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Resumo
A Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) é uma neoplasia maligna caracterizada pela

infiltracdo da medula déssea (MO), sangue e outros tecidos por células clonais e imaturas do
sistema hematopoiético. Trata-se de uma neoplasia associada a um progndstico geralmente
adverso, dependente de multiplos fatores, em particular das caracteristicas citogenéticas e
moleculares das células neoplasicas. Nas ultimas décadas, foram descobertas dezenas de
novas mutagdes em genes essenciais em Varias etapas da carcinogénese na LMA, bem como
alteracbes da expressdo de proteinas-chave e mecanismos epigenéticos andémalos. Estas
alterac6es podem afetar o prognostico dos doentes, sendo que 0 seu impacto €, na maioria dos
casos, ainda desconhecido. O objetivo deste artigo de revisdo consistiu em clarificar o
impacto das principais alteragdes moleculares no prognéstico dos doentes com LMA, de
forma a perceber se a sua identificacdo permite estratificar melhor o risco dos doentes e, desta
forma, pode ajudar a delinear a estratégia terapéutica mais adequada. O ratio alélico elevado
nas mutacdes ITD do gene FLT3 e as mutagdes dos genes RUNX1 e DNMT3A contribuem, de
forma independente, para um pior progndstico nos doentes com LMA. As mutacdes dos genes
NPM1 e CEBPA®™ contribuem, de forma independente, para um prognéstico mais favoravel
nos doentes com LMA. As muta¢6es MLL do gene PTD, as muta¢cdes TKD do gene FLT3 e
as mutacBes dos genes TET2 e ASXL1 parecem estar associadas a pior prognostico na LMA,
apesar de o seu valor como variaveis independentes de risco ndo estar ainda bem estabelecido.
O valor prognostico definitivo das mutacfes dos genes IDH1 e IDH2 nos doentes com LMA
permanece desconhecido. Conclui-se que a avaliacdo do ratio alélico nas mutagdes ITD do
FLT3 e a presenca das mutacdes CEBPA™, RUNX1 e DNMT3A podem permitir refinar o
modelo atualmente proposto para estratificacdo do risco dos doentes, com potenciais
vantagens na previsdo mais fidedigna do seu progndstico e na seleccdo das estratégias
terapéuticas mais adequadas a cada doente.

Palavras-chave: Leucemia Mieloblastica Aguda, mutacfes, genes, progndstico, tratamento
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Abstract

Acute Myeloblastic Leukemia (AML) is a malignant neoplasm characterized by infiltration of
the bone marrow (BM), blood and other tissues by clonal and immature cells of the
hematopoietic system. This neoplasm is generally associated with an adverse prognosis,
which depends on multiple factors, in particular cytogenetic and molecular characteristics of
the tumor cells. In the last decades, dozens of new mutations were discovered in genes
essential in various stages of leukemogenesis, as well as abnormalities in the expression of
key proteins and abnormal epigenetic regulation. These changes may affect the prognosis of
patients with AML, but their prognostic impact is, in the majority of cases, still unknown. The
aim of this review article was to clarify the impact of the most important molecular
abnormalities in the prognosis of patients with AML, in order to understand if their
identification allows for a better risk stratification of patients, thus helping the clinicians to
choose the most adequate therapeutic strategy for the patient. Mutations in RUNX1, DNMT3A
and a high allelic ratio in FLT3-ITD mutations are independent prognostic factors to a worse
outcome in patients with AML. NPM1 and CEBPA™ mutations are independent prognostic
factors to a more favorable outcome in patients with AML. MLL-PTD, FLT3-TKD, TET2 and
ASXL1 mutations appear to be associated with a worse prognosis in AML. However, their
value as independent prognostic factors has not been well established yet. The prognostic
impact of mutations of IDH1 and IDH2 genes in patients with AML remains unknown. We
conclude that the assessment of the allelic ratio in FLT3-ITD mutations and the presence of
CEBPA’™, RUNX1 and DNMT3A mutations can be used to refine the currently proposed
model for risk stratification of patients with AML, with potential benefits in more accurate
prediction of prognosis, and thus in selection of the most appropriate therapeutic strategies for

each patient.

Keywords: Acute Myeloblastic Leukemia, mutations, genes, prognosis, treatment
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Introducéo

A Leucemia Mieloblastica Aguda é uma neoplasia maligna caracterizada pela
infiltracdo da medula Ossea, sangue periférico (SP) e outros tecidos por células clonais e
imaturas do sistema hematopoiético, com capacidade proliferativa autbnoma e com
diferenciacdo andmala, constituindo 20% das células nucleadas presentes na MO ou sangue
periférico. ®

Trata-se da forma mais frequente de leucemia aguda em adultos, afetando trés a quatro
individuos em cada cem mil, em todo o mundo. Apesar de a maioria dos doentes responder a
quimioterapia, 0 progndstico é adverso, com taxas médias de sobrevivéncia global aos 5 anos
inferiores a 50%, devido sobretudo a recidiva da doenga. Dada a sua incidéncia e taxa de
mortalidade, ¢ fundamental o conhecimento aprofundado da patogénese da doenca e o
desenvolvimento de novas estratégias farmacolégicas para o seu tratamento.®

Ao longo das Ultimas décadas constatou-se que a resposta a terapéutica nos doentes
com LMA é francamente heterogénea. A identificacdo dos doentes que provavelmente irdo
responder a terapéutica convencional e dos doentes refratdrios € um procedimento
fundamental na avaliacdo inicial dos mesmos. Assim, a estratificacdo prognostica destes
doentes pode permitir uma adaptacéo da terapéutica ao risco individual.®*

A descoberta de novas mutacfes genéticas na LMA, em particular dos genes fms-
related tyrosine kinase 3 (FLT3), nucleophosmin (NPM1) e CCAAT/enhancer binding
protein-a (CEBPA), e a constatacdo de que a sua presenca em doentes com LMA se
correlacionava significativamente com o seu prognostico, levou a que a pesquisa destas
mutacdes tivesse sido recomendada na estratificacdo do prognostico de doentes pela
European LeukemiaNet (ELN), e, mais tarde, também pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS). @ A incorporacao destas mutagdes permitiu assim refinar a estratificagdo do risco dos

doentes com LMA. ¢4
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Estudos posteriores revelaram a presenca de dezenas de mutagGes genéticas com potencial
impacto no progndstico dos doentes com LMA. O verdadeiro significado destas muta¢cdes no
prognostico e a sua aplicabilidade na estratificacdo do risco na pratica clinica permanecem
ainda, na maioria dos casos, controversos. ¢

Com este trabalho pretende-se identificar o impacto das principais alteracfes
moleculares no prognostico dos doentes com LMA, nomeadamente das mutacdes ITD do
gene FLT3, TKD do gene FLT3, NPM1, CEBPA, MLL-PTD, RUNX1, ASXL1, DNMT3A,
IDH1, IDH2 e TET2. Descrevem-se também sucintamente as suas repercussdes na
fisiopatologia da doenca e a eficacia de algumas terapéuticas atuais/fem desenvolvimento nos

diferentes subgrupos de doentes portadores destas alteracbes moleculares.
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Materiais e Métodos

Foi realizada uma revisdo sistematica da literatura utilizando a base de dados Pubmed
entre maio de 2015 e outubro de 2015. Foram utilizadas varias sequéncias de palavras,
incluindo “Acute Myeloid Leukemia” e “CEPBA”, “NPM1”, “FLT3-ITD”, “FLT3-TKD”,
“RUNX1", “ASXL1”, “DNMT3A”, “MLL-PTD”, “IDH” ou “TET2” e “physiopathology”,
“prognostic”, “treatment” ou “outcome”, recorrendo aos termos MeSH adequados e aplicando
os filtros necessarios a obtencdo da informacdo pretendida. A pesquisa foi restringida a
artigos em Portugués e Inglés, entre os anos 2000 e 2015, tendo sido incluidos alguns artigos
anteriores ao ano de 2000 quando a relevancia destes assim o justificou. Foram excluidos os
artigos referentes a populacdo pediatrica com LMA. Foram selecionados para a elaboracéo
deste trabalho os artigos considerados mais relevantes para o tema em estudo, pela anélise
sumaria do abstract de cada artigo. Procedeu-se ainda a analise e inclusdo nesta revisao de
alguns artigos e capitulos de livros que poderiam escapar aos filtros acima descritos, que
foram consultados tendo em conta as referéncias bibliogréficas citadas nos artigos

inicialmente pesquisados.
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Capitulo I - Enquadramento da LMA: da fisiopatologia a estratificacdo do
risco dos doentes

Fisiopatologia da LMA

A patogénese da LMA é um processo complexo, influenciado por multiplos fatores e
mecanismos, ainda ndo totalmente elucidados. Tal como noutros tipos de neoplasias, 0
surgimento da LMA est4 associada a mutagdes genéticas, que conferem a uma determinada
populacdo de células estaminais hematopoiéticas capacidades proliferativas anormais,
associadas geralmente a perda de diferenciacdo, bem como resisténcia a apoptose, que
parecem ser um evento- chave na carcinogénese.®®

A LMA é uma neoplasia geneticamente heterogénea. As mutacGes associadas a LMA
sdo subdivididas em dois grandes subgrupos, compreendendo as alteragdes cromossémicas
(ocorrem em 55% dos casos de LMA, constituindo na sua maioria translocagdes) e as
alteraces moleculares (geralmente mutagdes somaticas).®

Anteriormente, consideravam-se dois tipos fundamentais de mutag¢6es no surgimento e
promoc¢do da carcinogénese leucémica: mutacdes de classe | e classe Il (Two-hit model
hypothesis). As mutacdes de classe | envolvem genes associados a transducdo de sinal, quer
através da ativacdo constitutiva de proteinas com funcéo de tirosina-cinase ou desregulacdo de
transdutores de sinal (FLT3-1TD, PTPN11 - protein tyrosine phosphatase, non-receptor type
11, RAS, KIT - proto-oncogene receptor tyrosine kinase,...), conferindo uma vantagem
proliferativa ou resisténcia a apoptose. As mutacées de classe Il envolvem genes associados a
fatores de transcricdo (inclui anomalias citogenéticas que originam genes de fusdo -
RUNXI/ETO, CBFf/MYHII e PML/RARa — e anomalias moleculares - RUNX1 - Runt-
related transcription factor 1, CEBPA e MLL - mixed lineage leukemia) que parecem
contribuir para o bloqueio da diferenciacdo mieldide e para a autorrenovacdo do clone de

células neoplésicas. Este modelo explica que mutacdes apenas num gene sdo insuficientes
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para originar LMA, considerando-se atualmente que o desenvolvimento deste tipo de
leucemia aguda esta associado & incidéncia cumulativa de mutagées em diferentes genes.®®

Contudo, a descoberta recente de mutagfes em genes associados a mecanismos de
regulacdo epigenética (incluindo metilagdo do DNA e modificagdo de histonas) em doentes
com LMA veio alterar este paradigma, visto que muitas destas mutagdes ndo se inserem nas
classes | e Il, acima descritas. Para além disto, constata-se que determinadas mutacGes
parecem contribuir para o surgimento de LMA apenas em determinada fase do
desenvolvimento neoplasico, sugerindo que o potencial carcinogénico é dependente do estado
de maturagéo e desenvolvimento das células hematopoiéticas.®

Assim, o Two-hit model hypothesis parece constituir um modelo demasiado simplista
da complexa fisiopatologia desta doenca.® Para além disto, parece ser atualmente evidente
que determinadas mutacGes podem cooperar entre si, produzindo efeitos diferentes em funcao
da presenca ou auséncia de outros tipos de mutacdes coadjuvantes. Da mesma forma, as
modificacdes epigenéticas, incluindo a metilacdo do DNA (Deoxyribonucleic Acid),
modificacdes pds-traducdo de histonas e a modulacdo de miRNAs - microRNAs (RNA —
ribonucleic acid), que constituem mecanismos ndo mutantes envolvidos na carcinogénese,
também podem contribuir para a heterogeneidade molecular da doenca, e para a variacdo
interindividual da resposta ao tratamento na LMA.®

Alteracbes do microambiente da MO (medula Ossea) parecem ser igualmente
importantes na fisiopatologia da LMA. As células mesenquimais da MO apresentam
geralmente as mesmas alteracdes citogenéticas das células clonais neoplasicas. Alguns
estudos demonstraram que as alteracdes no microambiente da MO estdo associadas a
producdo aumentada de proteinas anti-apoptdticas (BCL-2 - B-cell lymphoma 2 protein, e.g.),
contribuindo para a inibicdo da apoptose dos blastos de LMA. Da mesma forma, a LMA
parece estar associada a um aumento da densidade microvascular, em possivel associacdo

com a sobreproducdo de fatores angiogénicos. Foi também descrita nesta neoplasia a
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sobreexpressdo de metaloproteinases (particularmente MMP-9 — metaloproteinase de matriz
9), que parece estar associada a clivagem de ligandos de membrana como o KIT, afetando as
vias de proliferagdo e renovacdo neoplasicas. O padrdo de expressdo de citocinas no
microambiente tumoral podera ter também impacto no processo de carcinogénese.t”)

Alguns fatores foram implicados na etiopatogénese da LMA, destacando-se fatores
hereditarios (maior propensdo para LMA na sindrome de Down e outras aneuploidias,
doencas da reparacdo deficitdria do DNA — anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, entre
outros, sindrome de Kostmann - neutropenia congénita e mutacdes germinais de genes como
0 RUNX1), exposicdo a radiacdo (acidentes nucleares e potencial efeito da irradiacdo
terapéutica conjunta com a quimioterapia), exposicao a quimicos (sobretudo o benzeno) e

farmacos (agentes alquilantes e inibidores da topoisomerase 11, e.g.).®

Classificacao

A classificacdo dos diferentes tipos de LMA, tal como proposto pela OMS em 2008
(em detrimento da antiga classificacio FAB — French-American-British classification),
baseia-se nas caracteristicas clinicas, na caracterizacdo morfologica das células em amostras
de MO ou SP, na analise da expressdo de marcadores citoplasmaticos e de superficie celular
por citometria de fluxo (imunofenotipagem), na identificacdo de alteracGes citogenéticas
recorrentes e, mais recentemente, de alteracdes moleculares.*® A classificacdo proposta pela

OMS é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagcdo da LMA segundo a OMS

Categorias

LMA com alteracOes genéticas recorrentes
LMA com 1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
LAP com t(15;17)(q22;912); PML-RARA
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LMA com t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(g21926.2) ou t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1

Entidade provisoria: LMA com mutacdo NPM1

Entidade proviséria: LMA com mutacdo CEBPA

LMA com alteracGes associadas a mielodisplasia

Neoplasias mieldides associadas a terapéutica

Leucemia Miel6ide Aguda sem outra especificacdo (NOS)

LMA com diferenciagdo minima

LMA sem maturacgéo

LMA com maturacao

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia aguda monoblastica/monocitica

Leucemia eritréide aguda

Leucemia eritroide pura

Eritroleucemia, eritroide/mieldide

Leucemia aguda mecacarioblastica

Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieldide (tumor mieldide extramedular; sarcoma granulocitico;

cloroma)

Proliferacdes mieldides associadas a sindrome de Down

Mielopoiese anormal transitdria (sin.: distdrbio mieloproliferativo transitorio)

Leucemia mielodide associada a S. de Down.

Neoplasia de células blasticas dendriticas plasmocitdides

Leucemias agudas de linhagem ambigua

Leucemia aguda indiferenciada

Leucemia aguda de fenétipo misto com t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1'

Leucemia aguda de fendtipo misto com t(v;11g23); MLL rearranged

Leucemia aguda de fendtipo misto, B/mieldide, NOS

Leucemia aguda de fendtipo misto, T/mieldide, NOS

Entidade provisoria: Leucemia linfoblastica/Linfoma de células Natural killer
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Est4 atualmente em curso uma revisdo desta classificagdo, que se prevé que esteja
disponivel ainda em 2016. Ponderam-se varias alteragdes, incluindo a modificacdo da LMA
com mutacdo CEBPA™/NPMZ1 de entidades provisérias para entidades definitivas, a incluséo

da LMA com mutacdo do RUNX1 como entidade proviséria, entre outras.*

Diagnostico

O diagnostico de LMA deve compreender uma histéria clinica completa do doente e a
realizacdo de exames complementares essenciais, tendo em vista a confirmacdo do
diagnostico da doenca. Uma anamnese e um correto exame clinico constituem a base para a
suspeicdo da doenca, sendo que o hemograma completo com formula leucocitaria, a analise
citomorfologica das células neoplasicas, a imunofenotipagem e a analise citogenética (e
eventual analise molecular) sdo os procedimentos obrigatdrios para confirmar e estabelecer

definitivamente o diagnéstico de LMA.®

Morfologia celular

O esfregaco do aspirado medular (em alguns casos também bidpsia medular dssea -
BO) e do SP apos coloracdo com Giemsa, permitem obter a contagem do nimero de blastos
presentes na amostra. Recomenda-se que sejam contados pelo menos 200 leucdcitos no
esfregaco de SP e pelo menos 500 células nucleadas na amostra de MO. Segundo a OMS, os
blastos tém de constituir pelo menos 20% das células nucleadas presentes na MO ou SP, para
que o diagndstico de LMA seja estabelecido. Existem, contudo, algumas excecdes, como por
exemplo a presenca de alteragdes citogenéticas como a t(15;17), a inv(16)/t(16;16) ou a
t(8;21), em que o diagndstico de LMA pode ser estabelecido independentemente da

percentagem de blastos na MO. O mesmo se aplica nos casos de diferenciacdo monocitica
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(promondcitos sdo considerados para efeitos de diagndstico como blastos), na eritroleucemia
aguda e na leucemia eritréide pura.®

Para identificar a linha celular envolvida na neoplasia, as técnicas histoquimicas,
incluindo a MPO (mieloperoxidase), o negro do Suddo B (SBB), PAS (acido periddico-
Schiff) e NSE (esterase ndo especifica) foram os métodos mais utilizados no passado
(Hustragdo 1), tendo sido atualmente amplamente  complementados pela

imunofenotipagem.®

o WO~
o v,

llustracéo 1. Analise histoquimica da morfologia celular na LMA

A) Neutrofilo de doente com LMA e t(8,21), contendo bastonetes de Auer no citoplasma (coloragdo
Wright); B) Observa-se proeminente maturacdo miel6ide e monocitica, apesar de poderem ser
observados alguns blastos. Salienta-se a profunda anemia e trombocitopenia observaveis na figura
(coloracdo Wright). C) Coloracdo com MPO evidenciando estadios precoces de maturagdo
granulocitica num doente com LMA. D) Coloracdo com NSE em doente com LMA (Adaptado de
Foucar et al., 2010)™
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Imunofenotipagem

A imunofenotipagem permite determinar a linha de celulas mieldides envolvida na
LMA. A quantificacdo da expressao de antigénios citoplasmaticos e de superficie é necessaria
para assegurar o comprometimento da linha celular, para diagnosticar leucemias de linhagem
ambigua, bem como leucemias megacarioblasticas agudas e LMA de diferenciacdo minima.
Permite também detetar imunofenotipos aberrantes, que podem permitir a monitoriza¢do de
doenca residual minima. Algumas alteracfes citogenéticas recorrentes associam-se a padrdes

de expressado imunofenotipica caracteristicos.™

Citogenética

A anélise citogenética convencional é fundamental na avaliacdo diagnostica da LMA.
Para além disto, as alteracOes citogenéticas tém importantes implicacfes no prognostico e
tratamento dos doentes. A andlise de pelo menos 20 metafases em células de MO é essencial
para estabelecer uma LMA com cari6tipo normal, sendo que a presenca de alteracdes
citogenéticas pode ser comprovada em amostra de MO ou SP. Se a anélise citogenética
convencional ndo for suficiente para detetar as anomalias presentes, podem ser também
utilizados métodos de FISH (fluorescence in situ hybridization) para evidenciar rearranjos

génicos.)

Genética Molecular

A identificacdo de mutacGes somaéticas recorrentes em indmeros genes em doentes
com LMA revelou que algumas destas mutagdes tém implicacfes importantes no prognéstico
e tratamento dos mesmos. Esta descoberta levou a que o screening de mutac6es ITD do gene
FTL3, NPM1 e CEBPA tenha sido recentemente recomendado pela ELN e OMS, em doentes
com LMA e citogenética normal (Cytogenetically normal acute myeloid leucemia — LMA

CN), em que Se preconiza terapéutica com intuito curativo.®?
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No futuro, com o crescente conhecimento das implicagdes de outras mutacGes na
fisiopatologia da doenca, bem como das suas implica¢cBes no prognoéstico e tratamento, a
pesquisa de diferentes mutacGes podera tornar-se um procedimento de rotina na prética

clinica.®

Outros estudos complementares/procedimentos

A realizacdo de outros exames complementares ou procedimentos é importante para
avaliar a gravidade da doenca, prever o prognostico e planear a terapéutica. De entre estes
incluem-se a verificacdo do Performance Status, analise das comorbilidades associadas,
realizacdo de testes bioquimicos, da coagulacdo e urinarios, estudos de compatibilidade HLA
(tendo em vista o transplante alogenico de celulas estaminais hematopoiéticas - TACEH),
serologias virais (hepatite B e C, VIH, CMV, EBV), exames imagioldgicos, informacao
acerca de criopreservacdo de gametas, entre outros, individualizados em relacdo a cada

doente.®®

Prognostico

A estratificacdo dos doentes com LMA segundo o seu prognéstico depende de
multiplos fatores que influenciam a resposta ao tratamento, incluindo a idade, as
comorbilidades (e performance status), a duracdo das citopenias até ao momento do
diagnostico, a contagem de leucdcitos no SP, a existéncia prévia de sindrome mielodisplasica
(SMD), quimioterapia ou radioterapia prévia para tratamento de outra doenca, as
caracteristicas citogenéticas dos blastos, as alteracbes genéticas moleculares e, mais
recentemente, a monitorizacdo da doenca residual minima (DRM).%® Outros fatores, como a
concentracdo sérica de LDH (desidrogenase do lactato) e esplenomegalia, tém demonstrado
uma correlacdo inconsistente com o progndéstico dos doentes com LMA.®

O caridtipo das células de LMA constitui o fator com correlagdo mais forte com a

resposta & terapéutica de inducdo e com a sobrevivéncia global do doente. Assim, com base
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no cariotipo, varios grupos propuseram diferentes sistemas de estratificacdo dos doentes em
trés classes de risco: prognéstico favoravel, prognostico intermedio e progndstico
desfavoravel, consoante as alteracdes cariotipicas presentes. Porém, constata-se que 40-50%
dos doentes com LMA apresentam cariétipo normal (LMA CN), inserindo-se na classe de
prognostico intermédio, sendo este o subgrupo de doentes onde se verifica maior
heterogeneidade na resposta ao tratamento e na sobrevivéncia.**?

A descoberta de novas alteracbes moleculares e do seu potencial impacto no
prognostico dos doentes (sobretudo no subgrupo de doentes com LMA CN) revolucionou o
sistema de progndstico anteriormente proposto, levando a criacdo de um novo modelo de
estratificacdo pela European LeukemiaNet (Tabela 2), mais tarde também adotado pela OMS.
Este baseia-se ndo sO nas caracteristicas citogenéticas, como também nas caracteristicas
moleculares (mutacdo ITD do gene FLT3, mutacio NPM1 e CEBPA) destes doentes. Este
modelo permite a estratificacdo dos doentes baseando-se na previsdo da sua resposta ao

tratamento, permitindo assim determinar a necessidade de terapéuticas mais agressivas.*?

Tabela 2. Grupos de risco da LMA

Grupo de risco (Subtipos) Alteracéo genética

Favoravel £(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1g22) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11

Mutacdo NPM1 sem mutacdo FLT3-ITD (carittipo
normal)

Mutacdo CEBPA (cari6tipo normal)

Intermédio-I Mutacdo NPM1e mutacdo FLT3-ITD (cariétipo
normal)
Wild-type NPM1e mutacdo FLT3-ITD  (caridtipo
normal)
Wild-type NPM1 sem mutagdo FLT3-ITD (carittipo
normal)

Intermedio-11 t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
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Outras anomalias citogenéticas ndo classificadas como
favoraveis ou adversas.

Adverso inv(3)(q21926.2) ou t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1

1(6;9)(p23;034); DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23); MLL rearranged

=5 ou del(5q)

=7

abn(17p)

Cariotipo complexo**

**Cariotipo complexo é definido como trés ou mais anomalias cromossémicas na auséncia de uma das
inversBes ou translocagdes recorrentes designadas pela OMS [t(8;21), inv(16) ou t(16;16), t(9;11),
t(v;11) (v;q23), t(6:;9); inv(3) ou t(3;3)]. (Adaptado de Estey et al., 2012)"

Capitulo Il - Anomalias moleculares na LMA: impacto no progndstico

Mutacdes nos sinalizadores celulares
FLT3

O gene FLT3, localizado no cromossoma 13q banda 12, codifica um recetor com
funcdo de tirosina-cinase, pertencente a classe 11l dos recetores tirosina-cinase (que inclui o
FLT3, PDGFR - Platelet-derived growth factor receptors, CSF-1R - colony stimulating factor
1 receptor e SCFR - Mast/stem cell growth factor receptor), importante em processos de
proliferacéo e diferenciacdo celular.+®

Os membros desta familia, incluindo o FLT3, sdo recetores membranares com
atividade enzimatica, caracterizados por apresentarem 5 dominios imunoglobulina-like, na sua
porcdo extracelular, um dominio transmembranar, localizado na membrana plasmética da

célula, um dominio justamembranar citoplasmatico, seguido de um dominio de tirosina-cinase

citoplasmatico, altamente conservado, subdividido em dois — TKD | e TKD I, por uma zona
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de insercdo de cinases, terminando a estrutura proteica com uma cauda C-terminal.
(llustracéo 2)*4 10

Os 3 dominios IG-like mais externos constituem o ligand biding domain, e séo
responsaveis pela interacdo entre o ligando e a enzima. Os dominios TKD sdo responsaveis
pela atividade enzimatica intrinseca, sendo que é no TKD Il que se localiza o activation loop,

onde se ligam os efetores (downstream) das vias de sinalizacéo ativadas pelo FLT3.®¥

U 0 BB N
ol
=]

DC o —— IrL:"‘
=

Proteina Adaptadora

llustracdo 2. O recetor FLT3.
A ligacdo do ligando do FLT3 (L) promove a dimerizagdo e ativacdo do recetor, o qual fica
blogueado pela ligagdo de uma proteina adaptadora (a verde). DC — dominio cinase. JM — dominio
justamembranar. TM — dominio transmembranar. L — ligando do FLT3. (Adaptado de Stirewalt &

Radich, 2003).®"

Em condi¢des normais de funcionamento, a via do FLT3 encontra-se frenada por um
mecanismo auto-inibitério (controlado pelo dominio justamembranar), de modo a garantir que
0s restantes substratos efetores ndo ativem descontroladamente a proliferagédo celular. Assim,
a via de sinalizacdo do FLT3 inicia-se apenas quando ocorre interacdo do seu ligando, o

FLT3L, com o ligand biding domain.4*®)
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Desta forma, apoés interacdo entre o ligando e o dominio extracelular do recetor FLTS3,

ocorre dimerizacdo das 2 subunidades contiguas, que induz a transfosforilacdo de residuos de
tirosina no dominio justamembranar e no dominio TKD. O processo de fosforilagdo no
dominio justamembranar permite a alteragdo da conformacdo da tirosina-cinase para a sua
forma ativa, através do deslizamento do activation loop, que, uma vez ativo, permite a ligacdo
de ATP e de substratos efetores. A fosforilacdo destes substratos no dominio TKD conduz a
ativacdo sequencial de multiplos efetores numa cascata complexa, que culmina na
estimulagdo de vias de sinalizacdo que regulam a transcricdo de multiplos genes envolvidos
nos processos de proliferacdo e diferenciagcdo celular (incluindo as vias do PLCy -
phospholipase C gamma, JAK/STATSs - Janus kinase surfasse receptor/Signal Transducer
and Activator of Transcription protein, PI3BK/AKT - phosphatidylinositide 3-kinases/ Protein
kinase B, NF-KB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells e
RAS/MAPK — RAS/mitogen-activated protein kinases (llustragdo 3).(418)
Numa célula normal, no fim da ativacdo do FLT3, este recetor tende a sofrer processos de
internalizacdo, migrando para a membrana celular, processo que conduz a cessacdo da
interacdo entre o ligando e o recetor, permitindo assim o término da ativacdo da tirosina-
cinase e 0 seu retorno & sua forma conformacional inativa.®”

Em condicbes normais, o FLT3 é expresso nas membranas das células
hematopoiéticas precursoras, sendo importante para a sua diferenciacdo, proliferacdo e
multiplicacdo. Foi demonstrado que os blastos de LMA expressam FLT3, sendo que a
desregulacdo desta via de sinalizacdo conduz a sobreativacdo de vias envolvidas na
proliferacdo celular, quer devido a estimulacdo aberrante por FLT3L exdgeno, quer devido a
presenca de mutacbes com ganho de fungdo, ambos processos fisiopatoldgicos importantes

que contribuem para o surgimento da LMA. %)
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llustracdo 3.Vias de sinalizacdo ativadas pelo recetor FLT3

A ligacdo do ligando FLT3L ao seu recetor, FLT3, ativa multiplas vias de sinalizacdo a jusante do
recetor, nomeadamente a PI3K/AKT e a via RAS/MAPK. (Adaptado de Stirewalt & Radich, 2003)®"

As mutacdes do gene FLT3 sdo observadas em cerca de 40% dos casos de LMA CN, o
que o torna num dos genes mais frequentemente afetados nestes doentes. Foram identificados
trés grupos principais de mutagdes que ocorrem no gene FLT3 na LMA. O tipo de mutacgdes
mais frequente corresponde a duplicacdo interna em tandem (FLT3-1TD), que ocorre em cerca
de 20% dos doentes com LMA e em 28-34% dos individuos com LMA CN.*#19 As mutacées
pontuais no activating loop (TKD II) no dominio da TKD (FLT3-TKD) ocorrem em cerca de
7-10% dos individuos com LMA CN. Finalmente, presentes numa frequéncia muito baixa
(apenas cerca de 2% dos individuos com LMA CN), destacam-se as mutacfes pontuais no

dominio justamembranar ou extracelular (1G-like) do FLT3.(®
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As mutacOes deste gene compreendem assim tipos diferentes de mecanismos
mutacionais, variando desde simples delec¢des, inser¢fes ou mutacbes pontuais as duplicagdes
mais caracteristicas.™¥

Independentemente do dominio da proteina afetado pela mutacdo, 0os mecanismos
moleculares resultantes que contribuem para a carcinogénese parecem conduzir
inexoravelmente a ativacdo constitutiva do FLT3, e da cascata de sinalizacdo que depende
desta tirosina-cinase. Assim, pensa-se que mutacBes pontuais no dominio extracelular
conduzam a ativacdo constitutiva do FLT3 independente do seu ligando, através da inducéo
de dimerizacdo e ativacdo conformacional. Da mesma forma, existem evidéncias de que as
mutacgdes na regido justamembranar interferem com o mecanismo auto-inibitério, conduzindo
a uma modificacdo conformacional da enzima, com ativacdo constitutiva da mesma. De forma
semelhante, as mutacGes da TKD resultam na fosforilacdo autdbnoma do seu dominio

catalitico e na sua ativagdo constitutiva.®*'®

MutacGes ITD do gene FLT3

As mutacOes ITD do gene FLT3 mais frequentes ocorrem nos exfes 14 e 15, e
consistem em duplicacfes inframe com inser¢cdo de 3 a centenas de bases nucleotidicas,
originando uma proteina anémala, de maiores dimensGes, habitualmente com ganho de
funcdo.®? Este tipo de mutagbes é caracterizado por alta heterogeneidade, dado o facto de
poderem variar em tamanho, no local de insercdo da duplicacdo, no numero de mutagdes
presente e no ratio alélico (RA) com que sdo expressas (relagdo entre os alelos FLT3 mutantes
e os alelos FLT3 wild-type - WT).(1618)

As mutagdes FLT3-ITD ndo sdo exclusivas de doentes com LMA CN, tendo sido

descritas em casos de LMA com outras alterages citogenéticas, como a t(15,17) e t(6,9).*°
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Salienta-se que as mutagdes ITD do FLT3 estdo associadas per si a um prognostico
desfavoravel em doentes jovens com LMA CN, associando-se a maior risco de recidiva e
sobrevivéncia reduzida. Esta assercdo foi constatada em dezenas de estudos ao longo dos
ultimos anos e sintetizada na revisdo da literatura e meta-andlise de Port et al., que analisaram
0s principais estudos realizados até 2012 sobre o impacto prognostico das mutagdes FLT3-
ITD, NPM1 e CEBPA nos doentes jovens com LMA CN.®

Na metanéalise realizada por estes autores, as muta¢ées FLT3-1TD associaram-se a um
HR (hazard ratio) para a sobrevivéncia global de 1.86 (p<0.00001) e um HR para a
sobrevivéncia livre de doenca de 1.75 (p<0.00001), concluindo-se assim que este se trata, sem
duvida, de um fator independente de mau prognostico neste subgrupo de doentes, efeito este
que tem significativamente maior impacto em comparacdo com os efeitos benéficos das
mutacgdes dos genes NPM1 e CEBPA nos mesmos doentes.*®

Os doentes com este tipo de mutacGes apresentam também um risco de recidiva
bastante elevado.® Os doentes com LMA e mutacdes ITD do gene FLT3 associam-se
também a presenca de maior percentagem de blastos na MO e a leucocitose mais
exuberante.®”

Além do potencial negativo que as muta¢bes FLT3-ITD tém nos doentes com LMA
CN, bem patente pela sua inclusdo como fator de estratificacdo de risco na classificacdo ELN,
estudos recentes tém evidenciado que os efeitos nefastos deste tipo de mutacdes podem nao
resultar somente da presenca da mutacdo, mas também do local onde esta ocorre, do tamanho
da sequéncia duplicada, do nimero de mutacGes presentes, da presenca de mutacdes de outros
genes e do RA. (18202

Diversos estudos parecem apoiar a hipotese de que um RA elevado nas mutag¢Ges ITD

(16,20-23)

do FLT3 se associa a pior prognéstico nos doentes com LMA. A tabela seguinte

resume os resultados de alguns dos principais estudos acerca desta problematica (Tabela 3).
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Tabela 3. Impacto do ratio alélico na mutacao ITD do gene FLT3 no prognostico dos

doentes com LMA.

Autor(es) Amostra Resultados/Conclusdes Fator
em estudo Prognostico
Independente
Whitman et | 82 doentes | OS a 1 ano: 74% FLT3 WT/WT vs 65% | N&o estudado
al.t® jovens com | FLT3-ITD/WT vs 13% FLT3-ITD/~
LMA CN | (p=0,0014)
de novo
DFS a 1 ano: 71% FLT3 WT/WT vs 51%
FLT3 ITD/WT vs 17% FLT3ITD/-
(p=0,0017)
Thiede et | 979 doentes | Doentes com RA elevado (>0,78) associado Sim
al.® com LMA | a menor OS (0% vs =~87% aos 14 meses,
(818 com | p=0,006, respetivamente) e pior DFS Menor OS:
LMA  de | (=30% vs ~82% aos 13 meses, p=0,004), (HR=1.8,
novo) em comparacdo com doentes com RA p=0,002) se
baixo.** RA>0,78
Elevado risco de recidiva se RA elevado | Menor DFS:
(HR: 1.60, p=0.001), em comparagdo com (HR=3.2,
RA baixo** p<0,001) se
RA>0,78
Quanto maior o RA, pior o progndstico.
Gale et | 1425 Taxa de remissdo completa ndo alterada Sim
al.?% doentes pelo RA.
com LMA, Risco Recidiva
dos quais | OS aos 5 anos: 42% (RA=0%), 31% (OR=1.55,
1307 com | (RA<25%), 28% (RA 25-50), 15% p<0,001)
LMA  de | (RA>50%), p<0,001.
novo. 0S
DFS aos 5 anos: 41%, 26%, 27%, 16%, (OR=1.34,
respetivamente, p<0,001 p<0,001),
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Risco Recidiva aos 5 anos 49%, 69%,

64%, 82%, respetivamente, p<0,001.

How et
al.®¥

206 doentes
com LMA e
risco

citogenético

intermédio.

Taxa de remissdo completa ndo alterada
pelo RA,

OS e DFS aos 3 anos semelhantes em
com RA baixo (5-25%) e
intermédio (25-50%);

doentes

OS aos 3 anos semelhante em doentes com
RA elevado (>50%), em comparagdo com
RA baixo e intermédio;

DFS aos 3 anos inferior em doentes com
RA elevado, em comparacdo com RA baixo
e intermedio (OR: 2.05, p=0,02).

Pratcorona

etal.®

303 doentes
jovens com
LMA de
risco

citogenético

intermédio

Quanto mais elevado o RA nos doentes,
menor a OS, maior o risco de recidiva e

menor a DFS;

Em doentes NPM1™, o RA baixo (<0,5)

confere  prognéstico semelhante ao

genétipo FLT3";

Em doentes NPM1™, o RA elevado (>0,5)
confere maior risco de recidiva aos 5 anos
em comparacdo com doentes com RA
baixo e FLT3" (79% 20%
38%, respetivamente, p=0.000054), menor
OS aos 5 anos (29% vs 47%
56%, respetivamente, p=0.017) e menor
DFS aos 5 anos (32% vs 53% vs
56%, p=0.025);

VS VS

VS

Sim

0S
(HR: 1,274,
p<0,001)

Risco recidiva
(HR: 1,604,
p=2x10"")

DFS

(HR: 1,363,
p<0,001)
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Doentes NPM1™ com RA elevado (ou
NPM1") beneficiam de tratamento com
TACEH apo6s primeira remissdo completa,
ao contrario de doentes NPM1™ com RA
baixo ou FLT3".

respetivamente) vs outras terapéuticas.

TACEH ndo é mais eficaz que outros
tratamentos em doentes com RA baixo
(<0,51).

Schlenk et | 323 doentes | Taxa de remissdo completa inversamente Sim
al.®V com LMA | correlacionada com o RA (P<0,001). Taxa
de risco | de remissdo completa: 81,5% - RA<0,2 vs | Taxa remisséo
citogenético | 57,5% - RA>0,8, p=0,003. completa
intermédio (OR: 0.59; p=
e portadores | RA  associado a maior incidéncia 0.02)
de mutacdo | cumulativa de recidiva aos 3 anos
ITD do | (p=0,04), exceto nos doentes submetidos a| TACEH em
gene FLT3 | TACEH. doentes com RA
elevado (>0,51)
Doentes com RA elevado (=0,51)
apresentaram OS e DFS superiores quando | DFS (HR: 0.39,
submetidos a TACEH apo6s primeira| p=NS)e OS
remissdo completa (=50% vs =20% aos 8 (HR: 0.47,
anos, p=0,03 e ~40% vs =15%, p=0,02, p=NS).***

** Em doentes com <60 anos, LMA de novo e de risco citogenético intermédio; *** NS — ndo

especificado

Nos estudos de Pretz et al, verificou-se que nos doentes com LMA e mutagdes FLT3-
ITD em que se usavam agentes inibidores da tirosina-cinase, a resposta terapéutica era

consideravelmente superior nos doentes com maior ratio alélico.
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Existe controvérsia acerca do impacto de outro tipo de mutagdes concomitantes com a
mutacdo ITD do FLT3 em doentes com LMA, sendo que os estudos mais recentes parecem
indicar que este tipo de mutacGes retém o seu efeito nefasto sobre o prognostico dos doentes
com LMA de risco intermédio, mesmo na presenca de outros tipos de mutagdes, como dos
genes DNMT3A (DNA (Cytosine-5-)-Methyltransferase 3 Alpha) e TET2 (Tet methylcytosine
dioxygenase 2). Alguns estudos defendem ainda que a presenca de mutagées FLT3-1TD com
RA elevado pode inclusive reverter os efeitos benéficos de outros tipos de mutagdes, como a
do gene NPM1.?V

Recentemente, no seguimento dos estudos de Breitenbuecher et al., Kayser et al., que
estudaram 241 doentes com LMA e mutagdes FLT3-ITD, confirmaram que cerca de 30% dos
doentes com LMA e este tipo de mutacdo apresentavam a duplicacdo fora do dominio
justamembranar. Na maioria dos casos estas mutacdes ocorriam na folha betal da TKD1
(26%), e, em casos mais raros, na folha beta2 da TKD1 e no nucleotide biding loop.
Breitenbuecher et al., relataram que a mutacdo inserida na folha beta2 da TKD 1 esta
associada a fosforilacdo constitutiva do FLT3 e do STAT 5 (efetor downstream). Apesar dos
mecanismos fisiopatoldgicos desta fosforilacdo constitutiva serem ainda desconhecidos,
algumas implicacdes clinicas ja foram descritas, destacando-se a menor eficicia das
terapéuticas inibidoras das cinases em doentes com um tipo especifico de mutacdo externa ao
dominio justamembranar, FLT3-ITD627E (mutacdo na folha beta2 da TKD1), em
comparagdo com os doentes com mutagdes FLT3-1TD em que o local de inser¢do da mutacao
é 0 dominio justamembranar. Apesar de as causas para a menor resposta a terapéutica nestes
doentes ainda ndo serem conhecidas, especula-se que a alteracdo da conformacdo da TKD
interfira com 0s mecanismos que medeiam a destruicdo tumoral pelos farmacos
convencionais, quer agentes quimioterapicos quer inibidores de cinases, culminando num

progndstico consideravelmente pior nestes doentes.®
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Neste estudo constatou-se ainda que a presenca de mutagfes FLT3-ITD localizadas na
folha betal da TKD1 estava associada a uma menor taxa de remissdo completa, tanto no
grupo de doentes com LMA estudado, como no subgrupo formado pelos doentes com LMA
CN. Para além disto, observou-se ainda que os doentes com mutacdes localizadas a esta
regido apresentavam menor sobrevivéncia livre de doenca (DFS aos 10 anos 9% vs =30%,
respetivamente, p=0,001) e menor sobrevivéncia global (OS aos 10 anos =12% vs =31%,
respetivamente, p=0,002), em comparagdo com doentes com LMA e mutacdo FLT3-ITD
inserida noutro local. O mesmo se verificou no subgrupo de doentes com LMA CN.®®)

Estudos com multiplas variaveis evidenciaram o impacto nefasto e independente da
localizacdo da mutacdo na folha beta 1 da TKD1 sobre a taxa de remissdo completa (OR:
0,22, p<0,01), sobrevivéncia livre de doenca (HR: 1.86, p<0,001) e sobrevivéncia global (HR:
1.59, p=0,008) dos doentes com LMA, efeito este que foi ainda mais acentuado nos doentes
com LMA CN."®)

Estes resultados foram confirmados num estudo posterior por Shclenk et al., onde se
verificou que o impacto negativo da localizacdo das mutacGes na TKD1 no prognostico dos
doentes era evidente mesmo ap6s realizacdo de TACEH.?Y O mesmo ndo se verificou,
contudo, no estudo de Schnittger et al., em que o prognéstico ndo foi significativamente
alterado pela localizagdo da mutagdo.®

O tratamento dos doentes com mutacdes FLT3-ITD é problematico, dado que estes
respondem geralmente mal a quimioterapia convencional. A quimioresisténcia nos doentes
com mutacbes FLT3, ainda que ndo inteiramente esclarecida, pode estar associada a
estimulacdo de mecanismos de reparacdo do DNA e outros mecanismos de reparacdo em
células danificadas.®” Assim, terapéuticas alternativas, como o TACEH e a utilizacdo de
inibidores da tirosina-cinase, podem ser benéficos nestes doentes.**2%2",

O impacto negativo das mutacdes FLT3-ITD no prognostico dos doentes apds a

realizacdo de TACEH permanece atualmente controverso. De facto, nos estudos de
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Sengsayadeth et al., em que 79 doentes com LMA submetidos a TACEH atingiram a primeira
remisséo completa (RC), constatou-se que os doentes com mutagdes FLT3-ITD apresentaram
um risco cumulativo de recidiva aos 100 dias de 45% (p=0.01).%®

Em comparagdo com doentes sem mutacbes do gene FLT3, sujeitos tambeém a
TACEH, os doentes com a referida mutacéo apresentaram maior risco de recidiva apés 1 ano
(59% vs 19%, p=0.01, respetivamente), menor sobrevivéncia livre de doenca (DFS aos 2 anos
19% vs 64%, respetivamente, p=0.0027) e tendéncia para uma menor sobrevivéncia global.®®
Pelo contrério, nos estudos de Chou et al., as muta¢es FLT3-1TD perderam o seu efeito sobre
o progndstico dos doentes apés realizacdo de TACEH.?® A aplicacdo do TACEH em doentes
com mutagbes FLT3-ITD pode ser particularmente proveitoso em doentes com RA
elevado.®®

A identificacdo da tirosina-cinase FLT3 como alvo terapéutico permitiu o
desenvolvimento de terapéutica dirigida especificamente a este alvo molecular. Foram
desenvolvidos inicialmente inibidores de tirosina-cinase de 1% geracdo (midostaurin,
lestaurtinib, sunitinib, sorafenib), tendo surgido mais recentemente um de 22 geracdo
(quizartinib). Os resultados obtidos na monoterapia com os farmacos de 12 geracdo foram, no
entanto, dececionantes, registando-se apenas uma diminuic¢do transitéria da contagem de
blastos periféricos.™® O quizartinib, um composto mais seletivo e potente, apresenta-se como
uma inovagdo promissora. Porém, o principal problema relacionado com estes farmacos
parece assentar na celeridade com que surgem resisténcias.®® O RA elevado também pode
interferir com a resposta a estes farmacos. >

Nos ultimos anos registou-se uma melhoria do progndstico dos doentes com LMA
portadores deste tipo de mutacfes, que se deve provavelmente a inclusdo progressiva do

TACEH e dos inibidores da tirosina-cinase, entre outros tipos de tratamentos, nos esquemas

terapéuticos destes individuos.®?
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Mutacbes TKD do gene FLT3

As mutacdes TKD do FLT3, tal como as mutagdes ITD, parecem resultar também na
ativagdo constitutiva do recetor FLT3, contribuindo para proliferacdo celular desorganizada.
Porém, os seus efeitos moleculares sobre os intermediérios ativados (downstream) pelo FLT3
parecem diferir em relagdo aos efeitos das mutagdes ITD, existindo diferencas na ativacao das
vias de sinalizacdo celular, que poderdo ser responsaveis pelas diferencas fenotipicas
(prognostico) observadas entre estes dois subgrupos de doentes. O tipo mais frequente de
mutagdes FLT3-TKD corresponde a mutagdes pontuais (insergdes e deleces) nos coddes 835
e 836, ocorrendo sobretudo em doentes com LMA CN ou com inv(16).®

O impacto deste tipo de mutagdes no prognostico dos doentes permanece ainda muito
controverso. Tendo isto em conta, Wei Li et al., realizaram uma metanalise onde incluiram os
principais estudos acerca do impacto deste tipo de mutacdes no prognéstico dos doentes com
LMA néo-promielocitica.®?

Assim, puderam constatar que as mutacbes TKD do FLT3 contribuem para um
prognostico mais desfavoravel nos doentes com LMA, com menor sobrevivéncia global (HR:
1.18, p= 0.003) e menor sobrevivéncia livre de doenc¢a (HR: 1.20, p= 0.01), em comparacéo
com doentes com gendtipo FLT3". Este facto no se verificou, no entanto, nos doentes que
apresentavam alteracdes citogenéticas de risco intermédio.?

Da mesma forma, observaram também que os doentes com muta¢bes FLT3-TKD
pareciam apresentar maior sobrevivéncia global (HR: 0.87, p= 0.006) e tendéncia para maior
sobrevivéncia livre de doenga, em comparacdo com doentes com mutagdes ITD do FLTS.
Estes efeitos foram ainda mais notdrios nos doentes com LMA e risco citogenético
intermédio. ©?

Recentemente, Alvarado et al., descreveram que a resisténcia evidenciada por doentes

com mutagGes FLT3-ITD ao tratamento com inibidores da tirosina-cinase estava associada,
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em parte, ao surgimento de mutacdes de novo FLT3-TKD. Este tipo de mutacOes parece

ocorrer em pelo menos 20% dos doentes tratados com estes farmacos.®”

MutacGes nos fatores de transcricdo mieldides
CEBPA

A proteina CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein-a), que atua como um
importante fator de transcricdo em células da linhagem mielomonocitica, é codificada por um
gene (CEBPA) localizado no cromossoma 19, banda q13.1. Para além da sua importante acdo
como fator de transcricdo, o CEBPA apresenta também funcgdes de supressor tumoral, sendo
importante no bloqueio da proliferacdo celular.®3*%

Duas proteinas podem ser traduzidas a partir dos transcritos de CEBPA, uma com um
tamanho de 42 kDa (p42, que possui dois dominios reguladores, TAD1 e TAD2 -
transcriptional activation domain — na regido N-terminal, fundamentais na regulacdo da
transcricdo), e uma mais pequena, com um tamanho de 30 KDa (p30, apenas com um dominio
TAD2). Ambas as isoformas contém ainda uma regido C-terminal, onde se localiza um
dominio responsavel pela ligacdo ao DNA (DNA-biding domain) e um bZIP (leucine zipper),
que sdo também importantes para a dimerizacdo proteica (llustracdo 4). Estas proteinas tém

uma acdo fundamental nos progenitores mieldides, sendo importantes para potenciar a

diferenciacéo granulocitica, em especial dos neutréfilos.®®
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llustracdo 4. Estrutura das isoformas da proteina CEBPA

A figura mostra a constituicao das duas isoformas do CEPBA, p30 e p42, e a localiza¢do dos dominios
da proteina; o TAD 1 (a vermelho), o TAD2 (a verde), o DNA bindind domain (DBD, a azul) e o bZIP
(ZIP, a amarelo). Note-se que a isoforma p30, obtida por splicing alternativo, ndo possui 0 dominio

TADL1. (Adaptado de Ota Fuchs, 2011)¢?

Mutac¢6es do gene CEBPA sdo detetadas em cerca de 5-14% dos doentes com LMA e
em aproximadamente 10-18% dos individuos com LMA CN.%**") Distinguem-se dois tipos
principais de mutacdes CEBPA. As mutacGes da regido N-terminal, geralmente do tipo
frameshift, conduzem a traducédo de proteinas truncadas, resultando na expressdo exclusiva da
isoforma p30 pelo alelo mutante. As proteinas p30 exercem um efeito de dominéncia
negativa sobre as proteinas p42 produzidas pelo alelo WT, que desregula a razdo p30/p42. As
mutacdes da regido C-terminal, geralmente mutagdes inframe (delecbes ou insercdes),
dificultam a ligagdo do DNA com o DNA binding domain e bZIP, impossibilitando também a
homo ou heterodimerizagdo com outras proteinas. Como consequéncia, estas mutagoes
originam um desequilibrio entre a proliferacio e a diferenciacdo dos progenitores

granulociticos.®*2*3¥ De facto, em estudos efetuados em ratos em que foi efetuado o knock-
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out do gene CEBPA, observa-se um bloqueio seletivo da diferenciacdo, com auséncia de
granuldcitos maduros, enquanto as restantes linhagens hematopoiéticas ndo apresentam
alteracdes na sua diferenciacéo.®

Os mecanismos moleculares que conduzem a carcinogénese sao ainda mal conhecidos.
Os mecanismos que interferem com a normal expressdo do gene CEBPA sdo heterogéneos,
envolvendo translocagcBes cromossomicas, mutacdes, ou alteracBes epigenéticas/pds-
traducgo.®83
A deficiéncia de CEBPA™ na hematopoiese conduz & hiperproliferacdo dos
progenitores hematopoiéticos, devido a incapacidade de induzir o comprometimento das
linhagens granulociticas com um processo de diferenciacao seletivo. Pensa-se que a expressao
da isoforma p30 em elevadas quantidades seja suficiente para garantir uma funcéo basal da
proteina  CEBPA, necessaria a diferenciacdo dos progenitores hematopoiéticos, mas
insuficiente para induzir a diferenciaco terminal da linhagem granulocitica.®

Assim, quando ocorrem mutacfes que diminuem a expressdo (dominancia negativa,
e.g.) ou a funcdo (menor ligacdo do DNA, e.g.) da isoforma p42, a principal responsavel pelos
efeitos de supressdo tumoral do CEBPA, aumentando a preponderancia da isoforma p30, as
células precursoras, que deveriam passar de um estado de progenitor mieldide comum para
um estado de progenitor monocitico-granulocitico, pelo efeito regulador mediado pelo
CEBPA sobre moléculas alvo (IL-6R — interleukin 6 receptor, G-CSFR - granulocyte colony-
stimulating factor receptor, Mac-1 - Macrophage-1 antigen, Gr-1 - granulocyte antigen-
1,...), deixam de sofrer esta agdo. Este processo abre portas a um “escape” no
comprometimento destas com a sua diferenciacdo, permitindo assim a sua proliferacdo

desregulada (llustragéo 5).3%%
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llustracdo 5. Mecanismos envolvidos na regulacdo da expressdo da proteina CEBPA
A regulacdo da expressdo de CEBPA depende de um conjunto complexo de mecanismos. A metilacdo
do promotor do gene causa silenciamento epigenético e reduz a sua transcri¢do. A proteina de fuséo
AMLI1-ETO suprime a transcricdo do CEBPA. A ativagdo de RNA-binding proteins na inv(16) e
t(3,21) suprime a traducdo do mRNA (RNA mensageiro) do CEBPA. Fatores iniciadores da traducéo
regulam o ratio de expressdo das isoformas p30 e p42. A ativacdo das vias de sinalizacdo FLT3 e
ERK1/2 conduzem a fosforilagdo da proteina CEPBA, bloqueando a diferenciacdo mieldide. Proteinas
como TRIB2 e UBC9 degradam o CEBPA, enquanto a JNK1 impede a sua degradagdo. (Adaptado de

Reckzeh et al.,2010)¢?

Curiosamente, ndo s6 0s genes envolvidos na diferenciacdo mieldide (RUNX1, SPI-1 -
Spi-1 proto-oncogene e ID1 - Inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix
protein), como também genes da familia HOX (HOXA1-10 - Homeobox A, HOXB2-6 -
Homeobox B) e de algumas vias de sinalizagdo (FLT3, RAS,...) estdo subexpressos em alguns
doentes com mutacdes do gene CEBPA, ainda que a causa seja desconhecida.®®

Na reviséo da literatura e meta-analise de Port et al., que analisaram 0s principais

estudos acerca do impacto das mutagcbes CEBPA no prognostico de doentes jovens com LMA
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CN, os autores constataram que os portadores destas mutacdes apresentavam melhor
sobrevivéncia global (HR: 0.37, p<0.00001) e melhor sobrevivéncia livre de doenca (HR:
0.42, p<0.00001), concluindo assim que as mutacdes CEBPA conferiam uma vantagem no
prognéstico dos doentes com LMA CN.®9

Os doentes com LMA CN que apresentam mutacbes CEBPA podem ser subdivididos
em dois subgrupos principais; doentes com uma Unica mutacgéo do gene (CEBPA®™), e doentes
com mutagdo dupla (CEBPA™™). Na maioria dos casos de CEBPA"™, existe mutago de ambos
os alelos, ocorrendo geralmente uma mutacdo da regido N-terminal em um dos alelos e uma
mutacdo do bZIP na regido C-terminal, no restante alelo. As mutagcdes CEBPA’,
monoalélicas, podem ocorrer na regido C-terminal ou N-terminal do gene.®**® Existe alguma
evidéncia de que as mutacdes CEBPA™™ conduzem a perda total da funcdo da proteina WT na
maioria dos casos, ao contrario das mutacGes Unicas, em que os efeitos sdo mais
heterogéneos, sendo compativeis apenas com uma funcdo reduzida da proteina normal.“?
Pensa-se que as mutacBes CEBPA’™ possam representar um estadio mais avancado na
carcinogénese, evoluindo a partir de mutac6es Unicas, dado o facto de as mutacdes N-terminal
e C-terminal demonstrarem efeitos sinérgicos, nomeadamente na inibicdo da transativacdo do
promotor G-CSFR.“%

Nos estudos mais antigos em que o efeito das mutacées CEBPA no prognostico dos
doentes com LMA foi investigado, sem que se subdividissem os doentes nos 2 subgrupos
supramencionados, obtiveram-se resultados que pareciam indicar que todos os doentes com
LMA CN portadores deste tipo de mutacBes tivessem um prognéstico relativamente
favoravel. Porém, em estudos mais recentes, constatou-se que os doentes que beneficiavam de
um progndstico mais favoravel correspondiam maioritariamente aos doentes com genotipo
CEBPA®™, em detrimento dos doentes com mutacdes CEBPA®™. Efetivamente, as mutacdes
CEBPA™ parecem estar associadas a prognéstico intermédio ou a prognéstico semelhante ao

dos doentes CEBPA"™. Para além disto, existe também evidéncia de que a maioria das
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restantes mutacdes recorrentes na LMA que surgem em doentes com gene CEBPA mutante,

ocorrem habitualmente associadas aos doentes com CEBPA®™, sendo menos frequentes nos

doentes com CEBPA’™ (nomeadamente as mutagdes FLT3-1TD e NPM1).>443)

A tabela seguinte (Tabela 4) resume alguns dos principais estudos acerca do impacto

das mutacSes CEBPA™™ e CEBPA®™ no prognéstico destes doentes.

Tabela 4. Impacto das mutacdes CEBPA™ e CEBPA®™ no prognéstico dos doentes com

LMA
Autor(es) | Amostra Resultados/Conclusdes Fator Progndstico
em estudo Independente
Pabst et | 224 Doentes CEBPA’™ tém menor OS média Sim
al.® doentes (15 meses vs not reached, respetivamente,
com LMA | p=0.006) e DFS (12 meses vs not reached, (CEBPA™
respetivamente, p=0.013) em comparagéo
com doentes CEBPA’™; 0S
(HR: 0.28, p<0.001)
Progndstico semelhante em  doentes
CEBPA™" e doentes CEBPA"; DFS
(HR: 0.28, p<0.001)
Dufour et | 467 Doentes CEBPA™™ tém OS média superior Sim
al.*?¥ doentes (not  reached vs 204  meses,
com LMA | respetivamente, p=0.018) em comparacéo (CEBPA™™
CN com doentes CEBPA™:
0OS
Doentes CEBPA®™ tém OS semelhante aos (HR: 0.285,
doentes CEBPA™ ; p=0.003)
Doentes CEBPA"" tém tendéncia para EFS
maior taxa de RC (85% vs 66%, p=0.071), (HR:
EFS (16.2 vs 8.5 meses, p=0.064) e menor 0.392, p=0.008)
taxa de recidiva (41% vs 63%, p=0.074)
em comparacdo com doentes CEBPA™,
Green et | 1427 Taxa de RC semelhante entre doentes Sim
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al.®V doentes | CEBPA™, CEBPA™" e CEBPA™,
jovens (CEBPA™™)
com LMA | OS aos 8 anos superior em doentes com
(ndo — | mutacBes CEBPA’™ e semelhante entre 0OS
promieloci | doentes CEBPA™ e CEBPA"™ (54% vs | (HR: 0.53, p=0.004)
tica) 31% vs 34%, respetivamente, p=0.004);
DFS
DFS aos 8 anos superior nos doentes | (HR: 0.6, p=0.02)
CEBPA"™ e semelhante entre doentes
CEBPA™ e CEBPA™ (45% vs 35% Vs
34%, respetivamente, p=0.04).
Taskesen | 1182 Doentes CEBPA™ tém maiores taxas de Sim
etal.®® doentes RC em comparacdo com doentes CEBPA™™
jovens (92% vs 78%, p= 0.02). Taxa de RC (CEBPA™
com LMA | semelhante entre doentes CEBPA™™e
CN CEBPA™, oS
(HR:0.36, p<0.0001)
Doentes CEBPA™ tém maior OS aos 5
anos (63% vs 39%, p<0 .0001), melhor EFS
EFS (45% vs 28%, p<0.0001) e DFS | (HR:0.41, p<0.0001)
(DFS: 44% vs 32%, p= 0.05) em
comparacio com doentes CEBPA™: DFS
(HR:0.55, p=0.001)
Doentes CEBPA"™ apresentaram OS aos 5
anos e DFS ligeiramente superiores em
relacdo aos doentes CEBPA™;
Prognostico de doentes com mutacGes
CEBPA®™ e CEBPA™™ ¢ semelhante;
Status mutante NPM1/FLT3 é responsavel
pela resposta a terapéutica em doentes com
mutacdo CEBPA.
Wen et | 233 Doentes CEBPA?™ tém taxa RC superior Sim
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al.t" doentes em comparacio com doentes CEBPA™
chineses (88% vs 51%, p=0.037). Taxa de RC (CEBPA™™
com LMA | semelhante em doentes CEBPA™™ e
néo- CEBPA™, oS
promieloci (HR: 0.596, p=
tica Doentes CEBPA™™ tém maior OS em 0.047)
comparacio com doentes CEBPA™
(25vs8 meses,p= 0.033). OS entre OS em doentes
doentes CEBPA'™ e CEBPA™ é| NPM1“FLT3"c/
semelhante. mutacdo CEBPA™
(HR: 0.65, p=0.04)
Tendéncia para uma maior sobrevivéncia
global em doentes CEBPA™™ em
comparacdo com doentes CEBPA™™ (P =
0.115);
Pastore et | 88 doentes | Doentes CEBPA™™ tém OS superior Sim
al.®¥ com LMA | (9.6anos vs 1.7anos, p=0.008) em
CN comparagdo com doentes CEBPA’™; (CEBPA"™™)
portadores
de Doentes com >60 anos - OS aos 5 anos: OS
mutacdes | 37% CEBPA™ vs. 11% CEBPA™ (HR: 0.596,
CEBPA | p=0.045. p=0.047)
(45 Doentes com <60 anos — OS aos 5 anos:
CEBPA™ |81% CEBPA™™ vs. 59% CEBPA™,
e 43 | p=0.076);
CEBPA™)

A taxa de RC é semelhante entre CEBPA™"
e CEBPA™ (82% vs. 70%, p=0.17);

Doentes CEBPA®™ tém maior DFS do que
doentes CEBPA™ (DFS: 9.4anos vs.

1.5 anos, p=0.021);

A incidéncia cumulativa de recidiva é
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inferior nos doentes CEBPA™ em
comparacdo com os CEBPA™ (40% vs.

60% aos 5 anos; 45 vs. 65% aos 10 anos,

p=0.036);
Fasan et | 2296 Doentes CEBPA™ tém OS média superior Sim
al.*? doentes em comparacdo com doentes CEBPA™™
com LMA | (not reached vs 262  meses, (CEBPA™™)
respetivamente, p<0.001) e CEBPA™ (not
reached vs 45.6 meses, respetivamente, 0OS
p=0.002): (HR: 0.438, p=0.02).

Doentes CEBPA’™ tém EFS média superior
em comparacdo com doentes CEBPA™
(45.9 meses vs 10.6 meses, p=0.008) e
CEBPA™ (459 meses vs 15.9 meses,
p=0.012);

Mutaces TET2 em doentes CEBPA™
associaram-se a pior OS aos 2 anos (23.8%
vs 59.6%, p=0.043);

O impacto das mutacdes coexistentes com a mutacdo CEBPA nos doentes com LMA,
quer em doentes CEBPA®™, quer em doentes CEBPA™, é ainda muito controverso.®®*? Da
mesma forma, os resultados acerca do impacto da localizacdo das mutacbes (regido N-
terminal vs C-terminal) no prognéstico dos doentes com LMA s&o também controversos.“4?

Alguns autores descreveram o uso potencial do CEBPA para monitorizacdo de DRM,
depois de terem constatado que a expressdo de CEBPA cessava ap0s a remissdo completa da
LMA, retornando aos niveis precedentes quando ocorria recidiva da doenga.(““)

No plano terapéutico, ressalva-se o estudo de Schlenk et al., que estudaram 124

doentes jovens com LMA e cariétipo normal ou de risco intermedio, com mutacGes

CEBPA™™ e que tinham atingido a primeira RC. Neste estudo, constataram que os doentes
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submetidos a TACEH ou autotransplante, em comparagdo com quimioterapia intensiva de
consolidacédo, apresentavam taxas de sobrevivéncia sem recidiva aos 5 anos superiores (73%
nos doentes sujeitos a TACEH, 60% nos doentes sujeitos a autotransplante e apenas 32% nos
doentes submetidos a quimioterapia intensiva, p<0,001). Ndo se observaram diferencas na
sobrevivéncia global dos doentes dos dois grupos. Estes resultados parecem apoiar a hipétese
de que os doentes com este gendtipo podem beneficiar da opgéo terapéutica com transplante
de células estaminais hematopoiéticas. Porém, constatou-se também que, a semelhanca da
LMA com inv(16), os doentes com mutaces CEBPA’™ apresentam taxas de remissdo
completa ap6s a recidiva bastante elevadas (>80%), com sobrevivéncia ap6s segunda RC
bastante boa, facto que explica a semelhanca entre a sobrevivéncia global dos doentes
submetidos a transplante e quimioterapia.“*”

Assim, a opcao de reservar o TACEH/autotransplante para os casos em que apés
qguimioterapia de consolidacdo se obtém uma recidiva, parece ser também uma estratégia
terapéutica licita.“® Estes resultados foram confirmados posteriormente por Pastore et al.®*

Estdo atualmente em estudo farmacos que inibem a fosforilagdo do CEBPA, como 0s
inibidores da tirosina-cinase e os inibidores da MAPK/ERK, que permitem um reforco dos
estimulos de maturacdo dos granuldcitos pelas proteinas ndo mutantes do CEBPA. A
utilizacdo de peptideos de fusdo e vetores que permitam o aumento da concentracdo de

CEBPA intranuclear podem ser também estratégias promissoras. ¥

RUNX 1

O gene RUNXI, pertencente a familia dos genes RUNX, localizado no cromossoma
21q, banda 22, é constituido por dez exdes e exerce fungbes fundamentais no controlo da
hematopoiese. E um gene fulcral para a diferenciacdo das células hematopoiéticas,

codificando um fator de transcri¢do, e desempenhando um papel central numa vasta rede de
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intermediérios da transcricdo de genes alvo (sobretudo miRNASs), que contribuem também
para a sua regulaco.“®"

Estudos em ratos demonstraram que a expressdo de RUNX1 é fulcral para a
diferenciacdo das células hematopoiéticas estaminais a partir das células endoteliais
primordiais, nos tecidos hematopoiéticos, em estadios embrionarios. Mais tarde, durante a
fase pOs-embrionica, a expressdo de RUNX1 passa a ser importante para bloquear a auto-
renovacao das células estaminais, induzindo a sua diferenciacdo até ao estadio de maturagéo
final, sendo assim crucial na diferenciagdo das linhagens mielGide, linféide e
megacariocitica.“*®

O gene RUNX1 codifica um fator de transcricdo constituido por 3 dominios
fundamentais. O dominio designado RHD (Runt homology domain — regido altamente
conservada com 128 aminoacidos), com estrutura 1G-like, localizado na regido N-terminal,
consiste no local de ligacdo complementar entre a proteina e as sequéncias homdlogas de
DNA, permitindo ainda as interagdes com outros fatores de transcricao e a heterodimerizagédo

com o cofator CBF beta (CBF - Core-binding factor subunit beta) (llustrac&o 6).“5®)

+—— N-terminal C-terminal >

Y
F 3

Ligagdo a0 DNA Interagdo com o MYST 3 Interagéo com

repressores da

Heterodimerizagio Ativagio da transcrigdo transcrigio

com o CBF-beta

1 50 ﬁ 178 242 ﬁ 371 ﬁ 453

5 [ RHD TAD DM } ¥

llustracdo 6. Estrutura da proteina RUNX1

Estdo representados os 3 dominios do regulador de transcricio RUNX1. O dominio RHD (a
laranja) é fundamental na ligacdo ao DNA e na heterodimerizagdo com o CBFB. O dominio TAD (a
amarelo) permite a ativacdo da transcricdo mediante a interagdo com mediadores, como 0 MYST3. O

dominio repressor (a verde) interage com outras moléculas para reprimir a transcri¢do de genes-alvo.
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RHD - Runt homology domain, TAD - transcription activation domain, DM — dominio repressor.
MYST 3 — histone acetyltransferase 3. (Adaptado de Amélie Gigucre et al., 2012).“9

A ligacdo do cofator CBFB (em condi¢des normais localizado ao citosol, ligado a
Filamina-A) nesta regido conduz ao reforgco significativo da afinidade do RUNX1 pela
sequéncia homdloga de DNA, estabilizando o complexo DNA-RUNX1, e evitando também a
sua degradacdo pelo sistema ubiquitina-proteossoma, sendo, portanto, indispensavel a sua
fungdo. O heterodimero formado pelo RUNXI1 e pelo CBFf designa-se comumente de core
binding factor (CBF).“**® Estudos em ratos com knock-out do gene que codifica 0 CBFp
demonstraram 0 mesmo tipo de alteracBes que os ratos com knock-out RUNX1, o que
demonstra a grande interdependéncia entre estas duas moléculas.“®

A regido C-terminal contém regides reguladoras que medeiam a interacdo com
repressores ou ativadores da transcri¢do, permitindo que o RUNX1 atue como um regulador
da transcricdo de multiplos genes-alvo. Localizam-se aqui 0s dois dominios restantes da
proteina RUNX1, o TAD (transcription activation domain), responsavel pela interacdo com
um coativador da transcricdo, 0 MYST3 - histone acetyltransferase 3, e 0 dominio repressor
(llustragao 6).4¢4"

O RUNX1 tem assim capacidade de modificar localmente a cromatina, através do
recrutamento de enzimas (como acetilases, desacetilases de histonas e PRC1 - Polycomb
Repressive complex) capazes de alterar a expressdo epigenética de determinadas sequéncias
de DNA, facilitando ou blogueando a sua transcri¢do. A regulagédo da atividade do RUNX1
depende de multiplos fatores, incluindo o microambiente celular, caracteristicas do promotor,
interacd0 com outros fatores de transcricdo e modificagcbes poés-transcricdo (MiRNAs e
moléculas reguladoras). O RUNX1 parece interagir diretamente com maultiplos genes alvo

(CEBPA, TCF/LEF-1 - Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1, SPI-1, GATA-1 - GATA
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Binding Protein 1,...), que atuam como fatores de transcri¢do, com miRNAs e com fatores de
crescimento, potenciando ou inibindo a sua atividade.“®*®)

Estdo descritas atualmente mais de cinquenta translocacbes envolvendo o
RUNX1.“%%9 para além destas translocagdes relativamente comuns, foram também descritas
mutacBes pontuais envolvendo este gene em individuos com LMA. Inicialmente foram
descritas mutacdes germinais RUNX1 (associadas a doencas familiares de plaguetas com
predisposicdo para LMA), tendo sido posteriormente identificadas também mutagdes
sométicas.“”

Inicialmente, as mutacGes pontuais RUNX1 foram descritas em doentes com LMA
secundaria a SMD, a terapéutica e a exposicdo a radiacdo ionizante, tendo sido também
descritas, posteriormente, em doentes com LMA de novo, sobretudo do subtipo FAB M0.“"5V
Estas mutacbes somaticas ocorrem em 6-33% dos doentes com LMA, consoante a idade, o
grupo citogenético, entre outros, e em 6-20% dos doentes com LMA CN.®%%) As mutacées
na LMA subtipo FAB MO sdo quase sempre bialélicas (levando a uma perda quase total da
funcdo da proteina), enquanto noutros subtipos, as mutacdes mais frequentes sdo

monoalélicas (perda parcial de funcdo), acompanhadas de anomalias citogenéticas

caracteristicas (sobretudo trissomia 21).¢?

As mutacdes pontuais RUNX1 podem ser divididas em 4 subgrupos principais: 1)
mutacdes nonsense/frameshift na regido N-terminal que conduzem a formacdo de uma
proteina truncada, 2) mutac@es inframe (dele¢6es ou inser¢es) no dominio RHD da regido N-
terminal, 3) mutacGes frameshift na regido C-terminal que conduzem a formacdo de uma
proteina truncada e 4) mutacGes do tipo frameshift na regido C-terminal, que conduzem a
formacdo de uma proteina anormalmente grande (chimera-like mutations).®® As mutacgdes da
regido N-terminal sdo as mais frequentes na LMA, sendo que as mutagOes da regido C-

terminal sdo quase exclusivas de LMA secundaria a SMD.®?
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As mutacgdes nonsense e frameshift na regido N-terminal resultam na delecdo parcial
do dominio RHD e na perda total da regido C-terminal. A perda de fun¢do do dominio RHD
interfere com a capacidade de ligacdo ao DNA e com o potencial de transativacdo de
complexos RUNX1-promotor (impedindo que estes iniciem corretamente o processo de
transcricdo).®® As mutagbes inframe no dominio RHD da regido N-terminal envolvem
geralmente residuos de arginina fundamentais para a capacidade de ligacdo do DNA ao fator
de transcricdo, resultando numa perda ou diminui¢do da capacidade de ligagdo do DNA ao
RUNX1, com capacidade de ligagao ao CBFf3 mantida.®®

As mutacdes frameshift no dominio C-terminal sdo particularmente heterogéneas,
conduzindo a formacdo de proteinas de variados tamanhos. O dominio RHD encontra-se
preservado (e, portanto, a ligacdo ao DNA e CBFp pode ndo ser totalmente afetada), mas os
dominios de coativador e repressor, na regido C-terminal, sdo afetados de formas distintas,
consoante a mutacdo. As mutacdes da regido C-terminal que conduzem a formacdo de
proteinas truncadas apresentam afinidade aumentada de ligacdo ao DNA, mas nenhum
potencial de transativacdo. As mutacdes chimera-like conduzem a formacdo de proteinas

anormalmente grandes com capacidade de ligacdo ao DNA diminuida e sem potencial de

transativacao.®®

Constata-se que as mutacdes que conduzem a haploinsuficiéncia raramente se
associam a LMA, sendo pelo contréario as mutacdes com efeitos de dominancia negativa, em
que a expressdo do alelo WT é praticamente abolida, aquelas que mais se associam a LMA. A
causa para estes efeitos de dominancia negativa ndo € ainda conhecida (silenciamento
epigenético, delecdo do alelo WT com duplicacdo do alelo mutante e mutacdo somatica do
alelo WT sd@o explicagdes possiveis). De facto, quanto menor a expressao do alelo WT,

maiores parecem ser os efeitos proliferativos conferidos pelas mutagdes RUNXZ.4859

51



Os mecanismos moleculares que contribuem para a carcinogénese sao ainda
desconhecidos, mas alguns estudos sugerem que niveis muito baixos deste fator de transcricdo
(resultantes da diminuigdo da expressdo dos alelos WT por dominéncia negativa) parecem
conduzir a um estado pré-leucémico, caracterizado por instabilidade gendémica (associado a
diminuicdo da transcricdo de genes p53 — tumor protein p53 dependentes) e maior potencial
proliferativo dos progenitores granulociticos-monociticos. As mutacdes RUNX1 parecem
também conduzir & atenuacdo dos processos de reparacdo celular nas células
hematopoiéticas.“®>% Assim, estas mutacdes parecem constituir um mecanismo importante de
bloqueio da diferenciacdo celular, requerendo, geralmente, a acumulagdo de outras mutagdes
adjuvantes em genes que controlam a apoptose e proliferacdo celular para originar LMA. De
facto, mutacdes inframe da regido N-terminal parecem requerer mutacdes de outros genes
parceiros, enquanto mutacdes da regido C-terminal, que formam proteinas truncadas, podem
ser suficientes, per si, para induzir a proliferacdo das células neoplasicas.®®

Os estudos publicados acerca do impacto das mutacGes RUNXL no progndstico dos
doentes com LMA parecem evidenciar um efeito deletério destas mutagdes. 55557

A seguinte tabela (Tabela 5) resume alguns dos principais estudos acerca do impacto

das mutacdes somaticas do gene RUNX1 no progndstico dos doentes com LMA.

Tabela 5. Impacto das mutacfes soméaticas RUNX1 no prognostico dos doentes com

LMA
Autor(es) | Amostra Resultados/Conclusdes Fator
em Prognostico
estudo Independente
Tang et | 470 Doentes RUNX1"™ apresentam pior taxa de Sim
al.#” doentes | RC em comparacdo com doentes RUNX1™
com (56.8% vs 77.5%, p=0.009). Taxa RC
LMA de (HR=0.443,
novo Doentes RUNX1™ apresentam menor OS p=0.05).
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(ndo- média em comparacdo com doentes
promielo | RUNX1" (105 meses vs 30.5 meses, oS
citica) p<0.001). (HR: 1.878,
p=0.019).
No subgrupo de doentes com LMA CN, a
OS também foi inferior nos doentes
RUNX1™ (=20% aos 50 meses vs ~60%,
p<0.01);
Tendéncia para menor DFS em doentes
RUNX1™ em comparacdo com RUNX1"
(HR=1.426, p=0.111).
Gaidzik et | 945 Doentes RUNX1™ tém tendéncia para taxas Sim
al.®® doentes | RC inferiores em comparacdo com doentes | (mas apenas
com RUNX1"" (60.4% vs 73.4%, p=0.055); EFS)
LMA
A taxa de doenca refrataria € superior em EFS
doentes RUNX1™ (30% vs  19%, (HR:
respetivamente, p=0.047); 1.494, p=0.011)
Mutacfes RUNX1 associaram-se a menor
DFS aos 4 anos (26% vs 44%, p=0.022), | Subgrupo LMA
menor EFS aos 4 anos (8% vs 30%, | CN-RUNX1"
p<0.0001) e a tendéncia para menor OS aos | nao é fator de
4 anos (32% vs 45%, p=0.051), em prognostico
comparacéo com doentes RUNX1"": independente.
Doentes RUNX1"/FLT3-ITD tém tendéncia
para pior OS em comparagdo com doentes
RUNX1"/FLT3-ITD"
(18% vs 37%, p=0.07).
Schnittger | 449 Doentes RUNX1™ tém pior OS média (378 Sim
etal.®® |doentes |dias vs not reached,  p=0.003,
com respetivamente) e pior EFS (285 dias vs 450 | OS (p=0.029)
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LMA de

dias, p=0.003) em comparacdo com doentes

novo e | RUNX1",
cariétipo
néo- Doentes do subgrupo LMA CN com
complex | RUNX1™ tém pior OS média (361 dias vs
0. not reached, respetivamente, p=0.05) e pior
EFS (285 vs 504 dias, p=0.038) em
comparacao com doentes RUNX1".
Mendler | 400 Doentes RUNX1™ tém menor taxa de RC Sim
etal.®” | doentes | (47% vs 77%, p<0.001), menor DFS aos 5
jovens anos (0% vs 28%, p <0.001), OS aos 5 anos | Taxade RC
com (2% vs 30%, p<0.001) e menor EFS aos 5 (HR: 0.25,
LMA anos (0% vs 22%, p<0.001), em comparacgdo p<0.001)
CN  de | com doentes RUNX1":
novo oS
(175 Em doentes jovens e idosos NPM1", (HR: 1.65,
doentes | constata-se pior prognostico nos doentes p<0.001)
jovens e | RUNX1™, em comparacdo com doentes
225 RUNX1", DFS
doentes (HR: 2.34,
idosos). | Em doentes com ASXL1", constata-se pior p<0.001)
prognostico nos doentes RUNX1™, em
comparacdo com doentes RUNX1". Em EFS
doentes RUNX1", os doentes ASXL1™ tém (HR: 2.27,
pior prognostico em comparagdo com p<0.001)
doentes ASXL1"".
Greif et |93 Menor taxa de RC em doentes RUNX1™ Sim
al.®? doentes | (30% vs 73%, p=0.01) em comparacio com
com doentes RUNX1",; oS
LMA (HR: 2.51,
CN. Taxa de doenca refrataria superior em p=0.03)

doentes RUNX1"™ (40% vs 11.5%, p=0.04)

em comparacdo com doentes RUNX1"";
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Doentes RUNX1™ apresentam menor DFS
aos 3 anos (0% vs 30.4%, p=0.002) e menor
OS aos 3 anos (0% vs 34.4%, p<0.001) em
comparacio com doentes RUNX1"";

A sobrevivéncia cumulativa é inferior no
subgrupo de doentes de risco intermédio-I
(média de 75 dias vs 293 dias, p=0,02) e no
subgrupo de doentes idosos (média de 86
dias vs 432 dias, p=0,02) com RUNX1", em
comparacdo a doentes RUNX1"".

Os doentes com mutacdes RUNX1 apresentam mais frequentemente LMA subtipo
FAB MO, mutagdes MLL-PTD (a associacdo com mutacdes dos genes ASXL1 - additional sex
combs like-1, FLT3-ITD e IDH1/2 é controversa) e cariotipo normal ou ndo complexo. As
mutacdes do gene NPM1, por outro lado, sdo muito raras nos doentes com muta¢fes RUNX1.
Estas mutacdes sdo mais frequentes em doentes mais idosos, sobretudo nos doentes com idade
superior a 60 anos, portadores de LMA CN.*7:°155-57)

Existe ainda alguma evidéncia de que 0 RUNX1 possa ter aplicacdo na monitorizacéo
da doenca residual minima.®®

No plano terapéutico, parece existir alguma evidéncia de que o0s doentes com
mutacdes do gene RUNX1 respondem mal a quimioterapia, com baixas taxas de remissdo
completa e fraca sobrevivéncia livre de doenca, pelo que podem beneficiar de estratégias de
tratamento alternativas, em detrimento da quimioterapia convencional, como por exemplo o
TACEH.#"3%657) De facto, no estudo de Gaidzik et al., 0 TACEH de células estaminais
hematopoiéticas, aplicado apds a primeira remissdo completa, associou-se a maior

sobrevivéncia livre de doenca nestes doentes, em comparagdo com os que foram tratados com

quimioterapia convencional/autotransplante.®® Estes resultados também haviam sido

55



sugeridos pelos estudos de Tang et al.“” Num estudo de Chou et al., constatou-se que a
mutacdo RUNX1 nos doentes submetidos a TACEH constituia, notavelmente, um fator

independente de bom prognéstico.®

Mutacdes no gene que codifica a nucleofosmina
NPM1

A nucleofosmina (NPM1) é uma proteina ubiquitaria, codificada pelo gene NPML1,
localizado no cromossoma 5qg, banda 35, e que pode ser encontrada no citoplasma e no
nucléolo das células. Tem como funcéo essencial efetuar o transporte de outras proteinas entre
0 nucleo e o citoplasma, dada a sua peculiar capacidade de transitar entre estas duas
estruturas. &

Ao longo dos anos, o conhecimento molecular crescente acerca desta proteina
polivalente e multifuncional levou a que lhe tivessem sido reconhecidas iniUmeras funcgdes,
conhecendo-se atualmente a sua importancia na embriogénese, nos processos de remodeling
da cromatina, duplicacdo do centrossoma, replicacdo, reparacdo, recombinacdo e transcricao

do DNA, bem como no controlo do ciclo celular e na manutencéo da sobrevivéncia celular.®®

60)

A nucleofosmina apresenta uma estrutura caracteristica, constituida por um dominio
hidrofobico, responsavel pela atividade de chaperon e pela capacidade de oligomerizacéo
(homo ou heterodimerizagdo com outras proteinas), dois locais acidicos importantes na
ligacdo a histonas, um dominio central com atividade de ribonuclease, e dominios envolvidos
na ligagdo ao DNA e RNA, na regido C-terminal. Existem ainda dois NLS (nuclear
localization signal), um NES (nuclear export singal) e um NoLS (nucleolar localization
signal) dispersos pela proteina, e que sdo importantes nos processos de transporte citoplasma-

ndcleo, executados pela nucleofosmina (Ilustracéo 7).8°%
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llustracdo 7. Estrutura da nucleofosmina

Esta representada a estrutura da isoforma B23.1 da nucleofosmina, com os respetivos dominios e suas

fungdes. NES (nuclear export singal), NLS (nuclear localization signal), NULS/NoLS (nucleolar

localization signal) (Adaptado de Silvia Grisendi et al., 2006)®”

Existem trés isoformas de nucleofosmina obtidas por splicing alterantivo, sendo a
isoforma B23.1 a mais prevalente em todos os tecidos do organismo.®°%?

O dominio hidrofébico da regido N-terminal funciona, como anteriormente referido,
como um chaperon de histonas (responsavel pela maior parte das funcdes da nucleofosmina),
apresentando a capacidade de montar estruturas octaméricas de histonas, de transferir
nucleossomas para outras sequéncia de DNA, descondensar cromatina e reparar as proteinas
desnaturadas, estimulando ainda a transcricdo através de mecanismos acetilase-dependentes.
Para além disto, estudos demonstraram que a regido N-terminal é também responsavel pela
interacdo da nucleofosmina com uma plétora de proteinas (p53, pldarf - ARF tumor
suppressor, Fbw7y - F-box and WD-40 domain-containing protein 7 gamma, proteinas
ribossémicas, entre outras), sendo que esta parece representar um papel fulcral na sinalizacéo,
trafego e ativacdo de proteinas entre o nticleo e o citoplasma das células.®®%?

Para 14 da sua importante atividade de chaperon, os restantes dominios permitem

ainda que a nucleofosmina interaja com outras proteinas, destacando-se fatores nucleares

(nucleolina, fibrilarina, snoRNPs - nucleolar ribonucleoprotein particles), fatores de
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transcricdo (IRF1 - interferon regulatory factor 1, NF-kB...), histonas (H3, H4, H2B...),
proteinas envolvidas na proliferacdo celular (NEK2A - NIMA-Related Kinase 2A, DNA
polymerase-a), entre outras, refor¢cando o papel polivalente da nucleofosmina na homeostasia
das células. 8

A funcdo do gene NPM1 pode ser desregulada por maltiplos mecanismos, desde
translocacGes com formacdo de proteinas de fusdo a mutagGes pontuais, muito comuns em
doentes com LMA. A desregulacdo do gene NPM1 foi associada ndo s6 a neoplasias
hematoldgicas como também a tumores solidos, verificando-se a sobreexpressdo de NPM1
em neoplasias do célon, do ovério, do estdmago e da préstata.®®

O gene NPM1 tem sido reportado como o alvo mais frequente de mutacdes nos
doentes com LMA, estando estas presentes em cerca de 30-35% dos doentes com LMA e em
45-64% dos doentes com LMA CN.®%%88D  As mutacGes pontuais NPM1 sdo sempre
heterozigoticas, e mutuamente exclusivas com anomalias citogenéticas recorrentes, dai que
tivessem sido propostas como um subtipo de LMA especifico na nova classificacdo da OMS
(2008).%® Este gene pode atuar simultaneamente como supressor tumoral ou como oncogene,
dependendo da sua expressdo génica, da quantidade de proteina traduzida, das proteinas
intermedidrias que interagem com a nucleofosmina e da compartimentalizacdo da mesma.®?

Atualmente encontram-se descritas mais de 50 mutacdes diferentes do gene NPM1,
sendo as consequéncias fenotipicas, porém, semelhantes em todos os tipos de mutacGes, com
desregulacdo do dominio C-terminal. As mais frequentes envolvem o exao 12 do gene NPML1,
correspondendo a mais de 50% dos casos em doentes com LMA CN, consistindo em
duplicaces ou insercdes de nucledtidos, que resultam em mutac@es do tipo frameshift. 86063

As mutacGes do gene NPM1 conduzem assim, habitualmente, a traducdo de uma
proteina aberrante, em que a regido C-terminal é afetada, com disrupcdo do NoLS,

fundamental para a manutencdo da nucleofosmina no nucleoplasma. Causam ainda a perda de

1 ou 2 residuos de triptofano na regido C-terminal, provocando uma alteragdo conformacional
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da estrutura tridimensional da proteina aberrante, modificando-a para a sua forma unfolfed. A
esta alteracdo estrutural, acresce ainda a insercdo de um novo dominio NES (resultante da
mutacdo), que reforca o efeito da acdo de exportinas (Crml - chromosome region
maintenance 1, e.g.) que medeiam o transporte da nucleofosmina aberrante do nucleoplasma
para o citoplasma. Como o dominio NLS é mantido, a proteina aberrante mantém a
capacidade de se mover do citoplasma para o nucleoplasma, mas a sua capacidade de ligacéo
ao nucléolo ¢é parcial (perda de um sé residuo de triptofano) ou totalmente (perda dos 2
residuos) inibida, privando o nucléolo desta proteina fundamental para a sua homeostasia, e
alterando as suas fungdes transportadoras.®®®? Este mecanismo explica as observacdes
efetuadas em doentes com LMA e mutacGes NPM1, em que se constatou que a maioria das
proteinas NPM1 mutantes estava circunscrita ao citoplasma, sendo que apenas uma minoria
estaria localizada no ntcleo da célula.®®

Os eventos moleculares que potenciam a carcinogénese nas mutacfes NPM1
permanecem ainda desconhecidos.®® Contudo, dado que a nucleofosmina mutante se liga a
inimeras proteinas, deslocando-as assim do nudcleo para o citoplasma, presume-se que
algumas das proteinas deslocadas possam ter um impacto importante na proliferacdo celular
ou na supressdo da apoptose, favorecendo desta forma a carcinogénese. De facto, as mutacdes
deste gene parecem desempenhar um papel critico no surgimento da LMA, ao interferir com
maultiplos reguladores do ciclo celular (incluindo o NF-KB, HEXIML1 - hexamethylene bis-
Acetamide inducible protein 1, p15 - Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B, p21 - cyclin-
dependent kinase inhibitor 1, entre outros).®”

Curiosamente, as mutacdes do gene NPM1 foram associadas a algumas caracteristicas
clinicas singulares, como baixa expressdo de CD34, sobreexpressdo de CD33 e leucocitose
exuberante, bem como a um padrdo de expressdo génica tipico, caracterizado por

sobreexpressdo de genes da familia HOX e alguns miRNAs especificos.®”

59



O impacto positivo das mutagdes NPM1, na auséncia de mutacdes ITD do gene FLT3,
no progndstico dos doentes com LMA (geralmente com cariétipo normal) foi constatado em
varios estudos. Assim, estas mutacdes constituem atualmente parte integrante da classificacdo
da ELN para estratificacio do risco dos doentes com LMA (subgrupo com LMA CN).(06062)

Numa metandlise publicada recentememente por Port et al., que analisaram o0s
principais estudos realizados até 2012 sobre o impacto prognostico das mutagfes FLT3-1TD,
NPM1 e CEBPA nos doentes com LMA CN, pode constatar-se o impacto independente
positivo das mutagdes NPM1 no progndstico destes doentes, que se associaram a melhor
sobrevivéncia livre de doenca (HR: 0.56, p<0.00001) e a melhor sobrevivéncia global
(HR:0.56, p<0.00001)."9

As taxas de remissdo completa em doentes jovens com LMA CN e gendtipo
NPM1"/FLT3-ITD" séo geralmente superiores a 90% com esquemas de quimioterapia
convencional, obtendo-se também boas taxas de remissdo em doentes mais idosos submetidos
a quimioterapia intensiva.®”

Para além disto, na minoria dos doentes com LMA e mutacdo NPM1 que também
apresentam alteracGes citogenéticas (cerca de 15%), constatou-se que o impacto das mutacdes
do gene NPM1 no progndstico destes doentes parece ser independente das alteracdes
cromossomicas presentes, tendo-se constatado uma evolucdo semelhante entre os doentes
NPM1™ com cari6tipo normal e os doentes com alteracGes cromossémicas aberrantes.®”
Estes achados parecem suportar a hipdtese de que a mutacdo do gene NPML1 ¢, de facto, um
evento precoce e iniciador da carcinogénese, sendo que o surgimento de alteracdes
cromossomicas aberrantes pode ser um evento secundario na histdria natural da doenca, neste
subgrupo de doentes.®%%

Contudo, apesar de as mutaces do gene NPM1 conferirem intrinsecamente melhor

progndstico aos doentes com LMA, constatou-se em alguns estudos que a presenca
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concomitante de mutacdes ITD do gene FLT3 parece suplantar os efeitos positivos das
mutacdes do gene da nucleofosmina.®

De facto, nos estudos de Gale et al., observou-se que em 1217 doentes em que foram
estudadas mutacOes FLT3-ITD e NPM1, a sobrevivéncia global aos 5 anos para doentes com
LMA e gendtipo NPM1™/FLT3-ITD™ era de 59%, enquanto que para doentes com genotipo
NPM1"/FLT3-ITD era de apenas 35% (p<0.001). Observou-se também uma menor
sobrevivéncia livre de doenca e maior risco de recidiva em doentes NPM1"/FLT3-ITD, em
comparacio com doentes NPM1™/FLT3".%

Nos estudos de Jain et al., os autores estudaram também o impacto sobre o
prognéstico dos genétipos NPM1™/FLT3-ITD, NPM1™/FLT3", NPM1"/FLT3-ITD, e
NPM1"/FLT3™. Constatou-se que os doentes com genétipo NPM1“YFLT3-ITD
apresentavam, de entre todos os subgrupos, as piores taxas de sobrevivéncia global (OS:
~20% as 156 semanas, p=0.012) e de sobrevivéncia livre de eventos (0S:=20% as 156
semanas, p=0.003), ndo se tendo verificando, contudo, diferencas significativas entre o
prognostico dos doentes com gendtipo NPM1"/FLT3-ITD e os doentes com gendtipo
NPM1"/FLT3"™ mesmo no subgrupo de doentes com LMA CN (ao contrario do estudo de
Gale et al.).®V

Recentemente, Cheng et al., divulgaram estudos que parecem indicar que a presenca
de polimorfismos intronicos na regido 3’ do gene NPML1, que resultam da delecdo de um
nucledtido de Timidina na posi¢cdo 1146, pode estar também associada a implicacdes
prognosticas relevantes. Dos cerca de 60-70% de doentes com LMA que sdo portadores desta
alteracdo, constatou-se que os individuos portadores deste polimorfismo em homozigotia
apresentavam um prognostico significativamente inferior (DFS — média 5 mesesvs 12
meses, p=0.007 e OS — média 9 meses vs 12 meses, respetivamente, p=0.016) e maior taxa de
recidiva (59% vs 31%, respetivamente, p=0.051), em comparacdo com individuos ndo-

homozigédticos. Neste estudo, este polimorfismo demonstrou ser inclusive um fator de
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prognoéstico independente para menor sobrevivéncia global em doentes com LMA. Esta
alteracdo genética parece estar associada a criacdo de um local de ligagdo andémalo entre o
gene NPM1 e o miRNA-337-5p, que parece exercer um efeito repressor sobre este,
diminuindo a expressdo génica, quando o polimorfismo estd presente em homozigotia. Este
efeito causa uma diminuicdo da expressdo de nucleofosmina na célula, que provavelmente
potencia efeitos pro-carcinogénicos atraves de mecanismos que envolvem a amplificacdo do
centrossoma e a instabilidade genémica.®?

Para além do valor indiscutivel do gene NPM1 na estratificacdo do risco dos doentes
com LMA, constatou-se também nos estudos de Jain et al., que as mutacGes deste gene
pareciam ser estaveis no tempo, ao contrario das mutacoes ITD do gene FLT3. De facto, todos
os doentes com a mutacdo que atingiram a remissdo completa apresentaram uma auséncia
completa dos clones NPM1+, sendo que no caso de recidiva, a maioria dos doentes com
mutacdo prévia deste gene voltou a expressar clones de LMA com NPM1+. Esta estabilidade,
aliada ao facto de que um numero elevado de doentes com LMA apresentam mutacGes
NPM1, tornam este gene num candidato potencial para monitorizacdo da DRM, sendo
necessarios estudos posteriores para clarificar a sua verdadeira importancia neste contexto.®V

No plano terapéutico, os estudos de Schlenk et al., parecem indicar que os doentes
com mutacdes NPM1 (sem mutacdo FLT3) ndo parecem beneficiar de TACEH de células
estaminais hematopoiéticas apds primeira RC, uma vez que ndo se constatam diferencas
importantes na sobrevivéncia livre de recidiva entre os doentes submetidos a quimioterapia de
consolidacdo/autotransplante  vs TACEH.®Y  Estes resultados foram confirmados
posteriormente por Chou et al.?®

De facto, como foi anteriormente referido, a quimioterapia convencional parece ser
bastante eficaz nos doentes com este tipo de mutagdes, facto que foi associado a inativacdo do

NF-KB, deslocado do nucleo para o citoplasma, pela nucleofosmina mutante.®*®® Assim,

parece existir evidéncia de que os doentes jovens com LMA e muta¢des NPM1 (FLT3-1TD")
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devem ser tratados com esquemas de quimioterapia convencional, com ou sem
autotransplante.®%%

Quanto aos doentes mais idosos, em que as mutagdes NPM1 parecem ter um menor
impacto favorével no progndstico, bem como em relacdo a doentes com mutacdes NPM1 e
FLT3-ITD concomitantes, o tratamento permanece ainda controverso, sendo ainda
desconhecido o verdadeiro valor do TACEH e de outras terapéuticas alternativas nestas
circunstancias.®%®?

O futuro da terapéutica molecular visando a nucleofosmina parece passar por duas
alternativas fundamentais. A primeira consiste na criacdo de farmacos que permitam a
diminuicdo do pool residual de nucleofosmina WT que permanece no nucléolo, uma vez que
este parece ser essencial para a sobrevivéncia dos blastos de LMA. A abolicdo destas
proteinas normais residuais poderia conduzir a uma maior suscetibilidade das células tumorais

a terapéutica.®®®%

Da mesma forma, a criacdo de moléculas que blogueiem especificamente as proteinas
intermediarias que sdo deslocadas pela nucleofosmina mutante, como o NF-KB, HEXIM 1,
entre outras, pode permitir também o controlo dos mecanismos que conduzem a
carcinogénese.

A segunda alternativa envolve o desenvolvimento de moléculas que atuem como
chaperons farmacologicos, apresentando capacidade de modificar a nucleofosmina mutante,
gue se encontra na sua forma unfolded, para a forma folded. Assim, esta alteracdo poderia
permitir que esta proteina fosse reintegrada no nucléolo dos blastos, de modo a impedir a
interacdo com 0s intermedidrios que intervém nos processos fisiopatoldgicos da

carcinogénese, através da supressdo da apoptose e da proliferacdo celular desorganizada.®®
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Mutacdes em genes associados a metilacdo do DNA
TET 2

O TET2 € um oncogene pertencente a familia dos genes TET (ten eleven
translocation), localizado ao cromossoma 4q, banda 24, contendo onze exdes.® Este gene
codifica uma proteina que catalisa a hidrélise de 5-metilcitosina (5mc) em 5-
hidroximetilcitosina (5hmc) nas cadeias de DNA, processo gque parece ser importante na
desmetilacdo do DNA, contribuindo para a regulacdo epigenética e para o remodeling da
cromatina.®6"

A proteina codificada pelo TET2 existe em 3 isoformas distintas, resultantes de
splicing alternativo, expressas variavelmente nos diferentes tecidos do nosso organismo. A
sua estrutura é constituida por dois dominios fundamentais; um dominio N-terminal rico em
cisteina e um dominio dioxigenase 2-oxoglutarato-Fe(ll) dependente, com dupla cadeia em f-
helix (DSBH), responsavel pela atividade catalitica da proteina. O dominio DSBH comporta
trés locais de ligagcdo metélica, onde sdo acoplados ides de Fe?*, e um local de ligacéo ao 2-
oxoglutarato (ou a-cetoglutarato, que atua como cofator), fundamentais para que ocorra a

ativacdo catalitica (1lustragéo 8).¢®
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Missense A Nonsense = Frameshift | Locais ligagdo Fe(ll) | Local ligagio ao 2-oxoglutarato

. Dominio rico cisteina D Dominie dioxigenase 2-oxoglutarato-Fe(ll) dependente, com dupla cadeia em p-helix (DBSH)

llustracéo 8. Estrutura da proteina TET2

E possivel observar os dois dominios principais da proteina; o dominio rico em cisteina (CD, quadrado

verde) e o dominio dioxigenase 2-oxoglutarato-Fe(ll) dependente (DBSH, quadrado cinzento). Os
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tracos azuis correspondem aos 3 locais de ligacéo de ides Fe®*, enquanto o traco vermelho representa o
local de ligacdo do 2-oxoglutarato. Podem observar-se 0s locais da proteina correspondentes ao local e
tipo de mutacdo que ocorrem no gene TET2. Note-se que as muta¢des missense (tridngulo verde) estdo
agregadas junto dos dois dominios da proteina, enquanto as mutacdes Nonsense e Frameshift
(triangulo vermelho e quadrado azul) estdo dispersas por toda a sua estrutura. (Adaptado de Mohr et

al.,2010)®

A conversdo de 5mc em 5hmc pelas proteinas TET2 constitui aparentemente um
processo intermédio nos mecanismos de desmetilacdo. A DNMT1 nédo reconhece 0s residuos
5hmc (previamente convertidos a partir do 5mc pela proteina TET?2) das sequéncias de DNA,
levando assim a uma suspensao da reproducdo dos padrbes de metilacdo quando o DNA ¢é
replicado.® Estudos mais recentes demonstraram que a proteina TET2 também pode
contribuir para processos de desmetilacdo ativa, atraves da remocéo catalitica de grupos metil

das bases de citosina.®®

O papel do TET2 na hematopoiese nédo foi ainda completamente elucidado, mas parece
existir evidéncia de que este gene é importante na mielopoiese. De facto, estudos em ratos
com knock-out de gene TET2 demonstraram uma expansdo do compartimento de células
hematopoiéticas, com aumento da sua autorrenovacdo, associado a uma distor¢cdo na
diferenciacdo mieldide, com favorecimento da diferenciacdo granulocitica-monocitica em
detrimento de outras linhagens mieldides. %

As mutagdes TET2 estdo presentes em cerca de 7.7 a 27.4% dos doentes com LMA e
em cerca de 8.8 a 36.2% dos doentes com LMA CN.®® Estas mutacdes eram anteriormente
consideradas como eventos precoces e iniciadores na carcinogénese da LMA, mas estudos

recentes vieram demonstrar que representam provavelmente um evento mais tardio no

processo neoplésico.”® Provavelmente, o que ocorre nos estadios pré-carcinogénicos é uma
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proliferacdo de clones pré-neoplésicos de células estaminais, com mutacdo deste gene, antes
da transformacdo neoplésica, sendo necessarias mutacGes adicionais em outros genes para
além do TET2, para o surgimento da LMA. %)

Os processos moleculares especificos na base da inducdo carcinogénica pelo TET2
permanecem por desvendar. Pensa-se que as mutacOes do gene TET2, que conduzem
geralmente a haploinsuficiéncia, ao impedirem a hidroxilagdo do 5mc a 5hmc, interfiram com
a desmetilacdo do DNA, conduzindo potencialmente a subregulacdo de genes que controlam a
diferenciacdo celular e de genes que regulam negativamente a renovacdo do pool de células
estaminais. %%

As mutacdes TET2 podem ser do tipo frameshift, nonsense ou missense. A esmagadora
maioria dos casos correspondem a mutagdes heterozigotigas, conduzindo a perda de funcdo.
Contudo, em casos mais raros, foram identificadas mutacGes associadas a dissomia
uniparental, perda de heterozigotia ou delecdo de um alelo, em possivel associacdo com
efeitos de dominancia negativa da proteina mutante sobre a proteina WT.©%69

As mutacdes somaticas no TET2 do tipo missense afetam com maior frequéncia o
dominio catalitico DSBH, conduzindo provavelmente a alteracbes da conformacdo da
proteina (folding) ou dos locais de ligacdo aos cofatores, interferindo com a atividade
catalitica da proteina mutante. As mutac6es do tipo nonsense, que conduzem a sintese de um
codao stop prematuro, e as mutacGes do tipo frameshift, que se associam a perda de funcéo ou
a sintese de um coddo stop prematuro, conduzem geralmente a traducdo de proteinas
truncadas, provavelmente sem atividade catalitica. Estas hipGteses parecem estar de acordo
com o facto de se constatarem niveis diminuidos de 5hmc em individuos com mutacdes
TET2, sugerindo a diminuicdo ou abolic4o da atividade catalitica da proteina mutante.®®

MutacBes que ocorrem em regiGes ndo criticas para o funcionamento catalitico desta

proteina parecem ndo afetar significativamente a funcao da mesma.®
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N&o € raro que os doentes com LMA sejam portadores de mais do que uma mutacéo
do gene TET2, bem como mutacGes de outros genes, como 0 NPM1, FLT3, CEBPA, RUNX1,
entre outras.®® As mutaces TET2 sdo mutuamente exclusivas com as mutacdes IDH1 e
IDH2.66¢7

O impacto das mutagcbes TET2 no prognostico dos doentes com LMA permanece
ainda controverso, inclusive no subgrupo com LMA CN.6¢7)

Inicialmente, Abdel-Wahab et al., relataram nos seus estudos que os doentes com
LMA e mutacbes TET2 apresentavam prognostico mais desfavordvel, com menor
sobrevivéncia global. Contudo, estes resultados ndo foram confirmados nos estudos
posteriores de Nibourel et al., onde ndo se constatou nenhuma associacdo significativa entre
as mutacdes TET2 e a sobrevivéncia global dos doentes estudados, que haviam atingido a
remissdo completa.©®

Chou et al., estudaram 486 doentes com LMA de novo, em que 13,2% eram
portadores de mutacBes TET2, tendo constatado que os doentes classificados com risco
citogenético intermédio e que eram portadores da referida mutacdo, apresentavam um
prognoéstico mais desfavoravel. Os efeitos deletérios da mutacdo TET2 no prognostico dos
doentes foram ainda mais notdérios nos que apresentavam genotipos desfavoraveis, incluindo
0s que eram portadores de mutacdes TET2 e FLT3-ITD concomitantes ou NPM1"™ com
mutacdo TET2, apresentando estes pior sobrevivéncia global comparativamente aos doentes
sem mutagdo do TET2.(Y

Posteriormente, alguns estudos focaram-se sobretudo na relacdo entre as mutagdes
deste gene e 0 prognostico dos doentes com LMA CN.©®

Neste contexto, Weissmann et al., e Metzeler et al., constataram que as mutagdes
TET2 representavam um fator de mau prognostico apenas nos doentes com LMA CN,
pertencentes ao grupo de risco favoravel (classificacdo ELN), ndo se verificando este efeito

no subgrupo de doentes com risco intermédio-1.©®

67



Estes resultados ndo foram, porém, confirmados por Gaidzik et al., que estudaram 783
doentes jovens com LMA, dos quais 60 (7.6%) apresentavam mutacdes do gene TET2, tendo
constatado que as mutagdes deste gene ndo apresentavam impacto significativo no
prognostico dos doentes (sobrevivéncia global, sobrevivéncia livre de doenga, sobrevivéncia
livre de eventos), nem mesmo no subgrupo de doentes com LMA CN.6"

Perante os resultados discrepantes obtidos pelos diversos grupos de estudo, Liu et al.,
publicaram uma metanéalise onde foram considerados os 8 principais estudos publicados entre
2010 e 2012, acerca do impacto da mutacdo TET2 no prognostico dos doentes com LMA,
obtendo assim uma amostra total de 2552 doentes.®®

Em termos clinicos, constatou-se nesta metanalise que estes doentes eram em média
mais idosos do que os doentes sem mutacdo deste gene, e que as mutacdes TET2 se
associavam mais frequentemente a mutagdes do gene NPM1 (p<0.05), ndo parecendo existir

associacao estatistica com mutacdes dos genes FLT3 ou CEBPA.

Quanto ao prognostico, 0 HR obtido para a sobrevivéncia global nos doentes com
LMA e mutacdo TET2 foi de 1.53 (p= 0.000), enquanto para a sobrevivéncia livre de eventos
foi obtido um HR de 1.64 (p= 0.000), em comparacdo com 0s doentes sem mutacdo TET2.
Estes resultados traduzem claramente uma associacdo independente das muta¢ées TET2 com
um progndstico desfavoravel nos doentes com LMA. Quando se analisaram os subgrupos de
doentes com LMA CN, obteve-se um HR nos individuos com muta¢des TET2 de 1.43 para a
sobrevivéncia global (p= 0.001), e de 1.76 para a sobrevivéncia livre de eventos (p= 0.000),
parecendo as mutacdes TET2 nestes doentes constituir também um fator independente de mau
prognostico. Foi também constatado um pior prognostico em termos de sobrevivéncia livre de
eventos nos subgrupos de doentes com LMA CN, quer de risco favoravel (classificagdo ELN)

quer de risco intermédio-1.©°
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Damm et al., publicaram posteriormente um estudo sobre 215 doentes jovens com
LMA CN, dos quais 6% eram portadores de mutagdes TET2, ndo tendo constatado também
nenhuma associacao relevante entre estas mutacdes e o prognéstico dos doentes. Contudo,
verificaram que os portadores de mutacGes concomitantes TET2 e FLT3-ITD apresentavam
prognéstico particularmente desfavoravel.(’?

Né&o existem estudos solidos que permitam determinar o impacto da cooperacao entre
as mutacbes do gene TET2 e outras anomalias genéticas recorrentes (FLT3-ITD, NPM1,
CEBPA,...), suspeitando alguns autores que o verdadeiro impacto das mutacdes TET2 no
prognostico dos doentes pode mesmo ser dependente das mutacBes concomitantes
associadas. "

Chou et al., constataram que as mutagcdes TET2 estavam frequentemente ausentes em
casos de recidiva de LMA, em que os doentes apresentavam mutag6es do referido gene antes
de atingirem a remissdo completa. Para além disto, em casos raros, constatou-se também o
surgimento de novo de mutacGes do gene TET2, aquando da recidiva da doenca, em doentes
TET2"™ & data do diagnostico. Uma vez que estes dados sugerem uma instabilidade relativa
destas mutac@es, o valor do TET2 na monitorizacdo de DRM na LMA parece ser limitado.("”

As mutacbes TET2 parecem estar associadas a resisténcia a quimioterapia
convencional, apesar de este dado ser ainda controverso.®"7® Neste contexto, o papel das
terapéuticas alternativas como o TACEH permanece ainda por elucidar nestes doentes. O
papel dos agentes hipometilantes no tratamento dos doentes com LMA e muta¢bes TET2 tem
gerado controveérsia ao longo dos ultimos anos, com resultados discrepantes quanto a sua
eficacia (um estudo apurou resposta de 82% dos doentes a azacitidina, enquanto outros
apuraram uma menor resposta a farmacos hipometilantes), provavelmente associados a
escassa caracterizacdo gendmica dos doentes nestes estudos, para la das mutacdes do referido
gene.®®™) A auséncia de resposta pode estar relacionada com o desconhecimento dos padrées

de metilacdo global dos doentes com mutacdes deste gene — a expressdo génica em doentes
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com mutacdo TET2 demonstra um padrdo tipico de hipermetilacdo, em compara¢do com
doentes WT. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer o papel destas mutagcdes nos
padroes de metilacdo dos doentes com LMA, de modo a apurar potenciais alvos

terapéuticos. ™

IDH1 E IDH2

O gene IDH 1 (Isocitrate dehydrogenase 1), localizado ao cromossoma 2q, banda
33.3, codifica a enzima isocitrato desidrogenase 1, presente no citoplasma/peroxissoma,
enquanto o gene IDH2 (lIsocitrate dehydrogenase 2), localizado no cromossoma 15q, banda
26.1, codifica a enzima isocitrato desidrogenase 2, presente nas mitocondrias. Ambas sao
enzimas homodiméricas, pertencentes a familia das B-descarboxilase desidrogenases, NADP+
dependentes, fundamentais no ciclo de Krebs, que catalisam a descarboxilagcdo oxidativa do
isocitrato a a-cetoglutarato, com reducdo do NADP+ a NADPH. Estes genes estéo envolvidos
no metabolismo celular aerébio, na defesa das celulas contra o stresse oxidativo e na
transducéo dos sinais oxigénio-dependentes, em células normais. "

A presenca de mutacfes somaticas dos genes IDH foi descrita inicialmente em
neoplasias colo-retais, tendo sido seguidamente identificada em gliomas, SMD e outras
neoplasias mieloproliferativas, bem como nos linfomas angioimunoblasticos de células T.®?

As mutacdes do gene IDH1 ocorrem em cerca 6 a 16% dos doentes com LMA,
enquanto as mutagdes do gene IDH2 ocorrem em cerca de 8 a 19% destes individuos.™ Estas
alteracbes genéticas parecem ser mais frequentes em doentes com LMA CN do que nos
restantes subgrupos (11% vs 3.5% nas mutacGes IDH1 e 16% vs 3.8% nas mutacdes IDH2),

sendo das mutacGes mais frequentes nestes individuos (cerca de 27%). Este tipo de anomalias

é muito mais frequente em doentes adultos do que em criangas."”
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Todas as mutacgdes conhecidas dos genes IDH na LMA envolvem a substituicdo de um
residuo de arginina por outro aminoacido. Quando envolvem o gene IDH1, a substitui¢do
ocorre no coddo 132 - IDH1""*? enquanto as mutacdes do gene IDH2 afetam geralmente os
coddes 140 - IDH2™° (mais comum, ocorre em cerca de 81% dos casos) ou 172 - IDH2™"2,
N&do foram identificadas até hoje mutacdes que inativem o IDH (tipo frameshifht ou
nonsense). Do ponto de vista bioquimico, a substitui¢cdo da arginina conduz provavelmente a
uma diminuicao da avidez da enzima mutante pelo isocitrato, seu substrato.

As mutages destes dois genes sdo, na maioria dos casos, mutuamente exclusivas,
ocorrendo simultanemanente mutagdes concomitantes IDH1 e IDH2 apenas numa minoria
dos casos, facto que parece corroborar a hipdtese de que pelo menos alguns dos efeitos
deletérios e oncogénicos da mutagdo IDH1 sdo semelhantes aos da mutagdo IDH2.

Notavelmente, ao contrario do que é habitual, mutacdes nestes genes conduzem nao so
a uma perda da funcdo normal da proteina mutante, como também a aquisicdo de novas
funces, diferentes da isoenzima WT (atividade neomorfica). Dado que todas as mutacdes
IDH1 e IDH2 até hoje identificadas sdo heterozigéticas, pensa-se que as proteinas IDH™ (que
atuam geralmente como homodimeros) formem complexos heterodiméricos com as proteinas
mutantes, associando-se a uma alteracdo da especificidade e direccionalidade da ligacdo entre
a enzima e o substrato padrdo (isocitrato). Assim, na impossibilidade de sintetizar o-
cetoglutarato a partir do isocitrato, a enzima aberrante passa a reduzir o a-cetoglutarato (a
mutacdo dos genes IDH aumenta a afinidade por este substrato) a 2-hidroxiglutarato, um
metabolito potencialmente oncogénico, e com capacidade para interferir na desmetilacdo do

DNA, promovida por outras proteinas intermediarias (TET2, por exemplo — lustragdo 9).(
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llustracéo 9. Interacéo entre a IDH, 0 TET2 e o DNMT3A na regulacéo da expressao
génica

A) A proteina Isocitrato desigrogenase (IDH, a vermelho) catalisa a descarboxilagdo oxidativa do
isocitrato a a-cetoglutarato, numa célula normal. O a-cetoglutarato € um cofator importante para a
ativacdo do TET2 (a verde), que permite a desmetilacdo de sequéncias CpG, através da hidrélise de
5mc em 5hmc, conduzindo a expressao de genes-alvo. O DNMT3A (a azul) permite a metilacdo de
novo das sequéncias desmetiladas, impedindo a sobreexpressdo de genes envolvidos na proliferagcdo
celular. B) Na presenga de mutacdes IDH, as proteinas mutantes ndo conseguem transformar o
isocitrato em a-cetoglutarato, convertendo-o, ao invés, em 2-hidroxiglutarato. O défice de a-
cetoglutarato perturba a funcdo das proteinas TET2, que ndo conseguem promover a desmetilacdo das

72



sequéncias de DNA, conduzindo a repressdo génica. O papel do DNMT3A mutante neste contexto

permanece controverso. (Adaptado de Im et al., 2014)™

Os mecanismos moleculares que conduzem a carcinogénese na LMA na presenca de
mutacdes destes genes ndo sdo ainda totalmente conhecidos. Observa-se em doentes com
LMA que a sintese anormal de 2-hidroxiglutarato leva a uma subida detetavel da
concentracéo intracelular deste metabolito, pensando-se que esta concentracdo elevada pode
ser suficiente para induzir a producédo de espécies reativas de oxigénio (devido a alteracdes da
funcdo da cadeia respiratoria), que danificam as células hematopoiéticas. Dada a similaridade
entre o a-cetoglutarato e o 2-hidroxiglutarato, pensa-se que este metabolito possa exercer
também uma atividade oncogénica atraveés de um mecanismo de inibicdo competitiva entre
enzimas o-cetoglutarato-dependentes (TET2, PHD - plant homeodomain e outras
dioxigenases).™

As mutacdes dos genes IDH podem assim contribuir para a hipermetilacdo aberrante
do DNA e das histonas, através da producdo de 2-hidroxiglutarato e da inibicdo da
desmetilacdo promovida pelo TET2, modelando assim a regulacdo epigenética, com
desregulacdo da expressdo génica e blogueio da diferenciacdo de células estaminais
(llustracéo 9).74™)

Considerando que as mutacdes TET2 sdo mutuamente exclusivas com as mutacoes
IDH, estes dados sugerem uma funcdo redundante de ambas na carcinogénese, uma vez que
ambas parecem conduzir a estados de hipermetilacio do DNA. Apesar de 0 mecanismo
carcinogenico poder ser semelhante, o impacto das mutacbes TET2 no prognostico dos
doentes e diferente do registado nas mutacdes IDH1 e IDH2 (possivelmente devido aos
efeitos do 2-hidroxiglutarato e das diferentes mutacGes associadas em cada subgrupo de

doentes).
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As mutacdes IDH foram associadas a hipermetilagio de genes importantes na
diferenciacdo celular e na carcinogénese, como o EVI1 (Ecotropic Virus Integration Site 1
Protein Homolog) e os genes GATAl1 e GATA2 (GATA Binding Protein 2), bem como a
subregulacdo do c-KIT. Existe evidéncia de que o 2-hidroxiglutarato tem também um efeito
inibitorio sobre desmetilases de histonas (fundamentais para os processos de diferenciacdo
terminal de progenitores hematopoiéticos), o que pode contribuir para uma potencia¢do da
hipermetilagdo tanto das histonas como do DNA, com importantes efeitos na regulagéo
epigenética. Estudos em ratos demonstraram que as mutagGes IDH1 cooperavam com o gene
HOXAO para fomentar a carcinogénese.’*™

Pensa-se que as mutacdes dos genes IDH constituem um evento iniciador da
carcinogénese nos doentes com LMA. %7

Globalmente, as mutacdes destes genes na LMA estdo associadas com maior
frequéncia a individuos mais idosos, a contagens mais altas de plaquetas e a LMA CN. Em
contraste, estas mutacdes associam-se com menor frequéncia a muta¢ées concomitantes ITD
ou TKD do gene FLT3 e CEBPA, sendo muito incomuns nos doentes com anomalias
cromossOmicas recorrentes [inv(16), t(15;17), t(8;21),...], em comparagdo com doentes sem
mutacdes IDH1/2.(47)

As mutacdes IDH1™3 e IDH2R associam-se frequentemente a mutagdes NPM1,

2R172

enquanto a mutacdo IDH surge frequentemente sem qualquer outra anomalia genética

associada.("

O impacto das mutacdes IDH1 e IDH2 no progndstico dos doentes permanece
controverso. Ao longo dos ultimos anos foram publicados dezenas de estudos acerca do
impacto das mutacfes IDH no progndstico dos doentes com LMA, tendo-se constatado uma

heterogeneidade importante. Enquanto alguns estudos parecem indicar um efeito positivo

destas mutacGes na sobrevivéncia global dos doentes, outros parecem indiciar um impacto
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negativo destas no prognostico dos mesmos. Outros ainda relatam a inexisténcia de uma
associaco significativa entre estas mutacdes e o prognéstico dos doentes."*"

A titulo de exemplo, nos estudos de Paschka et al., em que foram estudados 805
doentes com LMA, constatou-se a presenca de mutagdes IDH1 e IDH2 em 8% e 8.7% dos
doentes, respetivamente, sendo que ndo se observaram diferencas significativas na
sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de doenca entre os individuos com estas alteraces
e os individuos sem as referidas mutagdes. No entanto, quando se consideravam os individuos
com LMA CN e gendtipo NPM1™/FLT3"/IDH1/2", em relacdo aos individuos NPM1"™/
FLT3"/IDH1/2", a sobrevivéncia global aos 5 anos era francamente inferior no primeiro
subgrupo (41% vs 65%, respetivamente), tal como a sobrevivéncia livre de doenca (37% vs
67%, respetivamente).’® Ravandi et al. e Abbas et al., obtiveram resultados semelhantes aos
de Paschka et al.*™

Wagpner et al., Mardis et al., Chotirat et al. e Chou et al., por sua vez, ndo encontraram
nenhuma associacdo significativa entre as mutacdes IDH1/2 e o progndstico dos doentes."*™
Koszarska et al. também ndo observaram nos seus estudos nenhum impacto conjunto das
mutacdes IDH1 e IDH2 no progndstico destes doentes, mas observaram um impacto negativo
das mutacdes IDH1R™2 na sobrevivéncia global dos doentes com LMA." DiNardo et al.
estudaram 826 doentes com LMA entre 2010 e 2014, ndo tendo constatado diferencas na taxa
de remisséo e na sobrevivéncia global entre os 167 doentes com mutacfes IDH1/2 (=20%) e
os restantes doentes IDH".(")

Nos estudos de Patel et al., que estudaram 398 doentes jovens com LMA, tratados
aleatoriamente com esquemas baseados em dose standard ou alta dose de daunorrubicina,
constatou-se que os doentes com LMA de risco intermédio que apresentavam mutacfes
NPM1 e IDH1/IDH2 concomitantes, apresentavam uma sobrevivéncia global aos 3 anos de
89%, bastante superior quando comparada a dos doentes NPM1™/IDH1/2", cuja

sobrevivéncia no mesmo periodo foi de 31% (p< 0.001)"®. O mesmo estudo revelou ainda
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que as mutacdes IDH2R*°

parecem estar associadas a um prognostico favoravel nos doentes
com LMA de risco intermédio, com taxas de sobrevivéncia global aos 3 anos de 66%
(p=0.01).®

As diferencas observadas entre a evolucdo dos doentes com mutagdes IDH1 em
relagdo as mutagdes IDH2, bem como a heterogeneidade entre o progndstico dos doentes com
diferentes mutacGes concomitantes, levam a que alguns autores considerem que a presenca de
mutacdes adicionais e o tipo de mutacdo do gene IDH possam modelar o risco dos doentes
com LMA. (47

No artigo de revisdo publicado por Rakheja et al., em que foram analisados os
principais estudos acerca do impacto das muta¢ées IDH1/2 no prognéstico dos doentes com
LMA, os autores referem que parece existir alguma evidéncia de que a presenca concomitante
de mutagdes IDH1 em doentes com LMA CN e mutacdes do gene NPM1 (e FLT3-ITD™),
parece associar-se a um risco aumentado de recidiva e a menor sobrevivéncia. Da mesma

2R14O

forma, as mutacdes IDH parecem conferir ou melhor prognostico ou ndo ter impacto

2R172

sobre o progndstico destes doentes, enquanto as mutacbes IDH parecem estar associadas

a um pior prognoéstico.™

Recentemente, foi ainda descoberto um SNP no gene IDH1, denominado SNP
rs11554137 (IDH1'%CCT) |ocalizado no mesmo exdo da mutagdo IDH1®**?, presente em
cerca de 12% dos doentes com LMA CN. Constatou-se que a presenca deste SNP parecia
contribuir como fator independente para menor sobrevivéncia global em doentes de risco
molecular elevado (NPM1" ou FLT3-1TD). Esta descoberta sugere que existam ainda outras
mutacdes e polimorfismos de significado desconhecido nos genes IDH que possam também
afetar o prognéstico dos doentes.!"®

Tal como ocorre em mutacBes de outros genes, as mutacbes IDH1/2 também

apresentam estabilidade ao longo do tempo, pelo que sdo também possiveis alvos para
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aplicacio na monitorizagio da DRM.""* Da mesma forma, foi descrita em alguns estudos uma
associacdo entre niveis plasmaticos elevados de 2-hidroxiglutarato e uma menor
sobrevivéncia global, bem como uma pior resposta ao tratamento, em doentes com LMA e
mutacOes IDH. Este achado parece correlacionar-se como uma potencial utilidade deste
marcador na monitorizacdo ou mesmo na estratificacdo do progndstico destes doentes,
podendo tornar-se particularmente relevante com o surgimento de novos farmacos inibidores
do IDH."

No plano terapéutico, especula-se que a criagdo de agentes farmacoldgicos que
blogueiem a atividade neomorfica da isoenzima mutante, impedindo a sua ac¢do de catalisacdo
na conversdo do 2-hidroxiglutarato, possa constituir um novo alvo terapéutico nos doentes
com LMA e mutacdo destes genes. Existem ja alguns farmacos em estudo, como o AGI-5198,
um inibidor seletivo da isoenzima IDH1™* (que impede o crescimento das células mutantes e
reverte o padrdo de hipermetilacdo, promovendo a diferenciacdo celular), o HMS-101, outro
inibidor IDH1 (induz apoptose e diminui a formacéo de colonias de mutantes IDH1 na MO) e

0 AG-221, um inibidor IDH2.(74™

Da mesma forma, os agentes hipometilantes eram encarados como estratégias muito
promissoras em doentes com mutacdes destes genes, mas estudos preliminares recentes nao
demonstraram vantagens do tratamento com estes farmacos neste subgrupo de doentes.” So
necessarios mais estudos para compreender os beneficios do TACEH nos doentes com

mutacdes dos genes IDH, em comparagdo com estratégias de quimioterapia convencional.

DNMT3A
A metilacdo do DNA é um processo epigenético hereditario e reversivel, regulado por
genes da familia DNMT (metiltransferases do DNA), que englobam os genes DNMTL,

DNMT3A (DNA (Cytosine-5-)-Methyltransferase 3 Alpha) e DNMT3B. Todos codificam
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enzimas responsaveis por catalisar a transferéncia de um grupo metil para a posigdo 5’ do
nucleétido de citosina, na cadeia de DNA, em dinucledtidos CpG, permitindo assim a sua
metilacdo. As DNMT3A e DNMT3B estdo envolvidas em processos de metilagdo de novo,
enquanto a DNMT1 esta predominantemente envolvida em processos de manutengdo do
padréo de metilacéo. %828

A alteracdo dos padrBes de metilacdo ao nivel dos dinucledtidos CpG consiste num
processo fundamental de regulacdo epigenética que, a par de outros, influencia a expressdo
génica, a diferenciacéo celular, o imprinting, o silenciamento e a inativago de genes.>#8)

As DNMT3A apresentam uma estrutura subdividida em dois segmentos; uma regido
N-terminal, de tamanho variavel, com func¢des reguladoras, com dois dominios fundamentais,
e uma regido C-terminal, com funcdo catalitica. Na regido N-terminal salientam-se 0s
dominios PHD (rico em cisteina, que liga ibes de zinco, sendo importante na localizacdo
nuclear da proteina e estando envolvido na interacdo entre a proteina e fatores de transcricao,
desacetilases e metiltransferases de histonas) e PWWP (dominio prolina-triptofano-triptofano-

prolina, fundamental para a ligacdo da proteina a cromatina). O dominio catalitico é

responsavel pela funcio de metiltransferase da DNMT3A (llustragéo 10).©0

N-terminal o df— C-terminal —

r' Y
Y

DNA replication foci

Charge-rich targeting sequence  Cys-rich PBHD region Mtase motifs

a4y
£z

region (Ts) CXXC BAH BAH | IV VIV IX X
DNMT1
Mtase motifs
PWWP ADD | IVVIVIIL IX X
DNMT3A | - | |
Mtase motifs
PWWP ADD 1 IV VIVIIL X X
DNMT3B |
Mtase motifs
ADD | IV VIVII
DNMT3L

llustracdo 10. Estrutura da familia de proteinas DNMT
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Observa-se na figura a estrutura da proteina DNMT3A, com o dominio prolina-triptofano-triptofano-
prolina (PWWP) e ADD/PHD (plant homeodomain) na regido N-terminal. Na regido C-terminal

localiza-se o dominio catalitico de metiltransferase (Mtase). (Adaptado de Jurkowska et al.,2011)®"

As mutacdes do gene DNMT3A, localizado no cromossoma 2p, banda 32, detetadas
pela primeira vez em 2010 por trés estudos independentes, ocorrem em multiplas neoplasias
hematoldgicas, destacando-se os casos da LMA, leucemia linfoblastica aguda (LLA) e SMD.
Estima-se que as mutacOes deste gene na LMA ocorram em até 20-25% dos casos de LMA,
sendo mais frequentes em doentes com caridtipo normal, 0 que torna 0 DNMT3A num dos
genes com maior frequéncia de mutaces em doentes com esta neoplasia. (*>°0:6°82

Parece existir uma menor preponderancia de individuos asiaticos portadores de
mutacfes DNMT3A em relacdo a outras etnias, 0 que pode evidenciar a existéncia de fatores
étnicos de predisposicdo. >

Aproximadamente 95% das mutacbes DNMT3A ocorrem na segunda metade do gene,
onde estdo localizadas as regides que codificam os dominios PDH e metiltransferase. A
mutacdo mais prevalente consiste numa mutacdo do tipo missense, que ocorre no codao
R882H, localizado no dominio da metiltransferase, e que resulta na substituicdo de um
aminoacido arginina por um de histidina, representado até cerca de 80% das mutacdes do
DNMT3A. Estas mutacdes sdo sempre heterozigdticas, e conduzem a uma diminuicdo da
atividade catalitica de metiltransferase, provavelmente através de um efeito de dominancia
negativa.®*8Y A causa da preponderancia deste tipo de mutac@es é desconhecida, ndo tendo
sido ainda descritas diferencas clinicas nem no progndstico entre doentes portadores de
mutacdes R882H e néo - R882H.™

Sdo conhecidas até hoje mais de 30 tipos de mutagdes do gene DNMT3A, podendo
corresponder a mutacGes do tipo frameshift, inframe ou nonsense. Pensa-se que as mutagoes

ndo —R882H conduzem a codificacdo de uma proteina aberrante, truncada, com delecao total
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ou parcial do dominio metiltransferase (haploinsuficiéncia), abolindo assim a sua normal
atividade enzimética.®%">®Y No entanto, ndo existe consenso quanto a esta hipétese, havendo
até algumas teorias que defendem que as mutacBes heterozigéticas do DNMT3A podem
resultar em ganho de funco."

Os mecanismos exatos pelos quais a mutagdo DNMT3A contribui para a carcinogénese
permanecem ainda desconhecidos.™

Yan et al., propuseram que as mutagdes deste gene pudessem estar relacionadas com a
perda de funcdo das metiltransferases, conduzindo a hipometilacdo dos genes HOX, com
sobreexpressdo desregulada dos mesmos. Esta hip6tese ndo foi, contudo, corroborada em
estudos posteriores.™® Assim, os efeitos destas mutacdes nos padrdes de metilagdo e de
expressdo génica permanecem atualmente controversos.’

Recentemente, num estudo publicado por Challen et al., onde se estudaram ratos em
que tinha sido efetuado o knock-out de gene DNMT3A, descobriu-se que esta metiltransferase
desempenha um papel essencial no silenciamento de genes que promovem a renovacao do
pool de células estaminais hematopoiéticas, parecendo interferir na correta diferenciacdo de
células na hematopoiese. Foi assim sugerido que as mutacdes do DNMT3A poderiam conduzir
a uma diferenciacdo deficitaria dos progenitores hematopoiéticos, contribuindo desta forma
para a carcinogénese.™® Apesar disto, parece existir evidéncia de que as mutacGes isoladas
deste gene séo insuficientes para causar LMA per si.("

As proteinas DNMT3A, em condic¢Bes normais, ligam-se ao DNMT3L , um homélogo
inativo que regula a formacdo de oligémeros, formando com estes complexos tetraméricos
(llustracédo 11). Schietinger et al., descreveram recentemente que na presenca de mutacées do
tipo R882H e de outras mutacBes missense na interface homodimeérica, a tetramerizacdo das
metiltransferases (que aumenta a atividade de metiltransferase em 80%) é bloqueada pelas
proteinas mutantes, processo que parece diminuir a atividade enzimatica de metiltransferase

nos dinucledtidos CpG (efeito de dominancia negativa). Tendo em conta estes resultados,
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verificou-se que a presenga de dimeros de DNMT3A mutantes se associava a uma maior
rapidez de dissociacdo das proteinas mutantes aos locais de ligacdo CpG. Este mecanismo
pode resultar na incapacidade de metilacdo consecutiva de multiplos locais de ligacdo CpG e
na diminuigdo do processamento enzimatico por outras enzimas modificadoras do DNA, com
alteracdes da ligacdo aos promotores e da regulacdo da transcricdo. Pensa-se assim que 0s
mecanismos que desregulam o padrdo de metilagdo nas mutacGes do gene DNMT3A séo
multifatoriais, envolvendo ndo sé alteracfes da atividade catalitica da DNMT3A, como
também do seu processamento por outras enzimas e da ligagdo a proteinas envolvidas na
localizagdo nuclear, bem como na regulacdo do DNMT3A.®*®Y para além disto, podem
existir ainda diferencas fisiopatologicas entre o efeito das mutacbes R882H e as mutacdes

nio- R882H.E

llustracdo 11. O complexo tetramérico DNMT3L-DNMT3A-DNMT3A-DNMT3L

A) Observa-se 0 complexo tetramérico esquematizado. O complexo tetramérico liga-se a histona
H3K4, catalisando de seguidaa metilagdo das sequéncias CpG. B) A ligacdo de duas proteinas
DNMTS3L a duas proteinas DNMT3A permite a formagdo de um complexo tetramérico, com atividade
de metiltransferase aumentada. As proteinas DNMT3A mutantes podem inibir a formacdo dos
complexos tetraméricos e impedir a metilacdo de regides consecutivas da cadeia de DNA. (Adaptado
de Jiamu Du et al,. 2015)®"
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Constatou-se em varios estudos que as mutacdes DNMT3A estdo intrincadamente
relacionadas com outras anomalias genéticas recorrentes, como as mutacbes NPM1, FLT3-
ITD e IDH1/2. S&o também mais frequentes nos individuos com LMA CN, associando-se a
idade mais avancada e a contagens mais elevadas de leucdécitos e plaquetas, em comparacdo
com individuos DNMT3A™.®%") Notavelmente, cerca de 60-80% dos doentes com mutacées
do DNMT3A apresentam mutagdes NPM1.°%3) Alguns autores relatam também uma
associacao inversa com as mutagdes CEBPA.®? As mutag6es deste gene quase nunca ocorrem
em doentes com alteragdes citogenéticas favoraveis [t(8;21), t(15;17)e inv (16)].(69) Esta
associacao estreita entre as mutacbes DNMT3A e outras anomalias genéticas recorrentes
parece indicar uma cooperacdo fisiopatoldgica das diferentes mutacdes na carcinogénese da

LMA. @

Im et al., e Li et al., publicaram duas revisfes da literatura acerca do impacto das
mutacfes DNMT3A no progndstico dos doentes com LMA. Em ambas as revisdes, constatou-
se que a maioria dos estudos demonstrava um efeito negativo destas alteracdes no prognéstico
dos doentes, contribuindo para uma menor sobrevivéncia global em comparacdo com doentes
DNMT3AM. 8 O efeito sobre os restantes outcomes, sobretudo sobre a taxa de remissdo
completa, parece ser menos evidente. Estas mutacGes parecem correlacionar-se também com
uma resisténcia relativa a quimioterapia convencional.®® Os efeitos nefastos destas mutacdes
sdo particularmente evidentes em certos subgrupos de doentes, como no caso dos mais idosos
e nos individuos com cariétipo normal.™®

De facto, varios estudos demonstraram que as mutacdes DNMT3A contribuem para um
pior prognostico em termos de sobrevivéncia global nos doentes com LMA CN de alto risco
molecular (genétipo FLT3-ITD ou NPM1"/FLT3"), em comparagdo com doentes
DNMT3A". Néo se constatam diferencas significativas entre o prognéstico dos doentes com

mutaces DNMT3A e gendtipo NPM1™/FLT3" e os doentes com DNMT3A™ com o mesmo
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genotipo. Estes resultados sugerem que, nos doentes com LMA CN e mutacdes DNMT3A,
apenas aqueles que sdo portadores de um genotipo de risco molecular elevado apresentam
pior prognéstico.®>°%7°)

Apesar disto, nem todos os estudos conseguiram demonstrar o impacto das mutacgoes
DNMT3A no prognostico dos doentes, destacando-se o estudo de Gaidzik et al., em que foram
estudados 1770 doentes (dos quais 370 eram portadores de pelo menos uma mutacdo deste
gene), que ndo demonstrou nenhum impacto significativo destas mutagdes no progndstico dos
doentes com LMA. Foi equacionado que esta discrepancia nos resultados se pudesse dever a
uma mé selecdo da amostra de doentes e a diferencas no seu tratamento. >

Tie et al., publicaram uma metanalise, onde incluiram doze estudos acerca do impacto
das mutacbes DNMT3A no prognoéstico dos doentes com LMA de novo (total de 6377
doentes), tendo constatado que os doentes portadores destas mutacGes apresentavam menor
sobrevivéncia global, em comparacdo com doentes DNMT3A". Este efeito foi evidente tanto
em doentes idosos, como em doentes jovens, tanto no subgrupo de doentes com LMA CN
(HR: 1.6, p=0.001), como nos subgrupos com LMA de risco citogenético intermédio e
desfavoravel. Os resultados na sobrevivéncia livre de doenca e sobrevivéncia livre de eventos
foram semelhantes aos obtidos para a sobrevivéncia global. Observaram ainda que estas
muta¢des ndo tinham impacto negativo no subgrupo de doentes com risco favoravel nem no
subgrupo de doentes com mutacdes ndo-R882H.®" Shivarov et al., haviam publicado
anteriormente uma metanalise de cerca de 4500 doentes, avaliando o impacto destas mutacdes
no seu prognostico, tendo constatado também que a presenca da mutacdo DNMT3A constituia
um fator independente para menor sobrevivéncia global (OR: 1.27, p=0.0004) e menor
sobrevivéncia livre de doenca (OR: 1.24, p=0.002) nos doentes com LMA. No subgrupo de
doentes com LMA CN, o impacto negativo na sobrevivéncia global era apenas evidente nos

doentes com genétipo de risco elevado — classificacdo ELN (OR: 1.38, p=0.002).®®)
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Recentemente, Gale et al., descreveram que os resultados discrepantes que denotavam
em vérios estudos uma auséncia do impacto das mutacbes DNMT3A nos doentes com
mutacdes NPM1 podiam ser explicados pelo paradoxo de Simpson (as mutagdes DNMT3A e
NPM1 coexistem em até 80% dos doentes, sendo que as mutaces DNMT3A conferem pior
prognostico, enquanto, pelo contrério, as mutacbes NPM1 conferem melhor prognostico; séo
escassos 0s casos de doentes sem mutagdes NPM1 e com mutacdo do gene DNMT3A, e dado
que o prognostico global parece depender das contribuices relativas de cada tipo de mutagéo,
o efeito que se constata em separado para cada subgrupo é mascarado quando sao
considerados doentes com mutacdo de ambos 0s genes). Assim, estes autores demonstraram
que as mutacbes DNMT3A conferem pior prognéstico aos doentes com LMA,
independentemente do status mutante do gene NPM1. Os mesmos autores descreveram ainda
que o local da mutacdo ndo parece ter impacto no prognéstico destes doentes, e que as
mutacdes que conduzem a sintese de proteinas truncadas ndo parecem afetar o progndstico
dos doentes, assemelhando-se portanto ao genétipo DNMT3A™. %)

Por outro lado, nos estudos de Loghavi et al., em que foram estudados 178 doentes
com LMA e mutacbes DNMT3A, NPM1 e/ou FLT3-ITD, constatou-se que o subgrupo de
doentes com LMA CN e genétipo NPM1"/DNMT3A™ apresentava menor sobrevivéncia
global e menor sobrevivéncia livre de eventos, quando comparado com o subgrupo
NPM1™/FLT3-ITD. Este dado sugere que as mutagdes DNMT3A sdo ainda mais desfavoraveis
do que as mutagdes ITD do gene FLT3, nos doentes com mutagdes NPM1.59

Os estudos iniciais de Hou et al., pareciam sugerir que as mutacdes DNMT3A eram
estdveis no tempo, 0 que parecia apoiar uma eventual aplicacdo destes marcadores na
monitorizacdo da DRM.®? Estas conclusdes, porém, néo foram confirmadas nos estudos mais
recentes de Plgen et al., onde se observou que era frequente a persisténcia das mutagdes deste

gene, mesmo apos a remissdo completa.®”
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Relativamente & terapéutica, nos estudos de Gaidzik et al., ndo se registaram
diferencas significativas em relacdo a sobrevivéncia livre de doenca nos doentes com
mutacdes DNMT3A submetidos a TACEH, em comparagdo com os doentes tratados com
quimioterapia intensiva.®® Porém, mais estudos prospetivos serdo necessarios para confirmar
estas conclusdes.”

Permanece ainda controverso se as mutagdes DNMT3A podem prever uma resposta
favoravel aos farmacos hipometilantes. Os estudos mais recentes sugerem um forte valor
preditivo da resposta a estes farmacos nos doentes com LMA portadores desta mutacéo.
Metzeler et al., avaliaram a resposta de 46 doentes idosos com LMA a decitabina, associada
ou ndo ao inibidor da desacetilase das histonas Vorinostat, tendo observado que os doentes
com mutacdo DNMT3A apresentavam taxas de remissdao completa significativamente
superiores, quando tratados com este agente (75% vs 34%, respetivamente, p=0.05). DiNardo
et al., constataram também uma taxa de remissdao completa superior em doentes com esta
mutacdo tratados com agentes hipometilantes, quando comparados com doentes DNMT3A™
(40% vs 22%). A utilizacdo de agentes hipometilantes como segunda linha de tratamento em
doentes idosos, ndo aptos para realizacdo de quimioterapia convencional, ¢ hoje uma
alternativa aplicavel, mas estudos futuros poderdo vir a comprovar o beneficio da associacado
entre estes farmacos e outros usados em quimioterapia convencional, nos doentes jovens com
LMA e mutacio DNMT3A.)

Patel et al., estudaram a resposta de dois subgrupos de doentes, com mutacao
DNMT3A, a terapéutica de inducdo com daunorrubicina (associada a citarabina), sendo que
um dos subgrupos recebia a dose standard (45 mg/m?) e outro recebia uma dose superior (90
mg/m?). Surpreendentemente, constataram que o subgrupo que havia recebido a dose superior
de daunorrubicina apesentava uma sobrevivéncia global aos 60 meses consideravelmente

superior (=40% vs =~10%, respetivamente, p=0.04).("®
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Mutacbes em genes modificadores da cromatina
ASXL1

O gene ASXL1, um promotor da familia de genes trithorax e polycomb, localizado no
cromossoma 20 banda 11, com 12 exdes, ¢ o homologo humano do gene additional sex
combs, inicialmente descrito em Drosophilas. Este gene codifica uma proteina com 5
dominios - ASXN, ASXH, ASXM1, ASXM2 e o homeodominio PHD. O dominio ASXN,
localizado na regido N-terminal, em conjunto com os dominios ASXH e ASXM1, possuem
capacidade para interagir com a BAP1 - BRCA1 associated protein-1 (enzima com funcédo de
deubiquitinase) e com a EZH2 - Enhancer of zeste homolog 2 methyltransferase
(metiltransferase de histonas), bem como com a NCOAL1 (Nuclear receptor coactivator 1). Os
dominios PHD e ASXMZ2, localizados na regido C-terminal, participam nos processos de
marcacdo de histonas previamente metiladas (PHD), permitindo ainda a interacdo com
recetores nucleares, incluindo recetores de estrogénios, androgénios, glucocorticoides, entre

outros (ASXM2) - Ilustragéo 12.¢%%%

ASXL1 wild-type Proteinas ASXL-mutantes
ASXN ASXH ASXM1 ASXM2 PHD ASXN ASXN ASXH ASXM1 ASXM2
| | | |
Ligagao a BAP1, Ligagao a recetores nucleares ASXN ASXH ASXN ASXH ASXM1
NCOA1 e EZH2 e marcagao de histonas ‘
Ligagao a outras Ligagao aos loci-alvo
proteinas - formagao de Ganho ou perda de fungio, conseante o tipo de mutagio

complexos

|
T \
- ‘ Desregulagio Epigenética ‘

llustracdo 12. Estrutura da proteina ASXL1 e tipos de proteinas mutantes
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Na imagem observam-se os dominios principais da proteina ASXL1 (ASXN, ASXH, ASXML1,
ASXM2 e PHD), estando representadas também as fun¢des que Ihes foram atribuidas. As mutacGes
ASXL1 conduzem geralmente a traducdo de proteinas truncadas, com ganho ou perda de funcéo, que
contribuem para a desregulacdo dos processos epigenéticos de expressao génica. (Adaptado de Katoh,
2015)@

A ASXL1 € uma proteina integradora (“scaffold”, que medeia a interagdo entre
substrato e enzima para a formacéo de complexos) que apresenta dupla atividade epigenética,
com capacidade para ativar ou reprimir a transcricao de genes-alvo, através da interacdo entre
protefnas do complexo polycomb, ativadores e repressores da transcricdo.®*% Estudos em
Drosophilas revelaram que a proteina ASX (homologa da ASXL1) forma complexos com
uma deubiquitinase da cromatina designada de calypso, dando origem a um complexo
deubiquitinase Polycomb-repressivo, que remove a monoubiquitina da histona H2A. A
proteina calypso é homologa da deubiquitinase BAP1 na espécie humana, sendo que a
formacdo de um complexo semelhante ao que ocorre na Drosophila (BAP1-ASXL1), parece
desempenhar um papel semelhante de deubiquitinacdo das histonas H2A no homem,
conduzindo & repressdo génica.#2%

Estudos recentes demonstraram que a proteina ASXL1 interage também com
componentes do complexo PRC2 (Polycomb Repressive complex 2), nomeadamente as
proteinas EZH2 e SUZ12 (polycomb repressive complex 2 subunit), que estdo envolvidas na
repressao epigenética atraves da marcacao de histonas (H3K27me3 — trimetilacdo das histonas
H3K27 pela EZH2, e.9.).%>%) A integridade do gene ASXL1 parece ser fundamental para
garantir o recrutamento e/ou estabilizacdo do complexo PRC2.®Y Foi ainda descrita uma
associacao entre a ASXL1 e o complexo repressivo da cromatina, através da ligacdo desta
proteina ao HP1a/CBXS5 (Heterochromatin Protein 1 Alpha), um dos componentes deste

complexo.®
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Foi descrito que a ASXL1 pode intervir na regulacdo de vias de proliferacdo celular e
diferenciacdo de células hematopoiéticas através, em parte, da metilacdo de histonas, estando
envolvida na modulacdo da expressdo génica, interagindo com o PPAR gama (peroxysome
proliferator-activated receptor gamma) e RAR (retinoic acid receptor). Contudo, o papel
exato da ASXL1 na hematopoiese permanece ainda desconhecido.®®

As mutacGes somaticas ASXL1 ocorrem na maioria dos casos no exdao 12, sendo
virtualmente todas heterozigoticas, podendo ser identificadas em doentes com neoplasias
hematoldgicas variadas (LMA, LLA, SMD).®® S&o habitualmente do tipo frameshift ou
nonsense, e resultam geralmente na codificacdo de uma proteina truncada no dominio C-
terminal, com auséncia do dominio PHD.®2%® As mutaces mais frequentes ocorrem junto do
dominio rico em glicina compreendido entre os aminoacidos 642-685, destacando-se uma
mutacdo que resulta na duplicacdo de um nucledtido de guanina na posi¢do 1934, resultando
numa mutacao frameshifht (p.Gly646TrpfsX12), que esta presente em mais de 50% dos casos
de mutacdes deste gene. #2979

O mecanismo exato pelo qual as mutagdes ASXL1 contribuem para a carcinogénese na
LMA permanece ainda desconhecido.®

Estudos em ratos em que foi efetuado o knock-out do gene ASXL1 demonstraram uma
associacdo com elevada mortalidade perinatal, sugerindo a importancia deste na
embriogénese, mas ndo demonstraram alteracGes relevantes nas células estaminais da
linhagem hematopoiética dos ratos sobreviventes.®® Outros estudos, também em ratos com
knock-out do gene ASXL1, revelaram apenas defeitos nas linhagens de células B e T,
insuficientes para originar sindromes mielodisplasicas ou LMA.®® Um estudo mais recente
evidenciou, pelo contrario, que a auséncia de expressdo do gene ASXL1 podia causar o
surgimento de um fenétipo semelhante & SMD.?

Inicialmente, pensou-se que os efeitos fisiopatoldgicos da mutacdo resultavam apenas

de um ganho de funcdo (devido a sobreexpressdo de uma proteina truncada com funcéo
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anémala).®* Estudos em blastos de LMA in vitro demonstraram, no entanto, que algumas
mutacdes ASXL1 podiam conduzir & expressdo reduzida da proteina ASXL1", através de um
provavel efeito de perda de funcédo, sugerindo um potencial papel de gene supressor tumoral
do ASXL1.%%%) Alguns estudos parecem indicar que as mutagdes ASXL1 constituem um
evento precoce ha carcinogénese, apesar de este dado ser ainda controverso. %

O principal efeito biomolecular das mutacdes ASXL1 parece consistir no défice de
trimetilacdo da histona H3K27 (H3K27me3), mediada pelo complexo PRC2, devido a perda
de expressdo da proteina ASXL" nas células hematopoiéticas. A auséncia de ASXL" parece
conduzir a um anormal funcionamento do complexo PRC2, que impede 0 seu recrutamento
para determinados loci oncogénicos, impossibilitando a sua repressdo durante a transcricao,
por mecanismos de modificacdo da cromatina (trimetilacdo de histonas). As interacdes e a
cooperatividade entre outras proteinas deste complexo (EZH2, SUZ12, ...) e as mutacdes
ASXL1 podem contribuir para a promocdo da carcinogénese, ainda que estes mecanismos
sejam desconhecidos. As modificacbes na cromatina induzidas pela perda de ASXL1™
parecem ser independentes da interacdo com a BAP1 (complexo ASXL1-BAP1 tem funcéo
de deubiquitinase da histona H2AK119), sendo que a perda de funcdo do complexo ASXL1-
BAP1 e a sua relagdo com a carcinogénese na LMA ¢ atualmente desconhecida.®

Estudos de expressao génica demonstraram uma associacao entre a perda de expressao
de proteina ASXL1 e uma desregulacdo da expressdo dos genes da familia HOXA, que sdo
fundamentais na diferenciacdo das células hematopoiéticas.®
Foi também descrita uma possivel relacdo de cooperacdo entre as mutacbes ASXL1 e
mutacdes de genes envolvidos na sinalizacdo celular e nos processos de splicing, em mdltiplas
neoplasias hematoldgicas.®?

As mutagOes ASXL1 podem ser identificadas em cerca de 6-30% dos doentes com
LMA, sendo mais frequentes em LMA secundéria do que em LMA de novo.®®% Esta

mutacdo é tambeém significativamente mais frequente em doentes mais idosos (16.2% a 25%
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dos casos ocorrem em doentes com LMA com idade superior a 60 anos, enquanto apenas

3.6% a 8% ocorrem em doentes jovens com LMA).®¥ Parece existir uma associagdo com as

mutacdes RUNX1, e uma relacdo inversa com a prevaléncia da mutagdo ASXL1 em doentes

com LMA CN.®¥

A maioria dos estudos publicados até a atualidade demonstrou um efeito negativo das

mutacBes do gene ASXL1 no prognoéstico dos doentes com LMA, mas os resultados obtidos

s30 muitos heterogéneos.®>%%9192 A tabela seguinte resume os resultados de alguns dos

principais estudos acerca do impacto destas mutacdes no prognostico dos doentes.

Tabela 6. Impacto das mutacées ASXL1 no progndstico dos doentes com LMA

Autor(es) | Amostra Resultados/Conclusdes Fator Progndstico
em estudo Independente
Chou et | 501 doentes | Doentes ASXL1™ tém menor taxa N&o
al.® com LMA | RC (57.7%, vs 79.9%, p=0.013) em
de novo comparagdo com doentes ASXL1"";
Doentes ASXL1™ tém OS média
inferior (14 meses vs 58
meses, p=0.009) em comparacgdo
com doentes ASXL1™. DFS é
semelhante  entre  ASXL1"™ e
ASXL1";
No subgrupo de doentes com risco
citogenético intermédio 0sS
resultados sdo semelhantes.
Shen et| 1185 EFS e OS sdo semelhantes entre Nao
al.1% doentes doentes ASXL1™ e ASXL1".
com LMA
de novo
Metzeler | 423 doentes | Em doentes idosos, os ASXL1™ tém Sim
etal.® |com LMA | menor OS aos 3 anos (5% vs 23%, | (Doentes ASXL1™ com
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CN de novo
(234 tinham
idade

superior a

60 anos).

p=0.006) menor DFS aos 3 anos
(10% vs 19%, p=0.03) EFS aos 3
anos (5% vs 14%, p= 0.002) e
menor taxa de RC (53% vs 71%,
p=0,04), quando comparados com
doentes ASXL"";

Doentes idosos ASXL™ de grupos de
risco favoravel (classificacdo ELN)
tém menor OS (HR: 1.64, p=0.006),
menor DFS (HR: 1.71, p=0.03),
menor EFS (HR: 1.74, p=0.002) e
menor probabilidade de atingir RC
(OR: 0.46, p=0,04), em comparac¢ao
com doentes ASXL"",;

As mutacoes ASXL1 néo
apresentaram impacto progndstico
nos doentes com LMA CN de risco

intermédio-1.

LMA risco favoravel)

0S
(HR: 4.43, p<0.001)

DFS
(HR: 4.38, p<0.001),

EFS
(HR: 3.61, p<0.001)

Taxa de RC
(OR: 0.24, p=0.03)

Pratcorona

et al.1%

882 doentes
com LMA

Doentes ASXL1™ tém menor OS
média (15.9 meses vs 22.3 meses,
p=0.019) e menor taxa de RC (61%
vs 79,6%, p=0.004), em comparacao
com doentes ASXL1™:

N&o existe associagdo entre as
mutacdes ASXL1 e o prognostico de
doentes com LMA CN.

Doentes  ASXL1™ com  risco
citogenético intermédio e auséncia
de mutagdes FLT3-ITD e NPM1 tém

menor OS média do que doentes

Sim

0S
(HR: 1.52, p=0.032)
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ASXL1"™ (14.9 vs
meses, p=0.037).

32.3

Schnittger | 740 doentes | Doentes ASLX1™ apresentam menor Sim
etal.®® | com LMA |OS média (11.0 vs 62.2 meses,
e risco | p<0.001) e menor EFS (9.1 vs 16.3 oS
citogenético | meses, p=0.012) em comparacdo | (HR: 1,70, p=0,032)
intermédio | com doentes ASLX1"™ .
O mesmo se verifica para doentes
com cariotipo normal,
independentemente da idade.
El- 367 doentes | Doentes ASLX1™ apresentam maior Nao
Sharkawi | com LMA | taxa de recidiva aos 5 anos (83% vs
et al.®® 56%, p=0.01) e menor OS (6% vs | Diferencas verificadas
22%, p=0.02) em comparagdo com no progndstico de
doentes ASXL1""; doentes ASXL1™
dependem sobretudo
Ndo se verificaram diferencas da idade.
significativas na taxa de RC entre
doentes ASLX1™ e ASLX1"".
Paschka et | 1696 Doentes ASXL1™ tém menor OS aos Nao
al.®® doentes 5 anos (30.3% Vs 45.7%, p=0.0004)
com LMA | e menor EFS aos 5 anos (15.9% vs | O gen6tipo ASLX1™/

29.0%, p=0.02), bem como menor

taxa de RC
(56.3% vs 74.2%; p=0.0002), em
comparagdo com o0s doentes
ASXL1";

Doentes com mutacdes
concomitantes RUNX1 e ASXL1
(=30% dos doentes ASXL1M)
apresentam prognostico

desfavoravel, com OS cerca de duas

RUNX1™ constitui um
fator de progndstico
independente para a

OS (HR: 1.8, p=0.04).
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vezes inferior aos individuos com
gen6tipo RUNX1"/ASXL1™.

Paschka et al., publicaram um estudo recente onde constataram que, em doentes
jovens, o prognostico parece ser particularmente desfavoravel em doentes com mutacoes
concomitantes RUNX1 e ASXL1, sugerindo uma possivel interacdo entre mutacdes em

diferentes genes, no prognéstico dos doentes.®

Perante estes resultados discrepantes, Shivarov et al., publicaram em 2015 uma
metanalise onde analisaram 6 estudos individuais acerca do impacto das mutacGes ASXL1 nos
doentes com LMA (ndo-promielocitica). Nesta metanalise foram estudados um total de 3311
doentes com LMA, dos quais 385 apresentavam mutacdes do referido gene. Constataram que
a frequéncia de mutagOes variava, consoante o estudo, de 5,2 a 22,1%, afetando mais doentes
do sexo masculino e sendo mais comum em individuos com idade superior a 60 anos. A
presenca destas mutagdes foi menos frequente em casos de LMA de novo, em comparacdo
com LMA secundaria (OR: 0.39, p= 0.0003).19¥

N&o se obteve uma associacdo significativa entre a presenca da mutacdo ASXL1 e
LMA CN, sugerindo que a presenca de mutacdes neste subgrupo de doentes ndo é
particularmente frequente.®®

Foi também observada uma associagdo positiva entre mutacbes ASXL1 e mutacOes
IDH2, e uma associagdo inversa com mutagdes ITD e TKD do FLT3, DNMT3A e NPM1. Né&o
se encontrou uma associagdo significativa com mutacdes dos genes TET2 e CEBPA.®%)

Nesta metandlise, concluiu-se que a presenca de mutacdes ASXL1 confere prognostico
significativamente inferior aos doentes com LMA, quando comparados a individuos ASXL1"",
em termos de sobrevivéncia global (HR: 1.86, p<0.00001) e em termos de sobrevivéncia livre

de eventos (HR: 1.62, p<0.002). O mesmo foi constatado no subgrupo de doentes com idade

superior a 60 anos, obtendo-se uma sobrevivéncia global francamente inferior nos doentes
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com mutagdes ASXL1 (HR: 1.65, p=0.01), concluindo-se que a utilizagdo deste gene na
estratificacdo do prognostico dos doentes permite um refinamento do seu progndstico,
independentemente da idade.%¥

A utilizacdo das mutagdes ASXL1 para monitorizacdo da DRM parece ser atualmente
pouco praticivel, dado que as mutacBes ASLX1 ndo aparentam ser estaveis ao longo do
tempo.®?

No plano terapéutico, salienta-se que a menor taxa de remissdo completa e a maior
probabilidade de recidiva verificada em varios estudos nos doentes com mutagdes ASLX1, em
relacdo a doentes sem esta mutacdo, quando submetidos a esquemas de quimioterapia
intensiva. Estes dados parecem indicar uma associacdo desta mutacdo com resisténcia a
quimioterapia. %9101

Paschka et al., estudaram 58 doentes com mutagdes ASLX1 que atingiram a primeira
remissdo completa, dos quais 24 realizaram TACEH, ndo tendo constatado diferencas
significativas na sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de doenca, em compara¢do com
os doentes que foram tratados com quimioterapia de consolidacdo. No entanto, a taxa de
remissdo completa particularmente baixa e a curta sobrevivéncia dos doentes com genotipo
RUNX1"/ASXL1™ tratados com quimioterapia convencional, parecem sugerir que este
subgrupo pode beneficiar de TACEH. Estudos de maior escala sdo necessarios para
compreender o papel do TACEH no progndstico, a longo prazo, deste subgrupo de doentes.®

No que concerne a novas terapéuticas, dado que as mutacdes ASLX1 conduzem a
perda da capacidade da proteina ASXL1 interagir com o PRC2 e promover a marcagdo de
histonas (H3K27me3), levando a ativacdo anormal de genes, pensa-se que a criacdo de
farmacos que estabilizem a atividade deste complexo possa ser uma estratégia promissora no

tratamento destes doentes. Da mesma forma, a utilizagdo de novas terapéuticas que modulam

a interacdo entre reguladores epigenéticos e histonas, como os inibidores de proteinas com
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bromodominio, inibidores do EZH2, entre outros, podem ser estratégias alternativas nestes

doentes, sendo necessarios mais estudos para perceber a sua aplicabilidade e eficacia.®*®

MLL-PTD

O gene MLL ou KMT2A (lysine (K)-specific methyltransferase 2A), localizado ao
cromossoma 11q, banda 23, contendo 34 exdes, foi inicialmente descrito como um dos locus
mais envolvidos em transloca¢fes cromossomicas recorrentes na LMA e LLA. Ao longo dos
ultimos anos, este gene foi associado a dezenas de tipos de translocagdes com genes
distintos. 4%

O gene MLL, que apresenta homologia com o gene trithorax, descrito inicialmente em
Drosophilas, codifica uma proteina que atua como regulador epigenético, estando envolvida
na metilacdo de histonas. Esta proteina apresenta uma estrutura complexa, possuindo na sua
regido N-terminal trés dominios AT-hook, que estdo envolvidos na ligagdo ao DNA, seguidos
de dois sinais de localizacdo nuclear (NLS) e um dominio metiltransferase-homologo (MT),
envolvido na ligacdo ndo especifica ao DNA. Possui ainda um homeodominio PHD,
envolvido na regulacdo da transcri¢do, através de interacbes com a cromatina, um dominio
TAD (transativacdo), que se liga a CBP (CREB binding protein), que estd aparentemente
envolvido na acetilacdo das histonas H3 e H4 nas regido homeobox de DNA, e um dominio
SET, na regido C-terminal, com atividade de metiltransferase, importante na metilacdo da
lisina 4 em histonas H3, sobretudo nas regides promotoras dos genes HOX (HOXA5, HOXA7
e HOXA9) — llustracio 13.6%1%41%) Este padrio de metilagdo esta caracteristicamente
associado a zonas de transcricdo génica ativa, o que reforca o papel do MLL como regulador

positivo de transcricéo.¢*1%)
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llustragdo 13. Estrutura da proteina MLL wild-type e MLL-PTD

Na figura pode observar-se a estrutura basica da proteina MLL normal, com os seus dominios
caracteristicos; trés dominios AT-hook (AT), dois sinais de localizacdo nuclear (SNL), o dominio
metiltransferase-homdlogo (RD), o plant homeodomain (PHD), o dominio de transativacdo (TAD) e 0
dominio com fungdo de metiltransferase (SET). Estd também representado um dos exemplos mais
frequentes de duplicacdo parcial em tandem (PTD) da proteina MLL, compreendendo a duplicacdo

dos exdes 3 a 9 - (e9e3). (Adaptado de Basecke et al., 2006)."%¥

As mutacdes MLL-PTD (Partial tandem duplication - duplicacdo em tandem) foram
identificadas pela primeira vez por Caligiuri et al., em doentes com LMA CN de novo e em
portadores de trissomia do cromossoma 11. Este tipo de mutacGes resulta de uma duplicacéo
parcial, originando uma repeticdo inframe, na regidao 5’ do gene MLL, que pode envolver
diferentes exdes.'® As duplicacBes mais frequentes ocorrem entre o exdo 3 e 9 - (e9e3), e
entre o exdo 3 e 11 (elle3), originando uma proteina anormalmente grande.’®® Ao contrario
das proteinas de fusdo resultantes das translocagcbes do MLL, neste tipo de mutacbes a
proteina resultante conserva o dominio SET na regido C-terminal, mantendo a sua atividade

de metiltransferase. Apresenta, contudo, alteracdes da regido N-terminal, que podem associar-
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se ao recrutamento aberrante de coativadores ou & inibi¢do de repressores da transcri¢éo, o
que parece resultar num ganho de fungo da proteina aberrante. 410"

Estudos em ratos demonstraram que as mutagdes envolvendo o gene MLL estdo
associadas a modificacbes na expressdo genica dos genes HOX, com perturbacdo da
embriogénese e da diferenciagdo hematopoiética. Assim, teoriza-se atualmente que o MLL
sera importante na regulacdo/manutencdo da transcricdo (iniciada por outros fatores de
transcricdo) de genes como o HOX.(41%) De facto, pensa-se atualmente que as mutagdes
MLL-PTD conduzem provavelmente a desregulagcdo da normal expressao génica do HOX e ao
silenciamento epigenético de supressores tumorais, através de hipermetilacdo, como por
exemplo o SLC5A8.0%19 porém, o0s mecanismos exatos que contribuem para a
carcinogénese sdo ainda desconhecidos. 19419

Existem evidéncias de que as mutacbes MLL-PTD parecem ser insuficientes para
originar LMA per si, e de que a presenca concomitante de outras anomalias moleculares,
sobretudo de genes envolvidos em vias de sinalizacdo e na modulacao epigenética, constitui
um fator importante no surgimento e na gravidade da doenca. De facto, estudos em ratos
demonstraram que a heterozigotia para mutacdes FLT3-ITD e MLL-PTD concomitantes
desencadeiam o surgimento de LMA.% A elevada correlagdo entre as mutagdes MLL-PTD e
outros genes envolvidos na regulacdo epigenética podem indicar uma potencial cooperacao
entre estes genes no surgimento da LMA. Para além disto, foi ainda comprovada a existéncia
de uma interacdo direta entre o gene RUNX1 e a mutagdo MLL-PTD.2%

A mutacdo MLL-PTD esta presente em 3,4% a 11% dos doentes com LMA, em 25% a
54% dos doentes com LMA e trissomia do cromossoma 11 e em 5,7% a 27.7% dos doentes
com cariétipo normal, sendo muito mais frequente em doente idosos.**¥ Mais de 90% dos
doentes com LMA e mutagfes MLL-PTD apresentam outras mutagcdes concomitantes, o que
parece reforcar uma possivel cooperacdo entre as diferentes alteragdes moleculares que

influenciam o progndstico destes individuos.%)
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Mutagfes MLL-PTD foram também descritas em individuos saudaveis, tendo sido
ainda encontradas em recém-nascidos, com uma incidéncia de aproximadamente 100%, e em
amostras de sangue do cordd&o umbilical, ainda que a sua origem e significado sejam
desconhecidos. Perante este achado, permanece a duvida acerca do potencial carcinogénico
deste tipo de mutagdes. Verifica-se que, nos doentes com LMA, apenas alguns tipos de copias
de proteina MLL-PTD sdo altamente expressas, enquanto outros tipos de duplicacbes sao
observados em proporc6es semelhantes aos de individuos normais. Pensa-se, portanto, que a
expressdo génica varidvel nas diferentes duplicagdes possiveis do MLL-PTD, nos doentes com
LMA, possa dever-se a alteragbes estruturais ainda desconhecidas, com efeitos nefastos
variaveis, e que podem explicar o facto de este tipo de mutacdo coexistir tanto em individuos
saudaveis como em doentes com LMA.®%¥

Apesar de a maioria dos estudos evidenciar um efeito negativo das mutacdes MLL-
PTD no prognostico dos doentes com LMA, constata-se que o impacto deste gene no
prognéstico permanece ainda controverso.®1%119 A tapela seguinte resume os principais

estudos publicados acerca do impacto destas mutacfes no progndstico dos doentes com LMA.

Tabela 7. Impacto das mutacGes MLL-PTD no prognéstico dos doentes com LMA.

Autor(es) | Amostra em Resultados/Conclusdes Fator Progndstico

estudo Independente
Schnittger | 387  doentes | Doentes MLL-PTD  apresentam N&o
etal.’%® | com LMA menor OS média (5 vs 12 meses,

p=0.006) e menor DFS (4 meses vs
not reached, p=0.00015), em
comparagdo com doentes MLL"",

Dohner et | 683  doentes | Doentes MLL-PTD com LMA CN Sim

al.t® jovens  com | apresentam periodo de remissdo
LMA, dos | médio consideravelmente inferior | Periodo de remisséo de
quais apenas | (7.75 meses vs 19 meses, p<0.001) doenca

247  doentes | em comparagdo com doentes | (HR: 3.595, p<0 .001)
com LMA CN | MLL";
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foram

estudados.
Steudel et | 956  doentes | Nao existem diferencas Nao
al.?0 com LMA significativas entre o prognéstico de
doentes MLL-PTD e MLL"™, em
termos de OS e taxa de RC;
Doentes MLL-PTD tém tendéncia
para menor DFS (11.4 meses vs 15
meses, p: ndo significativo) em
comparacdo com doentes MLL"";
Whitman | 238  doentes | Doentes MLL-PTD tém tendéncia Nao
etal.®*? |jovens  com | para taxas de RC superiores (92%
LMA CN de | vs 83%, p=0.39), em comparagdo
novo com doentes MLL",
Ndo se verificaram diferencas
significativas na OS e DFS entre 0s
doentes MLL-PTD e MLL".
Patel et|398 doentes | Doentes MLL-PTD apresentam uma Sim
al.™® com LMA e | OS média inferior em relacdo aos | (apenas em doentes
idade inferior a | doentes MLL" (12.6 meses vs 18 | com LMA de risco
60 anos meses, p<0.009). citogenético
intermédio, FLT3-
As mutacdes do MLL-PTD ndo ITD™)
constituem um fator de prognostico
independente nos doentes com OS aos 3 anos
LMA; (6.3%, no subgrupo de
doentes com mutagdes
TET2, ASXL1, PHF6,
ou MLL-PTD,
p<0,001)
Whitman | 226  doentes | Ndo foram observadas diferencas Nao
etal.**? | com idade | significativas na taxa de RC, OS e
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superior a 60 | DFS aos 3 anos entre doentes MLL- | Auséncia de impacto
anos e LMA | PTD e MLL" no progndstico
CN de novo associado a idade,
maior incidéncia de
alteracdes genéticas e
menor toleréncia a
tratamentos mais

intensivos nos idosos.

Kihara et | 197  doentes | Doentes MLL-PTD apresentam pior Sim
al.t*® com LMA de | OS em comparacdo com doentes
novo  (ndo- | MLL"'(HR: 3.782, p<0.001). 0S
promielocitica) (HR: 2.853,
p=0.0039).

Como foi anteriormente referido, dada a elevada incidéncia de outras alteragdes
moleculares concomitantes em doentes com LMA e mutagdo MLL-PTD, Kao et al.,
publicaram um estudo em 2015 onde foram analisados 98 doentes com LMA portadores desta
mutacdo, de modo a estudar o efeito de outras 19 mutacOes recorrentes neste subgrupo de
individuos. Concluiram que cerca de 91% dos doentes com mutacdo MLL-PTD apresentavam
mutacdes de pelo menos um dos restantes genes estudados, destacando-se as mutacgdes dos
genes envolvidos em vias de sinalizagdo (63,3%) - FLT3-ITD (44.9%) e FLT3-TKD (13.3%),
genes envolvidos na regulacdo epigenética - DNMT3A (32.7%), IDH2 (18.4%), TET2 (18.4%)
e IDH1 (10.2%) e genes envolvidos na transcricdo —RUNX1 (23.5%) e supressdo tumoral
(10.2%). Néo foi encontrada nenhuma mutacdo CEBPA®™ ou NPM1 nestes doentes. %

Os autores ndo encontraram nenhuma associacdo entre o prognostico dos 55 doentes
com mutagdes MLL-PTD submetidos a quimioterapia convencional com as mutagdes FLT3-
ITD, RUNX1, IDH1/IDH2, TET2 e ASXL1l. Contudo, constataram que os doentes com

mutacbes DNMT3A e MLL-PTD apresentavam progndstico significativamente inferior em

relacdo aos doentes MLL-PTD sem a referida mutacédo (EFS - 0 vs 6.8 meses, p=0.026 e OS -
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6.0 vs 11.5 meses, p= 0.032, respetivamente), concluindo que muta¢des do gene DNMT3A
conferem pior prognostico nos doentes com LMA e mutacdo MLL-PTD, sugerindo que este
possa ser um grupo de risco particularmente desfavoravel.:%®

Weisser et al., estudaram a aplicacdo da monitorizagdo dos transcritos de MLL-PTD
para detecdo de DRM em 145 doentes com LMA CN, portadores da mutagdo. Em 44 doentes
seguidos durante a terapéutica, procedeu-se a pesquisa por RT-PCR dos niveis de MLL-PTD
expressos, tendo-se constatado que a reducdo igual ou superior a 2 log na expressao de MLL-
PTD, em comparagdo com niveis inferiores a 2 log, estava associada a uma sobrevivéncia
global média significativamente superior (p=0.003). Constataram ainda que todos os doentes
previamente analisados que recidivaram, apresentavam a mesma mutacdo do MLL-PTD que
haviam apresentado a data do diagnostico, sugerindo que estas sdo estaveis ao longo do
tempo. Estes dados colocam em aberto a possibilidade de utilizar este marcador na

monitorizagdo da DRM.®**

Relativamente ao tratamento destes doentes, constata-se que as muta¢cbes MLL-PTD
parecem estar associadas a uma resisténcia relativa a quimioterapia. Estes dados parecem
estar, pelo menos em parte, associados a expressdo elevada de BCRPmMRNA (breast cancer
resistance protein), um membro da familia ABC (adenosine triphosphate-binding cassette),
que funciona como transportador membranar e permite o efluxo celular de farmacos usados
em quimioterapia convencional. De facto, Nasilowska-Adamska et al., observaram que a
expressao elevada desta proteina era particularmente evidente em doentes com LMA e
mutacdes MLL-PTD, em comparacdo com doentes sem a referida mutacdo (0.61 vs 0.38,
p=0.03). A expressdo elevada de BCRPmRNA (>1.1487 copias) parece constituir,
notavelmente, um fator de progndéstico independente para maior risco de recidiva e menor

sobrevivéncia livre de doenca (p=0.01 e p=0,002, respetivamente) nestes doentes.™®
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Perante estes dados, conclui-se que estes doentes podem beneficiar de estratégias
alternativas de tratamento, como o TACEH, autotransplante e farmacos hipometilantes,
particularmente no subgrupo de doentes mais idosos.**? Whitman et al., demonstraram uma
maior sobrevivéncia livre de doenca em doentes com LMA e mutacGes deste gene tratados
com autotransplante, em comparagdo com doentes tratados com quimioterapia
convencional.*®” Outro grupo sugeriu que em doentes com LMA CN e mutacdes MLL-PTD,
a elevada taxa de doentes tratados com TACEH podia contribuir para periodos de remissao de
longa duracéo, melhorando o seu progndstico.**?

Patel et al., estudaram a eficacia de esquemas de dose intensificada de daunorrubicina
versus esquemas de dose standard em doentes com LMA, tendo constatado que ndo existia
beneficio significativo na administracdo de doses aumentadas destes agentes no subgrupo de
doentes com mutacdes MLL-PTD."® A eficacia dos farmacos hipometilantes e de outras
terapéuticas nestes doentes permanece, assim, ainda por esclarecer, apesar de serem
estratégias muito promissoras.*® Outros farmacos como o Bortezomib demonstraram

também efeitos promissores em estudos com ratos. %

Discusséo e Conclusao

Em relacdo as mutacGes ITD do gene FLT3, conclui-se que a maioria dos estudos
publicados demonstra que o ratio alélico elevado tem impacto negativo no progndstico nos
doentes com LMA (sobretudo nos de risco citogenético intermédio), sendo o efeito negativo
deste ratio inclusive independente de outras variaveis, em alguns estudos. O cut-off a partir do
qual se considera o RA significativamente elevado ndo se encontra ainda bem

estabelecido.:62°%)
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Como tal, para além da classificacdo dos doentes em funcdo do status mutante FLT3-
ITD, a avaliagdo do progndstico tendo em conta 0 RA FLT3-ITD pode resultar numa melhor
estratificagdo do risco na LMA, se adicionado a atual classificacdo proposta pela ELN. Esta
seriacdo pode ser particularmente proveitosa no subgrupo de doentes com LMA CN, onde as
mutacOes ITD do FLT3 sdo mais frequentes. Parece existir evidéncia de que os doentes com
LMA de risco citogenético intermédio com RA elevado constituem um grupo de risco
desfavoravel, que pode beneficiar de TACEH precoce e de terapéuticas inibidoras da tirosina-
Cinase.(15'21'23'25)

Apesar de alguns estudos indicarem que a localizacdo da mutacdo ITD do FLT3 a
TKD1 se associa a pior prognostico, esta relacdo é também controversa, e necessita de
posterior clarificagdo. 8126

As mutacbes TKD do gene FLT3 parecem estar associadas a um prognostico

desfavoravel em doentes com LMA (contudo, mais favoravel do que em doentes com
mutacdes FLT3-ITD), excetuando o subgrupo de doentes com risco citogenético intermédio.
Dada a escassez e heterogeneidade entre os estudos publicados, serdo necessarias mais
investigacdes para comprovar o impacto destas mutacdes no prognéstico dos doentes.®?
Em relacdo as mutacdes CEBPA, conclui-se pelos resultados apresentados que apenas as
mutacdes CEBPA™ constituem um fator independente de bom progndstico em doentes com
LMA (inclusive no subgrupo com LMA CN). Assim, a atual classificacdo da ELN deve ser
reformulada, de forma a contemplar apenas este tipo de mutacdes (e ndo as mutagdes
CEPBA®™) como fator importante de estratificacdo na LMA, (3435374043

A resposta ao tratamento em doentes CEBPA"™ parece ser afetada pelo status mutante
FLT3/NPML1, pelo que mais estudos serdo necessarios para perceber a cooperagdo entre as
mutacdes do gene CEBPA e de outros genes frequentemente afetados na LMA.®% O
impacto do local da mutagdo CEBPA no progndstico dos doentes permanece controverso, e

mais estudos s&0 necessarios para a sua clarificacéo.***?
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No que concerne ao gene RUNX1, verifica-se que as mutacgOes deste gene constituem
um fator independente de mau progndstico na LMA, tanto em doentes jovens como em
doentes mais idosos, sendo este efeito provavelmente independente (exceto no estudo de
Gaidzik et al.) de outras varidveis também nos doentes com LMA CN. Dada a sua maior
frequéncia em doentes com idade superior a 60 anos, alguns autores advogam a sua utilizagéo
para melhor estratificagdo do risco destes doentes na LMA CN, sendo que a sua utilizagéo
noutros subgrupos serd também provavelmente proveitosa.“’****®" Assim, deve ser
equacionada a sua introducdo no atual modelo de estratificacdo de risco da ELN. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar pormenorizadamente o valor destas mutacdes na
estratificacdo do progndstico dos diferentes subgrupos de doentes com LMA.

Apesar do impacto favoravel e independente das mutacdes do gene NPM1 nos doentes
com LMA CN estar bem estabelecido, os efeitos da cooperacdo entre as mutacdes FLT3-ITD
e NPM1 no prognostico dos doentes com LMA CN permanecem controversos. Sao assim
necessarios mais estudos para demonstrar como interagem estas mutacfes, e se de facto a
presenca de mutacGes FLT3-ITD elimina ou ndo o contributo positivo das mutaces NPM1
para 0 prognostico destes doentes.®%%5D A associacdo entre as mutacSes do gene NPM1 e
outras anomalias moleculares recorrentes, tal como a sua interagdo no prognostico,
permanecem também controversas, carecendo de clarificacdo posterior.®?

Da mesma forma, os achados recentes que demonstraram a correlacdo entre polimorfismos
intrénicos do gene NPM1 e uma menor sobrevivéncia global dos doentes carecem de estudos
posteriores, que permitam confirmar estes dados.®®

Em relacdo as mutacGes TET2, pode concluir-se que 0 seu impacto no prognastico dos
doentes permanece controverso. Apesar de uma metanalise recente evidenciar o seu valor
como fator independente de progndstico nos doentes com LMA, a alta heterogeneidade entre
0s estudos anteriormente publicados evidencia a necessidade de mais estudos posteriores,

sobretudo no subgrupo de doentes com LMA CN, onde o prognéstico pode diferir entre
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doentes de grupos de risco favoravel e intermédio (classificagdo ELN).®"7%™0) Foj sugerido
por alguns autores que o verdadeiro impacto das mutagcdes TET2 no progndstico dos doentes
pode ser dependente das mutagdes concomitantes associadas, pelo que mais estudos sobre a
cooperagdo entre estas mutacdes e as de outros genes na LMA s&o altamente desejaveis. "

Relativamente as mutagdes dos genes IDH na LMA, o seu impacto no progndstico permanece
ainda controverso. Alguns estudos indicam que existe evidéncia de que as mutac6es do gene
IDH1 parecem contribuir para pior prognostico nos doentes com LMA CN e NPM1"/FLT3-
ITD", e de que as mutacdes IDH2™? parecem conferir melhor prognéstico ou néo ter

impacto sobre o progndstico destes doentes. Por outro lado, as mutacdes IDH2% "2

parecem
estar associadas a um pior prognostico. Contudo, constata-se que varios autores obtiveram
resultados contrarios a estes."*™ E provavel que o impacto das mutacBes destes genes no
prognéstico esteja dependente das caracteristicas da populagdo afetada.’® Assim, dada a
disparidade entre os resultados obtidos, torna-se fundamental a realizacdo de mais estudos,
sobretudo em subgrupos de doentes bem definidos (por exemplo, estudar o impacto em
populacdes representativas das mutagdes IDH1 nos doentes com LMA CN e NPM1"™/FLT3-
ITD™, verificando se no subgrupo de doentes com NPM1" as mutaces IDH1 néo interferem
com o prognostico), e acerca do verdadeiro impacto das diferentes mutacdes IDH2 no
prognoéstico dos doentes. O esclarecimento do impacto de outras alteraces moleculares
concomitantes com as mutacdes dos genes IDH, dos novos SNPs descobertos no gene IDH1 e
dos niveis de 2-hidroxiglutarato no prognostico dos doentes com LMA sdo outros temas que
requerem também investigacdo futura.*™

No que concerne as mutacdes do gene DNMT3A, parece existir evidéncia de que estas
se associam a menor sobrevivéncia global nos doentes com LMA, efeito que parece ser

independente de outras variaveis. No subgrupo de doentes com LMA CN, apenas 0s que

apresentam risco molecular elevado (ou seja, LMA de risco intermédio-1) parecem ser
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afetados pelo efeito nefasto das mutagdes do DNMT3A (na LMA de risco favoravel as
mutacdes do DNMT3A nao parecem ter influéncia no prognéstico dos doentes).(>838587.88)

Tendo isto em conta, pode considerar-se que as mutacbes DNMT3A podem permitir
refinar a estratificagcdo do risco dos doentes com LMA, sobretudo nos doentes com LMA CN
de alto risco (doentes com mutagdes FLT3-ITD ou NPM1"™). Estudos posteriores serdo
necessarios para compreender o impacto da cooperagdo entre outras mutagcdes concomitantes
com a do gene DNMT3A nestes doentes, e para comprovar se, de facto, nos doentes NPM1™,
as mutacdes DNMT3A retém ou nédo o seu efeito nefasto (paradoxo de Simpson). Permanece
ainda duvidoso se as mutacbes DNMT3A contribuem para uma menor taxa de remissdo
completa na LMA. Mais estudos serdo necessarios para apurar também se o tipo de mutacao
DNMT3A pode estar associado a diferentes efeitos no prognéstico dos doentes. 7582858789

Em relacdo as mutacfes ASXL1, a maioria dos estudos demonstram um efeito negativo
destas mutacdes no prognostico dos doentes com LMA, em comparacdo com doentes sem a

(96.96.9910L102) * contyudo, os resultados obtidos sdo significativamente

referida mutacdo.
heterogéneos, sendo que alguns autores ndo encontraram nenhum efeito independente desta
mutacdo no progndstico dos doentes com LMA (a idade foi identificada em alguns estudos
como um fator de enviesamento). %1% Alguns autores advogam um impacto independente
destas mutacbes apenas em certos subgrupos de doentes (doentes com risco citogenético
intermédio, doentes com LMA CN de risco favoravel -classificagdo ELN- ou doentes com
gen6tipo RUNX1™/ASXL1™).(¢598.102)

Apesar de uma metanalise recente ter demonstrado um impacto negativo independente
das mutagdes ASXL1 no progndstico dos doentes com LMA (inclusive em doentes idosos),
estes resultados devem ser considerados cautelosamente. Mais estudos acerca do impacto

destas mutagdes em subgrupos especificos de doentes (LMA CN, doentes com mutacGes

concomitantes RUNXL,...) sdo necessarios, antes que se possa concluir acerca do verdadeiro
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significado desta mutacdo na LMA, e antes que a sua utilizacdo possa ser recomendada na
prética clinica para refinar o prognéstico dos doentes.®*

Relativamente as mutagdes MLL-PTD, a maioria dos estudos evidencia algum efeito
negativo destas alteracBes no prognostico dos doentes, apesar de este impacto ter sido
verificado em diferentes endpoints, consoante o estudo.®!%1%913) Tras estudos néo
demonstraram qualquer impacto significativo destas muta¢fes no prognostico dos doentes,
sendo que dois foram realizados no subgrupo de doentes com LMA CN (um dos estudos foi
realizado exclusivamente em doentes idosos, suspeitando-se que esta possa ser uma variavel
de enviesamento, e 0 outro estudo foi associado a melhores resultados na sobrevivéncia dos
doentes devido a alta taxa de tratamento com TACEH, aplicada no protocolo terapéutico). %
112 Apenas trés estudos conseguiram demonstrar um efeito negativo independente das
mutacdes MLL-PTD sobre o prognostico dos doentes com LMA (um dos estudos apenas
sobre o periodo de remissdo da doenca), ressalvando-se que os subgrupos de doentes onde
este efeito foi verificado se caracterizam por alta heterogeneidade genética entre
estudos.(78’109’113)

Assim, conclui-se que apesar de existir evidéncia de que as mutacdes MLL-PTD
possam contribuir para um prognostico nefasto nos doentes com LMA, em comparagdo com
doentes sem a referida mutacdo (efeito este que € altamente controverso nos doentes com
LMA CN), os beneficios da aplicacdo desta mutacdo para estratificacdo do risco de doentes
com LMA permanecem ainda desconhecidos. Sdo necessarios mais estudos para comprovar
se esta mutacdo tem efeito independente sobre o progndstico dos doentes, e para compreender
0 impacto de outras mutacGes concomitantes (DNMT3A, e.g.) no prognastico de doentes com
este tipo de alteracdes moleculares.®®

Patel et al., publicaram inicialmente um estudo analisando o impacto da detecédo

conjunta de mdltiplas anomalias moleculares sobre o prognéstico dos doentes com LMA,

tendo concluido que a selecdo de doentes em funcdo de véarios grupos de risco molecular
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permitia uma estratificacdo mais adequada do seu risco.’® Na sequéncia deste trabalho,
Grossmann et al., num estudo semelhante, analisaram também o impacto da detecdo de
maltiplas mutacBes em genes frequentemente afetados na LMA, tendo constatado que o
modelo proposto (exclusivamente baseado em dados moleculares) permitia inclusive
estratificar melhor os doentes em funcdo do progndstico, em comparagdo com o modelo atual,
proposto pela ELN.3O Alpermann et al., e, posteriormente, Kihara et al., propuseram
também os seus proprios modelos de estratificacdo de doentes com LMA de novo, baseados
na analise simultadnea de multiplos marcadores moleculares e nas caracteristicas citogenéticas,
tendo constatado que permitiam uma melhor definicdo do risco nos doentes com LMA, em
comparacdo com a classificagdo da ELN atualmente em vigor. 13119

Estes resultados parecem indicar que a criacdo de modelos de estratificacdo baseados
na analise de multiplas alteracdes moleculares, de forma simultanea, em conjungdo com a
analise citogenética, permitem estratificar melhor os doentes com LMA (sobretudo doentes

pertencentes ao grupo heterogéneo com LMA CN), o que podera trazer, indubitavelmente,

vantagens na selecéo e orientacdo terapéutica dos doentes (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo sobre o impacto no progndstico das principais anomalias moleculares

na LMA.
Alteracao Impacto no Variavel de risco Concluséao
Molecular prognostico independente
Ratio alélico Adverso Sim Considerar inclusao
elevado na mutacgédo na pratica clinica
FLT3-ITD
FLT3-TKD Adverso N&o comprovado Necessarios mais
estudos
CEBPA™ Favoravel Sim Considerar incluséo
na prética clinica
RUNX1 Adverso Sim Considerar inclusdo
na pratica clinica
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NPM1 Favoravel Sim Atualmente ja em

utilizacéo
TET2 Adverso N&o comprovado Necessarios mais
estudos
IDH1 Incerto Né&o Necessarios mais
estudos
IDH2 Incerto Né&o Necessarios mais
estudos
DNMT3A Adverso Sim Considerar inclusdo

na pratica clinica

ASXL1 Adverso N&o comprovado Necessarios mais
estudos

MLL-PTD Adverso N&o comprovado Necessarios mais
estudos

Dentro de alguns anos poderemos aproximar-nos de um paradigma de tratamento
individualizado e ajustado a cada doente, baseado na compreensdo da globalidade das
alteracdes citogenéticas e moleculares que determinam a historia natural e o progndstico na
LMA, e na selecdo das terapéuticas que melhor se ajustam ao fenotipo e genotipo de cada
doente.

Para além das alteraces moleculares focadas no presente trabalho, existem muitas
outras muta¢bes (EZH2, KIT, WT1 — Wilms Tumor 1, PHF6 - PHD Finger Protein 6 , TP 53,
entre outras) cujo impacto sobre o prognostico dos doentes com LMA ainda ndo se encontra
bem estabelecido. Além das novas mutacdes, as recentes descobertas envolvendo alteragdes
da expressdo génica de maltiplos genes (ERG - ETS related gene 1, EVI1, BAALC - Brain
And Acute Leukemia, Cytoplasmic, MN1 - meningioma (disrupted in balanced translocation)
1, entre outros), o papel da modulacdo pos-transcricdo do mRNA por miRNAs e a influéncia

dos mecanismos de regulacdo epigenética sobre o progndéstico dos doentes constituem areas
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de investigacdo promissoras, que prometem alterar profundamente o paradigma da avaliagéo

do prognéstico na LMA (Tabela 9).%%*"

Tabela 9. Impacto de outros marcadores moleculares no progndstico dos doentes com

LMA
Tipo de Anomalia Molecular Localizacao Efeito no Progndstico
cromossémica
Mutagdes
KIT 4912 Adverso
TP 53 17p13.1 Adverso
EZH2 7035-036 Controverso
WT1 11p13 Adverso
Desregulacéo da expressao
génica
Sobreexpressao de BAALC 8022.3 Adverso
Sobreexpressdo de ERG 21922.3 Adverso
Sobreexpressdo de MN1 22q12.1 Adverso
Sobreexpressao de EVI 1 3026.2 Adverso
Desregulacdo de miRNAs
Sobreexpressdo de miRNA-155 21g21.3 Adverso
Sobreexpressao de miRNA-3151 8022.3 Adverso
Sobreexpressdo de miRNA-181a 1032.1 e 9933.3 Favoravel

Adaptado de Fauci et al, 2015.®)
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