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Leukemia: genetics and prognostic factors

Leucemia: fatores progndsticos e genética
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Resumo

Objetivo: Apresentar as implicagdes da genética,
particularmente das técnicas de citogenética, no diagndstico e
progndstico das leucemias.

Fontes dos dados: Levantamento de artigos selecionados no
MEDLINE, através dos programas educacionais da American Society
of Hematology, Portal de Periédicos da CAPES, National
Comprehensive Cancer Network e capitulos de livros.

Sintese dos dados: Desde a descoberta por Peter C. Nowel e
David Hungerford da translocagdo 9:22 (cromossomo Philadelphia)
em 1960, a genética passou a ter importante papel na hematologia,
possibilitando, neste caso, o diagnéstico da leucemia mieldide cronica
e abrindo portas para a pesquisa nesta area para toda a oncologia.
Um ponto de altissimo interesse é a implicagdo destes achados no
prognostico de diversos tipos de leucemia. Na leucemia mieldide
aguda, o caridtipo é fundamental na decisdo da terapéutica
pos-remissdo, e fatores moleculares definem o tratamento em
individuos de cariotipo normal. Na leucemia mieldide crbnica, a
evolugdo clonal estd associada a evolugdo para a fase blastica.
Pacientes em uso de imatinibe com perda de resposta podem
apresentar mutagdes do gene ABL. Finalmente, na leucemia linféide
aguda, fatores como hiperdiploidia, t 12:21, estdo associados a bom
progndstico, ao passo que portadores da t 4:11 e t 9:22 sédo
considerados de alto risco.

Conclusédo: A genética veio para ficar na hematologia e, em
particular, no manuseio da leucemia e seus fatores progndsticos. Para
a melhor evolugdo do paciente, estes estudos devem ser sempre
realizados, e a conduta terapéutica adequada deve ser tomada.
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Introducao

Peter C. Nowell, da University of Pennsylvania School of
Medicine, e David Hungerford, da Fox Chase Cancer Center’s
Institute for Cancer Research, descreveram, em 1960, a
translocagdo entre o cromossomo 9 e 22 (cromossomo Phila-
delphia, ou Ph). Este foi o primeiro gene descrito causando
cancer e, recentemente, foi importante no desenvolvimento
da droga imatinibe, primeira medicacdo com alvo genético3.

Abstract

Objective: To present the implications of genetics, particularly
of cytogenetic techniques, for the diagnosis and prognosis of
leukemia.

Sources: Asurvey of articles selected from MEDLINE, American
Society of Hematology educational programs, the CAPES web portal,
the National Comprehensive Cancer Network and textbook chapters.

Summary of the findings: Since the discovery in 1960 by Peter
C. Nowel and David Hungerford of the 9:22 translocation (the
Philadelphia chromosome), genetics has come to play an important
rolein hematology, in this case making it possible to diagnose chronic
myeloid leukemia and opening doors to research avenues for the
whole field of oncology. One point of great interest refers to the
implications of these findings for the prognosis of a range of types of
leukemia. In acute myeloid leukemia, the karyotype is of fundamental
importance to postremission treatment decisions, and molecular
factors determine the treatment of individuals with normal
karyotypes. In chronic myeloid leukemia, clonal evolution is
associated with progression to the blast crisis. Patients on imatinib
who cease responding may have mutations on their ABL gene. Finally,
in acute lymphoblastic leukemia, factors such as hyperdiploidy and t
12:21 are associated with good prognosis, whereas carriersoft4:11
and t 9:22 are considered high risk patients.

Conclusions: Genetics has come to stay as far as hematology
and, in particular, the management of leukemia and its prognostic
factors are concerned. These tests should always be carried out and
the appropriate treatment adopted in the light of their results, so that
optimal patient outcomes can be achieved.
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Desde entdo, a genética passou a ter importancia crescente
no diagndstico, progndstico e tratamento das leucemias.

Praticamente todas as leucemias possuem fatores prog-
nosticos determinados por fatores citogenéticos, mais pro-
priamente mutacdes adquiridas que, uma vez detectadas,
possibilitam a abordagem adequada do paciente.

Este artigo ndo pretende esgotar o assunto, mas sim apon-
tar as principais alteragGes citogenéticas mutacionais que
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Tabela 1 - Tabela de risco por citogenética em leucemia mieldide aguda
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Prognostico das leucemias mieldides agudas baseado
na citogenética

Citogenética

Prognéstico favoravel

Rearranjos estruturais balanceados

Prognéstico intermediario
Rearranjos estruturais balanceados

Rearranjos estruturais ndo balanceados

Aberragdes numéricas
Mal progndstico

Rearranjos estruturais balanceados

Rearranjos estruturais ndo balanceados

Aberragdes numéricas

t(15;17) (g22;q9 12-21)
t(8;21)(q22; q22)
inv (16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)

Cariotipo normal
t(9;11)(p22;q23)

del (7q)
del (99)
del (11q)
del (20q)

-Y, +8, +11, +13, +21

Inv (3)(g21g26)/t (3 ;3)(g21 ;26)
t(6;9)(p23;q34)
t(6;11)(g23;pl13.1)

del (5q)
-5,-7

ocorrem nos diversos tipos de leucemias. Para fins didaticos,
as leucemias serdo classificadas em leucemia mieldide aguda
(LMA), leucemia linféide aguda (LLA), leucemia mieldide cro-
nica (LMC) e leucemia linféide crénica.

Leucemia mieléide aguda

Caracteriza-se pelo crescimento descontrolado e exage-
rado das células indiferenciadas, chamadas “blastos”, de
caracteristica mieldide. Na maioria dos casos desta doenca,
nao existe causa evidente. No entanto, em alguns pacientes,
consegue-se relaciona-la a exposicdo a benzeno, a irradia-
cOes ionizantes, como a que ocorreu em Hiroshima, e a expo-
sigdo a quimioterapia. A anemia de Fanconi e a sindrome de
Down podem estar associadas ao aparecimento de LMA. Sua
incidéncia é de 1/150.000 na inféncia e adolescéncia. A LMA
apresenta-se com uma variedade de tipos de células que
podem ser observados no sangue e medula 6ssea. Esta obser-
vagao possibilitou a subclassificagdo em oito subtipos: MO e
M1, mieloblasticas imaturas; M2, mieloblastica madura; M3,
promielocitica; M4, mielomonocitica; M5, monocitica; M6,
eritroleucemia; e M7, megacariocitica.

A classificagdo morfoldgica e imunofenotipica tem impli-
cagbes prognosticas, assim como a idade, condigdes clinicas
e, principalmente, a citogenética. A maioria dos pacientes
refere cansaco e dispnéia as atividades fisicas, palidez, sinais
de sangramento como manchas na pele, sangramento nas
mucosas, nariz e outros locais. Além disso, febre e infecgbes
sdo achados freqlientes, assim como dores 6sseas.O diagnds-
tico da LMA é feito através da analise do aspecto das células
em microscopio e a identificagdo dos blastos. O material obtido

no sangue e/ou medula éssea deve também ser submetido a
técnica de imunofenotipagem e analise do niimero e aspecto
dos cromossomos (citogenética). A andlise cromossdmica é
particularmente Util na indicagdo do tipo de tratamento e na
analise do prognostico de cada caso. Hoje, mutacdes identi-
ficadas por técnicas de hibridagdo in situ por fluorescéncia
(FISH) e reacdao em cadeia da polimerase (PCR) também sdo
importantes neste sentido. Tdo logo o diagndstico seja possi-
vel, os pacientes devem ser submetidos ao tratamento qui-
mioterapico inicial, a indugdo. O principal objetivo é a
obtencdo da chamada remissdo, desaparecimento das célu-
las blasticas na medula dssea. Quando a remissdo € atingida,
a producdo normal dos glédbulos vermelhos, brancos e plaque-
tas é restabelecida. As drogas utilizadas nesta fase sdo a cita-
rabina ou Aracytin por 7 a 10 dias e a idarrubicina ou
daunorrubicina. Geralmente, dois cursos de tratamento nesta
fase sdo utilizados. Nos casos de leucemia promielocitica ou
M3, uma droga chamada acido transretindico por via oral é
acrescentada ao tratamento. Ela ajuda na maturacao das
células leucémicas deste subtipo de LMA. O tratamento pds-
remisséo depende da idade do paciente, condicdes clinicas e,
principalmente, dos resultados da citogenética, podendo
variar desde a intensificacdo das doses de quimioterapia em
um ou mais ciclos até o uso das diversas modalidades de
transplantes de medula éssea (autdlogo ou alogénico)®.

Recentemente, um sistema de classificagao de risco cito-
genético foi definido, classificando os pacientes em grupos
progndsticos favoravel, intermediario e adverso em fungdo
dos achados citogenéticos ao diagndstico (Tabela 1)°.

Pacientes com a t (15:17) possuem excelente prognds-
tico com esquemas utilizando acido transretinoico ou triéxido
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de arsénico com quimioterapia®’. Os demais casos de bom
prognostico também ndo sdo eletivos para transplante de
medula 6ssea. No entanto, casos de progndstico desfavora-
vel devem ser submetidos a transplante®°.

Pacientes com o caridtipo normal constituem a maioria dos
pacientes, classificados de prognostico intermediario. Entre
eles, ndo ha uma uniformidade de resposta ao tratamento qui-
mioterdpico, mesmo quando mais intensivos. A provavel
razdo da diversidade de resposta € a heterogeneidade mole-
cular entre esses pacientes com LMA e citogenética normal.
Durante a Ultima década, varios estudos demonstraram que
a presenca ou auséncia de mutacbes genéticas especificas ou
mudangas na expressdo génica tem efeito direto no prognds-
tico dos pacientes!® !, Apesar de a maioria dos estudos neste
sentido ter sido desenvolvida em adultos jovens, algumas das
caracteristicas descritas também foram demonstradas em
criangast? 14,

No presente momento, o fator progndstico mais impor-
tante encontrado em pacientes com citogenética normal é a
duplicagao interna em tandem do gene FLT3. A presencga da
mutagdo confere pior prognostico em relagdo a sua auséncia.
Outros marcadores moleculares também influenciam a evo-
lugdo da LMA com citogenética normal. Séo favoraveis as
seguintes alteragdes genéticas: mutacdes do NPM1 e CEBPA;
e as desfavoraveis, além do FLT3, sdo a MLL-PTD e a superex-
press&o do BAALC e ERG /1314,

Outro importante fato a se considerar, particularmente
frente aos casos comt (8:21) e inversao do cromossomo 16,
€ que outras anormalidades cromossOmicas freqlientemente
encontradas em conjunto com estas alteragdes ndo parecem
modificar o progndstico. Por outro lado, esses pacientes
podem expressar com freqliéncia mutagdes no gene KIT. Estu-
dos atuais buscam estabelecer o real papel dessas alteragdes
no progndstico. Estes estudos demonstraram, sobretudo em
adultos, que a presenca de mutagdes no c-kit esta associada
a probabilidade maior de recidiva. Em criancas, estes resul-
tados ainda carecem de maior validagao.

Leucemia mieldide cronica

Conforme mencionado na introdugdo deste artigo, a LMC
caracteriza-se pela presenca de uma anormalidade genética
adquirida, a qual foi chamada de cromossomo Ph. O cromos-
somo Ph é uma anormalidade que envolve os cromossomos
de nimeros 9 e 22. Esta fusdo de pedagos de cromossomos é
chamada, em nivel de gene, de BCR-ABL''2,

As causas que levam a essa alteracdo sao geralmente des-
conhecidas. Uma pequena proporgdo de pacientes pode ter a
sua doenca relacionada a irradiacgdo. Isso ficou relativamente
claro em estudos no Japdo com sobreviventes da bomba at6-
mica. Verificou-se, nessa populagdo, um maior risco de leu-
cemia, assim como de outros tipos de cAncer'>.

As células alteradas na LMC, ao contrario do que descre-
vemos nos casos de LMA, geralmente funcionam adequada-
mente, permitindo um curso inicial da doenga mais brando
do que nos casos agudos.
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A maioria dos casos de LMC ocorre em adultos. A freqién-
cia deste tipo de leucemia é de 1 em 1 milhdo de criancas até
os 10 anos. Em adultos, a freqtiéncia fica em torno de 1 em
100.000 individuos?*®.

O aparecimento de sinais e sintomas na LMC é geral-
mente insidioso. Muitos pacientes sdo diagnosticados por
acaso em exames clinicos ou de sangue realizados por moti-
vos diversos ou até para check-up.

Os pacientes podem referir cansago, palidez, sudorese,
perda de peso e desconforto do lado esquerdo do abdome
devido ao aumento do bacgo.

A LMC evolui, na maioria dos pacientes, para uma fase
mais turbulenta e com maior dificuldade de controle, cha-
mada fase acelerada. Nesta fase, hd um aumento ainda maior
do bago e aumento das células imaturas, ou seja, dos blastos.

Finalmente, a doenca evolui para a chamada fase blastica
ou aguda, na qual predominam as células blasticas na medula
0ssea e no sangue. Em aproximadamente 25% dos pacien-
tes, esta etapa manifesta-se como uma LLA, ao passo que,
em 75%, a manifestacdo é de LMA'®,

O diagndstico desta doenga pode ser feito no exame de
sangue e pode ser confirmado pelo estudo da medula éssea.
O aspecto das células mostra uma grande proporcdo de glo-
bulos brancos maduros em comparagao com os imaturos
(blastos).

Além disso, geralmente podem-se determinar as anorma-
lidades dos cromossomos no material obtido na medula 6ssea.
Técnicas como o teste de FISH ou PCR sdo mais sensiveis,
sendo importantes ndo s6 para o diagndstico e avaliagdo da
resposta ao tratamento, como para diferenciagdo com outras
doencas mieloproliferativas de apresentacdo semelhante?®.

Nos ultimos anos, houve uma revolugdo no tratamento da
LMC. Surgiram os chamados inibidores de tirosino-quinase.
O imatinibe foi o primeiro deles a ser aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA), nos EUA, e pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil. Apresentou res-
postas hematoldgicas e citogenéticas surpreendentes,
somente demonstradas anteriormente com o transplante de
medula dssea. Esta medicagdo tornou-se hoje o padrdo de
tratamento. Funciona melhor nas fases mais precoces da
doenca, diminuindo sua eficiéncia a medida que a leucemia
progride para as fases acelerada e blastical”-18,

Hoje, particularmente em criangas, o processo de deci-
sao sobre tratamento com imatinibe ou transplante de medula
Ossea neste tipo de leucemia deve ser compartilhado entre o
médico e a familia do paciente e realizado apos instrugéo ade-
quada do paciente, disponibilidade e compatibilidade do doa-
dor e analise de fatores de risco.

Descrevem-se mecanismos de resisténcia primaria e
secundaria ao uso do imatinibe, como superexpressao do
BCR/ABL, evolucdo clonal e mutagdes do ABL.
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Novos medicamentos, como o dasatinibe e o nilotinibe,
aprovados pelo FDA, sdo usados para superar a refratarie-
dade ou a intolerancia de pacientes ao imatinibe, porém sua
utilizagdo em criangas é ainda incipiente e estd sendo testada
em estudos clinicos. A utilizagdo deles em primeira linha tam-
bém esta reservada, pelo menos no momento, a estudos cli-
nicos em desenvolvimento!®:2°,

Os aspectos genéticos relevantes no prognéstico da LMC
baseiam-se a evolugdo clonal, isto €, possibilidade de apare-
cimento de novos clones, o que geralmente determina a evo-
lucdo para fase blastica e as mutacdes determinantes da
resisténcia ao imatinibe. Destas, a T315I destaca-se por ndo
possibilitar resposta dos pacientes aos novos medicamentos
disponiveis?:22,

Os pacientes com LMC devem ser seguidos com realiza-
cdo do caridtipo até desaparecimento do cromossomo Ph, e
entdo por testes quantitativos moleculares para BCR-ABL por
PCR. Recomenda-se a realizagdo do cariétipo, mesmo apos
sua negativagdo, pelo menos uma vez ao ano, no sentido de
detectar precocemente evolugdes clonais que podem repre-
sentar a iminéncia de uma crise blastica. Estes pacientes
devem ser encaminhados ao transplante de medula 6ssea,
apesar de ndo ser clara a evolugdo obrigatéria para a crise
blastica.

A presenca do isocromossomo i (17q) € a ocorréncia mais
comum (20% das crises blasticas), causando perda do p53
(gene supressor de tumores). Acredita-se que outros genes
possam estar envolvidos neste mecanismo ainda pouco
conhecido. A trissomia do cromossomo 8 também é descrita,
relacionando-se a superexpressdo do gene Myc. Transloca-
gOes sao raras, mas descrevem-se t (3:21) et (7:11). Ainda
observam-se anormalidades do cromossomo Ph. Duplici-
dade do Ph ocorre em mais de 30% das crises blasticas, e
perda do cromossomo 9 (der 9) ocorreem 5 a 10% dos casos.
N&o esta claro se a anormalidade do der 9 afeta o prognostico
em pacientes tratados com imatinibe ou que foram submeti-
dos a transplante de medula éssea?!-23,

Frente ao seguimento por PCR quantitativo e/ou cari6-
tipo, demonstrando perda de resposta citogenética em
paciente em uso de imatinibe, é necessaria a utilizagdo do
sequenciamento do gene ABL com a finalidade de determinar
mutagdes. Entre elas, a mutacdo T315I ndo responde aos
novos inibidores de tirosino-quinase. Neste caso, este fator
progndstico torna-se importante na indicacao precoce do
transplante de medula dssea, uma vez que medicamentos
especificos ainda sdo objeto de estudos clinicos?*:2>,

Leucemia linféide aguda

A LLA resulta na produgdo descontrolada de blastos de
caracteristicas linféides e no bloqueio da produgéo normal de
glébulos vermelhos, brancos e plaquetas. Na maioria das
vezes, a causa da LLA ndo é evidente. Também nestes casos,
acredita-se que haja alguma relagdo com radiagdo devido ao
aumento de casos no Japdo pds-guerra.
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A LLA desenvolve-se a partir dos linfocitos primitivos, que
podem se encontrar em diferentes estagios de desenvolvi-
mento. O principal método de classificagdo é a imunofenoti-
pagem. Também aqui a citogenética é uma metodologia
importante26:27,

O tratamento completo da LLA deve considerar a imuno-
fenotipagem, a citogenética, a contagem inicial de gldbulos,
as condigdes clinicas e o envolvimento ou ndo do sistema ner-
V0so, testiculos e ganglios.

Os sinais e sintomas da LLA sao muito parecidos aos da
LMA, como cansago, falta de ar, sinais de sangramento, infec-
coes e febre. Além disso, podem ocorrer aumento de gan-
glios, inflamacdo dos testiculos, voOmitos e dor de cabeca
sugestivos de envolvimento do sistema nervoso.

Também neste tipo de leucemia, o diagndstico é feito atra-
vés da analise microscopica do sangue e medula éssea, imu-
nofenotipagem e citogenética. O envolvimento do sistema
nervoso deve ser avaliado através do estudo do liquido cefa-

lorraquidiano (liquor)26-27,

O tratamento é realizado com quimioterapia. Os pacien-
tes necessitam ser tratados assim que o diagnostico é confir-
mado, e o objetivo inicial também é a remissdao com
restauragdo da producdo normal de glébulos vermelhos, bran-
cos e plaquetas.

No tratamento da LLA, a combinagédo de varias drogas é
utilizada para controle da doenga. E importante a escolha ade-
guada do melhor esquema de tratamento e sua seqliéncia
para garantirmos as melhores chances de cura aos pacien-
tes. Hoje, mais de 70% das criangas com este tipo de doenga
sdo curaveis, assim como cerca de 50% dos adultos jovens.
No entanto, para melhores resultados, deve-se escolher ade-
guadamente o esquema quimioterapico com base na idade,
quadro clinico, resultados laboratoriais e resposta ao trata-
mento inicial®®:27,

A presenca de fatores prognosticos desfavoraveis ou reci-
diva da doenga devedirigira abordagem do paciente para tra-
tamentos mais agressivos, considerando-se aqui o
transplante de medula dssea nas suas diversas
modalidades?®.

Uma das causas de progndstico desfavoravel e que ocorre
em 5% das LLA da infancia e 25% das LLA do adulto é a pre-
senga do cromossomo Ph. Nestes casos, o uso de inibidores
da tirosino-quinase junto com a quimioterapia e transplantes
pode ser util, uma vez que seu uso isolado mostrou resulta-
dos pobres.

A fase inicial de tratamento é chamada de inducdo e deve
incluir o tratamento ou prevencgao da doenga no sistema ner-
voso central que inclui a quimioterapia no intratecal.

Uma vez obtida a remissdo, os pacientes sdo submetidos
aciclos de quimioterapia pos-remissao e posteriormente pas-
sam a usar medicamentos quimioterapicos, geralmente via
oral, como manutengdo por 2 a 3 anos.
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Para se ter uma idéia da complexidade do tratamento da
LLA, citamos exemplos de drogas e tratamentos utilizados na
indugdo e pds-indugdo: doxorrubicina endovenosa, aspara-
ginase intramuscular, vincristina endovenosa, predinisona via
oral, hidrocortisona intratecal, metotrexato via oral, no canal
espinhal e endovenoso ou intramuscular, citarabina endove-
nosa e no canal espinhal, 6 mercaptopurina via oral, irradia-
cao de sistema nervoso e inibidores de tirosino-quinase nos
casos com presenga do cromossomo Ph.

A diversidade na evolugdo de criangas portadoras de LLA
pode ser atribuida primariamente a resisténcia as drogas uti-
lizadas ou resisténcia de determinadas células blasticas que
possuem anormalidades genéticas especificas?®.

Anormalidades genéticas favoraveis associadas com pre-
cursores B envolvem a hiperdiploidia (mais de 50 cromosso-
mos) e a fusdo TEL-AML1 ou t (12:21). A hiperdiploidia
provoca maior sensibilidade dos blastos a quimioterapia.
Acredita-se que este fato esteja relacionado a achados in vitro
de apoptose espontanea destas células e a sua sensibilidade
em acumular altas doses de metotrexato. Pacientes hiperdi-
pléides possuem trés a quatro cépias do cromossomo 21, o
qual carreia um gene que codifica a reducao do transporte de
folato. Pacientes com a fusdo TEL-AML1 sdo altamente sensi-
veis a asparaginase por razdes que ainda ndo sdo claras. Estu-
dos do US Children’s Oncology Group mostraram que as
trissomias dos cromossomos 4, 10 e 17 podem ser associa-
das também a um bom progndstico. O grupo UK Medical Rese-
arch Council, por outro lado, encontrou esta associagao com
bom progndstico com as trissomias dos cromossomos 4 e 18.
Outro fato interessante diz respeito a t(1;19)/ fusdo E2A-
PBX1, que esta associada a progndstico ruim com dose con-
vencional de quimioterapia, porém com excelentes resultados
quando utilizados esquemas agressivos (sobrevida livre de
eventos > 90%).

Pacientes com cromossomo Ph ou t (4:11) / fusdo MLL-
AF4 possuem doenga de altissimo risco. Existe, no entanto,
uma marcante influéncia da idade. No caso do cromossomo
Ph, o progndstico é péssimo em adolescentes e adultos jovens
nao tratados com associagdo de quimioterapia e inibidores de
tirosino-quinase, mas relativamente mais brando em crian-
cas entre 1 e 9 anos de idade com baixas contagens de leuco-
citos ao diagndstico. A fusdo MLL-AF4 é indicativo de muito
pior diagndstico em criangas abaixo de 1 ano, comparando
com as acima de 1 ano de idade.

Recentemente, estudos de perfil de expressdo génica
mostraram que quase todos os casos de LLA do tipo T podem
ser agrupados com base no envolvimento de um ou mais
oncogenes: LYL1 com LMO2, HOX11, TAL1 com LMO1 ou
LMO2, HOX11L2 e MLL-ENL. O progndstico favoravel esta
associado aos subtipos HOX11 ou MLL-ENL. O subtipo
HOX11L2 tem implicagdes progndsticas dependendo do
esquema quimioterapico escolhido?®-3°,
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A superexpressao do oncogene HDM2, mutagdes e alte-
racGes do p53 sdo associadas a péssimo progndstico, tanto
nas LLA B como T2°-30,

Conclusdes e recomendagdes

A citogenética é uma ferramenta fundamental no diagnés-
tico e no estabelecimento de fatores progndsticos nas leuce-
mias agudas e na LMC. Hoje, no manuseio destes pacientes,
é inaceitavel que estas determinagdes ndo sejam realizadas
rotineiramente. Pacientes pds-tratamento perdem as carac-
teristicas iniciais de sua doenca, tornando impossivel a revi-
sao de seus achados iniciais.
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