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Resumo

Desde h& algum tempo que as alteracdes citogenéticas se tornaram marcadores
diagndsticos e prognosticos bem estabelecidos. Nos tempos mais recentes, com 0s
avancos nos testes de sequenciamento, houve um aumento do conhecimento da
heterogeneidade molecular da leucemia mieldide aguda (LMA). O que se traduziu numa
melhor classificagdo da doenga, na estratificacdo do seu progndstico e nos cuidados
clinicos individualizados para cada doente. Desta forma, varias alteracdes citogenéticas e
moleculares foram incluidas na actualizacdo da classificacdo da LMA da OMS, em 2016,
e no relatdrio European Leukemia Net (ELN), em 2017.

A LMA é caracterizada por maltiplas mutacGes somaticamente adquiridas que
afetam genes de diferentes categorias funcionais, tendo uma arquitetura clonal complexa.
Existem varias mutacOes recorrentes que sdo sistematicamente associadas a LMA, assim
COmMo genes que apenas mais recentemente tém sido implicados na leucemogénese. Com
as constantes descobertas que se tém verificado, as implicagdes dos critérios de risco pré-
tratamento como fatores progndésticos estdo constantemente sob avaliacéo.

Assim, continuam a ser realizados estudos com o objectivo de se compreender
melhor alguns mecanismos de ac¢do e, também de modo a que se descubram outras
alteracOes que possam afectar o progndstico. Nesta revisdo, fez-se um compéndio do que
ha de novo em relacdo aos factores de progndstico da LMA, com maior incidéncia ao
nivel das alteracGes genéticas uma vez que estas sdo, actualmente, o factor de progndéstico

independente mais importante.

Palavras-chave: Leucemia mieldide aguda, progndstico, mutagdes, genes.
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Abstract

For some time cytogenetic changes have become well established diagnostic and
prognosis markers. In recent times, with advances in sequencing tests, there has been an
increase in the knowledge of the molecular heterogeneity of acute myeloid leukemia
(AML). Which resulted in better classification of the disease, stratification of its
prognosis and individualized clinical care for each patient. Thus, several cytogenetic and
molecular changes were included in the update of the WHO AML classification in 2016
and in the European Leukemia Net report (ELN) in 2017.

AML is characterized by multiple somatically acquired mutations that affect genes
of different functional categories, having a complex clonal architecture. There are several
recurrent mutations that are systematically associated with AML, as well as genes that
have only recently been implicated in leukemogenesis. With the constant discoveries that
have taken place, the implications of the pre-treatment risk criteria as prognostic factors
are constantly under evaluation.

Thus, studies are still carried out in order to better understand some mechanisms
of action and also in order to discover other changes that may affect the prognosis. In this
review, a summary was made of what is new in relation to the prognostic factors of AML,
with a greater incidence in the genetic alterations because these are currently the most

important independent prognostic factor.

Keywords: Acute myeloid leukemia, prognosis, mutations, genes.
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Introducao

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é uma neoplasia hematoldgica caracterizada
pela proliferacdo clonal de mieloblastos que se acumulam na medula dssea e na circulagéo
sanguinea periférica (1). E a leucemia aguda mais comum em adultos e é uniformemente
fatal sem tratamento (2), sendo responsavel por aproximadamente 42% de todas as mortes
leucémicas (3).

Apesar de uma melhor compreensdo das altera¢fes genéticas que contribuem para
a LMA (4), a taxa global de sobrevida aos cinco anos permanece baixa em doentes com
menos de 60 anos (30-40%) e ainda menor em pacientes acima de 60 anos (menos de
20%) (5). O desfecho € pior em pacientes mais velhos que ndo conseguem receber
quimioterapia intensiva devido aos efeitos colaterais, com uma sobrevivéncia média de 5
a 10 meses (6).

Com o sequenciamento do genoma completo, a LMA surge como uma doenga
complexa e dinamica (7). A LMA, marcada por proliferacdo e diferenciacdo anormais de
celulas-tronco mieloides leucémicas, € uma doenga heterogénea a nivel molecular,
bioldgico e clinica. Havendo também genes que controlam a epigenética celular e todo o
conjunto coopera para promover o clone leucémico (7,8).

A LMA esta associada a mutacBes recorrentes, incluindo genes como NPM1,
FLT3, CEBPA, DNMT3A, IDH1 e IDH2, bem como genes mais recentemente
implicados na leucemogénese, incluindo EZH2, U2AF1, SMC1A e SMC3. As mutacdes
genéticas podem ser classificadas em varias categorias funcionais distintas (6). Mutagdes
em genes que codificam modificadores epigenéticos (regulacdo de modificacdes de
DNA), como DNMT3A, ASXL1, TET2, IDH1 e IDH2, sd&o comumente adquiridas
precocemente e estdo presentes em células-tronco hematopoiéticas pré-leucémicas (6).
Estas tém a capacidade de se diferenciar nas multiplas linhagens, sobreviver a
quimioterapia e podem-se expandir durante a remissdo, levando, eventualmente, a
recidiva. Em contraste, mutacdes envolvendo NPM1 ou moléculas de sinalizagdo (por
exemplo, FLT3, RAS) séo tipicamente eventos secundarios que ocorrem mais tarde
durante a leucemogénese (8).

A Organizagdo Mundial de Sadde (OMS) desenvolveu um sistema de
classificacdo da LMA que, devido aos varios avancos feitos nesta area, sofreu uma revisdo
em 2016, com alteracOes na secdo de LMA com alteracdes genéticas recorrentes. Além

desta actualizacdo, também o European Leukemia Net (ELN), em 2017, reviu todo o
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manuseamento da LMA, desde o diagndstico, critérios de resposta até ao tratamento. As
alteragBes genéticas e moleculares recentemente descobertas entraram na estratificagdo
do risco e do progndstico da LMA (9). Essa atualizacao foi simplificada num sistema de
classificacéo de trés grupos (favoravel, intermédio e adverso), com base no facto de que
em pacientes mais velhos (a maioria dos casos de LMA) a diferenca no resultado do valor
prognostico ndo foi estatisticamente significativa para as categorias intermédio-I e
intermédio-I1. Estas actualizacdes acontecem porque foram estudadas, e continuam a ser,

alteracdes genéticas que influenciam o prognostico da LMA.

Factores de Prognostico

Os fatores de progndstico podem ser subdivididos em factores relacionados com
0 paciente e factores relacionados com a doenca. Os factores relacionados com o paciente
(por exemplo, aumento da idade, comorbilidades e performance status baixo) comumente
predizem morte precoce associada ao tratamento, enquanto fatores relacionados com a
doenca (por exemplo, contagem de leucdcitos, sindrome mielodisplasica prévia ou terapia
citotoxica para outra doenca e alteracGes genéticas de celulas leucémicas) predizem
resisténcia a terapéutica-padrdo atual. Como houve melhorias significativas nos cuidados
de suporte, o risco de morte associada ao tratamento é consideravelmente menor do que
0 risco se a doenca for resistente ao tratamento (6).

A alteracdo cromossomica €, no momento do diagnostico, o fator progndstico
mais importante, prevendo a remissio, a recidiva e a sobrevivéncia global. E com base
nos achados citogenéticos que os pacientes sdo divididos em varios grupos de risco
(4,5,10). Contudo, a estratificacdo pode ser insuficiente, uma vez que mais de metade dos
pacientes sdo colocados no grupo de progndstico intermédio, sendo que 40-50% destes
tém um caridtipo normal (NK) (11). Deste modo, tém-se pesquisado outras alteracdes
genéticas e moleculares de forma a tentar determinar da melhor maneira possivel o
prognostico destes pacientes (12). Os resultados sugerem que a presenga de certas
mutacGes geneéticas - FLT3-ITD, NPM1, CEBPA e RUNX1 - constituem fatores
prognosticos, tendo sido reconhecidos na reviséo da classificacdo da LMA pela OMS, em
2016 (13). No entanto, os grupos genéticos ja estudados sdo observados apenas em cerca
de 30% dos pacientes no grupo intermédio, indicando a necessidade de identificar novos

factores progndsticos (14).



Na actualizacdo da ELN, as mutagdes RUNX1, ASXL1 e TP53 foram adicionadas
ao grupo de risco adverso, devido a sua associac¢do independente com pior desfecho. Por
outro lado, outros marcadores, como por exemplo mutacdes de DNMT3A, IDH1, IDH2
ou genes no grupo cromatina/spliceossoma (exceto ASXL1 e RUNX1), as evidéncias ndo
foram consideradas altas o suficiente para atribui-las a um grupo de progndstico do ELN
(9). Também a avaliagdo da doenca residual minima (MRD) foi considerada importante,
sendo que, nesta actualizacdo, foi proposta uma nova categoria de resposta — Remisséo
completa sem MRD (CRMRD-) (9,15).

De seguida, serd apresentado o que ha de novo em relacdo as alteragdes
cromossémicas, genéticas e epigenéticas que ocorrem na LMA e como afectam o seu

prognostico.

e |dade

A idade faz parte dos factores de prognéstico da LMA, sendo que uma idade mais
alta esta associada a pior progndéstico. Sabe-se que pacientes com idade igual ou superior
a 60 anos tém piores resultados, com uma sobrevivéncia mediana de aproximadamente 1
ano (16,17). Num estudo realizado em doentes com LMA submetidos a quimioterapia de
inducdo, observaram-se resultados diferentes consoante a idade: pacientes com idade> 60
anos apresentaram uma média de 8,7 meses de sobrevivéncia, enquanto pacientes com
idade <60 anos tinham uma média 23,1 meses (18,19).

As alteracBes gendmicas subjacentes a LMA em idosos tém sido menos bem
caracterizadas. Com base num estudo abrangente de sequenciamento, 0 espectro
mutacional difere entre pacientes mais jovens e mais idosos (4). Com o aumento da idade
observaram-se maior nimero de mutagdes em grupos genémicos mais desfavoraveis (por
exemplo, mutacBes no gene TP53, aneuploidia cromossémica ou ambos) e menos
pacientes com mutac6es associadas a melhor prognostico (por exemplo, CEBPA com

mutacdo bialélica) (15).

e Doenca residual minima (MRD)

O tratamento da LMA assenta na terapéutica de inducdo com o objetivo de
alcancar a remissdo morfoldgica completa (RC), evidenciada por menos de 5% de blastos.
Apos a remissao, pode ser feita quimioterapia de consolidagdo ou transplante alogénico

de células hematopoiéticas (alo-HCT).



Ap0s terapéutica de inducdo, a negatividade de doenca residual minima (MRD)
esta associada a um risco reduzido de recidiva na LMA depois do alo-HCT (20). Além
disso, o status de MRD, no momento do transplante, é indiscutivelmente o determinante
prognostico mais importante do risco de recidiva, sendo superior a um conjunto de outros
fatores prognosticos. No entanto, cerca de 30% dos pacientes que sdo submetidos a alo-
HCT num estado MRD negativo recidivam, o que esta a favor da presenca de outros
factores prognosticos adicionais (1).

Neste estudo, demonstrou-se que, entre os pacientes com MRD negativos
submetidos a transplante, aqueles com antecedentes de consolidacdo tém menor risco de
recidiva e maior sobrevida livre de recidiva (1). Contudo, 0 presente estudo apresenta
algumas limitacdes, sendo uma o facto de ndo se conseguir determinar se a consolidagéo
converteu pacientes MRD-positivos num estado MRD-negativo ou induziu uma remissdo
mais profunda em pacientes MRD-negativos. Por isso, serdo necessarios outros estudos
para que estes resultados possam comegar a ser utilizados na pratica clinica (1).

Tem-se tornado claro que, no futuro, serdo necessarias avaliacfes integradas que
incluem triagem mutacional no diagnostico e seguimento da monitoriza¢do da doenca
residual minima. Como exemplo, na LMA com mutagdo NPM1, houve melhor predicdo
de risco de recidiva por avaliagdo de doenca residual minima do que usando a presenga
de mutacdes cooperantes (por exemplo, FLT3- ITD, DNMT3A e WT1) (21).

Assim, a determinacdo de MRD por fen6tipo € muito importante no progndstico,
sendo um guia muito util para orientar as estratégias pos-remissdo na LMA (21). Este
deve ser incorporado na pratica clinica com o objectivo de orientar as decisdes

terapéuticas na altura da primeira remissdo completa (RC1) (15).

e Células-tronco embrionarias

Existe uma forte correlagéo entre a proporcao das células-tronco no diagndstico e
na remissao e o risco de recidiva e morte por leucemia. Nos primeiros estudos efectuados
foi definido o fendtipo das células-tronco hematopoiéticas e das células-tronco
leucémicas com base nos marcadores de diferenciacdo ou na expressdao alterada de
marcadores de linhagem (22,23).

As células-tronco embrionéarias exibem caracteristicas de autorrenovacéo,
paragem de diferenciacdo e pluripoténcia. Os genes que controlam essas propriedades

foram identificados recentemente e codificam uma variedade de fatores de transcri¢éo



(OCT4, SOX2 e NANOG) e de marcadores de superficie (SSEAL também chamado de
CD15). A sobreexpressdo destes foi capaz de restaurar a pluripotencialidade em células
somaticas de ratos e humanos (23).

Num recente estudo avaliou-se a expressdo de antigénios embrionarios (OCT4,
NANOG, SOX2, SSEAL, SSEA3) em subgrupos de células-tronco hematopoiéticas
(CD34 + CD38— e CD34 + CD38 +) de medula 6ssea normal e em amostras de pacientes
com LMA. Observou-se uma regulacao positiva dos fatores de transcricdo OCT4 e SOX2
nas células leucémicas. Por outro lado, a proteina SSEAL foi regulada negativamente nas
celulas leucémicas. A taxa de remissdo completa ndo foi influenciada pelo nivel de
expressao dos marcadores. Contudo, a sobrevivéncia global foi significativamente melhor
para pacientes com altos niveis de SOX2, o que foi inesperado devido a correlacdo inversa
com subtipos genéticos favoraveis (23).

Em relacdo aos pacientes em remissdo completa apds tratamento de indugéo, os
niveis de todos os marcadores, excepto SSEA3, foram significativamente diferentes
daqueles medidos no diagndstico, estando dentro da faixa dos observados nas medulas
controlo. O papel de OCT4, NANOG e SOX2 precisa ser investigado neste contexto para
saber se estdo diretamente implicados na oncogénese ou sao apenas uma consequéncia de
um padréo anormal de diferenciagéo (23).

Assim, estes resultados poderiam levar a avaliagdo do papel potencial desses
marcadores na leucemogénese e testar a sua relevancia para uma melhor identificacao de

células-tronco leucémicas.

e FLT3

O FLT3 é um membro da familia de receptores de tirosina quinase do tipo Il e
desempenha um papel importante na proliferacdo e diferenciacédo de células progenitoras
hematopoiéticas precoces (24). As duplicagdes internas tandem do dominio
justamembrana de FLT3 (FLT3-ITD) representam cerca de 30% das mutagdes na LMA
(25). A sua mutagéo resulta numa activagdo constitutiva da quinase e o0s pacientes tém
frequentemente uma alta contagem de leucdcitos periféricos e de blastos na medula 6ssea.
Apresentam também altas taxas de recidiva, implicando que a mutagdo FLT3-ITD
prenuncia um prognostico particularmente mau (25). As mutagdes FLT3-ITD séo

adquiridas relativamente tarde na evolugdo da leucemia e s&o incapazes de produzir um



fendtipo LMA em modelos animais sem outras mutacées, contudo s&o capazes de conferir
um estado de dependéncia oncogénica pela ativacao de vias de sobrevivéncia (7,8).

Apesar dos pacientes que apresentam esta mutacdo serem submetidos a
transplante apds atingirem a primeira remissao completa, observou-se que o alo-HCT néao
anula o risco maior de recidiva e a menor sobrevivéncia associadaa FLT3-1TD (25). Num
estudo recente, observou-se que as mutagdes em TP53, WT1 e FLT3-ITD estavam
associadas a um risco aumentado de recidiva apés alo-HCT (26).

Mais recentemente, a nova geracgéo de inibidores de tirosina quinase FLT3 (TKI)
tem mostrado resultados promissores, todavia o resultado de pacientes com LMA com
mutacdo FLT3-ITD permanece mau. Neste recente estudo, revelou-se que as células
FLT3-ITD desenvolvem uma dependéncia metabdlica do metabolismo da glutamina apds
a inibicdo da tirosina quinase FLT3. Esta inibicdo parece suprimir o metabolismo central
de carbono, tipico das células FLT3-1TD, impedindo principalmente a absorcdo e
utilizacdo da glicose. No entanto, a atividade do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) e a
funcdo respiratdria sdo menos afetadas e sdo suportadas pela absorcdo continua de
glutamina, o outro combustivel principal para o metabolismo do carbono central. A
supressdo combinada da atividade da tirosina quinase FLT3 e do metabolismo da
glutamina, utilizando a inibicdo quimica e o silenciamento genético da glutaminase, leva
a um aumento da morte celular nas células FLT3-ITD. Estes achados foram estendidos
para varios subtipos de LMA associados a outras mutacfes ativadoras da tirosina quinase
(TK) (8).

Estes dados mostraram que, especificamente na LMA com mutagdo FLT3-1TD, a
inibicdo de glutaminase, por si sO, produz apenas efeitos antiproliferativos leves e s6 se
torna uma vulnerabilidade metabdlica apo6s a inibicdo de FLT3 TK. No entanto, 0s
melhores resultados foram observados quando as células FLT3-ITD foram privadas de
glutamina em vez de seguirem a inibicdo da glutaminase. Isto sugere que as células
mutadas FLT3-ITD podem também depender das vias auxiliares do metabolismo da

glutamina (8).
e Mutacdo dupla DNMT3A e FLT3-ITD
A mutacdo DNMT3A é uma mutacdo no gene de regulagdo da metilacdo do DNA,

associada a um pior progndstico, mesmo em pacientes com citogenética normal (14).
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A mutacdo DNMT3A R882H, que leva a reducdo da atividade metiltransferase,
foi frequentemente encontrada na LMA com cari6tipo normal, com uma proporcao de
mutacdo de cerca de 20% (27). Estudos de sequenciamento gendémico em larga escala
identificaram um subconjunto de pacientes com mutac6es concomitantes de FLT3-1TD e
DNMT3A, o que esté associado a um resultado clinico desfavoravel (7). Um novo estudo
foi desenvolvido para perceber qual o prognéstico dos pacientes com LMA com dupla
mutacdo ap6s o alo-HSCT. O estudo analisou retrospectivamente os resultados clinicos
de um subgrupo de 206 pacientes chineses com LMA com essa dupla mutacdo apds
quimioterapia e tratamento com alo-HSCT (25).

Para esta investigagdo, examinaram-se 6 genes frequentemente mutados
(incluindo FLT3-ITD, DNMT3A, C-kit, CEBPA, FLT3-TKD e NPM1). Os resultados
mostraram que em comparagdo com outros trés grupos de pacientes com LMA, o
resultado do grupo FLT3-1TD + DNMT3A R882 + foi 0 pior em termos de sobrevivéncia
global aos 2 anos, sobrevivéncia livre de doenga aos 2 anos e incidéncia cumulativa de
recidiva. O facto de estar em remissao no momento do transplante ndo eliminou o
aumento do risco de recidiva, tendo-se verificado 0 mesmo no grupo com dupla mutagédo
apos alo-HCT. Isto quer dizer que a populacdo chinesa que apresenta dupla mutacdo
FLT3-1TD e DNMT3A R882 tem um progndstico desfavoravel ao receber quimioterapia
ou tratamento com alo-transplante (25).

As analises univariada e multivariada confirmaram que o estado da doenca antes
do transplante, a mutacdo FLT3-ITD e a dupla mutacdo FLT3-ITD e DNMT3A R882
eram fatores independentes para 0 mau prognoéstico ap6s o alo-HCT, o que esta de acordo
com outro estudo anterior (25).

Este estudo apresentava algumas limitagdes, como o pequeno tamanho da
amostra, a heterogeneidade da coorte e a natureza retrospectiva. Portanto, sdo necessarios
estudos em coortes maiores para uma validacdo prospectiva (25). Contudo, houve
concordancia entre varios pequenos estudos o que poderia impulsionar um estudo com

um coorte maior.

e BCRP e MDR-1

No estudo apresentado fez-se uma analise multivariada em adultos com LMA com
cariotipo intermédio ou normal, com o objectivo de estimar a significancia de MDR-1 e
BCRP e correlaciona-los com a presenca de FLT3-ITD (12).
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Observou-se que a sobrevivéncia livre de doenca foi influenciada negativamente
pelo FLT3-ITD, simultaneamente com alta expressdo de mRNA BCRP e alta contagem
de leuctcitos no diagnéstico. Além disso, FLT3-ITD e mRNA BCRP influenciaram
negativamente a sobrevivéncia global, enquanto a taxa de recidiva da doenca apenas foi
influenciada negativamente pela elevada expresséo de mRNA BCRP, o que estd de
acordo com observacgodes anteriores (12,28).

A biologia da expressao e funcdo do BCRP na LMA é complexa e precisa de
estudos clinicos mais padronizados. Isto porque o0 BCRP pode ser considerado como um
factor prognostico em pacientes com LMA de cari6tipo normal ou intermédio. Também
0 gene MDR requer uma investigacdo mais aprofundada para determinar o seu valor
clinico real e estabelecer a posicdo deste gene e das suas proteinas na patogénese e no
prognostico da LMA (12).

e NPM1

A mutacdo no gene NPML1 esta presente em aproximadamente 33% dos pacientes
com LMA, sendo a lesdo molecular mais comum nos pacientes adultos mais jovens. No
grupo dos que tém LMA citogeneticamente normal, 50% apresenta mutacdo na NPM1
(21). Esta mutacao parece ser uma mutacao tardia e esta associada a um curso clinico que
pode ser modificado por outras mutacfes que ocorrem juntamente com esta, contudo é
considerada uma entidade de LMA distinta (4,15).

Cerca de 75% destes pacientes também apresentam mutacdes nos genes de
metilacdo ou hidroximetilacdo do DNA (DNMT3A, IDH1, IDH2R140, TET2), 40% tém
mutacdes simultaneas de FLT3-ITD, 20% apresentam mutacbes no NRAS e
aproximadamente 20% tém mutacGes em genes complexos de coesina (15). O padréo de
co-mutagdes molda amplamente os desfechos clinicos (4).

Outra importante alteracdo no ELN 2017 foi reclassificar a LMA com mutagéo
Nucleofosmina 1 (NPM1mut) com baixo indice alélico FLT3-1TD (FLT3-1TD-L) como
risco favoravel, assim como a LMA com NPM1mut e auséncia de FLT3-ITD. A evidéncia
que sustenta 0 NPM1mutFLT3-ITD-L como risco favoravel € conflituante. Em conjunto,
a literatura ndo fornece uma mensagem consistente sobre o prognostico ou tratamento
ideal de pacientes com LMA com NPM1mutFLT3-ITD-L.

Um grupo de investigacdo tentou perceber quais as caracteristicas dos pacientes

com NPM1mutFLT3ITD-L. Estes apresentaram caracteristicas de alto risco, incluindo
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aumento da lactato desidrogenase (LDH), da contagem de leucocitos e da percentagem
de blastos no sangue periférico e na medula dssea (29).

A presenca de NPM1mutFLT3ITD-L foi associada a sobrevivéncia global inferior
e aumento da recidiva apenas numa coorte, tendo sido confirmado numa analise
multivariada. Na coorte onde apresentaram diminui¢cdo da sobrevivéncia global, foram
identificados outros fatores de mau progndstico. Por exemplo, no grupo de pacientes com
risco citogenético intermédio o pior prognostico estava associado a aumento da idade e
dos leucocitos e no grupo com NPMImutFLT3ITD-L observaram-se mutacdes
concomitantes no DNMT3A em aproximadamente metade dos pacientes (29). Os
pacientes com mutacdo no gene NPM1 e mutacdes coexistentes no gene FLT3-1TD ou
DNMT3A tém pior progndstico e podem ser considerados candidatos ao transplante logo
apos a primeira recidiva completa (21).

Em pacientes <60 anos, 0 NPM1mutFLT3ITD-L tém sobrevivéncia inferior a
outros pacientes com prognostico favoravel. Por outro lado, pacientes com idade igual ou
superior a 60 anos com muta¢Ges no NPM1, com ou sem FLT3ITD, apresentaram
resultados adversos e ndo devem ser considerados como risco favoravel (29).

Um estudo muito recente avaliou a significancia da frequéncia do alelo variante
do NPM1 (VAF). Observaram que a sua expressao elevada estd correlacionada com
sobrevivéncia global mais baixa, assim como menor sobrevivéncia livre de doenga.
Apresentou um efeito prognostico particularmente adverso no subgrupo de pacientes
tratados com transplante de células-tronco em RC1 e em pacientes com mutacdo em
DNMT3A. Estes achados, indicam que o efeito progndstico da mutacdo NPM1 na LMA
de novo pode ser influenciado pela abundéancia relativa do alelo mutado. Estes achados
levantam a possibilidade de que a biologia deste subtipo de leucemia possa diferir com
base no tamanho do clone de NPM1. Porém, requerem uma valida¢do numa coorte maior
de pacientes. Contudo, sugerem que a quantificacdo de rotina da carga mutacional do
NPM1 no diagndstico pode fornecer informagdes prognosticas importantes para pacientes
com LMA de novo (30).

e Mutacbes CEBPA bialelicas

O CEBPA é um fator de transcrigdo que é crucial para regular o desenvolvimento

da linhagem mieloide. MutagOes no CEBPA sdo observadas em 5% a 15% dos pacientes
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com LMA. A mutacdo CEBPA bialélica é considerada um factor de bom prognostico na
LMA (7,31).

Pacientes que apresentam LMA com mutaces CEBPA bialélicas estdo
associados a mutacdes em GATA2, NRAS, WT1 e CSF3R, e carecem de mutagdes de
mau prognostico, como FLT3-ITD (4,7). Neste caso, o prognostico é influenciado
principalmente por mutacbes genéticas concomitantes e ndo por alteracBGes
cromossomicas secundarias, sendo categorizados independentemente do seu cariétipo
(4,15).

Estudos recentes concluiram que pacientes com LMA com mutagdo CEBPA
bialélica exibem desregulacdo e dependéncia da sinaliza¢do do transdutor de sinal Janus

quinase e do sinalizador ativador de transcricdo (JAK-STAT) (31).

e |IDH2R172

No estudo de Papaemmanuil et al., emergiram trés categorias genémicas de LMA:
mutacdes no complexo spliceossoma-cromatina, aneuploidia TP53 e, provisoriamente,
IDH2R172. Neste estudo, o0 pequeno subconjunto de pacientes com LMA com mutagdo
IDH2R172 foi identificado como uma classe de doenca provisoria, principalmente com
base na exclusdo matua com a mutagcdo NPML1 e outras lesdes de definicéo de classe (4).
Sendo que ja existem moléculas inibidoras anti-IDH1 (ivosidenib) e anti-IDH2

(enasidenib).

e Complexo spliceossoma-cromatina

Numa nova analise concluiu-se que a categoria de spliceossoma-cromatina
representa o segundo maior subgrupo de pacientes com LMA e nenhum gene isolado
define esse grupo. Os pacientes do subgrupo spliceossoma-cromatina eram, em média,
mais velhos e tinham menor contagem de blastos. 20% dos pacientes tinham antecedentes
de sindrome mielodisplasico (SMD) ou evidéncia de displasia, 80% ndo apresentavam

tais caracteristicas displasicas e apresentavam risco intermedio com LMA de novo (4).

e MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdo RNAs curtos, ndo-codificantes, que tém interesse
como reguladores poés-transcricionais da expressdo genética, muitas vezes visando

centenas de mRNAs diferentes com especificidade temporal e espacial (32).
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O miR-193b orquestra a via de sinalizacdo que controla a viabilidade e a
proliferacdo, que muitas vezes é constitutivamente ativada na LMA.

Num estudo, observou-se que o knockout de miR-193b no modelo in vivo
Hoxa9/Meisl causou uma forma mais agressiva de leucemia, resultando numa
diminuicdo significativa da sobrevivéncia dos camundongos receptores. Além das suas
fungdes j& conhecidas no controlo da autorrenovacéo das células-tronco hematopoiéticas
(via STATS5) e na expansdo através da modulacdo da expressdo do KIT, o miR-193b
também apresentou uma funcdo critica como supressor do crescimento leucémico. A
expressdo de miR-193b em blastos de pacientes com LMA diminuiu o crescimento
leucémico in vitro e em xenoenxertos de camundongos (32).

Observou-se que € um regulador-chave que controla simultaneamente maultiplas
vias importantes. Actualmente, existe uma modesta resposta terapéutica a varios farmacos
que visam apenas um Unico oncogene. Além de que aumentam a possibilidade de adquirir
mutacdes que causam resisténcia a terapéutica. Esta observagdo apoia o desenvolvimento
de terapéuticas baseadas em miRNA, uma vez que teriam a capacidade de reprimir muitos
oncogenes e que o fariam através de diferentes vias oncogeénicas (32).

A expressdao de miR-193b-3p melhorou o valor prognostico da estratificacdo de
grupo de risco da European LeukemiaNet. Pacientes no grupo de risco
intermédio/adverso desta classificacdo, que tém baixa expressdo de miR-193b-3p, tém
um prognoéstico pior e podem ser alocados para o transplante de células-tronco
hematopoiéticas (32). O facto de este ser um estudo restropectivo é uma limitacdo

potencial, mas abre o caminho para novos estudos sobre 0 miRNA.

e MN1

O gene meningioma 1 (MN1) é um oncogene potente na hematopoiese que
aumenta a proliferacdo e a autorrenovacdo e bloqueia a diferenciacdo por reprimir a
transcrigdo de genes associados a diferenciacdo. Cerca de metade dos pacientes com LMA
tém células leucémicas com um cari6tipo normal em que a expressao elevada de MN1 se
correlaciona com um pior prognostico (33).

Foi realizado um estudo em doentes com LMA no Egipto com o objectivo de
perceber qual o papel do gene meningioma 1 (MN1) no progndstico. Neste estudo,
pacientes com alta expressdo de MN1 tém maior incidéncia de linfadenopatia e baixa

contagem de plaquetas. Concluiu-se que a sobreexpressdao de MN1 pode ser um novo
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marcador de prognostico na LMA, especialmente nas LMA citogeneticamente normais.
Este estd associado a ma resposta a terapia de inducdo, a maior taxa de recidiva e a menor
sobrevivéncia livre de doenca. E, deste modo, um marcador que prediz um desfecho
clinico possivelmente pior. A utilizacdo deste gene poderia melhorar a estratificacdo do

risco em pacientes que pertencem a esse grupo heterogéneo de pacientes com LMA (33).

e OLIG2

OLIG2 é um fator de transcricdo que é crucial para a diferenciacdo e proliferacdo
de células progenitoras neuroepiteliais. Curiosamente, a expressao alterada de OLIG2
fora do sistema nervoso central tem sido raramente relatada. Contudo, numa recente
observacdo, verificou-se que o OLIG2 é regulado epigeneticamente nas linhagens de
células LMA, exercendo actividade antiproliferativa e estando associado ao progndstico
da LMA (34).

A metilacdo do DNA de OLIG2 esta associada a diminui¢do da expresséo do seu
mRNA em linhagens de células de pacientes com LMA. Esta correlacdo inversa foi
traduzida para a expressdo da proteina, sendo que houve elevada expressao da proteina
OLIG2 em linhas celulares com baixa metilacdo e com menor extensdo em linhas
celulares com metilacdo média. As linhas celulares altamente metiladas apresentaram
quase nenhuma expressdo proteica. Demonstrou-se que OLIG2 ¢é regulado
epigeneticamente via metilacdo do DNA e que é ectopicamente expresso em pacientes
com LMA. Também se verificou que a expressao da proteina OLIG2 pode atuar como
um fator inibidor do crescimento de células leucémicas, o que pode justificar uma

investigacdo adicional sobre o seu potencial papel supressor na LMA (34).

e Ring 1A e Ring 1B
Ring 1A e Ring 1B sdo componentes dos complexos repressivos Polycomb 1
(PRC 1). Polycomb 1 e 2 (PRC1 e PRC2) funcionam como repressores transcricionais e
regulam a expressao de genes que determinam a identidade celular. Um componente do
PRC1 desempenha um papel fundamental na manutencdo de células-tronco
hematopoiéticas normais e leucémicas. Como este estimula a atividade de ubiquitinacao
de RinglA e RinglB (RinglA/B) essas proteinas podem desempenhar papéis importantes

na regulacdo da homeostase das células-tronco (35).
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O Ring 1A esta sobrexpresso em células-tronco hematopoiéticas e em células
LMA de pacientes com mau progndstico, enquanto o Ring 1B esta sobreexpresso em
linfomas, tumores gastricos e do colon (35).

Num modelo de rato com LMA que expressa a fusdo MOZ-TIF2, descobriu-se
que os componentes Ring1A/B desempenham papéis cruciais na manutencao de células-
tronco hematopoiéticas na LMA. A delecdo de RinglA/B das células diminuiu a
capacidade de autorrenovacéo e induziu a expressao de varios genes, incluindo GLIS2. A
sobrexpressdo deste gene provocou a diferenciacdo em células maduras, enquanto o
knockdown de GLIS2 em células com auséncia Ring1lA/B inibiu a diferenciacdo. Assim,
Ring1lA/B regula e mantém as células-tronco hematopoiéticas na LMA, em parte, devido
a repressao que exerce sobre a expressdo de GLIS2. Embora a diferenciacdo das células
MOZ-TIF2 tenha sido promovida pela sobrexpressdo de GLIS2, a capacidade de
autorrenovacao dessas células foi mantida independentemente da expresséo desse gene.
Esta observacdo sugere que outros alvos de RinglA/B regulam a capacidade de
autorrenovacdo de células LMA MOZ-TIF2 (35).

Mais estudos sdo necessarios para definir o mecanismo subjacente a regulacéo da
capacidade de autorrenovacao das células LMA por RinglA/B e a via RinglA/B-GLIS2,

uma vez que, muito possivelmente, estdo associados a um mecanismo complexo.

e RUNX1

RUNX1 ¢é o principal regulador transcricional hematopoiético e a categoria mais
comum de rearranjo é o produto da translocacdo cromossomica t (8; 21), RUNX1-ETO
(RUNX1-RUNX1T1), que funciona como um repressor por recrutamento de
desacetilases de histona. O RUNX1-ETO leva a um blogueio na diferenciacdo mieloide,
e sua expressao é necessaria para a propagacao de leucemia (36).

O produto de outra translocacdo RUNX1, t (3; 21) (q26; g22), € RUNX1-EVI1
(RUNX1-PRDMB3), sendo EVI1 um essencial regulador da auto-renovacdo em células-
tronco hematopoiéticas. A translocacdo t (3; 21) é raramente encontrada em pacientes
com LMA de novo.

Na actualizacdo da classificagdo LMA pela OMS, a mutagcdo de RUNX1 foi
incluida como uma entidade provisoria (13). Na realidade, a LMA com mutacdo RUNX1
¢ quase mutuamente exclusiva das restantes nesta categoria, sendo caracterizada por

apresentar caracteristicas clinicas e patoldgicas especificas (15,37).
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As duas classes RUNX1-ETO e RUNX1-EVI1 possuem caracteristicas clinicas
distintas. A translocacdo t(8;21) geralmente tem um resultado clinico melhor do que a
translocacéo t(3;21) (173).

O estudo aqui apresentado utilizou andlises globais para investigar diferencas e
semelhangas entre os dois tipos de LMA associada a RUNX1. Determinou-se que 0S
perfis epigenético e transcricional dos dois tipos de LMA diferem. O dominio de ligagdo
ao DNA de cada proteina de fusdo ndo é o unico factor determinante para a seleccao de
locais de ligacdo no genoma. Cada tipo de LMA exibe uma rede de transcri¢do Unica e
estavel que depende da presenca de cada proteina de fusdo, mas requer um conjunto
diferente de fatores de transcri¢do associados (36).

A translocacdo t(8;21) € um desarranjo citogenético que atinge uma célula-tronco
precoce, enquanto t(3;21) é frequentemente encontrada em pacientes com LMC apds crise
blastica.

Um novo estudo, mais recente, analisou diferentes factores progndsticos com o
objectivo de fazer uma estratificacdo do risco em doentes com LMA positiva para
RUNX1-ETO. Os resultados desta analise mostraram que 73,4% dos pacientes
apresentavam mutagdes genéticas no diagndstico e 54,5% tinham alteracdes genéticas na
recidiva, na qual a mutacdo c-KIT foi a mais frequente. A analise de fatores univariados
mostrou que as caracteristicas clinicas no inicio da doenga, incluindo leucemia
extramedular, taxa de celularidade da medula 6ssea >90% e mutagBes adicionais
(especialmente mutacdes no MET, ASXL1, DNMT3A, MLH1 e c-KIT), afectavam
gravemente a sobrevivéncia livre de recidiva e a sobrevivéncia global. Assim, a mutagéo

ASXL1 foi considerado um factor de mau prognostico neste estudo (38).

e SATB?2

A proteina 2 de ligacdo a sequéncia rica em AT (SATB2) é uma nova proteina de
ligagdo ao DNA, que esta envolvida na regulacdo da expressdo genética. Em doentes com
LMA, observou-se sobrexpressdo relativa de SATB2, sendo que 0s pacientes que
alcancaram a RC tinham uma expressdao muito inferior em comparagcdo com 0s que
apresentavam um diagndstico recente (39).

Pacientes com maior expressao SATB2 tiveram uma sobrevivéncia global

relativamente baixa, assim como uma sobrevivéncia livre de doenca curta, sendo um
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factor de mau progndstico independente tanto para a sobrevivéncia global como para a
sobrevivéncia livre de doencga (39).

e Trissomia cromossoma 8

A trissomia do cromossomo 8 € a alteracdo cromossomica numérica mais
frequente na LMA, no entanto, o seu significado prognostico ndo é claro e ndo ha
COoNsenso.

Num estudo recente, investigou-se as caracteristicas clinicas e genéticas, bem
como o seu significado progndstico. Observou-se que a trissomia do cromossomo 8 é
mais comum na faixa etaria mais avancada, com o mais novo dos pacientes a apresentar
47 anos. Entre os pacientes com trissomia do cromossoma 8, 38% apresentaram trissomia
isolada, 8% tiveram apenas mais uma alteracdo cromossémica adicional, 54%
apresentavam trissomia 8 como parte de um complexo cariétipo e nenhuma alteracédo
cromossomica estava associada com citogenética de risco favoravel. As muta¢ées NPM1
e FLT3 foram negativas na maioria dos pacientes com trissomia do cromossomo 8, o que
levanta uma questdo sobre a possivel exclusdo matua. A tendéncia para uma melhor
sobrevivéncia global foi observada com trissomia 8 isolada em comparacdo com a
combinacdo com outras alteracBes citogenética, embora ndo estatisticamente
significativa. E necessaria uma coorte maior de pacientes para validar estes resultados
(40).

e SHB

O gene SHB codifica uma proteina que actua a jusante dos receptores de tirosina
quinase, exercendo efeitos pleiotropicos na célula (proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose) e no citoesqueleto. O camundongo knockout de SHB mostra comprometimento
na reproducdo, na angiogénese, no extravasamento de leucdcitos, na atividade de células-
tronco hematopoiéticas e na tolerancia a glicose. Destaca-se o facto de que muitos dos
efeitos fenotipicos foram observados em camundongos SHB +/-, sugerindo que pequenas
alteracdes na expressdo do gene SHB pode ter efeitos nas respostas celulares (41).

Ao examinar genes co-expressos com SHB na LMA, quatro outros genes (PAX5,
HDAC7, BCORL1, TET1) relacionados com a leucemia foram identificados. O conjunto
destes genes identificados, mais o SHB, foram associados a certas caracteristicas
fenotipicas, tais como imunes, vasculares e apoptdticas. Através do resultado
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experimental de camundongos, conclui-se que a expressdo alterada desse gene pode
alterar o fenotipo celular e, portanto, as caracteristicas da doenca, assim como relacionar-
se com a sobrevivéncia da LMA (41).

Provavelmente, SHB esta relacionado com as varias caracteristicas fenotipicas,
entre as quais a sobrevivéncia é uma variavel. Assim, o progndéstico favoravel de LMA
com baixo mMRNA de SHB provavelmente esta relacionado com a menor proliferacéo de
células leucémicas. Sendo que as consequéncias das caracteristicas fenotipicas imunes e
vasculares das células leucémicas permanecem por investigar (41).

A experiéncia com 0 knockdown de SHB neste estudo mostrou reducdo da
proliferacdo celular e falha na selecdo de clones em expansdo, sugerindo que SHB é
importante para a proliferacao celular na leucemia mieldide humana. Apesar de uma baixa
frequéncia de mutacGes no gene SHB na LMA, muitos tumores sobrexpressam 0 mRNA
de SHB em comparagdo com células sanguineas mieldides normais. Pacientes com LMA
que expressam baixo mRNA de SHB apresentaram maior tempo de sobrevivéncia (41).

e Gene TET?2

Este gene codifica uma enzima que promove a desmetilacdo do DNA, sendo que
mutacdes neste gene podem levar a desregulacdo da metilacdo do DNA. Mais de 25%
dos pacientes com LMA apresenta mutagcdes com perda da funcdo de TETZ2, sendo que
esta € uma mutacgdo iniciadora que ocorre precocemente na LMA (4,42). Estudos em
modelos de células pré-leucémicas com mutacdo TET2 e amostras de pacientes com
LMA mostraram que essas mutacBes resultam num DNA hipermetilado
(preferencialmente na zona dos potenciadores) e, consequentemente na sobrexpressédo de

genes regulados por esses potenciadores (43).

e TP53

O TP53 é um gene supressor de tumor cujo papel € a reparagéo de células normais
com dano mantido no DNA ou induzir a morte celular nas celulas danificadas nas quais
0 reparo ndao e possivel. Na LMA a mutacdo do gene TP53 é observada em
aproximadamente 5-10% de todos os casos, ocorrendo frequentemente em idosos e casos
com caridtipo cromossomico complexo, 0 que esta associado a prognostico desfavoravel
(44,45).
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Uma analise multivariada realizada recentemente demonstrou que a mutacdo do
gene TP53 no dominio de ligacdo do DNA e fora do dominio de DNA foi um fator de
mau progndstico independente para sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de recidiva
entre a coorte total. No tratamento estratificado, a pesquisa completa da mutacdo do gene
TP53 é, portanto, muito importante (14).

Neste estudo, a mutacdo do gene TP53 foi observada em 7,3% dos casos, tendo
existido varios tipos de mutacdes (missense, deleccdo). Na comparacdo entre as
caracteristicas clinicas, os casos com alteragdo do gene TP53 tiveram uma média de idade
maior, menor contagem de leucdcitos, menor frequéncia de progndstico citogenético
favoravel, menor frequéncia de prognostico citogenético intermédio, maior frequéncia de
prognostico citogenético desfavoravel, maior frequéncia de cariétipo complexo e uma
frequéncia menor de cariétipo normal (14).

A anormalidade do gene TP53 foi mutuamente exclusiva com FLT3-1TD, e casos
com alteragcdes no gene TP53 tiveram uma taxa significativamente menor de co-presenca
de mutacdo NPM1. A mutacdo do gene co-presente mais frequente nos casos com
anormalidade do gene TP53 foi a mutacdo RUNX1. Ao analisarem todos os casos de
LMA de novo, observaram que aqueles que tinham mutacéo do gene TP53 tiveram taxas
de remisséo significativamente menores, percentagem menor de sobrevivéncia global aos
5 anos e menor tempo de sobrevivéncia livre de recidiva (14).

Dos casos com idade igual ou inferior a 70 anos e com anormalidade do gene
TP53, 0s casos que receberam alo-HCT no primeiro periodo de remissdo tenderam a ter
uma taxa de sobrevivéncia global mais alta, apesar de ndo ser estatisticamente
significativa. Apresentaram também uma taxa maior de sobrevivéncia livre de recidiva,
esta estatisticamente significativa. Enquanto isso, a sobrevivéncia global e a
sobrevivéncia livre de recidiva ndo foram significativamente diferentes nos casos que
receberam alo-HCT noutro periodo que ndo o primeiro periodo de remissdo, em
comparagdo com pacientes que nao receberam transplante. O que leva a concluir que a
anormalidade do gene TP53 pode ser um importante fator progndstico na determinagédo
do tratamento (14).

Os casos com mutacdo no gene TP53 apresentaram uma contagem de alterac6es
cromossomicas significativamente maior, estando muitas vezes associada a aneuploidias
cromossomicas especificas (15). E sugerido que a mutacio do gene TP53 esta associada
a um mecanismo de leucemogénese substancialmente diferente de outras mutagdes

génicas, como a mutacdo do gene de regulacao de metilagdo do DNA. Como houve alguns
21



casos em que a mutagcdo do gene TP53 desapareceu no momento da recidiva, parece
altamente provavel que esta ndo seja uma mutagdo do gene fundador que induz condi¢es
pré-leucémicas, mas sim uma mutacdo genética condutora mais tardia.

A mais recente classificacao progndstica da European Leukemia Net (ELN) relata
a mutacdo TP53 como um fator progndstico desfavoravel na LMA (9). Neste estudo, esta
observacdo foi corroborada e estabeleceu-se também que a anormalidade do gene TP53
é um fator progndstico desfavoravel independente na LMA. Também se observou que €
um fator prognéstico desfavoravel em casos de LMA FLT3-1TD-negativo, com idade
igual ou inferior a 70 e com prognostico citogenético intermédio. Foi demonstrado que a
mutacdo do gene TP53, na LMA, é um fator de prognostico desfavoravel ainda mais
poderoso do que o FLT3-ITD, e que a LMA com mutacdo no gene TP53 merece uma
classificacdo de doenca independente (4). O fato de ser mutuamente exclusivo com a
mutacdo FLT3-ITD e NPM1, que sdo considerados fatores prognosticos importantes na
LMA, é um ponto significativo.

Conclusao

Ja foram descritas inUmeras alteraces nas vias de expressdo genética em
diferentes subconjuntos de LMA. Contudo, a complexidade da doenca faz supor que
muitas das alteracdes de sinalizacdo que podem ter um impacto nas caracteristicas e no
prognostico da doenca permanecem desconhecidas.

Usar novas informac@es genéticas para orientar a pratica clinica continua a ser um
campo ativo de pesquisa. Dada a enorme heterogeneidade genémica da LMA, estudos de
varios milhares de pacientes provavelmente serdo necessarios para perceber o significado
clinico da arquitetura genética complexa.

Todavia, ha ainda uma propor¢do substancial de doentes com LMA que, apesar
de terem um desarranjo gendmico subjacente, a técnica usada ainda ndo o conseguiu
demonstrar o que faz com que néo se consiga indicar um provavel prognéstico. Assim, é
de extrema importancia caracterizar clinica e biologicamente os subtipos gendémicos de
LMA e quais 0s genes e vias de sinalizagao/transcri¢cdo predominantes de modo a adequar

a terapéutica.
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