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As leucemias mieloides agudas (LMA) são neoplasias hematológicas que surgem a partir da expansão descontrolada de uma célula de origem mieloide. A perda do controle da proliferação celular pode estar relacionada ao ganho de alterações genéticas. Aproximadamente 24% dos pacientes adultos com LMA e 10-15% dos pacientes pediátricos apresentam  mutação do tipo duplicação interna em tandem (do inglês  Internal Tandem Duplication) no gene do receptor tirosina cinase FLT3 (FLT3-ITD). A mutação resulta no acréscimo de repetiçnoes de aminoácidos no domínio justamembrana (JM) da paroteína FLT3, o que do ponto de vista funcional confere  às células uma vantagem de sobrevivência. Já foram estudados alguns inibidores do FLT3 em ensaios clínicos, mas a monoterapia com esses agentes induziu remissão completa em uma porcentagem de pacientes pequena. O Midostaurin é um inibidor de FLT3 que  foi testado no ensaio clinico fase III denominado RATIFY e seu uso combinado a quimioterapia resultou em melhora significativa, embora discreta, na sobrevida livre de eventos e na sobrevida global. Além do Midostaurin, o Quizartinib (AC220) é outro inibidor do FLT3 que apresentou atividade clínica em estudo de Fase I em pacientes com LMA em recaída ou LMA refrataria e que poderia ser testado em combinação com outras drogas. O mitocan (+)α-Tocopherol succinato (α-TOS), derivado da vitamina E, possui uma importante atividade antileucêmica já testada num modelo animal de Leucemia Promielocitíca Aguda (LPA) e que mostrou uma melhoria na sobrevida dos animais similar ao Trioxido de Arsênico (ATO), droga utilizada no tratamento de pacientes com LPA. Diferentes estudos demonstraram que as moléculas supramencionadas atuam nas mitocondrias induzindo mitofagia, no caso dos inibidores do FLT3, ou bloqueando a cadeia respiratória, no caso do α-TOS. Por conseguinte, o objetivo deste trabalho foi testar a efetividade do tratamento combinado do α-TOS com o inibidor de tirosina cinase do FLT3 AC220 em modelos pré-clínicos. 

A metodologia deste trabalho foi composta de uma parte in-vitro e outra parte in-vivo. Em cada uma delas foram conformados quatro grupos principais de tratamento: 1) grupo controle veículo, 2) tratamento com α-TOS, 3) tratamento com AC220 e 4) tratamento combinado das duas drogas. Para a parte in-vitro, células da linhagem MV4-11 forma expandidas em cultura para testar diferentes doses do α-TOS e AC220, além da combinação das duas drogas. O efeito de cada grupo de tratamento foi medido em porcentagem de células em apoptose pela metodologia de citometria de fluxo utilizando o teste de Annexina V e Iodeto de Propidio. A dose efetiva 50% (ED50) achada para o α-TOS em 24 horas foi de 57 µM e as ED50 para ou AC220 para 24, 48 e 72 horas foram de 157,9 nM, 8,7 nM e 9,4 nM respetivamente. 

Também foi testado em cultura o efeito da combinação dos tratamentos e analisado pela equação do Índice de Combinação (IC): um valor ˂1 indicaria sinergismo, um valor =1 indicaria um efeito aditivo e ˂1 indicaria um efeito antagônico. Doses de AC220 de 2,75  nM, 4,5 nM, 9 nM, 18 nM e 36 nM foram testadas durante 48 horas em combinação com α-TOS 7,5 µM, 15 µM e 30 µM. Do total de 15 tratamentos combinados, 13 apresentaram um IC < 1. Por tanto, existe sinergismo no tratamento combinado do α-TOS com o AC220 na linhagem celular MV4-11. 

Para a parte in-vivo, foi adotado o modelo animal de camundongo com as mutações Mll PTD e Flt3 ITD desenvolvido por Zorko et al(11) no laboratório do Professor Caligiuri da Universidade Estadual de OHIO (OSU). Este modelo animal caracteriza-se pelo desenvolvimento de LMA em 70% dos animais portadores da dupla mutação.  Células desses animais com diagnóstico de LMA e com fenótipo CD45.2 foram importadas a por meio da colaboração com este grupo de pesquisa e foram transplantadas mediante injeção no plexo retro orbital em camundongos B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ com fenótipo CD45.1 previamente irradiados com raios X. Uma vez comprovada a enxertia por citometria de fluxo das células CD45.2, os animais foram distribuídos aleatoriamente para os grupos de tratamento atualmente em andamento. 
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