando comparados a LMA novo.7 

Aqui relatamos casos prospectivos de pacientes com LMA que apresentaram recaída ao 

tratamento (2 casos) e LMA secundária (2 casos) que foram positivos para FLT3 mutado. 

Revisamos e avaliamos os prontuários médicos, realizando o follow-up até o presente momento. 

Utilizamos os dados registrados pelo Serviço de Atendimento Médico Especializado (SAME) 

da Fundação HEMOAM.  
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Apresentação dos casos 

 

  Caso 01 – Paciente sexo feminino, 65 anos, primeiro atendimento em outubro de 2022, 

em investigação de pancitopenia, apresentou lesões eritematosa nodulares e perda de peso nos 

últimos 3 meses. Avaliação hematológica, apresentou leucopenia (1.960 mm3) hemácias (3,02 

mm3), hemoglobina (9,7 g/dL), hematócrito (31,5%) e plaquetas (64.000 mm3). Mielograma 

apresentou-se com hipocelularidade, porém sem presença de blasto. Iniciou uso de prednisona 

40 mg/dia. Após 2 meses apresentou sintomas de equimoses em membro superior, plaqueta 

(13.000 mm3). O resultado da biopsia de medula óssea foi compatível com neoplasia 

mielodisplásica (SMD) e o tratamento foi baseado em suporte clínico e transfusional, pois não 

havia disponibilidade de terapia direcionada (azacitidina ou decitabina). Em fevereiro de 2023 

paciente apresentou hemograma com 30% de blastos. A citometria de fluxo do sangue medula 

óssea demostrou imunofenótipo compatível com LMA (Tabela 1). O resultado do exame de 

cariótipo Banda G, sem presença de anomalias. Foi realizado análise molecular de FLT3, NPM1 

e TP53 pelo sequenciamento em Sanger e detectado: variante missense no gene FLT3, Y416N 

(VAF 36%) e uma inserção duplicação interna em tandem FLT3-ITD (42 pb e VAF 32%), 

variante E129Q no gene NPM1 e E62Q no gene TP53. A paciente recebeu terapia de indução 

com 7+3 (citarabina + daunorrubicina 45mg/m2) e ficou internada por 20 dias. Inibidores de 

FLT3, não estavam disponíveis para terapia direcionada. Paciente foi a óbito após 45 dias 

devido a complicações. 

Caso 02 – Paciente sexo feminino, 67 anos, encaminhado em fevereiro de 2023 para 

atendimento ao hematologista devido hemoglobina (11,1 g/dL) e plaquetopenia (46.000 mm3) 

leucócitos (14.000 mm3). Aos exames solicitados, eletroforese com provável distorção na 

fração gama, e prescrita cianocobalamina (Vit. B12) por 2 meses, sem melhoras. Ainda 

relatando fraqueza, sangramento gengival e discreta anicterícia. Em novo hemograma realizado 

em maio de 2023, apresentou leucocitose (38.650 mm3) com desvio a esquerda, blasto (8%) e 

pro-monócitos (8%) hemoglobina (8,6 g/dL), plaquetopenia (18.000 mm3), Mielograma 

compatível com Leucemia mielomonocítica crônica (43% granulocítica e 11% monocítica) e 

biópsia com presença de nincho de blastos que não firmam diagnóstico. O exame qualitativo 

de transcrito BCR/ABL p190 e p210 foram negativos. Repetido nova biopsia e mielograma. 

Paciente apresentou piora do cansaço, anemia, palidez cutânea, astenia. Recebeu transfusão 

sanguínea e plaquetas para melhoras do quadro clínico. Novo hemograma em agosto/2023 

apresentou leucocitose (195.800 mm3), 34% blastos no sangue periférico, com desvio a 

esquerda, hemoglobina (Hb) (7,6 g/dL) e plaquetopenia (12.000 mm3), foi prescrito 
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hidroxiuréia 2 comp./dia para citorredução. Realizado imunofenotipagem, apresentou 

compatível com LMA (tabela 1), presença de 35% de blastos mieloides. Mielograma com 

hipocelularidade, e 47% de blastos mieloides. Após 15 dias com citorredução, contagens de 

leucócitos de 47.460 mm3, blastos 54%, plaquetas 6.000 mm3, hemoglobina 7,2 g/dL. O 

cariótipo Banda G revelou t(9;22) (q34;q11.2) com presença de cromossomo Philadelphia em 

75% das metáfases (15/20 analisadas). Avaliação molecular BCR/ABL P210 foi novamente 

negativo. O teste sequenciamento Sanger molecular do FLT3 identificou alteração pontual 

D835Y com VAF de 45%. Recebeu indução com citarabina 20 mg por 10 dias e 30 dias depois 

foi prescrito protocolo 5+2 (citarabina e daunorrubicina). Paciente apresentou severas 

complicações e novo hemograma com leucócitos 115 mil com 80% de blastos e inúmeras 

equimoses. Devido a dificuldade de controle da doença propôs-se quimioterapia paliativa com 

Hidroxiuréia 2 cp de 12/12, paciente em acompanhamento ambulatorial. 

Caso 03 - Paciente sexo feminino, 44 anos, em maio de 2017 foi encaminhada para 

investigação de bicitopenia, relata apresentar há 2 meses astenia, tontura, cefaleia, hematomas, 

petéquias, metrorragia e perda ponderal de 3 kg.  O hemograma com hemoglobina (7.0 g/dL), 

hematócrito (20%), plaquetas (20.000 mm3), leucócitos (5.240 mm3) com 70% de blastos. 

Imunofenotipagem compatível com LMA. O teste cariótipo Banda G e análise molecular RT-

PCR revelaram t(15;17) e  transcrito PML:RARA respectivamente. Foi diagnosticada com 

LMA-M3 (Leucemia Promielocítica Aguda), recebeu quimioterapia de indução ácido 

transretinóico (ATRA)+ idarrubicina, com remissão morfológica. Após, realizou 3 ciclos da 

quimioterapia de consolidação (ATRA+ idarrubicina) com boa resposta hematológica e 

molecular. Seguiu em quimioterapia de manutenção (Protocolo PETHEMA - 2005), durante 12 

meses (dez/2017 a dez/2018). Após 10 meses (out/2019) queixou sangramento uterino, 

hematomas, e a avaliação hematológica notou-se leucocitose (86.250 mm3) com 94% de 

blastos, Hb 8.0 g/dL, hematócrito 22,9% e plaquetas 12.000 mm3. Imunofenótipo MPO+, 

CD33+, CD113+, CD117+, CD38+ e foi evidenciado recaída da LMA em out/2019. Realizou 

1 ciclo de indução (ATRA) e 3 ciclos de consolidação, com remissão hematológica e molecular 

(PML-RARA indetectável). Em outubro de 2020 realizou transplante medula óssea (TMO) 

aparentado (irmão) sem intercorrências graves.  Apresentou cardiopatia devido drogas 

cardiotóxicas. Permaneceu em remissão por 19 meses pós TMO, entretanto em maio/2022 

apresentou no serviço de urgência queixou astenia, equimose, petéquias exantemas, onde 

avaliação foi notável leucócitos (22.160mm3) com 66% de blasto. Imunofenotípico 

evidenciaram 2° recaída de LMA (Tabela 1), e ausência de transcrito para PML-RARA por RT-

PCR. Foi realizado sequenciamento de Sanger, identificou-se variante duplicação interna in 
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tandem (FLT3-ITD 81pb e VAF de 46,6%) e variante frameshift  tipo A em NPM1 (W228fs 

VAF 43,7%). Não havia disponibilidade de inibidores de FLT3 na unidade hospitalar. Seu 

quadro clínico foi complicado, com piora cardiorrespiratória e declino funcional foi a óbito em 

julho 2022. 

Caso 04- - Paciente sexo feminino, 28 anos, em novembro de 2021 queixou-se de otite 

média, sem melhora com antibioticoterapia. O hemograma apresentava contagem de leucócitos 

(62.390 mm3) com 91% de blastos, Hemoglobina (8,7 g/dL), Hematócrito (25,8%) e plaquetas 

(70.000 mm3). A citometria de fluxo, demonstrou imunofenotípico compatível com LMA. Foi 

confirmado por RT-PCR presença transcrito AML1-ETO-B t(8;21).  Portanto, a paciente foi 

diagnosticada LMA-M2 e classificada como risco citogenético favorável com base aos dados 

de biologia citogenética e molecular de acordo com o ELN 2017. Recebeu indução com 7+3 

(Citarabina e Daunorrubicina 20 mg), levou a remissão morfológica.  Recebeu consolidação 

com 2+5 (Citarabina e Daunorrubicina 20 mg), seguida de 4 ciclos de intensificação com altas 

doses de citarabina. Paciente sem doador aparentado e sem doador compatível no banco de 

doador. Permaneceu em remissão completa por aproximadamente 4 meses pós-tratamento, e 

em novembro de 2022 apresentou foco infeccioso em região infra-axilar e neutropenia febril.  

A citometria de fluxo demostrou marcadores compatível com LMA (Tabela 1), caracterizando 

recidiva. Foi identificado através do sequenciamento de Sanger, duas mutações FLT3 não 

sinônimas coocorrentes A680V (VAF 100% T/TT homozigose) e R834G (VAF de 25%). 

Recebeu 2 ciclos de mitoxantrona e fludarabina como terapia de resgate. Paciente judicializou 

inibidor de tirosina quinase (ITK), iniciou tratamento com midostaurina em março de 2023. E, 

em agosto de 2023 realizou Transplante Medula óssea (TMO) haploidêntico com 50% de 

compatibilidade. Ela permanece em remissão morfológica completa 7 meses após o transplante 

e em acompanhamento ambulatorial. 

 

Discussão 

A leucemia mieloide aguda (LMA) se desenvolve a partir de anormalidades genéticas 

condutoras (mutações somáticas), com uma média de 13 mutações em mais de 60 gene 

recorrentes na LMA.8,9 É uma doença clinicamente heterogênea e alterações citogenéticas/ 

moleculares tem relevância prognóstica, influenciando na prática clínica e adoção de 

estratificação de grupos de riscos. 10 

Alterações no genes FMS-like tirosina quinase 3 (FLT3) e gene que codifica a 

nucleofosmina (NPM1) são frequentemente observadas em 30% e 40% dos pacientes com 
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LMA, respectivamente, alterações que influenciam no aumento da proliferação celular e 

diminuição do apoptose, contribuindo para leucemogênese. 9 

A presença de mutações FLT3-ITD e NPM1 coocorrem em aproximadamente 53% dos 

casos de LMA11,12 e relatada com maior frequência no cariótipo sem alterações, 13,14,15 

fornecendo importante informações prognósticas.16 Estudos anteriores associaram a carga 

alélica mutante do FLT3-ITD (baixa ou alta) com NPM1 a diferentes desfechos, 17,18,19 no 

entanto atualmente o risco prognóstico ELN não considera mais esses achados, e mutações 

FLT-ITD são atualmente categorizados no grupo de risco intermediário.20 Alterações em NPM1 

sem FLT3-ITD estão categorizadas como risco favorável, 20porém a presença de anormalidades 

citogenéticas foram associadas a desfechos adversos.17,21 Neste estudo observamos 2 casos de 

LMA secundária e 2 casos de recaída que apresentam mutações nos genes FLT3 sendo 

observado a coocorrência de mutações nos genes, NPM1, TP53 e alterações cromossômicas, 

classificando como grupo de risco favorável t(8,21), intermediário t(15;17) e adverso (t(9;22)20.  

Embora, aproximadamente 40 a 80% dos pacientes com LMA respondem ao tratamento 

de indução padrão (3+7), alcançam a remissão completa (RC), eventualmente alguns pacientes 

recaem, representando a principal causa de falha do tratamento.19 Foi relatado que mutações 

FLT3-ITD têm impacto adverso na sobrevida global (SG) devido às altas taxas de 

recidiva.  Estudos mostram que mutações genéticas FLT3-ITD e TP53 foram frequentemente 

observadas em casos de recidiva, e estão associadas a desfechos desfavoráveis. 9, 22 Entretanto, 

mutações NPM1 foram reduzidas na recaída.19 Assim, sugere que mutações FLT3-ITD e TP53 

têm importante contribuição para condução leucemogênese e fornece informações para avaliar 

a dinâmica de risco de LMA. 

Estudos anteriores relatam a presença de FLT3-ITD na LMA com t(15;17), ou LPA 

(leucemia promielocítica aguda) com alta frequência de 20-33% 23,24,25. Embora a LPA seja 

associada a melhores taxas de cura, a identificação de FLT-ITD na LPA é um fator desfavorável 

em termos de sobrevida global (SG), sobrevida livre de recidiva (SLR), e sobrevida livre de 

doença (SLD). 23,26 Assim o FLT3 mutado na LPA sugere um importante marcador prognóstico 

do risco.  Relatamos um acaso de LMA com t(15;17) e coocorrência de mutação de FLT3-ITD,  

NPM1 e TP53 em 2ª recaída, a  frequência alélica semelhante são sugestivo de abrigar mutações 

no mesmo clone e que essa mutações contribuíram para expansão clonal e resistência a 

terapia.27  

A LMA com t(8;21) (q22;q22)  é relatada em aproximadamente 15% dos pacientes com 

adulto,28 estratificada no subgrupo de prognostico favorável, no entanto. Estudos anteriores 

relatam reduzidas SG e SLR na presença de FLT3 (13%)29. Aqui relatamos um caso de LMA 
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de novo (primária) com t(8;21) estratificada no grupo favorável, após realizar quimioterapia 

padrão, recaiu após 10 meses e a presença de 2 variantes patogênicas em FLT3 e TP53 com 

frequência alélica diferente, sendo sugestivo de heterogeneidade clonal e subclonal conforme 

descrito. 27 

A translocação t(9;22)(q34.1;q11.2) ou cromossomo Filadélfia, corresponde a fusão dos 

genes BCR:ABL e são detectadas 90-95% na Leucemia Mieloide Crônica (LMC) no ponto de 

quebra M-bcr (p210).30 No entanto, também são observadas em 10 a 20% na Leucemia Linfoide 

Aguda (LLA) em adulto, ponto de quebra m-bcr (p190) e, raramente na LMA (<1%) 31,32 Além 

disso, são relatados vários transcritos BCR:ABL atípicos que podem estar associados a 

prognósticos distintos. 33,34,35,36 Aqui relatamos um caso de Leucemia Crônica que agudizou 

para fase blástica (LMA) com presença de cromossomo Filadélfia, detectado pelo cariótipo 

Banda G e foi negativa para os transcrito BCR:ABL mais frequentemente detectado pela RT-

PCR (p210 e p190) e mutação pontual FLT3 D835Y. Na LMA a translocação 

t(9;22)(q34.1;q11.2) é estratificada no grupo de risco adverso e são frequentemente refratário 

quimioterapia 37 

Devido a heterogeneidade da SMD o tratamento atualmente disponível é limitado e a 

abordagem terapêutica com hipometilantes (azacitidina ou decitabina) considerados padrão de 

tratamento, melhorou significativamente a sobrevida global, SLR, a qualidade de vida e nos 

desfechos.38 Portanto, acredita-se que a indisponibilidade da terapia adequada possa ter 

contribuído para rápida progressão leucêmica aqui apresentada. Aproximadamente 1/3 dos 

pacientes com SMD progridem para LMA.39 São descritas alterações genéticas em clones 

leucêmicos dominantes que estão associados a progressão leucêmica, como FLT3, NPM1 e 

TP53. 40,41 O que pode sugerir como potenciais marcadores genéticos da LMA.  Alterações no 

gene TP53 estão presentes em aproximadamente 8-13% dos pacientes com SMD e estão 

associadas a riscos de progressão para LMA, resistência a terapia e piores desfechos. 40,41  A 

presença de variantes NPM1 raramente é detectada ao diagnóstico da SMD, mais presente após 

progressão leucêmica.42   

Estudos anteriores relatam a presença de variantes FLT3 (60%) e NPM1 (17%) na SMD 

que evoluem pra LMA, 42,43,44 indicando que essas alterações são eventos secundários que 

contribuem na transformação leucêmica.20   A presença de FLT3-ITD após transformação SMD 

para LMA, foi associada a baixa sobrevida (2,4 meses versus 7,5 meses) quando comparados a 

pacientes sem FLT3-ITD. 45 Observamos em todos os casos aqui a presença de alterações em 

genes recorrente na LMA e que a terapia direcionada foi um fator limitador, o acesso a terapia 
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alvo no FLT3 ainda não estava disponível para os pacientes aqui correlacionados. Uma única 

paciente (caso 4) conseguiu utilizar o inibidor de FLT3 após judicialização. 

As mutações no FLT3 são frequentemente relatadas na LMA e tem implicações 

importantes para manejo clínico e terapêutico da doença. A presença de mutação de FLT3 em 

pacientes com LMA está relacionada a pior prognostico e a coocorrência de outras mutações 

drive retratando a heterogeneidade clonal da doença, o que torna ainda mais propensos a recaída 

após o tratamento. Assim a incorporação de pesquisa do status mutacional do FLT3 em todo 

aspecto do manejo da LMA é fundamental para tratamento clínico com terapia direcionada ao 

FLT3. 
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Tabela 1: Características clínicas, imunofenótipo, citogenética e molecular.

Caso Diagnóstico de LMA Gênero/Idade FAB Imunofenotipagem Cariótipo Banda G/ 

 RT-PCR 

FLT3+ NPM1+ TP53+ 

1 LMA Secundária a SMD F/65 M2 

cMPO+, 

CD13+,CD117+,CD33+, CD11b+, 

CD38+, CD34+, HLA-DR+, CD56+, 

CD7+ 

46,XX   

Y416N   

(VAF 36%); 

ITD (42 pb)  

(VAF 32%) 

E129Q  

 (VAF 44%) 

E62Q  

(VAF 25%) 

 2 LMA Secundária a LMC F/67 M1 

CD13+, CD117+, CD11b+, CD38+, 

CD34+, HLA-DR+, CD7+, CD123+, 
46,XX, 

t(9;22)(q34;q11,2) 

D835Y  

(VAF 45 %) 
W288fs  negativa 

3 
LMA Recaída 

 
F/44 M3 

cMPO+, CD13+,CD117+, CD33+,  

CD38+, CD64+ 
46,XX,  

t(15;17) (q24;q21)/          

PML-RARA 

ITD (81 pb)  

(VAF 46,6%) 

E129Q  

VAF 41% 

W288fs-VAF 

43,6 % 

P60Q    

(VAF 40%)                 

E62Q 

(VAF 40%)                 

4 LMA Recaída F/28 M2 

cMPO+, CD13+, CD33+, CD11b+, 

CD117+ CD38+, CD34+, HLA-DR+, 

46,XX,  

t(8;21) (q22:22)/ AML1-

A:ETO-B 

A680V (VAF 100% 

T/TT); 

R834G (VAF25%) 

negativa 
E62Q  

(VAF 8%)                  

LMA, leucemia mieloide aguda; SMD , neoplasia mielodisplásica; LMC, leucemia mieloide cronica, RT-PCR,  Reação em Cadeia da Polimerase Retrotranscriptase;  FAB, 

Franco-Americano-Britânico; FLT3, FMS like tirosina quinase 3; NPM1, nucleofosmina;  TP53, gene supressor de tumor. 
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Tabela 2: Dados hematológicos no momento da análise molecular para os genes FLT3, NPM1 e TP53. 

CARACTERÍSTICAS  CASO 1 CASO 2 CASO 3 CASO 4 

Idade (anos) 65 67 44 28 

Gênero F F F F 

Leucócitos (mm3) 10.680 195.800 26.140 10.850 

Hemoglobina (g/L) 10,8 7,6 9,4 9,4 

Plaquetas (mm3) 49.000 12.000 56.000 18.000 

Blastos SP % 28 34 80 71 

Blasto MO% 32 35 85 45 

Quimioterapia Indução 7+3 Paliativa Atra 7+3 

Óbito SIM NÃO SIM NÃO 

Transplante MO NÃO NÃO SIM SIM 

Classificação FAB,  M2 M1 M3 M2 

SP, sangue periférico; MO, medula óssea; FAB, Franco-Americano-Britânico; 
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6. CONCLUSÃO 

 

Neste estudo, os casos de LMA em adultos foram mais frequentes em pacientes abaixo 

de 60 anos com o gênero feminino mais prevalente. As alterações citogenéticas são 

frequentemente observadas e a maioria classificadas quanto a estratificação de risco no grupo 

intermediário.   

A LMA primária estava em 72,2% dos pacientes e o subtipo FAB mais frequentes foram 

M1, M2, M5 e M3. Diferentes variantes estão presentes no gene FLT3, sendo observados 

patogênica em 44,4% dos pacientes.  Variantes patogênicas missense no FLT3-TKD foram mais 

prevalentes (25%).  A frequência de FLT3-ITD (19,4%) está de acordo com estudos nacionais 

e internacionais. Observou-se uma relação de variantes FLT3-ITD com o aumento do número 

de hemoglobina. As variantes missenses foram relacionados com plaquetopenia intensa e 

aumento a contagem de blasto no sangue periférico. A VAF não apresenta relação com as 

alterações hematológicos. 
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8. ANEXO 

 

8.1 Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM) 
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