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LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA — GENETICA MOLECULAR E MUTAC@ES - REVISAO
Luana Carolina Stonoga’, Elenice Stroparo?

Resumo

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia que afeta os progenitores mieloides, sendo alvo de
diversos estudos na area da citogenética, € uma doenga heterogénea pois, conforme a mutagao envolvida
altera totalmente o progndstico e seu tratamento, este fato fez com que a Organizagao Mundial da Saude
(OMS) em 2008 criasse uma nova classificagdo para a doenga baseada nos diferentes perfis genéticos
presentes, uma vez que a classificagdo do grupo franco-americano britdnico (FAB) era fundamentado
apenas na morfologia e citoquimica das células e ja ndo expressava mais a realidade da doencga. As
principais técnicas utilizadas no estudo e diagndstico das mutagdes genéticas sdo as de bandeamento G
e a hibridacao fluorescente in situ (FISH). As alteragdes genéticas encontradas na LMA podem envolver
uma grande quantidade de genes, como delegdes, inversdes e translocagdes, que podem ser observados
no cariétipo, mas também podem ocorrer em apenas alguns genes, ou de maneira simultdnea. Os genes
mais relevantes estudados e que apresentam grande importancia na LMA sido o NPM1, CEBPA e o FLT3.
O NPM1 é a mutagdo mais comum encontrada e pode ou nao estar associada a outras mutagdes e em
geral apresenta um bom progndéstico. O CEBPA também ¢é associado a um bom prognéstico da doenga,
porém é encontrado em apenas 10% dos casos de LMA. A mutagao mais importante é a FLT3, pois é a que
apresenta pior prognéstico sendo alvo de um amplo estudo citogenético e principalmente no tratamento
baseado na inibicdo do gene. A partir de estudos dos RNAs, com as tecnologias de sequenciamento
genético, é esperado mais avangos nessa area.

Palavras chave: Leucemia mieloide aguda. Citogenética. NPM1 e FLT3.

Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplasm that affects the myeloid progenitors and is the target of a study
on the area of cytogenetics. It is a heterogeneous disease because, as a mutation changes the prognosis
and its treatment completely, this fact has caused the Organization World Health Organization in 2008
creates a new classification for the disease based on the different genetic forms present, since a series of
the British-French group (FAB) was based only on the morphology and cytochemistry of the cells and no
longer expressed a reality of the disease. The main techniques used in the study and diagnosis of genetic
mutations are G-band and fluorescence in situ hybridization (FISH). Genetic alterations can be a large
number of genes, such as deletions, inversions and translocations, which can be observed in the karyotype,
but may also occur in only a few genes, or simultaneously. The most important genes that are important
in AML are NPM1, CEBPA and FLT3. NPM1 is a common mutation found and may not be associated with
other mutations and generally has a good prognosis. CEBPA is also associated with a good prognosis of
the disease, but is found in only 10% of cases of AML. The most important mutation is FLT3, since it is one
of the factors that is most likely to be the subject of a large study on the subject. From studies of RNAs, with
the technologies of genetic sequencing, the advance in this area is faster.
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Introducao

As leucemias sao neoplasias malignas que afetam as células progenitoras hematopoiéticas
na medula 6ssea que posteriormente atingem a circulagéo periférica, podendo atingir outros
tecidos. As mutagdes ocorridas no DNA das células neoplasicas conferem a elas uma alta taxa de
proliferacao celular, como a multiplicacdo ocorre de maneira muito rapida, as células ndo adquirem
funcdo e ha uma redugdo na producdo de outras células sanguineas (LICINIO e SILVA, 2010).

A leucemia mieldide aguda (LMA), € uma doenca heterogénea, pois apresenta diversos
fatores clinicos, morfolégicos e moleculares. Em 2008 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
mudou o modo de classificacdo da LMA, que foi atualizado em 2016 baseando-se nos avangos
citogenéticos e moleculares (HELMAN et al., 2011; ARBER et al., 2016).

Foi uma das primeiras neoplasias a ter o seu perfil genético amplamente estudado, teve o
seu primeiro genoma publicado em 2008. Posteriormente diversas pesquisas foram realizadas que
levaram a conclusao de que a doencga € dindmica e complexa, podendo ter iniUmeras mutagoes
simultaneamente, processos de evolugdo da doenga e clones concorrentes que podem coexistir
(BULLINGER, DOHNER e DOHNER, 2017).

Técnicas de citogenética convencional (CG) e hibridizagao in situ (FISH) identificam
anormalidades genéticas em cerca de 50% a 60% dos casos, classificando os prognésticos em
favoravel, intermediario e desfavoravel. O restante é representado por 40% a 50% n&o apresentam
alteragdes no cariétipo, mas carregam anomalias moleculares (LIN e FALINI, 2015).

O tratamento para LMA de progndstico favoravel consiste basicamente em quimioterapia
padrao, ja as de prognostico nao favoravel sdo submetidos a um transplante alogénico de células
tronco. Em paciente com progndéstico intermediario ha uma dificuldade em determinar o melhor
tratamento para a doencga. As mutacoes NPM1 e CEBPA bialélica em um cariétipo normal mudam o
prognéstico de intermediario para favoravel, ja a presenca da mutagdo FTL3 mudam o progndstico
para desfavoravel (YOHE, 2015).

Com a evolugao tecnoldgica nas analises laboratoriais, a citogenética se mostrou importante
para avaliagdo e classificagdo das leucemias. Por isso o seguinte trabalho foi realizado para
demonstrar a importancia da detecgao das mutacbes NPM1, FTL3 e CEBPA e a sua influéncia na
evolucédo, prognostico e tratamento da LMA.

Método

Este trabalho consiste em uma revisao bibliografica de carater descritivo, fundamentado em
leitura de publicacdes cientificas em que foram utilizados como base de dados e pesquisa SCIELO,
PUBMED, LILACS, com as palavras chaves: leucemia mieléide aguda, NPM1, FTL3 e citogenética.
O periodo da pesquisa bibliografica foi realizado entre junho a novembro de 2018, esta reviséo
contém trabalhos dos ultimos oito anos.
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Discussao

A Leucemia Mieléide Aguda (LMA) é neoplasia caraterizada pela proliferagéo excessiva e
diferenciagdo anormal das células precursoras mieloides (blastos) na medula éssea, pode ocorrer
em decorréncia de algum tratamento prévio como, por exemplo, quimioterapia ou radioterapia, mas
a maioria dos casos aparecem como uma nova doenca em individuos saudaveis. Com o aumento
da populacao de blastos na medula éssea, essas células migram o sangue periférico e raramente
para outros tecidos (KOUCHKOVSKY e ABDUL-HAY, 2016).

As manifestagdes clinicas geralmente encontradas em LMA incluem: fadiga, ataxia e perda
de peso que sao os sintomas mais comuns em pacientes portadores da doencga. O diagndstico
inicial é feito a partir do hemograma que avalia as células em sangue periférico, onde grande parte
apresenta leucocitose, com anemia e trombocitopenia (KOUCHKOVSKY e ABDUL-HAY, 2016).

Para caracterizar inicialmente a doenca € necessario a identificacdo de = 20% de bastos em
sangue periférico ou na medula éssea, porém em com t (8; 21) (922; 922), inv (16) (p13.1; g22) ou
t (16; 16) (p13.1; 922) e t (15; 17) (q22; q12) sdo consideradas LMA sem levar em consideragdo a
contagem de blastos. A morfologia dos blastos varia de acordo com a alteragao genética envolvida
na leucemia como, por exemplo, em (8;21) apresentam granulos mais basofilicos com tamanho
aumentado, clareamento paranuclear, bastonetes de Auer grandes e finos frequentemente
encontrados, podendo correr eosinofilia. Em t(15;17) é conhecida como leucemia promielocitica
aguda, pois apresenta promieldcitos anormais cujo nucleo tem caracteristica bilobada ou recuada
com citoplasma moderado e grande quantidade de granulos com presenca de “fagot cells”
(bastonetes de Auer em feixes), e a inv(16) apresenta blastos mielomonociticos com eosinofilia em
todos os estagios maturativos (WEINBERG et al.,2017)

Em 1976 o grupo franco-americano britanico (FAB) estabeleceu a primeira classificagao
de leucemia mieloide aguda, subdividindo em oito subtipos que sdo: leucemia mieldide aguda
sem diferenciagdo (MO0), leucemia mieldide aguda com diferenciagdo minima (M1), leucemia
mieloide aguda com diferenciacdo (M2), leucemia promielocitica aguda hipergranular ou tipica
(M3), leucemia promielocitica aguda hipogranular (M3v), leucemia mielomonocitica aguda (M4),
leucemia mielomonocitica aguda com eosinofilia na medula éssea (M4v), leucemia monocitica
aguda (M5), leucemia eritrdide aguda (eritroleucemia)(M6) e leucemia Megacariocitica Aguda
(M7). A classificacdo da FAB baseia-se na analise morfolégica das células presentes na medula
6ssea ou distensdo sanguinea e a sua reatividade a histoquimica com mieloperoxidase, Sudam
black e esterases inespecificas a-naftil acetato e naftil butirato, mais tarde foram acrescentados a
classificacdo marcadores citoplasmaticos determinados por citometria de fluxo (LAGUNA-RANGEL
etal., 2017).

Porém, a classificacdo apresentava diversidades genéticas e clinicas, comisso a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), em 2008, criou uma nova classificagdo baseada no histérico do paciente,
morfologia das células e se ha presenga ou auséncia de anormalidades genéticas, com isso a
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categorizacao dos subgrupos de LMA tornou-se muito diferente da proposta pela FAB. Se dividindo
nos seguintes subgrupos: LMA com anormalidades genéticas recorrentes, leucemia mieléide aguda
com t (8; 21) (922; 922); RUNX1-RUNX1T1, leucemia mieldide aguda com inv (16) (p13.1922) ou t
(16; 16) (p13.1; g22); CBFB-MYH11, leucemia promielocitica aguda com t (15; 17) (922; g12); PML-
RARA, leucemia mieloide aguda com t (9; 11) (p22; q23); MLLT3-MLL, leucemia mieldide aguda
com t (6; 9) (p23; q34); DEK-NUP214, leucemia mieloide aguda com inv (3) (g21926.2) ou t (3; 3)
(g21; g26.2); RPN1-EVI1, leucemia mieldide aguda (megacarioblastica) com t (1; 22) (p13; q13);
RBM15-MKL1, leucemia mieléide aguda com mutagao NPM1, leucemia mieléide aguda com CEBPA
mutado, leucemia mieloide aguda (LMA) com alteracdes relacionadas a mielodisplasia, neoplasias
mieloides relacionadas a terapia, leucemia mieléide aguda, SOE, leucemia mieldide aguda com
diferenciacdo minima, leucemia mieldide aguda sem maturagao, leucemia mieldide aguda com
maturagao, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia monoblastica e monocitica aguda, leucemia
eritrdide aguda, leucemia megacarioblastica aguda, leucemia basofilica aguda e panimielose aguda
com mielofibrose (LAGUNA- RANGEL et al., 2017; YOHE, 2015).

Algumas anormalidades genéticas sdo utilizadas como prognostico para LMA, entre elas a
maioria sao rearranjos cromossOmicos ou grandes dele¢des, que podem caracterizar prognosticos
como sendo favoraveis, intermediario ou desfavoravel. Classicamente mutagbes de t (15;17) em
leucemia promielocitica aguda e inv (16) / t (16; 16) ou t (8; 21) em leucemias do fator de ligacéo
central apresentam um bom prognéstico. Ja pessoas que apresentam citogenética normal, t (9;11)
e isoladas +8 tem um progndstico intermediario. O progndstico é considerado desfavoravel quando
o cariotipo se apresenta monossémico ou complexo, em dele¢cdes dos cromossomos 5 ou 7 e em
alguns rearranjos cromossOmicos especificos (YOHE, 2017).

As técnicas citogenéticas de bandeamento cromossdmico e hibridagdo fluorescente in
situ (FISH) sdo as mais utilizadas para diagnostico de anormalidades genéticas. Foram utilizados
inicialmente em hematologia na pesquisa em sangue periférico, devido a dificuldade na pesquisa
em tumores solidos, porém com a evolugao das técnicas, atualmente pode ser realizada em
qualquer tecido. O bandeamento cromossémico € a técnica mais tradicional utilizada, o primeiro
método utilizado em cromossomos humanos para a visualizacdo de um padrédo de bandas, foi o
bandeamento Q e posteriormente o bandeamento G. O bandeamento G utiliza tripsina e coloragéo
por Giemsa, no momento € a técnica mais utilizada para detectar perdas ou ganhos de segmentos e
rearranjos dentro ou entre cromossomo. Entretanto o método possui limitagcbes como a contagem de
bandas entre 400 a 500 bandas por genoma haploide, qualidade e resolugéo dptica do microscopio e
complexidade do empacotamento DNA em cromossomos e a qualidade da preparacao da metafase
(RIEGEL, 2014).

A hibridacao fluorescente in situ (FISH) surgiu como alternativa para as limitagbes do
bandeamento e para localizar sequencias especificas de acidos nucléicos na célula ou no
cromossomo. A técnica de FISH, pode ser direta, que consiste em marcar os genes pesquisados
através da hibridizagcdo de sondas de DNA marcadas com fluorocromos e a indireta utiliza uma
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molécula intermediaria incorporada na sonda. Como FISH permite a localizacdo de genes em niveis
submicroscopicos, ou a identificacdo de mais de uma sequéncia de nucleotideos com a utilizacao
de diferentes cores ou combinacao de cores de fluorocromos, o que tornou o método amplamente
utilizado tanto no laboratério clinico quanto em pesquisa (RIEGEL, 2014).

De acordo com a classificagcao da OMS de 2008 os genes NPM1, CEBPA e o FLT3-ITD
sdo os genes mais encontrados na LMA. Em 2010 a European LeukemiaNet (ELN) propds que
a LMA com mutagdes NPM1, FLT3-ITD do tipo selvagem e CEBPA estao presentes no grupo de
baixo risco cujo o tratamento é geralmente em quimioterapia, ja a mutagcao FLT3-ITD com ou sem a
presenca do gene NPM1 estdo classificados no grupo de risco intermediario, para esses pacientes
ou pacientes de alto risco podem necessitar de transplante alogénico de células-tronco (TCT).
Além dessas mutacoes, outras também foram adicionadas a lista de mutagdes mais comuns sao
eles: DMNT3A, TET2, IDH1 / 2, ASXL1, RUNX1 e PTPN11, dentre eles alguns sao consideradas
mutacgdes iniciadoras e outras sdo mutagdes secundarias que ocorrem com a evolugao da doencga
(LIN e FALINI, 2015).

A mutacédo mais comum é a do gene NPM1, sendo encontrada em cerca e 30% dos pacientes
com LMA. O gene esta localizado no cromossomo 5935 e codifica uma fosfoproteina nucleolar que
exerce fungao no nucleo e no citoplasma auxiliando na biogénese dos ribossomos e transporte de
particulas pré-ribossémicas, na duplicagdo do centrébmero durante a mitose, a proliferacao celular e
na apoptose. A mutagéo ocorre em cerca de 85% dos casos por uma duplicagéo de quatro pares de
bases no éxon 12 na extremidade C terminal do gene, porém também podem ocorrer inser¢des de
outros quatro pares de bases diferentes na mesma regiao (YOHE, 2017; VELLOSO, 2011).

Emgrande parte dos casos de LMA commutagao NPM1 apresentam caracteristicas fenotipicas
com caracteristicas morfolégicas mielomonociticas ou monociticas e com imunofenotipagem
negativa para CD34, ha relatos de paciente com imunofenotipagem positiva para CD34, mas que
apresentaram uma forma mais agressiva da doenga (LIN e FALINI, 2015).

A expressao de NPM1 pode coexistir com outras mutagdes genéticas como FLT3, DNMT3A
e IDH e mais raramente com os genes BCOR, ou CEBPA. A coexisténcia de genes tem grande
representatividade no prognostico da doenga, por exemplo, LMA com presenga de NPM1, cariotipo
normal e auséncia do FLT3-ITD tem um progndstico favoravel. Mas a presenca do gene FLT3- ITD
evolui negativamente o prognostico  da doenga, dependendo da carga alélica do gene (YOHE, 2017).

O gene CEBPA codifica o fator diferenciacao dos granuldcitos, quando ocorre alguma mutacao
no gene a diferenciagao das células é falha. A mutagao é encontrada em aproximadamente 10%
dos casos de LMA, sendo que desse mais da metade é causada pelo CEBPA bialélico, que consiste
em uma mutagdo em ambos os dominios N e C-terminal. A presenca da mutagao associada ou nao
a outros genes como GATA2, NRAS, WT e CSF3R estao relacionadas a um progndstico favoravel
(LAGUNAS- RANGEL et al., 2017; BULLINGER, DOHNER e DOHNER, 2017).

Outro importante gene relacionado a LMA é o gene tirosina quinase 3 (FLT3), possui duas
principais mutagoes, as duplicagdes tandem internas (ITD) e a mutagbes no dominio da tirosina
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quinase (TKD), as duas formas ativam uma cascata de sinalizacdo que inibem a apoptose e
estimulam a proliferagéo celular (ASSI e RAVANDI, 2017).

O FLT3 - ITD ¢é a forma com o pior progndstico em pacientes que apresentam citogenética
normal, pois diminuem a sobrevida e aumentam o risco de recaida da doenca, quando tratados com
quimioterapia convencional. E encontrada em cariétipos normais com t (15; 17) (q22; q12) [PML-
RARA] e t (6; 9) (p23; q34) [DEK-NUP214] e associada também a outras mutagdes como NPM1 e
DNMT3 (LAGUNAS- RANGEL et al., 2017).

Como a mutacao FLT3 — ITD é uma das mais prevalentes na LMA por conjuntamente possuir
um pior prognoéstico, houve um maior aprofundamento no estudo de moléculas inibidoras do gene
(FLT3- TKIs). As moléculas TKiIs inibem a fosforilagcao da proteina competindo com o sitio de ligagéo
do ATP. O tratamento vem sendo alvo de estudos, porém os resultados apresentados ainda nao
foram satisfatorios, pois a melhora clinica foi parcial ou transitéria com duragao de 3 a 6 meses. O
farmaco apresentou farmacocinética inadequada, pelo FLT3 limitando a inibicdo do alvo e uma serie
de eventos adversos prejudicaram o tratamento, além disso mutagbes pontuais no gene podem
inibir a acdo do medicamento (ASSI e RAVANDI, 2017).

O principal tratamento utilizado na LMA é a quimioterapia de indugao intensiva cujo objetivo &
alcangar a remissao morfoldgica completa (CR) que se define quando o numero de blastos <5% em
aspirado de medula 6ssea em uma contagem =200 células nucleadas sem blastos com bastonetes
de Auer ou persisténcia da doenca extramedular, contagem absoluta de neutréfilos >1000/ pl
e plaquetas superiores a 100.000/ yl. Em pacientes adultos jovens e idosos aptos (geralmente
portadores do gene NPM1) e tratamento é padrdo com antraciclina e citarabina (SAULTZ e
GARZON, 2016).

Novas terapias vém surgindo como alternativa, visando a melhor resposta do paciente diante
das alteragdes genéticas que podem ocorrer na LMA, o gene mutado de maior importancia para
0 progndstico e tratamento da doenga é o FLT3, que é tratado com inibidores de FLT3-ITD. Os
inibidores de primeira geragado sao: midostaurin, lestaurtinib, tandutinib sunitinib e sorafenib, esses
medicamentos quando utilizados de maneira Unica apresentam atividade anti-leucémica limitada,
reduzindo de maneira transitéria o0 numero de blastos no sangue periférico e em medula éssea,
além de um aumento na toxicidade. Ja os inibidores de segunda geragao que incluem o quizartinibe
e o crenolanibe estao ainda em fase de testes para avaliar a sua real eficacia, mas ja demostraram
uma maior taxa de redugao de blastos do que os da primeira geracdo (KOUCHKOVSKY e ABDUL-
HAY, 2016; SAULTZ e GARZON, 2016).

Conclusao

A Leucemia mieldide aguda foi uma das primeiras neoplasias estudas por ser amplamente
heterogénea, apresentar caracteristicas clinicas distintas e respostas especificas a tratamentos. Com
a evolucao da tecnologia observou-se que os genes envolvidos na leucemogénese influenciavam
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nao so a clinica do paciente, mas como também o tratamento que deveria ser abordado, com isso a
classificacdo adotada precisou ser revista e ajustada. Os genes, principalmente do NPM1. CEBPA
e FLT3 sdo os mais abordados em estudos por sua grande influéncia no progndstico da doenga. A
partir dessas novas tecnologias de sequenciamento genético, estudo dos RNAs podemos esperar
ainda mais avangos nessa area.

O biomédico tem um papel essencial para os avangos na pesquisa e diagnoéstico diferencial
da LMA, pois possui um amplo conhecimento e dominio das técnicas nas areas de hematologia e
genética, e com isso consegue associar as duas areas e contribuir para a evolugao das pesquisas
na area e um diagndstico e tratamentos mais precisos e corretos.
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