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RESUMO

Objetivo: Descrever a metodologia para deteccéo de mutagdes nos
éxons 8 e 17 do gene KIT em pacientes portadores de leucemia
mieloide aguda, para implementagdo desse teste no laboratério
clinico do Hospital Israelita Albert Einstein. Métodos: Extracao do
DNA gendmico de 54 amostras de sangue periférico ou medula
dssea de pacientes com leucemia mieloide aguda para amplificagao,
por reacdo em cadeia da polimerase, sequenciamento e andlise de
fragmentos. Resultados: Dentre as amostras analisadas, quatro
apresentaram mutagéo no éxon 8, duas no éxon 17 e uma amostra
apresentou mutacdo nos dois éxons. Conclusdo: A pesquisa de
mutagao nos éxons 8 e 17 do gene KIT foi padronizada com sucesso
e o0 teste estd em processo de inclusdo no menu de exames do
laboratdrio clinico do Hospital Israelita Albert Einstein.

Descritores: Leucemia mieloide aguda; Receptores proteina tirosina
quinases; Fatores de ligacdo ao core; Expressao génica

ABSTRACT

Objective: This study describes a new method used in the clinical
laboratory at Hospital Israelita Albert Einstein to detect mutations
in exons 8 and 17 of the KIT gene in patients with acute myeloid
leukemia. Methods: Genomic DNA extraction was performed on 54
samples of peripheral blood or bone marrow from patients with acute
myeloid leukemia. The extracted DNA was amplified by polymerase
chain reaction and sequenced, and the fragments were analyzed.
Results: Within the analyzed samples, we detected four mutations in
exon 8, two mutations in exon 17, and mutations or a double mutation
in one sample. Conclusion: The tests detecting mutations in exon 8
and 17 on the KIT gene were successfully standardized. The test is
now included among the routine diagnostics employed for patients at
Hospital Israelita Albert Einstein clinical laboratory.

Keywords: Leukemia, myeloid, acute; Receptor protein-tyrosine kinase;
Core binding factors; Gene expression

INTRODUCAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia
da medula dssea, caracterizada pela proliferacao ex-
cessiva de células progenitoras mieloides (blastos), re-
sultando em neutropenia, anemia e plaquetopenia®.
Os principais determinantes prognosticos em LMA
sao o caridtipo e as alteracoes moleculares do blasto
leucémico, permitindo a classificagao dos pacientes em
grupos de risco de recidiva alto, intermediério e baixo.
A classificacdo, segundo anormalidades citogenéticas
e moleculares, pode ser vista na tabela 1.

A definicao terapéutica em LMA ¢, hoje, selecio-
nada com base no risco de recidiva da doenga, com
pacientes de risco intermedidrio e alto sendo tratados
com transplante de célula-tronco hematopoiética, e pa-
cientes com risco baixo sendo tratados apenas com qui-
mioterapia®.

As alteragdes cromossomicas t(8;21)(q22;q22) e
inv(16)(p13;922), que geram os rearranjos génicos
RUNXI1-RUNXI1T1 (AML1-ETO) e CBFB-MYH11,
respectivamente, fazem parte do grupo citogenético de
progndstico favoravel®.

Fisiopatologicamente, essas duas alteracoes sao re-
lacionadas, uma vez que alteram as subunidades alfa e
beta, respectivamente, do complexo proteico chamado
core binding factor (CBF), sendo, entao, classificadas
como leucemias CBFE. Porém, cerca de 50% dos pacien-
tes portadores de leucemia CBF apresentardo recaida
da doenca e altas taxas de mortalidade.

Dessa forma, a identificacido de fatores de risco
associados a recaida ¢ fundamental para a correta es-
tratificagdo prognoéstica e tratamento adequado dos
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Tabela 1. Classificacdo progndstica segundo anormalidades citogenéticas e mo-
leculares

. _n Indicadores Anormalidades
Risco progndstico . "
citogenéticos moleculares
Progndstico favoravel inv(16) ou t(16;16) Citogenética normal: com
18:21) mutacdo NPM1 ou mutacao
' CEBPA isolada na auséncia
1(15;17) de mutagdo FLT3-TD

Prognastico Intermediario  Citogenética normal 1(8;21), inv(16), (16;16):

Trissomia do 8 com mutacao c-KIT
19;11)
Outros néo definidos

Progndstico desfavoravel — Caridtipo complexo

(> 3 anormalidades
clonais cromossdmicas)

-6, b0, -7, 70-
11023 - sem 1(9;11)
inv(3), 1(3;3)

1(6:9)

1(9;22)

Fonte: Extraida de http://www.ncen.org/professionals/physician_gls/pdf/aml.pdf

Citogenética normal:
com mutagao FLT3-TD

pacientes portadores de leucemia CBF. Mutacoes no
proto-oncogene KIT estao presentes em cerca de 25%
dos pacientes portadores de LMA CBF®).

Diversos estudos independentes demonstraram que
a mutacao em KIT esta associada ao aumento do risco
de recaida e a alta mortalidade em LMA CBE, mas os
mecanismos ainda sdao desconhecidos®®. Desse modo,
a pesquisa de mutacao no gene KIT € um teste essen-
cial na avaliacdo prognéstica de pacientes portadores
de LMA CBE

OBJETIVO

Descrever o desenvolvimento de um novo teste in house,
utilizando trés metodologias complementares (sequen-
ciamento de DNA, analise de fragmentos e conformation-
sensitive gel electrophoresis — CSGE), para pesquisa de
mutacdo em KIT em pacientes com LMA e para pos-
terior implantacdo do método no laboratério clinico do
Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE).

METODOS

Amostras

Foram utilizadas amostras de medula dssea ou sangue
total de pacientes portadores de LMA (n=54), previa-
mente analisadas no Laboratério Clinico do HIAE,
para avaliacdo citogenética e molecular. Desses pacien-
tes, 23 eram portadores de leucemia CBE.
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Extracao de DNA gendmico

O DNA genomico foi extraido utilizando-se kits comer-
ciais, segundo as instrugdes dos fabricantes: QIAamp
DNA minikit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), para
amostras de sangue total, e Brazol (LGC Biotecnologia,
Sao Paulo, Brasil), para amostras de medula 6ssea fi-
xadas em solucao metanol:acido acético, com volume
final de eluicdo de 50uL.. O DNA extraido foi quanti-
ficado utilizando espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, USA) e diluido, resultando em con-
centragoes finais entre 30 e S0ng/uL.

Deteccao de mutacoes dos éxons 8 e 17 do gene KIT
Como as mutagoes no gene KIT presentes em CBF
LMA concentram-se nos éxons 8 e¢ 170, esses dois
éxons foram escolhidos para o estudo. O padrao muta-
cional difere entre os dois éxons, caracterizando-se por
mutagoes em ponto no éxon 17 e insercoes e delegoes
no éxon 8. Dessa forma, optou-se pelo sequenciamento
direto do produto da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para detecgdo das mutacdes no éxon 17 e PCR
com primer marcado, seguida por eletroforese capilar
e andlise de fragmentos, para deteccao das mutagoes
no éxon 8. Foram selecionados pares de primers ja
descritos na literatura® para o estudo desse gene, € a
analise de especificidade destes foi feita com a ferra-
menta PCR in silico, [http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/
hgPcr?command=start]. Posteriormente, um novo primer
reverso foi desenhado para o éxon 17, permitindo uma
melhor andlise dessa regiao.

A validacao inicial das reagoes de PCR incluiu va-
riacOes nas concentracoes de MgCl2 e primers, além de
testes com gradiente de temperatura (anelamento entre
51 e 71,59C) e adicao de dimetilsulféxido (DMSO) a
4%. Apds comparacao dos resultados, foram selecio-
nadas as condicOes ideais para as reacoes. A detecgao
de mutagoes no éxon 8 por eletroforese capilar foi ini-
cialmente testada também por sequenciamento direto
do produto de PCR e por CSGE. Os detalhes desses
processos sao os seguintes.

Amplificacao e deteccao de mutagées no éxon 17
Para a amplificagcdo dessa regiao, os primers utilizados
inicialmente foram os descritos por Boissel et al.®),
gerando um produto de 294pb: c-Kit éxon 17 FW
5> TGGTGTACTGAATACTTTAAAACAAAA-3’;
c-Kit éxon 17 RV 5" TGCAGGACTGTCAAGCAGAG-3'.
Posteriomente, oprimerreverse foisubstituido, geran-
do um produto de 435 pb: c-Kit éxon 17 reverse2 - TAG
TAATGTTCAGCATACCATGCAAATT.
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A reacgao de PCR foi realizada utilizando mix de 1x
PCR buffer, MgC12 1mM, dNTPs 0,2mM, primers c-Kit
17 FW e RV 0,16uM 1U de Taq polimerase, 2ul. de
DNA genomico (com concentragio entre 30 e 50ng/uL)
e agua estéril gsp., totalizando um volume de reacao
de 25ul.. O programa da termociclagem consistiu de
denaturacao inicial a 942C -5, 35 ciclos de 94°C — 457,
562C — 457, 72°C — 45” e extensao final a 722C. Aliquotas
do produto de PCR foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 2% para avaliacao do sucesso da
amplificacao.

Os produtos de PCR foram purificados em colu-
na (Illustra GFX™ DNA and Gel Purification Kit, GE
Healthcare, UK) e a reacao de sequenciamento foi fei-
ta com o kit Bigdye® v3.1 (Applied Biosystems, USA)
e com cada um dos primers de amplificagdo, em uma
concentracdo de 1,6uM, para que fosse obtida a leitura
das duas fitas. O sequenciamento foi feito em um se-
quenciador automatico ABI PRISM 3500xL (Applied
Biosystems, USA) e as sequéncias obtidas foram ana-
lisadas no programa SeqScape® software v2.7 (Applied
Biosystems, USA) pelo alinhamento com sequéncia
referéncia.

Amplificagao e deteccao de mutagoes no éxon 8
Para a amplificagdo dessa regiao, os primers utilizados
foram os descritos por Boissel et al.®), gerando um
produto de 219pb: c-Kit éxon 8 FW 5°-GCTGAGGTT
TTCCAGCACTC-3’; c-Kit éxon 8 RV 5-AATTGCA
GTCCTTCCCCTCT-3.

A reacdo de PCR e as condicoes de termociclagem
foram iguais aos do éxon 17. Para analise por eletrofo-
rese capilar, o primer forward foi marcado com FAM na
extremidade 5.

Inicialmente, os produtos de PCR foram sequen-
ciados como descrito para o éxon 17 e, nos casos em
que foram encontradas alteracoes sugestivas de muta-
coes no éxon 8, esses produtos foram posteriormente
analisados pela realizacdo de CSGE. A reacao CSGE
consistiu na denaturacao dos produtos de PCR por 5’
a 98°C, seguida por etapa de reanelamento por 30" a
652C, para a formacao de heteroduplex (anelamento de
uma fita sem a mutagdo com uma fita mutada). O hete-
roduplex pode ser detectado por meio da diferenca de
migracao em gel de agarose 4% corado com brometo
de etidio. A segunda estratégia para a deteccao dessas
mutacgoes foi a analise de fragmentos por eletroforese
capilar, utilizando analisador genético automatico ABI
PRISM 3500xL (Applied Biosystems, USA).

A reacao de PCR foi realizada nas mesmas condi-
coes descritas anteriormente. Produtos de PCR foram
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diluidos 30 vezes em &agua estéril e foi utilizado 1uL
para a reagao. Além disso, esses produtos foram adi-
cionados a 8,7uLlL de formamida e 0,3uL de size standard
(GeneScan™ 500 LIZ®, Applied Biosystems, UK). A
mistura foi incubada por 3’ a 952C e, em seguida, sub-
metida a resfriamento em gelo por 2. As amostras fo-
ram aplicadas no analisador genético e analisadas com
GeneMapper software v4.1 (Applied Biosystems, USA)
para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos.

Sensibilidade
Ap6s a padronizacao das reacoes, foi verificada tam-
bém a sensibilidade da reacdo para pesquisa de muta-
¢do em cada éxon. Para isso, utilizaram-se produtos de
PCR de uma amostra com aproximadamente 50% das
células mutadas diluida em uma amostra selvagem, em
concentragoes de DNA equivalentes. Posteriormente,
foi realizada uma diluicao seriada nas seguintes propor-
coes: 1/1, 1/2, 1/4 e 1/8, para detectar qual a porcenta-
gem minima de produto mutado seria detectavel.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética e
pesquisa do HIAE (processo 1.663/11).

RESULTADOS

Deteccao das mutacdes nos éxons 8 e 17

Foram analisadas 54 amostras de pacientes portadores
de LMA, sendo que, desse total, 31 amostras (LMA1)
eram provenientes de pacientes sem as alteracoes ca-
racteristicas de LMA CBF e 23 apresentavam LMA
CBF (LMAZ2) sendo 16 com t(8;21) e 7 com inv(16).

Nenhuma das amostras dos pacientes do grupo
LMAT1 apresentou mutacoes no gene KIT. As amostras
desse grupo foram previamente estudadas para as mu-
tacoes nos genes FLT3 ¢ NPM1. Na analise inicial dos
pacientes do grupo LMAZ2, feita apenas por sequencia-
mento dos produtos de PCR, observou-se que um pa-
ciente apresentava um padrao de sequéncia sugestivo
de delecao e/ou insercdo no éxon 8 (Figura 1).

Para confirmacdo da hipotese de delecao ou in-
sercao, dois testes foram utilizados: CSGE e analise
de fragmentos. Ambos confirmaram a presenca de dois
produtos, caracterizando delecao de quatro nucleotideos
(Figuras 2 e 3) no éxon 8 do gene KIT. A partir desse
momento, passou-se a utilizar a analise de fragmentos
como unico teste para deteccdo de mutagdes no éxon 8.
A reagao de sequenciamento do éxon 17 com os primers
descritos revelou sequéncias de baixa qualidade para
analise de alguns cédons importantes (cddons 825, 826
e 828). Como solugdo para esse problema, desenhou-
-se um novo primer reverso, mais distal, de modo que
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GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCET
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT
USGACAGGCTCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGETCGT
) YUSGACAGGCTCOET
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGETCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCET
GCCATTTCTGTTTTCCTOTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCET
GCCATTTCTGTTTTCCTOGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCET
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTOTAGCAAMACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTOTAGCAAAACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT
GCCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAAAMACCAGAAATCCTGACTTACGACAGGCTCGT

Figura 1. Sequenciamento automatico de amostras do Grupo LMA2. Alteragdes
na sequéncia gendmica sao evidenciadas por ambiguidade de nucleotideos

em uma Unica posigao da regido gendmica do éxon 8, indicada pelas letras Y,
W, S (nomenclatura segundo IUPAC). As sequéncias com as setas vermelhas
pertencem a mesma paciente, portadora de mutagéo no éxon 8 do gene KIT

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos formados apés a reagao
de CGSE (conformation-sensitive gel electrophoresis). Amostra 1: paciente sem
alteragao na sequéncia, sem a formacao de heteroddplex. Amostra 2: paciente

com alteracdo na sequéncia, com a formagéo de heterodtplex, evidenciando a

presenga da mutacéo no éxon 8

P 1 0T 0% UME W RN SN DNDANDEN DAY KT DN NER

[T

-

-l

|

e

Figura 3. Anélise de fragmento por eletroforese capilar. (A) Pico Unico (218pb):
amostra sem a mutacao. (B) Pico duplo (215pb e 218pb): amostra com mutagéo,
nesse caso, delecéo de trés nucleotideos
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a regido do gene acometida por mutacoes (cédons 801
ao 828) ficasse distante dos primers de sequenciamento,
melhorando, assim, a qualidade das sequéncias.

A analise completa das amostras do grupo LMA2
revelou a presenca de mutagao no gene KIT em sete
casos. Destes, quatro pacientes apresentaram mutagao
no éxon 8, dois pacientes no éxon 17 (Figura 4) e um
paciente apresentou mutagao em ambos os éxons 8 e 17
(Tabela 2). Infelizmente, nao ha informacdes a respeito
do seguimento clinico desses pacientes, uma vez que o
trabalho foi realizado com amostras previamente arma-
zenadas no laboratdrio e muitos dos pacientes nao sao
acompanhados na instituicao.

ITCTAGCCAGARKPCATCAAGAATGATTICTAATTATGTIGGITAAAGGA

At A AR AN

iTtTi\scc)‘(G):I.I':RcATcn\i\GJ'\5TGA\TTCTAATTRITGTGGTTiAa\Gﬁh
WAL b N A AR AR

CTAGCCAGAGACATCAAGAATGPFTCTAATTATGTGGTTAAAGGAAACGTG

N A

CTAGCCAGAGACATCAAGAATGE I TCTAATTATOTOGTTAAAGGAAACETE

Wt M A A

FTCTAGCCAGAGACATCAAGAATGATICTAAWFATIGIGGITAAAGGAAACGTGAL

A Y A A A A A _.1I ala A M""
A AN AR AN
STCTAGCCAGAGACATCAAGAATGATTCTAANTATECTEOTTAAAGGAALACGTGAC

A o

Figura 4. Eletroferogramas dos pacientes 1, 2 e 3 (vide tabela 2) demonstrando
as mutacoes em heterozigose no éxon 17

Tabela 2. Mutagoes do gene KIT em pacientes com leucemia mieloide aguda se-
gundo o éxon envolvido

Paciente Caridtipo Exon 17 Exon 8

1 1(8;21) D816Y Auséncia de mutacéo

2 1(8:21) D820G Delecdo de 3 nucleotideos
3 1(8;21) N822K Auséncia de mutacéo

4 1(8:21) Auséncia de mutacdo Delecdo de 3 nucleotideos
5 inv(16) Auséncia de mutacdo  Insercéo de 6 nucleotideos
6 inv(16) Auséncia de mutacdo Delecdo de 6 nucleotideos
7 inv(16) Auséncia de mutacdo  Delecéo de 3 nucleotideos

Sensibilidade

Os resultados dos testes de sensibilidade mostraram
que a mutagao no éxon 8 pode ser detectada até o mi-
nimo de 5% de alelos mutados, por meio da técnica de
eletroforese capilar. Para o éxon 17, a sensibilidade en-
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contrada foi de até 12,5% de alelos mutados na amostra
por meio de sequenciamento Sanger.

DISCUSSAO

A deteccao de mutacoes no gene KIT tornou-se essen-
cial na avaliagao diagndstica de pacientes portadores de
LMA CBFE. Estudos anteriores identificaram mutagoes
nesse gene em cerca de 25% dos pacientes com LMA
CBF®).

Enquanto pacientes portadores de LMA CBF e
KIT selvagem apresentam um progndstico favoravel
quando tratados apenas com quimioterapia®!?), a pre-
senca de mutacdo em KIT nesse grupo de pacientes se
associa a diminui¢ao na sobrevida livre de doencaV e
sobrevida global™®. Esse fato levou a inclusao da pes-
quisa de mutagao em KIT na classificacdo prognéstica
do National Comprehensive Cancer Network (NCCN) e,
atualmente, existe uma tendéncia a se indicar o trans-
plante de célula-tronco hematopoiética, em primeira
remissao completa, para pacientes portadores de LMA
CBF e KIT mutado?.

No presente estudo, padronizou-se a pesquisa de
mutacao nos éxons 8 e 17 do gene KIT. Para isso, utili-
zaram-se primers descritos na literatura e desenharam-
-se novos primers, que permitiram melhor avaliacdo do
produto do sequenciamento. Utilizaram-se trés técni-
cas distintas para a detecgdo das mutacdes e padroni-
zaram-se duas delas para uso na rotina do laboratoério.
Mutacao no gene KIT foi detectada em 7 de 23 pacien-
tes com LMA CBE porém, estudos adicionais, em fase
inicial no laboratério do HIAE, inclusive com um maior
numero de pacientes, si0 necessarios para estimar a
real frequéncia dessas mutacdes em nossa populacao.
Em conformidade com a literatura, todas as mutacoes
foram detectadas em pacientes do grupo LMA2, com
CBF LMA®), Nao foram encontradas mutacdes em
KIT em outros tipos de LMA. As mutacdes foram de-
tectadas no éxon 8 ou 17, e um paciente possuia os dois
éxons mutados. Embora tenham sido utilizadas amos-
tras arquivadas no laboratério do hospital, esse teste
permitiria a reclassificacdo dos pacientes estudados de
um grupo de baixo risco para um grupo de alto risco de
recaida, melhorando, assim, a estratificacao progndsti-
ca deles.

Conforme aqui descrito®, as mutac¢oes no éxon 8
se caracterizaram por inser¢des e delegdes, enquanto
as do éxon 17 eram mutacOes em ponto, de modo que
as primeiras sdo detectaveis por andlise de fragmentos,
enquanto as segundas devem ser detectadas por se-
quenciamento.
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Finalmente, as quatro insercoes ou delecoes detec-
tadas no éxon 8 foram todas multiplas de trés nucleoti-
deos, mantendo, assim, a matriz de leitura, de acordo
com relatos prévios!¥. A sensibilidade dos testes (5%
para andlise de fragmentos e 12,5% para sequencia-
mento) estd de acordo com dados historicos e revela-se
adequada para anélise de amostras ao diagndstico (sen-
do que estas, por definicdo, apresentam, no minimo,
20% de células neoplasicas).

No entanto, se, no futuro, a pesquisa de mutacao
em KIT for utilizada para deteccao de doencga residual
minima, ensaios mais sensiveis, como PCR aleloespeci-
fico, por exemplo, sdo necessarios.

Parte dos pacientes analisados neste trabalho ja
havia sido avaliada em um estudo anterior, acerca da
mutagao nos genes FLT3 e NPM119. Nenhum dos pa-
cientes com mutacao nesses dois genes apresentou mu-
tacao concomitante em KIT. Como a pesquisa da muta-
¢ao em KIT estd incluida no algoritmo de diagndstico
e tratamento de NCCN, esse teste sera incorporado ao
laboratério clinico do HIAE. O presente estudo enfa-
tiza, ainda, a necessidade de se incorporarem, a rotina
diagnostica, novos marcadores genéticos para a correta
estratificacdo prognostica e orientacio terapéutica em
leucemias agudas.

CONCLUSAO

No presente trabalho, foi descrito o desenvolvimento in
house e a padronizacao de um novo teste para a detec-
¢ao de mutacoes no gene KIT. Mutacoes em KIT foram
detectadas em sete pacientes portadores de LMA CBE
A disponibilizacao desse teste diagndstico representara
um avango no tratamento de pacientes portadores de
LMA CBE, possibilitando melhor estratificacdo prog-
nostica e definicdo adequada de conduta.
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