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RESUMO

A Leucemia Linfoblastica Aguda é uma entidade rara, com incidéncia de cerca de
107 casos por ano em Portugal. E a neoplasia maligna hematolégica mais frequente em
criangas, observando-se uma predisposicao genética em criangas com Sindrome de
Down. A trissomia 21 é a anomalia cromossémica mais frequente no mundo e as
criangas com Sindrome de Down possuem um risco aumentado de 10 a 20 vezes de
desenvolverem leucemia linfoblastica aguda comparativamente a populagao em geral.
Estas criangas possuem um pior progndstico e caracteristicas genéticas que as
distinguem das criangas sem Sindrome de Down, nomeadamente as alteragdes nos
genes CRLF2, JAK2, PAX5 e IKZF1, entre outros, que contribuem para o desenvolvimento
desta neoplasia hematoldgica. Estes doentes sdo clinicamente muito semelhantes aos
doentes sem Sindrome de Down, sendo a maior diferenca o facto de ndo se encontrar a
apresentacdo de doenca em criangas com Sindrome de Down com menos de 1 ano de
idade. Observa-se um aumento da toxicidade relacionada com o esquema terapéutico,
especialmente com metotrexato, evidenciando a importancia de novas terapéuticas

dirigidas as anormalidades genéticas presentes e as células leucémicas.

Este Trabalho Final de Mestrado tem como objetivo fazer uma revisdo da relacao
entre a Leucemia Linfobldstica Aguda e criancas com Sindrome de Down. Para a
realizacdo do trabalho foi realizada a pesquisa no Pubmed utilizando como palavras-
chaves: “Acute Lymphoblastic Leukaemia” “Down syndrome and leukemia”,
“chromosome 21”, precedidas por “genetics”, “clinical presentation”, “treatment” e
“outcome”. Foi dada preferéncia a artigos datados nos ultimos 5 anos, contudo foram

incluidos artigos anteriores dada a sua relevancia para o tema.

Palavras-chave: Leucemia Linfoblastica Aguda; Sindrome de Down.

O trabalho final é da exclusiva responsabilidade do seu autor, ndo cabendo qualquer
responsabilidade a FMUL pelos seus conteldos nele apresentados.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukaemia is a rare condition, with an incidence of around
107 cases per year in Portugal. It is the most common haematological malignancy in
children, with there being a genetic predisposition in children with Down Syndrome.
Trisomy 21 is the most common chromosomal abnormality in the world, and children
with Down Syndrome have an increased risk of about 10 to 20-fold of developing acute
lymphoblastic leukaemia compared to the general population. These children have a
worse prognosis and different genetic characteristics that distinguish them from other
children without Down Syndrome, namely the alterations in CRLF2, JAK2, PAX5 and
IKZF1 genes, amongst others, which contributes to the development of this
haematological malignancy. These patients are clinically very similar to patients without
Down Syndrome, with the most notable difference being the absence of disease
presentation in children with Down Syndrome who are under 1 year of age. There is an
increase in toxicity related to the therapeutic regimen, especially with methotrexate,
demonstrating the importance of new therapies aimed at the genetic abnormalities and

leukemic cells.

This Final Master’'s Work aims to review the relationship between acute
lymphoblastic leukaemia and children with Down Syndrome. To carry out the work, a
search was executed on Pubmed using the keywords: “Acute Lymphoblastic Leukaemia”

n u n u

“Down syndrome and leukaemia”, “chromosome 21”, preceded by “genetics”, “clinical
presentation”, “treatment” and “outcome”. Preference was given to articles dated in
the last 5 years; however previous articles were included due to their relevance to the

topic.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukaemia; Down Syndrome.

This final work is the sole responsibility of the author, with no responsibility to FMUL

for the content presented therein.
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SIGLAS E ABREVIATURAS

ALL — Leucemia Linfoblastica Aguda

B-ALL — Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B

BCP-ALL — Leucemia Linfoblastica Aguda de Células Precursoras B

CIR — Cumulative Incidence of Relapse (Incidéncia Cumulativa de Recidiva)
CR — Complete Remission (Remissao Completa)

CRLF2 — Cytokine Receptor-Like Factor 2

DEVH — Doenca Enxerto-Versus-Hospedeiro

DFS — Disease Free Survival (Sobrevivéncia Livre de Doenga)

DI — Delayed Intensification

DS — Sindrome de Down

DSCRs — Regides Criticas do Sindrome de Down (Down Syndrome Critical Regions)
DS-ALL — Leucemia Linfoblastica Aguda e Sindrome de Down

DS-AML — Leucemia Mieloide Aguda e Sindrome de Down

DS-AMKL — Leucemia Megacarioblastica Aguda e Sindrome de Down

EFS — Event Free Survival (Sobrevivéncia Livre de Evento)

iAMP21 — Amplificagdo Intra-cromossémica do Cromossoma 21

IGH@ - Locus da Cadeia Pesada de Imunoglobulina

IM — Interim Maintenance

IV — Intravenoso

JAK2 - Janus Quinase 2

LCR — Liquido Cefalorraquidiano



MTX — Metotrexato

Non-DS-ALL — Leucemia Linfoblastica Aguda sem Sindrome de Down
OS — Overall Survival (Sobrevivéncia Global)

pl:pC — polyl:polyC

PO — Per Os

SNC —Sistema Nervoso Central

T-ALL — Leucemia Linfoblastica Aguda de Células T

TMD — Doenca Mieloproliferativa Transitéria

TMO — Transplante de Medula Ossea

TRM — Treatment Related Mortality (Mortalidade Relacionada com o Tratamento)
TSLP — Linfopoietina Timica Estromal

Vs —Versus

6MP — 6-Mercaptopurina



INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL) é uma entidade rara, com uma incidéncia
em Portugal de 107 casos por ano (APCL, n.d.). Constitui a neoplasia maligna
hematoldgica mais frequente na idade pediatrica, com pico de incidéncia em criancas
com idade entre os 2 e os 5 anos (Larson & Anastasi, 2008). Caracteriza-se por uma
perturbacdo no desenvolvimento de células da linhagem linfoide e a disrupc¢ao do ciclo
celular, com aumento na proliferacao de blastos. Consoante a linhagem celular afetada,
é possivel identificar dois subtipos de leucemia linfobldstica aguda, nomeadamente
leucemia linfoblastica aguda de células B, a mais frequente, e de células T (Malard &

Mohty, 2020; Onciu, 2009).

A Sindrome de Down é a trissomia autossdmica causada pela presenca de uma
terceira cdpia do cromossoma 21, total ou parcial, e é caracterizada por diversas
perturbacdes intelectuais, musculares e articulares, associada a dismorfismo facial e a
diversas anomalias cardiacas, gastrointestinais, neuro sensoriais ou enddcrinas. Estas
criancas tém risco aumentado de desenvolver apneia obstrutiva do sono, epilepsia,
hipotiroidismo, doenca de Alzheimer com inicio mais precoce, doengas autoimunes,
suscetibilidade a infecGes e doencgas hematoldgicas, nomeadamente o aumento do risco
de desenvolver leucemia. Devido a estes fatores, a esperanca média de vida em
individuos com Sindrome de Down é cerca de 58 anos (Antonarakis et al., 2020). A
doenca mieloproliferativa transitéria (TMD) é observada no momento do nascimento
em cerca de 4% a 10% das criancas com Sindrome de Down. E caracterizada por
megacarioblastos imaturos no sangue periférico e no figado fetal, aumentando a
probabilidade de desenvolvimento de leucemia. Cerca de 20% das criancas
diagnosticadas com TMD irdo desenvolver leucemia megacarioblastica aguda dentro de
4 anos. A probabilidade de desenvolver leucemia megacarioblastica aguda em criangas
com Sindrome de Down (DS-AMKL) é de cerca de 500 vezes o risco comparando com a
restante populacdo pediatrica. (Antonarakis et al., 2020; Lam et al., 2016; Malinge et al.,
2009) No caso da leucemia linfoblastica aguda em criangas com Sindrome de Down (DS-
ALL), o risco de desenvolverem DS-ALL estd aumentado em cerca de 10 a 20 vezes

comparando com a restante populacdo (Malinge et al., 2009; Whitlock, 2006).



Na DS-AMKL, para além da presenca constitucional da trissomia do cromossoma
21, a mutacdo do gene GATALI foi identificada como essencial para o desenvolvimento
da leucemia megacariobldstica em criancas com Sindrome de Down. Em contraste, na
leucemia linfoblastica aguda nas criancas com este sindrome, os mecanismos genéticos
que contribuem para o desenvolvimento da doencga ainda nao sao completamente
conhecidos, com alguns individuos a apresentarem mutacdes nos genes CRLF2, JAK2,
PAXS e IKZF1, entre outros. Estas alteracdes ndo sdo identificadas em todas as amostras
de pacientes DS-ALL, permanecendo também desconhecida a influéncia de fatores
ambientais no desenvolvimento e progressdao da doenca (Antonarakis et al., 2020;

Malinge et al., 2009).

Este Trabalho Final de Mestrado tem como objetivo fazer uma revisdo da relacao
observada entre a Leucemia Linfoblastica Aguda e criangas com Sindrome de Down. Em
particular, procura salientar os mecanismos genéticos que predispdem o aparecimento
da leucemia linfoblastica aguda, as manifestacdes clinicas presentes nestas criancas,
particularidades no tratamento e o progndstico esperado nos doentes com Sindrome de

Down e leucemia linfoblastica aguda.



METODOLOGIA

Para a realizacdo do trabalho final de mestrado “A Relacdo entre a Leucemia
Linfoblastica Aguda e Criancas com Sindrome de Down”, durante o periodo
compreendido de Junho de 2020 até Maio de 2021, foi realizada uma pesquisa no
Pubmed utilizando como palavras-chaves: “Acute Lymphoblastic Leukaemia”, “Down
syndrome and leukemia” e “chromosome 21”, precedidas por “genetics”, “clinical
presentation”, “treatment” e “outcome”. Foi dada preferéncia a artigos datados nos
ultimos cinco anos, contudo foram incluidos artigos anteriores dada a sua relevancia
para o tema. Para a redacdo deste trabalho final de mestrado, um total de noventa e
sete artigos foram incluidos com base na relevancia da informacgao para o assunto em
analise, publicados entre os anos de 1995 e 2021. Para além destes artigos cientificos,
trés livros em formato digital, um documento sobre caracteristicas de produto
farmacoldgico e um “site” eletrénico foram consultados e incluidos no trabalho dada a
sua pertinéncia para o tema. Os artigos cientificos e livros digitais consultados na
composigao deste trabalho final de mestrado estdo escritos na lingua inglesa. Por sua
vez, a informacdo sobre o produto farmacoldgico e o sitio eletrénico consultado foram

ambos redigidos em portugués.



EPIDEMIOLOGIA

A leucemia linfoblastica aguda (ALL) é a doenca maligna mais frequente na
infancia, representando cerca de 75% de todas as leucemias agudas nas criangas, com
um pico de incidéncia entre os 2 e 5 anos (Gurney et al., 1995). Na idade adulta, os casos
de leucemia linfoblastica aguda correspondem apenas a 20% dos casos totais da doenca.
Contrariamente a popula¢do pediatrica, nos adultos observa-se uma maior prevaléncia
de leucemia mieldide aguda (AML) e leucemias linfociticas créonicas (Gurney et al., 1995),
com aumento da incidéncia de ALL em pessoas com idade superior a 50 anos (Hoelzer
& Gokbuget, 2000). Em Portugal, sdo apenas reportados em média cerca de 107 casos
de leucemia linfoblastica aguda por ano (APCL, n.d.). A leucemia linfoblastica aguda
raramente ocorre como uma manifestacdo de neoplasia secundaria, sendo
principalmente uma doenga de novo (Onciu, 2009). Em termos de distribui¢do da doenga
por grupos étnicos, observa-se uma maior prevaléncia em caucasianos
comparativamente com africanos e um aumento do risco de desenvolver a doenga de
cerca 1,6 vezes na populacdo Latina (de Smith et al., 2019; Larson & Anastasi, 2008).
Relativamente a distribuicdo geografica, existem mais casos reportados de ALL em
paises industrializados e em dareas urbanas (Larson & Anastasi, 2008). No que diz
respeito a distribuicdo entre sexos, existe uma ligeira preferéncia para o sexo masculino

comparativamente com o sexo feminino (1.3 vs 1) (Buitenkamp et al., 2014).

A Sindrome de Down é atualmente a anomalia cromossdmica mais frequente,
com uma incidéncia de 6.7 casos por cada 10.000 nascimentos, com aumento da
incidéncia nos ultimos 70 anos de 3.3 casos por cada 10.000 habitantes (Antonarakis et
al., 2020). Criangas com Sindrome de Down tém um risco aumentado de cerca de 10 a
20 vezes de desenvolverem leucemia linfoblastica aguda. A prevaléncia de leucemia
linfoblastica aguda em criangas com Sindrome de Down é de 1 em cada 200 a 300
criancas diagnosticadas com DS-ALL, aproximadamente 1% a 3% dos casos,
comparativamente com 1 em cada 2800 criangas na populacdo em geral (Lange, 2000;
Malinge et al., 2009; Whitlock, 2006). Em termos de idade de apresentagdo de doencga,
os doentes com leucemia linfoblastica aguda e Sindrome de Down sdo mais velhos que

os doentes sem Sindrome de Down, com média de 5 anos de idade vs 4.7 anos de idade.
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E também importante mencionar a raridade da apresentacdo de doenca em criangas
com menos de 1 ano de idade (Buitenkamp et al., 2014; Pennella et al., 2018). Para além
do risco aumentado de leucemia na infancia, os individuos com Sindrome de Down
mantém o risco aumentado de desenvolver DS-ALL até aos 30 anos de idade,

comparativamente com individuos sem Sindrome de Down (Hasle et al., 2000).
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ALTERACOES GENETICAS

As alteragOes genéticas sdo a base do desenvolvimento de leucemia linfoblastica
aguda, contribuindo para o aumento do risco de desenvolvimento de ALL, e
influenciando a apresentacdo clinica, a resposta a terapéutica e o progndstico do
doente. Contudo, evidencia-se uma heterogeneidade genética importante na
fisiopatologia da doenga, com multiplas altera¢des genéticas, levando a crer que o
desenvolvimento de ALL resulta da interagdo de multiplos fatores, entre eles

componentes genéticos e ambientais (Greaves et al., 2003; Onciu, 2009).

Do ponto de vista ambiental, estudos previamente realizados sugerem que a
fisiopatologia das leucemias em idade pedidtrica tem inicio possivelmente ainda antes
do nascimento (Greaves et al., 2003; Roberts & Mullighan, 2015), contribuindo
significativamente a exposicdo a fatores de risco durante o desenvolvimento fetal e na
infancia. No entanto, conclui-se que a exposicao a radiacao ionizante foi o principal fator
associado ao desenvolvimento de leucemias agudas (Belson et al., 2007).
Concretamente em relagdo a leucemia linfoblastica aguda, a exposicdo pré-
concepcional, durante a gravidez e apds o nascimento a tintas no interior do domicilio
provoca um aumento do risco para o desenvolvimento de leucemia linfobldstica aguda,
especialmente para a forma de ALL t(12;21) [ETV6-RUNX1] (Bailey et al., 2015). A
exposicdo a pesticidas e ao tabaco, especialmente no interior da residéncia, estdo
associadas ao aumento do risco de desenvolvimento de leucemia mieloide aguda, mas
este risco ndo se verifica em relacdo ao desenvolvimento de leucemia linfobldstica
aguda. Outros fatores ambientais como a presenca de campos eletromagnéticos
obtiveram uma associacdo mais fraca ou inconsistente como fatores de risco que
contribuem para o aparecimento de leucemia na infancia (Belson et al., 2007;
Whitehead et al., 2016). Recentemente, a exposicdo a infecbes, especialmente de
etiologia viral, tem sido equacionada como um fator que predispdem para o
desenvolvimento de leucemia em humanos. Esta teoria baseia-se no facto da leucemia
linfoblastica aguda ser mais comum em criangas com idades mais novas e nas quais o
sistema imunitario ainda esta em desenvolvimento. Nesta teoria, a exposicdo infeciosa

constitui um evento oncogénico que contribui para a promoc¢do da doenca. Contudo,
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até a data, ndo existem dados definitivos que apontem para um agente especifico ou
gual o mecanismo fisiopatolégico envolvido que leva ao desenvolvimento da leucemia
(Greaves, 2018). Especificamente no caso da leucemia linfoblastica aguda em criancgas
com Sindrome de Down, nao foi encontrada nenhuma implicacao especifica de fatores

ambientais que contribuam para o desenvolvimento de ALL nestas criangas.

Em relacdo ao componente genético, as alteracdes gendmicas mais
frequentemente observadas diferem consoante estejamos na presenc¢a de B-ALL ou T-
ALL. Contudo, independentemente do subtipo celular de ALL, as altera¢cGes genéticas
identificadas nas células dos doentes sdo distintas entre os mesmos, e é necessaria a
presenca de multiplas alteragcdes gendmicas para o desenvolvimento da doenga na
maioria dos casos. No caso da leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL), sdo
varias as alteracOes genéticas detetadas com maior prevaléncia. Primeiramente, a
hiperdiploidia esta presente em 27% a 29% dos casos de B-ALL em idade pediatrica,
constituindo a alteracdo genética com maior incidéncia nos doentes diagnosticados com
B-ALL. Esta alteracdo possui um progndstico favoravel nesta faixa etaria e é
caracterizada pelo ganho de entre 51 e 67 cromossomas, entre 0s quais 0s cromossomas
X, 4, 10, 14, 17, 18 e 21 (Paulsson & Johansson, 2009). De seguida, a translocacao
t(12;21) [ETV6-RUNX1] é identificada em 22% a 25% dos casos de B-ALL em idade
pedidtrica, especificamente nos casos de pré-B-ALL, associada em 28% dos casos a
dele¢des monoalélicas no gene PAX5. A translocacdo ETV6-RUNX1 envolve genes
codificantes de fatores de transcricdo necessarios para o desenvolvimento de linfécitos
B e T, conferindo um progndstico favoravel nestas criancas (Malard & Mohty, 2020;

Onciu, 2009; Roberts & Mullighan, 2015; Zhou et al., 2012).

Com menor incidéncia, poderemos identificar no genoma do doente com ALL
uma hipodiploidia cromossémica ou as translocagdes t(1;19) [TCF3-PBX1], t(v; 11g23),
t(9;22) [BCR-ABL1] e raramente t(5;14 q31;932). A hipodiploidia é identificada em cerca
de 5% a 6% dos casos e caracteriza-se pela presenca de menos de 46 cromossomas,
conferindo um prognéstico pouco favoravel aos doentes e um aumento na frequéncia
de mutagbes nos genes RAS e IKAROS. A translocagdo t(1;19) [TCF3-PBX1] tem uma

incidéncia de 3% a 6% nos doentes com B-ALL, geralmente associada a bom progndstico
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e com registo no aumento da sua prevaléncia em doentes afro-americanos. Os genes
envolvidos nesta translocacdo codificam fatores de transcricdo importantes no inicio do
desenvolvimento e maturagdo de células B. A translocagdo (v; 11g23) que envolve o
gene “Mixed Lineage Leukemia” (MLL) confere um fator de mau progndstico,
apresentando-se com maior incidéncia nos doentes de idade adulta comparativamente
com doentes pediatricos, com prevaléncia de 5% a 7% vs 2% a 3%, respetivamente
(Malard & Mohty, 2020; Onciu, 2009; Roberts & Mullighan, 2015; Zhou et al., 2012). A
translocagao t(9;22) [BCR-ABL1] tem uma incidéncia em 2% a 3% dos casos pediatricos
de B-ALL, sendo também referida como “cromossoma Philadelphia positivo”,
observando-se um aumento na sua prevaléncia para 20-30% nos casos de B-ALL em
doentes adultos (Malard & Mohty, 2020; Onciu, 2009; Roberts & Mullighan, 2015; Zhou
et al., 2012). A fusdao BCR-ABL1 é suficiente para provocar a transformag¢do maligna de
células precursoras B nos modelos animais, ndo sendo necessario a existéncia de outras
alteragdes genéticas (Huettner et al., 2000). Em cerca de 66%, a presen¢a do
“cromossoma Philadelphia positivo” é observada concomitantemente com mutagdes
IKZF1 e em outros genes envolvidos no desenvolvimento de linfocitos B, como por
exemplo os genes PAX5 e EBF1, sendo que a sua detecdao confere um progndstico
desfavoravel nestes doentes (Malard & Mohty, 2020; Onciu, 2009; Roberts & Mullighan,
2015; Zhou et al., 2012). Por fim, a translocacdo t(5;14 q31;932) é raramente
identificada em doentes com ALL, presente em menos de 1% dos casos, conferindo
eosinofilia associada a doenca (Malard & Mohty, 2020; Onciu, 2009; Roberts &
Mullighan, 2015; Zhou et al., 2012).

No subtipo de leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL), a principal via de
desenvolvimento da doenca, identificada em 80% dos doentes, é caracterizada pela
ativacdo da sinalizacdo NOTCH1 como consequéncia de mutagdes ativadoras do gene
NOTCH1 ou mutagdes “loss of function” do gene FBXW7. Em 70% dos casos de T-ALL,
sao identificadas mutagdes no gene CDKN2A devido a perda dos genes supressores de
tumor p16 (INK4A) e p14 (ARF). A frequente identificacdo simultanea de altera¢des no
gene CDKN2A e ativacdo da sinalizagdo NOTCH1 na T-ALL sugere que ambas as
alteragOes colaboram na fisiopatologia de T-ALL, promovendo a oncogénese. Em cerca

de 50% dos doentes com T-ALL, sdo identificadas translocacdes reciprocas de genes
14



fatores de transcricao, conferindo alteragdes no crescimento celular, nomeadamente na
diferenciacdo, proliferacio e sobrevivéncia das mesmas. Estas translocagGes
cromossomicas ocorrem devido a rearranjos nos genes recetores celulares T (TCR) o
(TCR o, com locus 14q11.2), B (TCRB, com locus 7q35) e o, importantes no
desenvolvimento de células T. Outras alteragcdes gendmicas relevantes no
desenvolvimento de T-ALL sdo: identificacdo de mutacgGes ativadoras do gene TAL1/SCL
(locus 1p32), em cerca de 50% dos doentes; sobre-expressdo dos fator de transcricdo
oncogénico HOX11 (TLX1) em cerca de 30% dos casos, mais comum na populagdo adulta
que pedidtrica; mutacao LYL1, observada em 22% dos casos pedidtricos de T-ALL;
alteracoes com perda de fung¢do dos genes AZH2 e SUZ12, presentes em 25% dos casos
de T-ALL; e alteracbes no gene PHF6, importante na regulacdo epigenética da expressao
gendmica, identificadas em 16% dos casos pediatricos de T-ALL e em 38% dos casos T-

ALL em doentes adultos (Malard & Mohty, 2020; Onciu, 2009).

No caso das criangas com Sindrome de Down, ainda ndo é possivel identificar
todas as alteracdes genéticas que contribuem para o desenvolvimento de ALL,
evidenciando uma heterogeneidade genética relevante. Em 40% dos casos de DS-ALL os
doentes apresentam um caridtipo normal, com excec¢do da trissomia 21 constitutiva.
Para além da trissomia do cromossoma 21, existe uma baixa frequéncia da expressao do
fator de transcricdo ETV6-RUNX1 (t(12;21) (p13;922) em DS-ALL (8.3% vs 25.8% em non-
DS-ALL) e de hiperdiploidia aumentada (HeH) (DS-ALL 9% vs 33% em non-DS-ALL)
(Buitenkamp et al., 2014), com aumento da incidéncia nas amostras de ganho gendmico
de cromossoma X (DS-ALL em 38% vs 21% em non-DS-ALL) (Forestier et al., 2008). As
alteragdes no genoma frequentemente observadas nesta subpopulacdo estdo
associadas a um fenétipo leucémico mais agressivo, nomeadamente os rearranjos no
recetor de citocina like fator 2 (CRLF2). Outras mutacdes com maior prevaléncia nas
criangcas com Sindrome de Down sdo as mutacdes nos genes JAK2 e a delecdo dos genes
IKZF1 e PAX5. Em relagdao ao cromossoma 21, as alteragdes nos genes HMGN1 e DYRK1A

foram identificadas como promotoras de B-ALL (Lee et al., 2016).

Contrariamente ao que é observado na leucemia linfobldstica aguda em criangas

com Sindrome de Down, a alteracdo gendmica implicada na patogénese da leucemia
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mieldide aguda em individuos com Sindrome de Down ja foi identificada como sendo a

mutacdo do fator de transcriptase GATA1 (Gaikwad et al., 2009).

A complexidade genética de DS-ALL é uma conclusdo alcangada em estudos com
modelos animais, observando-se a necessidade de multiplas mutagbes para o
desenvolvimento de leucemia linfobldstica aguda em ratos com o equivalente genético
de trissomia 21, nomeadamente de alteracbes dos genes JAK2, CRLF2, PAX5 e IKZF1
(Lane et al., 2014).

ALTERAGCOES CRLF2

Cytokine receptor-like factor 2 (CRLF2) é uma proteina que, em associacdo com
a IL-7Ra, origina um recetor heterodimérico para a linfopoietina timica estromal (TSLP).
A TSLP, implicada na sinalizagdo JAK/STAT (Schwartzman et al., 2017), ativa as células
dendriticas e tem um papel fundamental na angiogénese, inflamacdo e processos

alérgicos, bem como na proliferacao e sobrevivéncia de células B (Liu et al., 2007).

A mutacdo ou sobre-expressao deste recetor estda documentada no subgrupo de
doentes com Leucemia Linfoblastica Aguda “Philadelphia-like” e em cerca de 60% a 69%
dos casos de Leucemia Linfobldstica Aguda em criangas com Sindrome de Down
(Buitenkamp et al.,, 2014; Mullighan et al., 2009; Schwartzman et al.,, 2017).
Considerando estes dados, é possivel subdividir os casos de Leucemia Linfobldastica
Aguda em criangas com Sindrome de Down em dois subtipos: CRLF2 positivo, onde
existe um aumento da sinalizacdo de JAK-STAT, evidenciando-se um aumento
significativo na proliferacdo celular; e CRLF2 negativo, onde vamos observar um
aumento na sinalizagdo RAS e mutag¢les nos genes remodeladores de cromatina

CREBBP, semelhante nos casos de ALL hiperdiploide (Schwartzman et al., 2017).

Com recurso a andlise genética, 37 amostras de criangas com DS-ALL foram
analisadas e concluiu-se que a sobre-expressdo de CRLF2 foi identificada em 62.1%
destas (23 criancas) (Hertzberg et al., 2010). Uma possivel causa pelo aumento da

expressao deste recetor nas criangas com Sindrome de Down podera ser a delecao focal
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da regidao pseudossomal 1 (PAR1), que estd adjacente ao gene CRLF2, localizada no
cromossoma sexual X/Y (Xp22.3/Yp11.3). A delecdo ird provocar um rearranjo da regido
codificante CRLF2, resultando na fusdao com o exdo ndo-codificante P2RY8 e
consequentemente na sobre-expressao de CRLF2. A regido P2RY8 codifica um recetor
purinérgico identificado com grande expressdao em multiplos tecidos, nomeadamente
células leucémicas (Fujiwara et al., 2007). O estudo do hospital de Saint Jude demonstra
que esta fusao estava presente em 53% dos casos observados de ALL em criangas com
Sindrome de Down, comparativamente com 7% em doentes sem DS (Mullighan et al.,
2009). O estudo de Buitenkamp et al. (2014) verificou a presenca da fusdo P2RY8-CRLF2
em 87 de 93 doentes DS-ALL com sobre-expressdo de CRLF2, cerca de 94.6%.
Recentemente, Winer et al. (2020) verificou a presenca de um alelo de risco CDKN2A
rs3731249 (locus 9p21.3), ja previamente implicado na leucemia linfoblastica aguda (Xu
et al., 2015), em amostras de DS-ALL com fusdo CRLF2, existindo aumento significativo
na frequéncia do alelo de risco em doentes DS-ALL comparativamente com non-DS-ALL
(21,1% vs 3,7%), sugerindo uma cooperacdo entre muta¢des somaticas e germinativas
na DS-ALL (Winer et al., 2020). E de notar que a variacdo da expressdo de IL-7Ra. hdo
difere entre os doentes com leucemia linfoblastica aguda, com ou sem Sindrome de
Down, concluindo-se que a expressdo de IL-7Ra é independente da expressdo de CRLF2
(Hertzberg et al., 2010). Contudo, em doentes com B-ALL ou T-ALL onde existiam
concomitantemente altera¢des no gene CRLF2 e mutacdes do gene IL-7Ra, verificou-se
que estas alteracdes gendmicas providenciaram uma ativa¢do constitucional de IL-7Ra
e um crescimento independente de citocinas as células linfoides progenitoras (Shochat

et al., 2011).

Outra hipdtese para o aumento da expressao do recetor CRLF2 sdo rearranjos do
locus da cadeia pesada de imunoglobulina (IGH®@), com localizacdo 14g32.33. A fusao
IGH@-CRLF2 resulta numa desregulacdo da expressdo de CRLF2, uma vez que o
rearranjo genémico estimula a expressdo de CRLF2. Esta mutag¢do é apontada como uma
alteracdo primaria nos eventos iniciais da patogénese da leucemia linfoblastica aguda,
particularmente no subtipo precursor de células B (BCP-ALL), com uma incidéncia
observada de 3% neste subgrupo (Russell et al., 2009). A presenca da fusdo em criangas

com Sindrome de Down é rara, com incidéncia de 5.4% nos doentes DS-ALL com sobre-
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expressao CRLF2 (6 em 93 doentes DS-ALL e mutacdo CRLF2) (Buitenkamp et al., 2014).
A fusdo IGH@-CRLF2 apresenta-se com maior prevaléncia em criangcas mais velhas e

adultos jovens com DS-ALL (Russell et al., 2009).

Os rearranjos do gene CRLF2 sdo eventos que ocorrem na fase inicial da evolugao
da leucemia linfoblastica aguda em individuos com Sindrome de Down, e geralmente
estdo presentes no momento entre o diagnéstico e a recidiva da doenca sugerindo uma
estabilidade na mutagdo CRLF2 (Schwartzman et al., 2017). As criangas que apresentam
sobre-expressao de CRLF2 s3o diagnosticadas numa idade mais jovem
comparativamente com criancas com expressdao ausente ou baixa de CRLF2 (5.56 anos
comparativamente com 9.87 anos) (Hertzberg et al.,, 2010). As conclusdes de
Buitenkamp et al. (2014) também apoiam este dado, uma vez que os doentes analisados
com DS-ALL e mutagdes do gene CRLF2 foram diagnosticados com uma idade em média
de 4.1 anos vs 7.7 anos em doentes com CRLF2 “wild-type” (P<.001). A sobre-expressao
CRLF2 confere um pior progndstico e resposta a terapéutica, com sobrevivéncia livre de
doenca de 61% vs 81% (P=0.003) e taxa de recidivas de 31% vs 11% (P=0.006)
comparativamente com criangas sem sobre-expressdao CRLF2. Buitenkamp et al. (2014)
apontam para uma diminuicdo no tempo médio de recidiva dos doentes DS-ALL com
mutacdes CRLF2, apresentando recidiva de doenca em 29 meses vs 51 meses em
doentes DS-ALL com “wild-type” CRLF2, contudo este dado ndo é evidenciado em todas

as investigac¢des realizadas (Cario et al., 2010).

O estudo realizado por Hertzberg et al. (2010) realga a importancia de dois
eventos adquiridos associados ao aumento de expressao de CRLF2 em DS-ALL. O
primeiro era a presenca da mutacdo somatica JAK2 em todas as amostras de DS-ALL com
expressao alterada de CRLF2. A segunda alteracdo identificada, descrita em 3 das 33
amostras de DS-ALL, foi uma mutacdo ativadora do préprio gene CRLF2 que resulta na
substituicdo de fenilalanina por cisteina presente na posicdo 232. Devido a esta
alteracdo gendmica, as células BaF3 com transducdo ectdpica de JAK2 “wild-type”
obtiveram um grande crescimento independente de citocinas, uma vez que a mutac¢ao

provoca a fosforilacdo constitucional de STATS.
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A presenga concomitante de mutagdes no gene JAK2 permite utilizar inibidores
JAK como adjuvantes terapéuticos se estivermos perante um caso de alteracdo CRLF2.
Em células CRLF2 sem alteracdes JAK, a terapéutica com Ruxolitinib apenas provoca um
pequeno efeito na reducao do “burden” tumoral. Recentemente, a terapéutica com
Givinostat, um agente inibidor de histona deacetilase (HDAC), em células BCP-ALL com
aumento da expressao de CRLF2 resultante da mutacdo P2RY8-CRLF2 permitiu induzir
morte celular nas amostras sem afetar outras células, nomeadamente células T,
eritrécitos ou células mieloides. Esta terapéutica permitiu também reduzir os niveis de

expressao de CRLF2 expressos pelas células mutadas (Savino et al., 2017).

ALTERACOES JAK2

O gene Janus quinase (JAK2), localizado no cromossoma 9p24, codifica uma
tirosina quinase que juntamente com o sinal transdutor e ativador de transcri¢ao
proteica (STAT) leva a ativacdo da via JAK/STAT, importante no desenvolvimento

precoce de células B (Dai et al., 2007).

A mutacdo do gene JAK2 ja foi identificada em diversas doencas
mieloproliferativas, sendo a alteragdo mais frequentemente a substituicdo de valina 617
(V617F), localizada num dominio inibitério da proteina. Como resposta a mutacdo, ha
uma ativacao constitucional da proteina JAK2 que origina uma independéncia e
aumento da resposta das células da linhagem Ba/F3 em relagdo ao fator de crescimento
(Malinge et al., 2007). Esta alteracdo no genoma tem impacto na hematopoiese, uma
vez que é identificada em 90% dos casos de policitémia vera e em cerca de metade dos

casos de trombocitémia essencial (Bercovich et al., 2008; Gaikwad et al., 2009).

A primeira evidéncia da mutacdo do gene JAK2 num paciente com Sindrome de
Down e Leucemia Linfoblastica Aguda com precursor de células-B (BCP-ALL) foi em 2007,
guando Malinge et al. (2007) identificaram numa crianca de 4 anos uma mutacdo no
gene JAK2 que codificava uma proteina com menos 5 aminodcidos — JAK2AIREED. Fora
esta alteracdo gendmica, a Unica outra alteracdo observada foi a presenca de trissomia

21, implicando uma relagdo entre a trissomia 21 e ativa¢ao JAK2. Comparando a nova
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mutacado JAK2 com a mutacdo V617F ja identificada, ambas as mutacdes levaram a

alteracdo da sinalizacdo JAK/STAT nas células Ba/F3 (Malinge et al., 2007).

Posteriormente, Bercovich et al. (2008) realizaram um estudo com 88 doentes
DS-ALL e foi identificada a mutacao JAK2 R683G em 18% (16 doentes) das amostras de
medula dssea, confirmada por clonagem subsequente e a sequenciacdao das mesmas. O
estudo realizado por Buitenkamp et al. (2014) também confirma a presenca da mutacao
JAK2 R683 em 30 (21%) de 141 doentes DS-ALL, 83% destes (25 doentes) com alteragdes
também no gene CRLF2. Bercovich et al. (2008) ndo identificam outras mutacGes no
exao 16 do gene JAK2 nos restantes 72 doentes sem ser a mutagdo referida
anteriormente. A mutag¢ao mais prevalente foi a alteragdo 2541A—G, que resulta na
substituicdo de R683 com glicina (R683G) em 8 doentes. Em 5 doentes observou-se a
substituicdo de serina levando a mutac¢do R683S, devido a uma transversao 2543A—T.
Num caso, a transi¢do 2542G—A levou a uma substituicdo de lisina (R683K). Foram
também registados, em 15 dos 16 doentes, eventos de dele¢des e inser¢bes que
ocorreram simultaneamente com as mutacdes na regido imediatamente anterior a
R683. Estas mutacdes no gene JAK2 foram observadas no momento do diagndstico e
estavam ausentes em amostras de remissdao dos doentes, concluindo-se que se tratam
de mutacOes somaticas adquiridas. Com excecdo de um doente, as mutacbes eram
heterozigdticas. Uma das conclusGes do estudo foi que os doentes com o alelo JAK2
mutado tinham o diagndstico mais cedo que os doentes sem mutacdo JAK2, sendo que
15 dos 16 doentes com alteragdes JAK2 tinham idade inferior a 5 anos no momento do
diagndstico. Por sua vez, dos restantes 72 doentes, 38% tinham mais de 10 anos no
momento do diagnodstico. Foi observado que a mutagdo JAK2 era mais estavel quando
comparada a “wild-type” e que esta alteracdo gendmica conferia as células BaF3/EpoR
e BaF3/TpoR a capacidade de proliferacdo independente de quinases e a fosforilacdo de
tirosina constitucional de JAK2 e STAT5 (Bercovich et al.,, 2008). Esta afirmacdo é
corroborada com um segundo estudo que afirma que a altera¢ao R683G ao gene JAK2
permitiu as células Ba/F3 dependentes de IL-3 sobreviver e proliferar num ambiente em
que a interleucina ndo estava presente (Kearney et al., 2009). Conclui-se assim que as
mutacdes JAK2 sdo todas de ganho de funcdo ao ativarem vias associadas com a

sinalizacdo JAK/STAT (Bercovich et al., 2008).
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A andlise estrutural de um modelo da proteina JAK2 revela que os residuos R683
e V617 encontram-se conservados em diferentes locais da proteina, colocando a
hipdtese de que ao existir uma interacdo entre proteinas diferentes, pode ser possivel
originar diversos fenétipos. Esta afirmacdo é apoiada pelas diferentes associacdes das
mutac¢oes do gene JAK2 com diversas patologias, nomeadamente a identificacdao da
mutacdo R683 na leucemia linfoblastica aguda e da mutacdo V617 em neoplasias
mieloproliferativas (Bercovich et al., 2008). As mutacdes nos genes JAK-STAT estavam
sobretudo presentes no diagndstico inicial, sendo que em casos de recidiva da doenca a
maioria ndo tinham as mutaces previamente identificadas, colocando a hipotese de
gue as mutacdes nos genes JAK-STAT sdo eventos secunddrios na patogénese e que as

células mutadas sdo pouco estdveis na maioria dos casos (Schwartzman et al., 2017).

A evidéncia da presenga de mutagao JAK2 concomitantemente com o aumento
da expressdao de CRLF2 estd descrita em multiplos artigos sobre DS-ALL, sugerindo que
o rearranjo CRLF2 pode ser a causa da desregulacdo JAK e que a sinalizagdo CRLF2-JAK-
STAT é um fator “driver” importante na patogénese de DS-ALL. Num grupo de 53
amostras, os 10 doentes identificados com mutacdes somaticas no gene JAK2
apresentavam paralelamente uma expressao de CRLF2 aberrante, contudo a maioria
das amostras com CRLF2 sobre-expressado ndao tinham mutagao JAK2 presente. Células
com a mutacdo CRLF2 e transducdo de JAK2 expressavam repetidamente valores mais
elevados de CRLF2 quando comparadas com células sem expressao JAK2, implicando um
sinergismo entre as duas mutacdes e a possibilidade da existéncia de vias adicionais de
sinalizacdo importantes na patogénese da doenca. O rearranjo CRLF2 vai ativar a via de
proliferacdo de células B que, ao interagir com o JAK2 mutado, confere as células pro-B
BaF3 a particularidade de uma ativacdo constitutiva da sinalizacdo JAK-STAT e niveis
mais elevados de crescimento independente de citocinas, contribuindo para uma
vantagem adicional no crescimento e sobrevivéncia celular (Hertzberg et al., 2010;
Mullighan et al., 2009). Estas células eram também mais resistentes ao tratamento com
inibidor 1 de JAK, de modo que outras vias de sinalizacdo ativadas pelo CRLF2 possam
ser possiveis alvos terapéuticos ou, em alternativa, a introducdao de terapéutica

especifica anticorpos anti-CRLF2 (Hertzberg et al., 2010).
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Inibidores de JAK1/JAK2, como o Ruxolitinib, utilizados em neoplasias
mieloproliferativas, podem ser usados no tratamento de DS-ALL com mutac¢des CRLF2 e
ativacdo da via de sinalizacdo JAK-STAT, diminuindo a sobrevivéncia de células
neoplasicas (Mullighan et al., 2009). Estudos in vitro demonstraram uma diminuicdo na
proliferacdo das coldnias celulares com mutagdes CRLF2 e JAK2 sob terapéutica com
Ruxolitinib. Contudo, como mencionado anteriormente, a presenca de alteracgdes
gendmicas que cooperam entre si pode resultar na resisténcia a terapéutica dirigida
devido a pequenas modificagdes no genoma, incluindo também a esta terapéutica (Page
et al., 2018). No entanto, o efeito citotdxico nestas células apenas é possivel quando
administradas doses elevadas do farmaco, uma vez que doses baixas de Ruxolitinib
conferem as células uma vantagem adicional no crescimento das mesmas (Schwartzman
et al., 2017). A terapéutica com Givinostat, um inibidor de histona deacetilase (HDAC),
inibe a proliferacdo e induz a apoptose em células com rearranjos CRLF2 e mutacdes
JAK, permitindo contrariar as resisténcias a inibidores JAK e potenciar os efeitos da
guimioterapia nos doentes com DS-ALL, constituindo uma alternativa a terapéutica com

inibidores JAK (Savino et al., 2017).

MUTACOES RAS

Mutagdes nos genes da via de sinalizagdo RAS - recetores de tirosina quinase
(RTK), nomeadamente os oncogenes NRAS (locus 1p13.2) e KRAS (locus 12p12.1), foram
identificados em 35% dos casos de DS-ALL. Estas mutacdes foram observadas
juntamente com mutacdes JAK2, ambas identificadas em amostras de doentes aquando
o diagnéstico inicial de DS-ALL, e frequentemente (66% dos casos) estavam ausentes em
amostras de recidiva de doenca. Isto sugere que as mutagcdes RAS e JAK2 sdo
mutuamente exclusivas (Koschut et al., 2021; Nikolaev et al., 2014). Tal como acontece
com mutacbes JAK2, a presenca da mutacdo frequentemente ocorre
concomitantemente com sobre-expressdo de CRLF2 (Chisholm, 2018). No entanto,
contrariamente a alteracdo CRLF2, estas mutacdes sdo o resultado de expansbes

celulares e ndo um evento inicial da patogénese (Bercovich et al., 2008).
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A ativacdo da via RAS pode ser potenciada por outras vias. Nomeadamente, a
presenca de niveis elevados de CRLF2 nas populaces celulares, concomitantemente
com a ativacdo constitucional de JAK2, resulta na ativacdo de wtRAS (Koschut et al.,
2021). Koschut et al. (2021) identificaram a ativacdo da via RAS em 65% a 82% de um
conjunto de amostras de DS-ALL. Em 8 de 20 doentes, a ativagdao RAS era uma
consequéncia da mutacdo ou hiperfosforilacdo do JAK2 (75% das 8 amostras),
condicionando a sua ativacdo constitucional. N3o foi observado nenhum caso com
alteracdo na expressao de JAK2 que ndo resultasse no aumento da atividade da proteina
RAS, assumindo-se que a ativacdo RAS é uma consequéncia da mutacdo e/ou
hiperfosforilagdo JAK2 e wtRAS na DS-ALL (Koschut et al., 2021). Conclui-se assim que as
mutacdes NRAS e KRAS s3o frequentemente mutuamente exclusivas com alteracdes
JAK2. Contudo, também se observam mutacdes ativadoras noutros genes efetores de
sinalizagcdo como KIT, FLT3 e PTPN11, que ao serem identificadas em conjunto com JAK2
mutado demonstram a importancia da ativagdo de vias de sinalizagcdo na patogénese de

DS-ALL (Laurent, Kotecha, et al., 2020).

A presenca ativa do recetor para a linfopoietina timica estromal (TSLP) tem sido
sugerida como um evento significativo que leva a ativacdo RAS, uma vez que a presenca
aumentada da expressdo de CRLF2, em conjunto com a mutacdo JAK2, leva a ativacao
de STATS e da via PI3K/mTOR. A ativacdo desta via poderia teoricamente ativar a jusante
constituintes da via RAS-MAPK, resultando numa ativagao RAS. Todavia, os resultados
demonstraram que o recetor TSLP tem por si s6 o potencial de ativar o wtRAS,
independentemente da via PI3K/mTOR, e que a ativacdo de wtRAS possivelmente
procede ou até promove a via de sinalizagdo PI3K/mTOR e ndo o inverso (Koschut et al.,

2021).

A ativacdo do gene PTPN11 (Protein Tyrosine Phosphatase non-receptor Type
11, locus 12g24.1) que codifica uma proteina implicada na regulacdo da sinalizacdo
intracelular é outra hipotese colocada nos processos de ativacdao RAS, uma vez que a sua
ativacdo desfosforila a RAS, contribuindo para a sua ativacdo (Yamamoto et al., 2006).
O complexo formado PTPN11-JAK2 tem sido implicado na inducdo de citocinas em

células tumorais. Koschut et al. (2020) demonstraram que existe uma interacdo entre
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PTPN11 e RAS que levam a ativacao RAS, e que o bloqueio de PTPN11 através do inibidor
de PTPN11 1I-B08 diminui a atividade RAS tanto enddgena como a induzida por TSLP

nestas células sem diminuir os niveis de PTPN11.

Para compreender os efeitos da presenca de RAS em células de ratos com
trissomia 21 (Ts1Rhr), ao adicionar KRAS®'2P ectépico ou mutado na coldnia de células
verificaram que estas aumentam em numero e em tamanho, bem como ha uma
aceleracao na capacidade de auto-renovacao celular. Adicionalmente, estas células tém
um aumento da presenca de genes desreguladores previamente indicados no
desenvolvimento tumoral (LRRC32, USP36, LDLR e RFLNB) e aumento dos niveis
constitucionais de fosforilagdo ERK1/2. O aumento da expressdo de ERK1/2 potencia o
crescimento das células pré-B em detrimento de outros tipos celulares, nomeadamente
de células pré-pro-B, Pré-B e células B imaturas. Foi observado ainda a up-regulation de
genes na regidao DSCR, presente no cromossoma 21 e implicados na patogénese de DS-
ALL. Concluindo, a ativa¢cdo da via RAS/MAPK e o ganho de mais uma cdpia do
cromossoma 21 resultam num aumento de transformacdo de células B ao potenciar a
desregulacao do controlo de proliferacdo, autorrenovacao e diferenciacao de células B

(Laurent, Siret, et al., 2020).

A inibicdo RAS em casos onde existe uma ativacdo de RAS mutado ou wtRAS est3
diretamente relacionada com o progndstico. Esta ativacdao RAS sé consegue ser inibida
com inibidores especificos para RAS, observando-se uma auséncia de efeito significativo
no bloqueio da atividade RAS decorrente de tratamentos com inibidores JAK e PI3K,
evidente em casos de leucemia linfoblastica aguda em individuos com Sindrome de
Down e Ph-like/non-DS. As amostras onde o TSLP consegue ativar o RAS sdo mais
sensiveis ao tratamento com um inibidor do gene RAS comparativamente com amostras
sem a ativacdo TSLP. Koschut et al. (2021) selecionaram o inibidor-RAS Rigosertib para
testar o potencial de inativacdo da sinalizagdo RAS, uma vez que ha evidéncia de que
interfere tanto o wtRAS como o RAS mutado. Passados 7 dias do inicio do tratamento,
observaram uma reducgdo significativa no nimero de células em quase todas as
amostras, independente de ser RAS mutado ou “wild-type”. Somente em uma das

amostras foi necessdrio adicionar um inibidor JAK ao tratamento para induzir a
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diminuicdo do numero de células (Koschut et al., 2021). Outra terapéutica possivel nos
casos de alteracdo RAS é o uso de inibidores MEK, que sdo mediadores presentes na via
RAS/MAPK. Especificamente, o recurso a Selumetinib (inibidor MEK1) e Trametinib
(inibidor MEK1/2) permitiram a diminuicdo da viabilidade celular e a diminui¢cdo da
fosforilagdo ERK1/2. De modo a comparar os 2 farmacos, o tratamento com Trametinib
foi 60 vezes mais citotdxico para as células humanas quando comparado com o
Selumetinib. O tratamento com Trametinib permitiu também a diminuicao do nimero
de células CD45+ na medula éssea e bago dos animais apds 4 semanas de tratamento,
devido a diminui¢do dos niveis ERK1/2. O tratamento somente com Trametinib diminui
significativamente a doenga depois de 24 dias de tratamento, e a combinagdo
Trametinib com vincristina (usado na quimioterapia de ALL) permitiu aos doentes o
aumento da taxa de sobrevivéncia e melhoria do progndstico (Laurent, Siret, et al.,
2020). Especificamente no caso de mutagdes KRAS, o farmaco Deltarasin interfere na
associacdo de membrana-KRAS, possibilitando o tratamento especifico para a altera¢ado

genomica (Nikolaev et al., 2014).

Com estes resultados em mente, deve ser equacionado como futura estratégia
terapéutica a adicdo de inibidores RAS ou inibidores MEK a quimioterapia standard, ou
a sua combinacdo com inibidores PI3K/mTOR e/ou inibidores JAK/STAT, para aumentar
a resposta clinica ao esquema terapéutico nas criancas com DS-ALL (Koschut et al., 2021;

Laurent, Siret, et al., 2020).

IKZF1

O gene IKZF1, englobado na familia IKAROS, codifica o fator de transcri¢do zinc-
finger 1, importante na diferenciacdo de células B e T devido a modulacdo da expressao
de complexos remodeladores de cromatina, importantes na regulacdo da diferenciacao
das células estaminais hematopoiéticas (HSCs). Assim sendo, a perda da expressao de
proteinas pertencente a esta familia causa um bloqueio completo na producdo de
linfécitos B e T (Kim et al., 1999). A auséncia da expressdao gendmica de IKZF1 esta

associada a um subtipo mais severo da doencga, com pior progndstico nas criangas com
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Sindrome de Down e leucemia linfoblastica aguda (Buitenkamp et al., 2012). A supressao
da sua expressao nos linfdcitos pré-B provoca uma paragem na diferenciacdo celular de
células B e poténcia a sua expansao clonal devido a estimulacdo da capacidade de auto-
renovacdo e proliferacdo celular (Joshi et al., 2014). A influéncia do bloqueio da
expressao de IKZF1 na proliferacao celular foi observada em amostras de ALL, contudo
a taxa de proliferacdo celular era superior em amostras de células da linhagem com
Sindrome de Down comparativamente com amostras sem DS (A. L. Brown et al., 2019).
O estudo realizado por Buitenkamp et al. (2012) evidenciou que num grupo de 34
amostras de DS-ALL, 50% destas tinham mais que uma dele¢do em genes importantes
para o desenvolvimento e diferenciacdo de linfécitos B. Os genes descritos incluiam os
fatores de transcricdo IKZF1 (35% das amostras), VPREB1 (18%) e PAX5 (12%).
Aproximadamente 67% das amostras com alteracdo no gene IKZF1 tinham delecGes
focais no genoma de IKZF1, 16,6% tinham dele¢des focais do genoma incluindo a regidao
flanco 3’ e os restantes 16,6% evidenciaram uma delegao total do gene. Estas delegdes
ndo eram exclusivas do gene IKZF1 no genoma celular, observando-se em 4 casos a
combinagao com deleg¢des VPREB1 ou PAX5, bem como dele¢gbes em conjunto com
alteragGes nos genes CRLF2 e JAK2 (Buitenkamp et al., 2012). A identificacdo do “single-
nucleotide polymorphism” (SNP) rs58923657 em amostras de DS-ALL, perto do genoma
IKZF1, com locus no cromossoma 7, demonstrou que o haplétipo de risco rs58923657
poténcia uma via que permite o aumento da estimulacao de células B. O SNP IKZF1 era
mais frequente em individuos de descendéncia europeia e africana comparativamente
com individuos hispanicos (A. L. Brown et al., 2019). Posteriormente, Gant et al. (2021)
identificaram mais 5 SNP que poderiam provocar alteragdes da expressao linfocitaria de
IKZF1 em amostras celulares de DS-ALL e non-DS-ALL. Nas amostras de doentes sem
Sindrome de Down, microdelecdes em 4 das 5 regides testadas demonstraram uma
diminuicdo na expressao de miRNA IKZF1 nas células comparativamente com as células
“wild-type” — redugao de 37.1% no SNP Ars62445866, 31.7% no Ars6944602, 21.5% no
Ars10264390 e 32.3% no Ars17133807. Nas amostras de doentes com Sindrome de
Down, delecdes em todos os SNPs, incluindo o alelo Ars6964969, resultaram na
diminuicdo da expressao de miRNA IKZF1. Nomeadamente, o SNP Ars17133807

provocou uma reducdo de 46,1% nos niveis de IKZF1. Os efeitos dos 2 SNP mais

26



prevalente em cada uma das etiologias, Ars17133807 na DS-ALL e Ars62445866 na non-
DS-ALL, resultaram num aumento significativo da proliferacdo celular em cada uma das
amostras devido a esta delecao de IKZF1. Os restantes SNPs também demonstraram um
aumento na proliferacdo celular, contudo o crescimento celular ndo foi consistente em
todas as amostras avaliadas. Ao avaliar o equivalente a regido que contém Ars17133807
no modelo animal, sugere-se que esta regido seja um potenciador IKZF1 nas células
hematopoiéticas, uma vez que a delecdo gendmica desta regido resultou na reducdo dos
niveis de mRNA IKZF1 nas células transduzidas. A delecdo da regido resultou também no
aumento da proliferacdo de coldnias de células B e na diminuicdo da diferenciacao
celular de linfécitos B, com aumento do nimero de células pré-B e uma diminuigao em

células pro-B numa fase mais tardia (Gant et al., 2021).

Contudo, somente a alteracdo da expressdo de IKZF1 n3do é suficiente para o
desenvolvimento de ALL. Lane et al. (2014) demonstraram que a transdugao em placas
de células “wild-type” com CRLF2/JAK2/PAX5 heterozigoto (PAX5*) e IKZF1 dominante
negativo permitiu o desenvolvimento de B-ALL positivo para CRLF2 dentro de 120 dias.
Os ratos controlo sem CRLF2, JAK2 ou a heterozigotia PAX5 n3ao desenvolveram B-ALL
com a presenca exclusiva de IKZF1 (Lane et al., 2014). Com base nesta informacao,
podemos supor que a alteracdo na expressao de IKZF1 é uma alteracdo secundaria na
leucemogénese, e ndo um evento primario que contribui para o desenvolvimento de

malignidade.

PAX5

O gene PAXS5, localizado no cromossoma 9, é um dos genes mutados
frequentemente observados na leucemia de células B. Este gene codifica fatores de
transcricdo importantes e especificos da linhagem de células B, e a sua mutacdo devido
a dele¢des ou mutacgdes focais resulta frequentemente na perda parcial de fungdo do
fator de transcricdao. Contudo, unicamente a mutacdo no genoma PAX5 ndo resulta no
desenvolvimento de leucemia. Num estudo realizado em amostras de B-ALL,

observaram que as mutagdes PAX5 estavam frequentemente associadas a mutagdes nos
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genes IKZF1 e RUNX1, associados a formacao da proteina de fusdo ETV6-AML (Okuyama
et al., 2019). Metade das amostras de doentes DS-ALL analisadas por Buitenkamp et al.
(2012) evidenciavam mais do que uma delecdo em genes importantes para o
desenvolvimento e diferenciacdo de linfécitos B, nomeadamente os fatores de
transcricdao IKZF1 (35%), VPREB1 (18%) e PAX5 (12%). As dele¢bes evidenciadas no
genoma PAXS5 incorporavam regides gendmicas mais extensas comparativamente com
as delecGes nos outros genes, sendo estas mais focais no genoma (Buitenkamp et al.,
2012). Como anteriormente referido, Lane et al. (2014) verificaram que a transducdo de
células “wild-type” com células CRLF2/JAK2/PAX5 heterozigoto (PAX5*) e IKZF1
dominante negativo permitiu o desenvolvimento de B-ALL positivo para CRLF2 dentro
de 120 dias, assumindo que apenas a combinacao de multiplas alteracdes gendmicas
contribua para a leucemogénese (Lane et al., 2014). Em doentes com DS-ALL e com
delecdo PAXS5, a taxa de sobrevivéncia global foi também substancialmente menor no
subgrupo que evidenciava a delegdao PAX5, comparativamente com as doentes PAX5
“wild-type”, devido a uma pior taxa de sobrevivéncia na recidiva de doenca (Buitenkamp

et al., 2012).

ALTERACOES DO CROMOSSOMA 21

A trissomia constitucional do cromossoma 21 resulta em iniUmeras altera¢des no
desenvolvimento celular e origina mudancas no fenétipo do organismo como um todo.
Nomeadamente, os individuos com Sindrome de Down possuem um risco aumentado
de cerca de 20 vezes de desenvolverem leucemia linfoblastica aguda de células B (DS-
ALL) (Mowery et al., 2018). Os mecanismos que explicam a relacdo entre a trissomia 21
e B-ALL ainda ndao sdo completamente conhecidos, colocando-se como hipdteses
possiveis duas teorias: a presenca constitucional da aneuploidia, conferindo uma cdpia
extra de material genético; ou o aumento da quantidade de material genético de genes
especificos presentes no cromossoma 21, contribuindo para a mudancga na expressao
gendmica. Contudo, ambas as teorias ndo sdo exclusivas, podendo coexistir para
originar o fendtipo DS-ALL (Beach et al., 2017). A presenca de uma coépia extra do

cromossoma 21 é também uma das alteragdes somaticas adquiridas mais comuns em
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células leucémicas em individuos sem Sindrome de Down e com ALL t(9;22), com
rearranjo BCR-ABL1 (Heerema et al., 2007; Mowery et al., 2018), ndo sendo exclusiva

dos doentes DS-ALL.

Cerca de 2% de ALL com precursores de células B apresentam a amplificagdo de
material genético de uma regido especifica do cromossoma 21 — amplificacdo intra-
cromossémica do cromossoma 21 (iAMP21). A amplificacdo intersticial de uma parte do
braco longo do cromossoma 21 é observada num subtipo especifico de B-ALL, como por
exemplo em 15% dos casos de ETV6-RUNX1 B-ALL (Loncarevic et al., 1999), associado a
um pior prognostico nestes individuos. A analise gendmica de iIAMP21 realizada em
doentes iAMP21 ALL é um exemplo da heterogeneidade genética na ALL, uma vez que
revela um aumento de dele¢des dos genes IKZF, PAX, CDKN2A e ETV6, bem como fusdes
P2RY8-CRLF2 e as amplificagao das regides RUNX1, DYRK1A e ETS2. Embora algumas das
alteracOes genéticas identificadas sejam idénticas as encontradas em DS-ALL, existem
diferencas significativas, nomeadamente a auséncia de mutac¢des JAK nas amostras de
iIAMP21 ALL (Li et al., 2014; Rand et al., 2011). Em suma, encontram-se varias alteracdes
gendmicas presentes no subgrupo iAMP21 ALL que sdo também observadas em
amostras de DS-ALL, nomeadamente o ganho do cromossoma X (20% em iAMP21 ALL
vs 24% dos casos de DS-ALL) e a fusdo P2RY8-CRLF2 (17% em iAMP21 ALL vs 22% em DS-
ALL) (Li et al., 2014; Rand et al., 2011), embora existam algumas incoeréncias gendémicas
que ilustram a complexidade das alteragGes genéticas envolvidas nos diferentes tipos

de leucemias de células B.

Para além dos genes presentes na regido iAMP21, a triplicacdo de genes
localizados em regides criticas no cromossoma 21 (DSCRs) que correspondem, em parte,
a alguns genes presentes no iAMP21, estdo implicadas na patogénese de DS-ALL.
Nomeadamente, os genes HMGN1 e DYRKIA tém um papel importante no
desenvolvimento da linfopoiese e na evolucdo de ALL associada a Sindrome de Down
(Mowery et al., 2018). Recentemente, o fator de transcricdo hematopoiético ERG, com
locus na regido critica do cromossoma 21 (21g22.2), demonstrou predispor o
desenvolvimento de leucemia linfoblastica aguda ao atuar como um promotor da

tumorogénese na presenca de mutaces somaticas. O alelo de risco rs2836371 estd

29



associado ao aumento do risco de desenvolvimento de DS-ALL, com uma maior
prevaléncia na etnia latina comparativamente com caucasianos nao latinos. Face a esta
disparidade entre etnias localizadas na mesma darea geografica, colocam-se questdes
sobre os fatores que predispdem a leucemogénese de DS-ALL, nomeadamente a
interacao de fatores ambientais com alteragdes germinativas ou somaticas (de Smith et

al., 2019).

Com o objetivo de investigar as implicagdes da trissomia 21 no desenvolvimento
de células B em ratos Ts1Rhr, Lane et al. (2014) analisaram células que possuem a
triplicagao de 31 genes e RNA nao codificante presentes no cromossoma 16 do modelo
animal, equivalente ao cromossoma 21 humano. A regido gendmica observada
incorpora alguns genes pertencentes a uma regido com recorrente amplificacao
intracromossdmica no ch.21g22 (iAMP21). Ao sequenciar o RNA presente nas células
Ts1Rhr, verificou-se um aumento de cerca 1.5 vezes superior da expressdao de RNA
comparativamente com células eupldides (Lane et al., 2014). Contudo, Mowery et al.
(2018) constataram que o aumento da producdo de RNA transcriptase nas células pro-
B de ratos Ts1Rhr ndo é simétrico em todo o genoma. Os genes que ja sofriam uma
elevada transcri¢cdo nas células “wild-type” foram menos afetados com a mudanca na
transcriptase e os genes que eram silenciados mantiveram-se sem expressdo. A
diferenca na expressao era sobretudo evidente nos genes que eram expressados a niveis

baixos-intermédios e que passaram a ter uma elevada transcrigao.

As amostras da diferenciacdo celular provenientes da medula dssea dos ratos
TslRhr com 6 semanas tinham sofrido modificagdes, com a presenca de células
progenitoras B e células pré-B (grupo Hardy B e C) em menor quantidade, enquanto que
as células mais imaturas pré-pré-B ndo tinham sido afetadas (Hardy A). De seguida, para
investigar se a triplicacdo de chr.21q.22 permitiria a transformacao de fendtipos in vitro,
foram originadas coldnias de células B progenitoras provenientes da medula dssea de
amostras Ts1Rhr e “wild-type”, com a adicao de IL7. Em contraste com as coldnias
provenientes do “wild-type”, as amostras de medula dssea de ratos Ts1Rhr geraram
mais coldnias nas primeiras passagens para novas placas e permitiram serem “replated”

indefinidamente, sugerindo uma capacidade de autorrenovacdo na presenca dos 31
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genes trissomicos. Por fim, uma vez que a polissomia 21 é a aneuploidia mais frequente
observada nos casos de leucemia linfoblastica aguda em criancas sem trissomia 21
constitucional, foi adicionado as coldnias de células de medula éssea dissdmicas ou
trissdmicas (Ts1Rhr) o oncogene BCR-ABL. Observou-se nos ratos transplantados com as
células com gendtipo Ts1Rhr um aumento da mortalidade em menor tempo e com um
aumento de penetrancia comparativamente com os controlos eupldides. Os
investigadores demonstraram assim, que a triplicacdo de chr.21q.22 permite a
diferenciacao auténoma celular e a transformacao de fendétipos em células progenitoras

B (Lane et al., 2014).

Outra altera¢do gendmica identificada por Lane et al. (2014) nas células Ts1Rhr
foi a alteracdo na expressdo de genes PRC2/H3K27me3. Estes genes sdo responsaveis
pela manutencdo da supressdo de genes necessarios para o desenvolvimento celular. A
expressao de “targets” de H3K27me3 em fibroblastos murinos embrionarios permitiram
a distincdo de casos de leucemia linfoblastica aguda em individuos com e sem Sindrome
de Down com base nesta alteracdo. Os genes que englobavam o conjunto gendmico de
PRC2/H3K27me3 estavam, na sua maioria, sobre-expressos nos casos de DS-ALL.
Sugere-se como potencial alvo terapéutico a metilacio de H3K27 na terapéutica
farmacoldgica em DS-ALL através do uso de um inibidor da demetilase de H3K27me3 -
GSK-J4%7 — o qual aumentaria os niveis de H3K27me3 celular e diminuiria a capacidade

de formacgdo de coldnias de células B Ts1Rhr.

HMGN1

O gene HMGN1, com locus no cromossoma 21g22, codifica uma proteina
blinding do nucleossoma com fun¢des fundamentais na modulacdo da compactacao da
cromatina e na regulacado epigenética global, importante na expressao gendmica celular.
Na Sindrome de Down, o aumento da expressao do mesmo contribui para alteragées na
transcricdo necessarias para a aquisicdo do fendtipo de células B na DS-ALL, devido a

triplicagdo da regido critica distal do cromossoma 21 (Mowery et al., 2018).
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O aumento de HMGN1 nas células Ts1Rhr observado no estudo de Lim et al.
(2005) origina mudancas na modificacdo de histona H3 e provoca alteracdes na
expressao de genes, possivelmente através de alteracdes na compactacao de cromatina.
Deste modo, observou-se a amplificacdo gendmica global transcripcional (Mowery et
al., 2018) e a supressdo dos niveis de H3K27me3 nas coldnias de células Ba/F3. A
expressaio de HMGN1 de forma continua poderd conferir a capacidade de auto-
replicacdo celular, uma vez que a sua expressdo manteve-se presente em varias
replicacdes de células de Ts1Rhr, sendo este um de apenas sete genes que mantiveram
mais de 70% do seu nivel de expressdo em coldnias subsequentes. A expressdo de
HMGN1 foi também capaz de permitir um aumento na penetrancia e uma laténcia mais

curta nos casos de B-ALL induzidos por BCR-ABL (Lane et al., 2014; Lim et al., 2005).

Para tentar entender a relagdo entre os efeitos da expressdo aumentada de
HMGN1 ou a triplicagdo de chr21g22 com estadios de desenvolvimento ou vias de
sinalizacdo associadas com leucemia, Mowery et al. (2018) realizaram a inducdo de
HMGN1 em células da linhagem pré-B e pré-B. Nas células pré-B, verificou-se que o
aumento da expressao de HMGN1 resultava no aumento da expressdao de genes
associados com a via de sinalizacdo BCR, no aumento da expressdo gendmica, na
acetilacdo H3K27 e em ligacdes entre HMGN1 com genes importantes promotores de
células B, nomeadamente PRDM1 e IRF4. Para além destas alterac¢des, observou-se uma
diminuicdo na expressao do fator de transcricdo BCL6 nas células pré-B, com atividade
supressora em genes importantes na via BCR. Em contraste, nas células pré-B constatou-
se que a triplicacdo de 21922 ou a sobre-expressdo isolada de HMGN1 estava
relacionada com um aumento de genes “target” STAT-5 associados a B-ALL, em genes
presentes em regiées de cromatina marcadas pelas ligacbes STAT5 e no aumento de
fatores de transcri¢ao da linhagem de células B. Concluindo, as alteragdes da sobre-
expressao de HMGN1 s3o especificas de acordo com o tipo de linhagem celular
presente, alterando os genes de acordo com o tipo celular e os programas de maturacao
especificos de cada estadio de desenvolvimento celular, ndo dependendo somente do
aumento global da transcriptase. Numa tentativa de reduzir para duas o niumero de
copias de HMGN1 obteve-se uma supressao dos efeitos ja previamente mencionados,

deixando de haver um aumento na atividade de formacdo de coldnias de células B
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progenitoras, uma diminuicdo global de acetilacdo H3K27 e uma diminuicdo na

expressao gene-especifica de RNA (Mowery et al., 2018).

Em suma, o gene HMGN1 surge como um potencial gene presente no
cromossoma 21 que provoca a modificagdo nos fatores de transcricdo celular,
possivelmente com impacto significativo nas alterac¢des identificadas na DS-ALL (Lane et
al., 2014; Mowery et al., 2018). O aumento da expressdao de HMGN1 contribui para o
aumento da transcriptase gendmica, inibe os niveis de expressdo de H3K27me3 e
incentiva o desenvolvimento de B-ALL in vivo (Lane et al., 2014). Contudo, nenhum dos
ratos com TslRhr ou com sobre-expressio de HMGN1 desenvolveram
espontaneamente leucemia, sugerindo que seja necessario a cooperagdao com mais
eventos epigenéticos de modo a originar uma transformacdo maligna (Mowery et al.,
2018). Uma potencial drea de investigacdo de modo a compreender as origens das
alteracOes epigenéticas na DS-ALL sdo as implicagbes da transcricdo induzida por

HMGN1 nas atividades enzimaticas secundarias a ativacdo da transcricdo por HMGN1.

DYRK1A

O gene DYRK1A (dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 1A)
com locus na regido critica do cromossoma 21 (DSCR), é o gene mais estudado da familia
de quinases DYRK e constitui outro possivel gene leucemogénico envolvido na
patogénese de tumores hematopoiéticos, especialmente nas leucemias agudas
(Bhansali et al., 2021; Laham et al., 2021). Contudo, diversos estudos apontam para este
gene como pro-oncogénico enquanto outros caracterizam-no como um gene supressor
de tumor (Laham et al., 2021). O gene DYRK1A é relevante na Sindrome de Down uma
vez que estd implicado na fisiopatologia das alteracGes neuronais presentes nestes
individuos e na proliferacao, diferenciacdao e apoptose celular, bem como no splicing de
RNA (Lee et al., 2016). A triplicacdo gendmica permite o aumento da sua expressao,
fundamental para o desenvolvimento dos fendtipos observados em individuos com
Sindrome de Down, nomeadamente alteracdes neurolégicas como deficiéncia
intelectual e o inicio precoce de doencgas neurodegenerativas, bem como defeitos no

desenvolvimento cardiaco (Laham et al., 2021).
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O gene DYRK1A, em conjunto com um outro gene presente no cromossoma 21 -
RCAN (lzraeli, 2016) - promove a tumorogénese através da fosforilacdo de fatores de
transcricdo NFATc (fator nuclear ativador de células T), suprimindo a sua expressao e
potenciando a sua retenc¢do no citoplasma celular (Laham et al., 2021). Uma vez que a
via de sinalizagdo NFAT é fundamental no desenvolvimento de células T, a sua supressao
podera ser um fator que contribui para a falta de efeitos imunoldgicos mediados pelas
células T e a auséncia do fendtipo T-ALL nos casos de DS-ALL. Para além disto, a
supressao da via NFAT estd implicada na leucemogénese de leucemia megacarioblastica
aguda (AMKL) nestas criancas (DS-AMKL), verificando-se um aumento da incidéncia de
DS-AMKL na presenca de trissomia 21 (Malinge et al., 2012). Contudo, a inibi¢do da via
também estd associada a diminuicdo da incidéncia de neoplasias em adultos com
Sindrome de Down, sugerindo que este gene tem uma ambivaléncia como promotor,
mas também como supressor do desenvolvimento de neoplasias (Bhansali et al., 2021;
Laham et al., 2021). O papel de DYRK1A também é significativo na regulacdo do ciclo
celular de outros tecidos, como por exemplo na fosforilagdo Lin52 e na composi¢do do
complexo regulador DREAM (Litovchick et al., 2011) ou na fosforilagdo e estabilizagdo
do p27 (Soppa et al., 2014). Nos linfécitos em desenvolvimento, DYRK1A fosforaliza
ciclina D3 e esta degradacdo da ciclica D3 associa-se a inibicdo de genes alvo de fatores
de transcricdo E2F. Assim, a regulacao negativa da estabilidade da ciclina D3 permite a
modificacdo de fases linfocitarias, modificando de proliferacdo celular para a

quiescéncia (Thompson et al., 2015).

Recentemente, uma relacdo entre o gene DYRK1A e FOXO1 foi descrita como um
fator que promove um pior progndstico. O gene FOXO1 é descrito como um gene
supressor de tumor que esta sobre-expresso nos casos de malignidades de células B,
incluindo B-ALL, colocando a hipdtese de que nestes doentes ndo atue como supressor
da tumorogénese. A hiperativacdo da via de sinalizacdo JAK nas células leucémicas pode
ser explicada pela fosforilagdo STAT3 pelo gene DYRK1A, permitindo uma regulacdo do
crescimento celular de células B e oferecendo mais um possivel alvo terapéutico
(Bhansali et al., 2021). Contudo, o papel especifico da fosforilagdo STAT3 ainda ndo é
conhecido, estando atualmente ja correlacionado com a sinalizagdo JAK/STAT, a

regulacdo transcripcional e o ROS mitocondrial (Bhansali et al., 2021; Gough et al., 2009).
34



A perda de DYRK1A leva a uma reducao da fosforilacdo Tyr750, evidenciando uma
relacdo com a sinalizacdo JAK/STAT, e da fosforilacdo STAT3 Ser727, resultando numa

reducdo do nivel ROS mitocondrial (Bhansali et al., 2021; Laham et al., 2021).

Bhansali et al. (2021) analisaram a relagdo entre a expressao anormal de DYRK1A
e o desenvolvimento de leucemia linfobldstica aguda em individuos com polissomia do
cromossoma 21. Primeiro, ao investigarem os niveis de expressao de DYRK1A em células
de doentes com ALL e leucemia mieldide aguda (AML), verificaram que DYRK1A estava
sobre-expresso nas células com alteracées gendmicas, nomeadamente hiperploidia,
hipertetrapoidia e na trissomia 21. Contudo, existia também a alteracao na expressao
de DYRK1A nas células sem ganho de HSA21. Este aumento na expressao de DYRK1A
estd relacionado com uma pior sobrevivéncia livre de doenca em diversos subtipos de
B-ALL (hiperdiploide (HeH) e Ph-like ALL). O estudo previamente realizado por
Thompson et al. (2015) demonstrou a importancia de DYRK1A na maturacdo e
proliferacdo de células B uma vez que células B sem expressdo DYRK1A ndo conseguiram
entrar na quiescéncia, ndo conseguindo a maturacao celular para além do estadio de
células pré-B. Porém, somente o aumento da expressdao de DYRK1A nado é suficiente para

aumentar a proliferacdo celular de precursores de células B nos modelos in vitro.

Para investigar o efeito da expressdao DYRK1A no modelo animal, Bhansali et al.
(2021) transplantam células da medula éssea murina com homozigotia (Dyrk1a/f) e
heterozigotia (Dyrk1a™*) DYRK1A, em adicdo com MIGR1-BCR/ABL, e verificaram o
aumento na expressao celular de DYRK1A nestas células. De modo a entender se a
alteracdo gendmica DYRK1A poderia ter implicagdes na terapéutica no modelo animal,
apos a detecdo de mais de 1% destas células no sangue periférico, os investigadores
iniciaram o tratamento com polyl:polyC (pl:pC) para induzir a remogao de DYRK1A. Nas
amostras celulares de medula éssea e bago analisadas apds o tratamento, verificou-se
uma reducdo do “burden” leucémico aquando a dele¢do de DYRK1A, conferindo uma
vantagem na sobrevivéncia global dos modelos animais. Ao analisar as amostras
celulares dos modelos animais que faleceram devido a leucemia verificou-se a presenca
de células B-ALL que ndo responderam ao tratamento com pl:pC, sugerindo que a

presenca de DYRK1A é necessaria para a manutencdo de B-ALL in vivo. De modo a
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perceber se nas células pré-B e B-ALL dependentes de DYRK1A era necessario a ativagao

K188R mutado, verificaram que células

de quinases, ao introduzirem uma cépia de Dyrkla
pré-B tinham uma reduc¢do no nimero de divisGes celulares, demonstrando que o seu
papel na proliferacdo de células B depende da func¢do de quinases (Bhansali et al., 2021).
Outro possivel tratamento farmacolégico é o uso do inibidor EHT 1610 para inibir a
expressdao DYRK1A. O uso do inibidor levou a perda da capacidade de formacdo de
colénias de células pré-B sem afetar a mielopoiese ou eritropoiese, demonstrando
novamente as implicacdes da expressao de DYRK1A nas células B malignas (Bhansali et
al., 2021; Thompson et al., 2015). O tratamento de células da linhagem B-ALL com EHT
1610 provocou a acumulacdo de células nas fases S-G,-M, com menos células em Gg e o
aumento da inibicdo de atividades relacionadas com B-ALL, T-ALL e em especial DS-ALL,
com melhor resposta comparativamente com outros inibidores de DYRK1A (harmine e
INDY). A preferéncia do tratamento com inibidores DYRK1A para a inibi¢do celular de
amostras DS-ALL sugere o aumento dos niveis de DYRK1A presente nestas amostras, e
demonstra o beneficio dos mesmos, em especial EHT 1610, como adjuvantes do
tratamento de DS-ALL. Ao conjugar EHT 1610 com os regimes de quimioterapia com
dexametasona, citarabina e metotrexato, verificou-se que existia uma sinergia dos 3
agentes com o inibidor DYRK1A nas linhagens celulares de B-ALL. A mesma eficacia
terapéutica em células leucémicas foi observada num esquema terapéutico com EHT
1610 e AS1842856 (inibidor FOXO1), evidenciando uma dependéncia celular na
regulacdo FOXO1 na repara¢do do DNA (Bhansali et al., 2021). Outra hipdtese de um
possivel alvo terapéutico sdo miRNAs, que sdo pequenos RNA ndo-codificantes que
regulam a expressao ao terem como um alvo um RNA ou gene especifico e induzem quer
a sua ativacdao, quer a inibicdo. No caso de tumores onde existe um aumento da
expressao de DYRK1A, a aplicacdo de miR-199b pode resultar na “downregulation” do

DYRK1A (Laham et al., 2021).

Em suma, a sobre-expressao de DYRK1A esta implicada nos casos de B-ALL e é
um possivel alvo terapéutico através da sua inibicdo com pl:pC, mas também da inibicao

da quinases, inibicdo de FOXO1 e STAT3 ou através de miRNAs.
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INTERFERAO (IFN)

Para além do aumento do risco de neoplasias e aumento de incidéncia de
doencas neurolégicas, pessoas com Sindrome de Down tém também um aumento na
prevaléncia de doencas autoimunes. Verifica-se nestes doentes uma desregulagao
imunolégica global consistente com inflamagao crénica em diversos sistemas,
nomeadamente nos componentes celulares mieloide e linfoide (Waugh et al., 2019). A
andlise de amostras de pacientes com Sindrome de Down revelam um aumento da
ativacdo e da hipersensibilidade na sinalizacdo por interferdo (IFN), presente na regiao
iIAMP21. Como resultado destas altera¢des observou-se o aumento da expressao dos
genes IFNAR1, IFNAR2, IFNGR2 e IL10RB, com associa¢des ao gene IFN e presentes no
cromossoma 21, em amostras celulares trissémicas de progenitores hematopoiéticos de
modelos animais e humanos e em células DS-ALL (O’Byrne et al., 2019). Devido ao
aumento de infe¢Ges observadas nas criancas com Sindrome de Down, a resposta
imunitaria e inflamatdria a sinalizacdo IFN esta implicada no desenvolvimento de DS-
ALL, uma vez que é sugerido que as infecbes sejam capazes de atuar como fator
precursor no desenvolvimento de leucemia linfoblastica aguda (Martin-Lorenzo et al.,

2015).
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CLiNICA

A apresentacao clinica da Leucemia Linfoblastica Aguda consiste, na sua maioria,
numa apresentagdo aguda de sinais e sintomas que sugerem a doenga, raramente com

evolucdo insidiosa ou diagnosticada somente com base em analises de rotina.

A sintomatologia mais comum nos doentes com ALL estd relacionada com o
efeito da leucemia nas células linfocitarias e na medula dssea, nomeadamente febre
(60% dos casos), fadiga (50% dos casos), palidez (25% dos casos), diminuicdo do peso
(26% dos casos) e suores noturnos. A infiltracdo de blastos na cavidade medular e
periosteo pode estar presente e frequentemente leva a dor éssea (presente em 23% dos
casos) e artralgias, levando a inibicdo da marcha nestas criancas e a disrupcdo da
hematopoiese (Esparza & Sakamoto, 2005; Larson & Anastasi, 2008; Onciu, 2009). Em
menos de 5% dos casos, podem estar presentes sinais e sintomas de aumento de
pressdo intracraniana, tais como cefaleias, papiledema, vdémitos ou paralisia dos nervos
cranianos (frequentemente o nervo ocular externo (62 par) e o nervo facial (72 par)).
Nestes casos, a sintomatologia sugere um envolvimento do sistema nervoso central
devido a infiltracdo meningea e obstrucdo de LCR (Esparza & Sakamoto, 2005; Larson &
Anastasi, 2008; Onciu, 2009). Outros locais que podem ter envolvimento de doenca sado
nodulos linfaticos, figado, baco, e testiculos, sendo este ultimo muito raro, presente em
menos de 1% dos doentes (Buitenkamp et al., 2014; Onciu, 2009). A presenca de massas
mediastinicas é mais prevalente em doentes com T-ALL, potenciando sintomatologia do

foro respiratério nestes doentes (Onciu, 2009).

No que diz respeito a avaliacdo analitica, a trombocitopenia, com contagem de
plaquetas inferiores a 100 mil plaquetas no hemograma, é observada em cerca de 75%
dos doentes, levando a um risco acrescido de hemorragias espontaneas. Outras
alteracdes comuns no hemograma sao a presenca de anemia, com hemoglobina menor
que 7g/dl, podendo originar sintomatologia compativel com letargia e fraqueza nos
doentes; a presenca de contagem leucocitaria superior a 50.000/mm3, presente em 20%
dos pacientes, que é um fator de pior progndstico quando identificado e estd associado
com o aumento de recidiva da doenca; a identificacdo de neutropenia que é comum a

apresentacdo da doenca, relacionando-se com um aumento da predisposicao para
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infecdes; e por fim, em casos raros pode ser observada uma eosinofilia reativa nos
doentes com ALL (Esparza & Sakamoto, 2005; Larson & Anastasi, 2008; Onciu, 2009;
Zhou et al., 2012).

Os doentes com leucemia linfoblastica aguda e Sindrome de Down sdo
clinicamente semelhantes aos doentes sem Sindrome de Down (Buitenkamp et al.,
2014). Cerca de 10% das criangas com Sindrome de Down nascem com uma disfungdo
pré-leucémica denominada de doenga mieloproliferativa transitéria (TMD), descrita
como um crescimento excessivo de megacariocitos imaturos (Lam et al., 2016; Lee et
al., 2016). Uma das diferengas mais evidentes entre doentes com e sem Sindrome de
Down na leucemia linfoblastica aguda é em relagdo a idade de apresentagao da doenca.
O pico de prevaléncia de leucemia linfoblastica aguda é entre os 2 e 5 anos e nos doentes
DS-ALL a idade da apresentacdo é ligeiramente superior do que os doentes sem
Sindrome de Down, com uma média de 5 anos de idade na DS-ALL vs 4.7 anos de idade
em doentes non-DS-ALL. Também é possivel constatar a auséncia da apresentacao de
doenca em individuos com Sindrome de Down com idade menor que 1 ano de vida
(Buitenkamp et al., 2014; Pennella et al., 2018). Outra diferenca observada é em relacao
a apresentacao extramedular da doenca, visto que os doentes DS-ALL tém uma menor
prevaléncia de apresentarem hepatomegalia quando comparados com non-DS-ALL
(52.2% vs 71%) (Buitenkamp et al., 2014). E de salientar que no momento do
diagndstico, ndo parece haver diferenca na incidéncia de doenga com envolvimento do
sistema nervoso central (Pennella et al.,, 2018) ou de massas mediastinicas quando
comparados entre grupos com e sem Sindrome de Down (Maloney, 2011; Maloney et
al., 2015). Em relagdo aos parametros laboratoriais, também ndo é possivel evidenciar
uma diferenca nos valores dos leucdcitos a apresentacdo da doenca, sendo estes valores
semelhantes entre os grupos de criancas com e sem Sindrome de Down, em média 10.2

x 10°/L e 8.9 10°/L, respetivamente (Buitenkamp et al., 2014).

O diagndstico definitivo de ALL é confirmado através da avaliagdo de uma
amostra de medula éssea obtida por aspira¢ao ou bidpsia, onde se observa a presenca
de 25% de linfoblastos, ou superior, nessa mesma amostra. Apds a confirmacdo de

leucemia linfobldstica aguda é possivel identificar o imunofendtipo com recurso a
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citometria de fluxo para uma melhor caracteriza¢do do tipo de ALL (Esparza & Sakamoto,
2005; Pizzo PA, Poplack DG, 2001). Nos casos de ALL sem Sindrome de Down, 80% dos
casos de ALL sdo compativeis com ALL de células B (B-ALL), sendo que apenas 1 a 2%
expressam um fendtipo de células B maturas, e os restantes 15 a 20% estao associados
com ALL de células T (T-ALL) (Pizzo PA, Poplack DG, 2001). O imunofendtipo observado
nos doentes com DS-ALL difere em termos de prevaléncia com o fendtipo observado nos
casos de leucemia linfoblastica aguda sem Sindrome de Down. O fendtipo mais
observado nas criangas com ALL e Sindrome de Down é leucemia de “Precursores de
células B” (BCP-ALL, ou simplesmente denominada de B-ALL), positivas para CD10, CD19
e CD79a (Malinge et al., 2009). Os casos de ALL de células T (T-ALL) ou de células B
maturas sdo raros nas criangas com DS-ALL (Lange, 2000; Maloney et al., 2015). Em
2014, Bitenkamp et al. evidenciaram que em 708 doentes com DS-ALL, 5 tinham
caracteristicas clinicas e citogenéticas compativeis com T-ALL, sendo que os restantes

doentes estudados apresentavam o fendtipo BCP-ALL.
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TRATAMENTO

Atualmente, tém sido investigados novos alvos terapéuticos para o tratamento
da leucemia linfoblastica aguda, nomeadamente farmacos que tenham como alvo as
alteracdes genéticas que contribuem para o desenvolvimento da doenca ou, mais
especificamente, as células leucémicas. Para além dos farmacos e alvos genéticos
previamente mencionados importantes para o tratamento dirigido as alteragdes
genéticas, o tratamento convencional com recurso a quimioterapia, corticoides e o

transplante de medula dssea sdo ainda essenciais no tratamento de ALL.

O tratamento com quimioterapia e o tratamento de suporte nos doentes com
leucemia linfoblastica aguda permitiram atingir taxas de remissao atualmente por volta
de 98% nos casos pedidtricos e 85% nos casos em adultos de ALL. O tratamento
especifico standard tem por base 3 fases de tratamento: a fase de indugao, a fase de
consolidacdo e a fase de manutencao, ajustadas de acordo o risco especifico do doente
e a resposta individualizada ao esquema de tratamento (P. Brown et al., 2020; Inaba &
Mullighan, 2020). O objetivo desta terapéutica no caso da ALL é a interrupg¢ao do ciclo
celular das células leucémicas, provocando a sua apoptose, diminuindo deste modo o
nimero de blastos presentes na medula éssea. O estado de remissdo é entdo atingido
guando ao analisar uma amostra de medula éssea do doente encontramos menos de
5% de blastos na mesma. Estamos perante uma resposta completa ao tratamento
quando para além da diminuicdo de linfoblastos na medula éssea, sdo observados
outros 5 parametros: contagem de neutréfilos inferior ou igual a 1.000/uL; contagem
de plaquetas é igual ou superior a 100.000/uL; auséncia de linfoblastos detetdveis nas
amostras de sangue periférico; auséncia de outros de sinais ou sintomas de doenca
extramedular; e por fim, neoplasia indetetdvel apds 4 semanas da evidéncia de
resolucdao da mesma (P. Brown et al., 2020; Inaba & Mullighan, 2020; Onciu, 2009; Pui
& Evans, 2006).

Todos os esquemas de tratamento de ALL incluem o tratamento ou profilaxia do
sistema nervoso central (SNC) através da terapéutica com quimioterapia intratecal, com
recurso a metotrexato ou uma combinacdo de metotrexato, citarabina e hidrocortisona,

administrada ao longo do esquema terapéutico adotado de acordo com o risco do
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doente. Apds o tratamento intratecal com metotrexato pode ser realizado o resgate
com acido folinico (ou leucovorina) intratecal em alguns esquemas terapéuticos. Em
doentes com um risco aumentado de recidiva da doenca, evidenciado pela presenca de
leucemia no SNC, alguns estudos recomendam adicionar radioterapia a quimioterapia
sistémica. A radioterapia deve também ser equacionada na doenga com envolvimento
testicular, contudo alguns estudos apontam para que, caso se verifigue uma resposta
adequada ao tratamento sistémico, a radioterapia possa ser dispensada (P. Brown et al.,

2020; Inaba & Mullighan, 2020; Onciu, 2009; Pui & Evans, 2006).

FASE DE INDUCAO

A fase de inducdo é a primeira fase do tratamento de ALL, constituindo um
regime de quimioterapia intensiva num curto periodo de tempo, com administracdo de
doses aumentadas de um esquema terapéutico que engloba mdultiplos farmacos. E
associado um corticosteroide a um esquema de quimioterapia individualizada de acordo
com o risco do doente, com vincristina, pegaspargase ou asparaginase com ou sem a
juncdo de antraciclinas ou de ciclofosfomida. Esta primeira fase tem como objetivo
diminuir o “burden” tumoral ao eliminar o maximo de células leucemogénicas presentes
na medula dssea do doente, de modo a recuperar o bom funcionamento da
hematopoiese. Na amostra de medula éssea do doente, o objetivo é a presenca de
menos de 0.01% de blastos na medula éssea na fase final da tratamento de indugdo (P.
Brown et al., 2020; Inaba & Mullighan, 2020; Pui & Evans, 2006). O uso de corticoides
no tratamento de tumores linfoides, incluindo ALL, é devido ao seu efeito benéfico na
inducdo seletiva da apoptose em determinados tecidos celulares, particularmente nas
células linfoides (J. A. Brown & Ferrando, 2018). Em relagdo a escolha de
glucocorticoides, alguns estudos apontam para o uso preferencial de dexametasona a
prednisona ou prednisolona, uma vez que a primeira aparenta diminuir o risco de
recidiva de doenga no SNC para 2.5% vs 5% em 5 anos (comparativamente com
prednisolona), e aumentar a taxa de outcome EFS em 5 anos para 84.2% vs 75.6%. Os
resultados alcancados pela terapéutica com a dexametasona podem ser explicados

devido a uma maior semivida do farmaco e melhor penetracdao deste no SNC
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comparativamente com a prednisona ou prednisolona. Porém, os riscos de toxicidade
sdo superiores com os esquemas de tratamento com dexametasona comparativamente
com prednisolona (11% vs 5%, respetivamente). Os efeitos da toxicidade mais
prevalentes foram altera¢des comportamentais (no sexo feminino verificou-se uma
prevaléncia na depressdao e no sexo masculino um predominio da agressividade),
infecGes, osteopénia e miopatia, entre outros, tendo sido necessdario a alteracdo da
terapéutica para prednisolona em 6% dos doentes (P. Brown et al., 2020; Mitchell et al.,
2005; Pui & Evans, 2006). O objetivo do tratamento é a resposta completa ao mesmo,
porém, em alguns doentes pode resultar num estado de doenca minima residual (MRD),
em que a leucemia linfoblastica aguda aparenta estar em remissdo, contudo podem
ainda ser detetadas células leucémicas na medula dssea do paciente em testes mais
sensiveis, como a citometria de fluxo. Nestes casos, quando ndo ha resposta completa
podemos equacionar a possibilidade de prolongar a quimioterapia nesta fase e proceder
a alteracdo de alguns dos farmacos em esquema, podendo posteriormente ser
considerado o transplante de medula dssea alogénico (Inaba & Mullighan, 2020). A
resposta a terapéutica inicial é semelhante entre doentes com DS-ALL e sem DS-ALL,
sendo a taxa de remissdo clinica (CR) no fim da fase de inducdo de 96 a 99%. Contudo,
verifica-se uma maior prevaléncia na faléncia na indugcdo de remissdo e um aumento da

taxa de mortalidade nesta fase no grupo de doentes DS-ALL (Maloney et al., 2015).

FASE DE CONSOLIDACAO

A segunda fase da terapéutica tem como objetivo eliminar quaisquer células
leucémicas que ainda estejam presentes no doente e é essencial para permitir o melhor
progndstico individual. Esta fase tem duragao varidvel, normalmente entre 6 a 9 meses,
e tem em consideracdo o risco de cada doente, optando-se por um tratamento mais ou
menos intensivo consoante o risco individualizado. O esquema terapéutico nesta fase
tem por base combinagdes de multiplos farmacos, nomeadamente elevadas doses de
metotrexato, citarabina, 6-mercaptopurina (6MP), ciclofosfomicina, vincristina,
asparaginase e corticosteroides. O metotrexato (MTX) é um antagonista de folatos que

perturba a sintese de nucledtidos de novo em células proliferativas, com varios alvos
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enzimaticos na via dos folatos. Assim sendo, a terapéutica com metotrexato induz a
diminuicdo da concentracdo de folato no sangue e nos eritrocitos e permite a
acumulacdo celular de agentes anti-inflamatérios, sendo por vezes necessdria a
suplementacao de folato nos doentes durante a terapéutica com MTX. A dose de
metotrexato no esquema terapéutico tem em consideragdo qual o subtipo de ALL e
quais as alteracdes gendmicas que estamos perante, sendo necessarias doses mais
elevadas de metotrexato em doentes com T-ALL e com fusdes TEL-AML1 e E2A-PBX1 (P.
Brown et al., 2020; Mitchell et al., 2005; Pui & Evans, 2006). Os doentes com ALL e
Sindrome de Down apresentam uma maior sensibilidade ao metotrexato e, como
consequéncia do tratamento, um aumento da toxicidade hepatica, nefroldgica,
neuroldgica, gastrointestinal e hematolédgica, bem como o aumento de infe¢des. O
aumento da toxicidade relacionada ao MTX é devido ao uptake de metotrexato em
alguns tecidos, devido em parte, a alteracdo do nimero de cépias do gene SLC19A1
(RFC1), que codifica uma proteina transmembranar envolvida no transporte intracelular
de acido fdlico e de metotrexato, localizado no cromossoma 21. Num individuo com ALL
e trissomia 21 a expressao do gene SLC19A1 estd alterada, observando-se um aumento
da sua expressao, potenciando a acumulagdao de metotrexato devido ao aumento do
transporte intracelular do mesmo via SLC19A1. Fora o gene SLC19A1, outros genes que
codificam enzimas importantes para o folato estdo presentes no cromossoma 21,
nomeadamente a cistationina beta-sintase e fosforibosilglicinamida transformilase,
também implicados na altera¢do de folato em doentes com Sindrome de Down (Funk et
al., 2020; Kroll et al., 2020; Maloney et al., 2015; @stergaard et al., 2021). Kroll et al.,
(2020) demonstraram que se doentes com DS-ALL receberem na fase de consolidagdo
5g/m? de MTX, igual a dose administrada em doentes sem DS-ALL, estes doentes tinham
um aumento da incidéncia de leucopenia, trombocitopenia, infecdes e estomatite
comparados com os doentes non-DS-ALL. A reducdo da dose de MTX (0.5g/m?) no grupo
DS-ALL permitiu reduzir a incidéncia das complicagdes anteriormente mencionadas e
diminuir o risco de toxicidade sem aumentar o risco de recidiva de doenga, sendo a taxa
de incidéncia de recidiva cumulativa a 5 anos de 0.09 vs 0.10 em doentes com dose
standard de MTX (5g/m?) (p=0.51) (Funk et al., 2020; Kroll et al., 2020; Maloney et al.,

2015; @stergaard et al., 2021). A introducdo de asparaginase em doses elevadas no
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esquema da terapéutica de consolidacdo ou intensificagdo permitiu uma melhoria do
prognostico dos doentes e diminuicdo de morbilidades associadas ao tratamento. Por
vezes é realizado nesta fase a repeticdo do processo inicial da fase de indugdo —
tratamento de reinducdo — que permite a melhoria da resposta a terapéutica em
doentes com risco intermédio de ALL (P. Brown et al., 2020; Mitchell et al., 2005; Pui &
Evans, 2006).

Podemos considerar nesta etapa do esquema terapéutico adicionalmente outras
duas fases englobadas no tratamento de ALL. A fase de interim maintenance (IM) tem
como finalidade permitir a manutencdo da remissdo e potenciar a recuperacao da
funcdo normal da medula éssea. A base do tratamento da fase IM é um regime de
guimioterapia ndo mielo-supressora como por exemplo vincristina, metotrexato, 6-MP
e dexametasona. A segunda fase é a fase de intensificacdo tardia (delayed intensification
(DI)), englobada dentro da fase de consolidacao, apenas reservada para casos de ALL de
risco elevado e muito elevado. Consiste na repeticdo do tratamento inicial de
quimioterapia da fase de inducdo e consolida¢do (esquema terapéutico dos primeiros 2
meses de terapéutica), com dexametasona administrada de forma descontinua. O
intuito deste tratamento é eliminar possiveis células resistentes aos agentes
terapéuticos ja administrados nas fases anteriores e que ainda possam estar presentes
no doente, alcancado devido a introducdo de novos agentes como a substituicdo de
dexametasona por prednisolona, doxorrubicina por daunorubicina e 6-tioguanina por
Mercaptopurina (6MP), com repeticdo de outros farmacos (Kanwar et al.,, 2015;

Maloney et al., 2015; Matloub et al., 2019).

Com isto em mente, o estudo realizado por Matloub et al., (2019) pretendia
comparar dois esquemas terapéuticos distintos para a fase de interim maintenance (IM)
e questionar o beneficio de uma segunda fase de delayed intensification (DI) em doentes
submetidos a terapéutica prévia com dexametasona. A distin¢gdo entre os dois regimes
terapéuticos em estudo consistia na modificacdo do esquema terapéutico de
metotrexato. O primeiro esquema terapéutico baseava em metotrexato oral 20mg/m?,
semanalmente, durante 8 semanas, em adicao com MTX intratecal no vigésimo oitavo

dia, vincristina (1.5 mg/m2, no 12 dia de tratamento (D0) e no vigésimo oitavo (D28)),
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dexametasona (6 mg/m?/d, PO, de D0O-D4 e posteriormente de D28-D32), 6MP (75
mg/m?/d, PO, desde D0-D49). O segundo esquema terapéutico consistia em MTX IV com
uma dose inicial de 100 mg/m?, escalado em 50 mg/m? a cada 10 dias de acordo com
parametros de toxicidade, complementado com MTX intratecal no trigésimo dia e
vincristina 1.5 mg/m? a cada 10 dias. Neste estudo, ndo foi realizado posteriormente a
terapéutica intratecal o resgate com acido folinico (ou leucovorina). O tempo de
tratamento dos doentes analisados desde o inicio da fase IM era em média dois anos no
sexo feminino e cerca de 3 anos no sexo masculino. Em relacdo a terapéutica com
metotrexato, verificou-se que os doentes DS-ALL ndo conseguiam escalar a terapéutica
com metotrexato intravenoso a cada 10 dias na mesma frequéncia observada por
doentes sem DS, obtendo uma média da dose maxima tolerada de 70% em relagao aos
restantes doentes. Verificou-se que os doentes com DS-ALL tinham uma taxa “Event
Free Survival” (EFS) a 10 anos de 84.9% vs 87.5% (p=0.44) nos restantes doentes, e uma
taxa de “Overall Survival” (OS) a 10 anos de 89.4% vs 94.1% (p=0.017). Especificamente
nos doentes com DS-ALL, as taxas de EFS e OS diferem de acordo com o esquema
terapéutico adotado, sendo que a EFS e OS dos doentes que receberam o tratamento
com o MTX IV escalado foi de 100% até 9 anos e apds 10 anos de 94.4%, enquanto que
doentes que receberam o regime com MTX PO, a EFS e OS aos 10 anos era de 81.5% e
88.4%, respetivamente. Embora pareca haver uma vantagem no uso metotrexato
escalado por via intravenosa, esta diferenca no estudo apresentado ndo foi
estatisticamente significativa (p=0.17). Em termos de toxicidade da terapéutica, durante
o tratamento com MTX IV ndo existiram diferencas clinicas significativas entre doentes
com e sem Sindrome de Down em relagdo a neurotoxicidade, hepatotoxicidade ou
infecdes sistémicas. Porém, doentes com DS apresentavam maior incidéncia de
mucosite em todas as fases do tratamento comparativamente com doentes sem DS. No
grupo de doentes sem Sindrome de Down, existia uma maior incidéncia de mucosite nos
doentes submetidos ao regime terapéutico com MTX intravenoso. Adicionalmente,
verificou-se que as doentes do sexo feminino submetidas ao regime com MTX IV ndo
apresentaram recidiva da doenca no SNC e os doentes do sexo masculino submetidos
ao mesmo regime nao apresentaram recidivas testiculares. Em relacdo ao beneficio de

uma segunda fase de delayed intensification (Dl), as taxas de EFS e OS foram iguais
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qguando comparadas com o grupo que realizou apenas 1 periodo de DI, ndo ficando

comprovando a vantagem de uma segunda fase DI neste estudo.

FASE DE MANUTENCAO

Por fim, a fase de manutencdo tem duragdo entre 2 a 3 anos e tem como objetivo
diminuir o risco de recidiva de doenca. Tentativas anteriores de reduzir a duracdo de
quimioterapia nos doentes pediadtricos e adultos com ALL para 12 a 18 meses
demonstraram piores resultados quando comparados com doentes que completaram o
regime farmacolégico da fase de manutencdo. O regime terapéutico consiste na
combinacdo de metotrexato (MTX), administrado semanalmente, e 6-mercaptopurina
(6MP) de toma didria (mais efetivo quando administrado ao fim do dia), tipicamente
com a administracdo periddica de vincristina e corticosteroides. A administracdo
simultdnea de ambos os farmacos permite uma maior biodisponibilidade de 6MP no
organismo e aumenta a incorporacdo do seu metabolito (6TGN) no DNA celular,
promovendo o efeito citotoxico do mesmo (P. Brown et al., 2020; Matloub et al., 2019;
@stergaard et al., 2021; Pui & Evans, 2006). O estudo realizado por @stergaard et al.,
(2021) comparou doentes DS-ALL diagnosticados entre 2008 e 2016 com doentes sem
Sindrome de Down diagnosticados no mesmo periodo, ambos tratados sob o mesmo
protocolo. O comeco da fase 1 da terapéutica de manutencdo divergia consoante o risco
do doente, com inicio as 20 semanas se o risco do doente era standard e as 22 semanas
se o risco do doente era classificado como intermédio. Caso ndo existisse evidéncia de
risco elevado, as criangas com Sindrome de Down eram consideradas como de risco
intermédio. As doses iniciais de MTX e 6MP eram iguais em ambos os grupos, de
20mg/m?/semana e 75mg/m?/dia per os, respetivamente, em adicdo a terapéuticas
ciclicas de doses elevadas de MTX ou vincristina/dexametasona a cada 4 semanas. A
segunda fase da terapéutica de manutencdo tinha uma duracdo até 2.5 anos apds o
diagndstico e consistia na continuacdo da terapéutica com MTX e 6MP em doses
ajustadas de acordo com os glébulos branco do doente, com alvo de leucécitos entre
1.5 e 3.0x10°/L, adicionando terapéutica intratecal a cada 8 semanas nos doentes com

risco intermédio. Verificaram que apds um periodo de seguimento médico de 5.7 anos
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em média, os doentes com DS-ALL tinham um aumento na incidéncia cumulativa de 60
dias de faléncia de inducdo de 2.0% vs 0.9% nos doentes sem DS-ALL. Durante a fase 2
do tratamento de manutencado, os doentes com DS-ALL receberam uma menor dose da
terapéutica com MTX e 6MP do que os doentes non-DS-ALL, com a média de MTX 8.3 vs
17.8mg/m?/semana e a média de 6MP 32.1 vs 67.1mg/m?/dia, respetivamente.
Contudo, mesmo com a diferenca na dose farmacoldgica, os valores dos metabolitos do
MTX nos eritrécitos dos doentes eram semelhantes entre os dois grupos,
contrariamente aos resultados do modelo linear que demonstravam que estes doentes
tinham niveis 40% superiores de metabolitos de MTX comparativamente com doentes
sem Sindrome de Down. O progndstico dos doentes com Sindrome de Down também
diverge do grupo sem DS, observando-se um aumento na incidéncia de recidiva
cumulativa em 5 anos de 15% nas criangas com DS-ALL vs 7.1% nos restantes, uma maior
incidéncia cumulativa de 5 anos de morte na primeira remissao clinica de 4.4% vs 1.1%,
e uma menor sobrevivéncia event-free a 5 anos (EFS5yr) e Overall Survival a 5 anos

(OS5yr), com a EFS5yr de 73% em DS-ALL vs 87%, e OS5yr de 76% em DS-ALL vs 93%.

TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

O transplante de medula éssea (TMO) alogénico, em que as células sdo
provenientes de um dador, idealmente um irmao, € uma opc¢do terapéutica a considerar
nos casos pediatricos de leucemia linfoblastica aguda quando ocorre a faléncia do
primeiro tratamento de inducdo (menos de 2% dos casos de ALL), na existéncia de um
elevado risco de recidiva da doenca devido a caracteristicas citogenéticas ou
moleculares e nos casos de recidivas da doenca (mais de 50% dos TMO). Antes do
transplante, é necessario o “condicionamento” da medula éssea com quimioterapia
intensa de modo a destruir as células remanescentes na medula dssea, potenciando o
beneficio terapéutico do transplante. O transplante resulta numa diminuicdo da taxa de
recidiva de doenca, contudo observa-se um aumento na morbilidade e mortalidade
relacionada com o tratamento. Os efeitos secundarios mais frequentemente observados
nos doentes transplantados sdo a elevada ocorréncia de infecGes, recidivas da ALL e

doenca enxerto-versus-hospedeiro (DEVH). A taxa de sobrevivéncia livre de doenca
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(DFS) nos doentes com ALL estd por volta dos 40% a 50% com o recurso ao transplante
de medula 6ssea. Contudo, existem poucos estudos focados no beneficio do transplante
de medula éssea nos doentes DS-ALL, possivelmente como consequéncia da limitacdo
do nimero de doentes DS-ALL. O transplante deve ser equacionado no tratamento de
doentes DS-ALL em conjunto com as limitagbes existentes, nomeadamente
comorbilidades pré-existentes do doente e o aumento potencial da toxicidade
relacionada com transplante, levando ao aumento da taxa de mortalidade relacionada
com o mesmo (TRM). As consequéncias da toxicidade mais frequentemente observadas
nos casos de DS-ALL sdo as complicacbes respiratdrias, nomeadamente infecles,
hemorragias pulmonares e mucosite severa (que leva a limitacdo das vias aéreas
superiores), uma vez que existe um aumento da prevaléncia de condi¢Ges respiratorias
pré-existentes nas criancas com Sindrome de Down (Hitzler et al.,, 2014; Inaba &
Mullighan, 2020; Merli et al., 2019; Saadeh & Litzow, 2018). A taxa de transplantes de
medula 6ssea (TMO) realizada nos doentes com Sindrome de Down e ALL no estudo de
Hitzler et al., (2014) foi menos de 1%, num total de 27 doentes. Metade dos TMO nos
doentes DS-ALL ocorreram durante a segunda remissdo da doenca e menos de 20% na
recidiva ou doenca refratdria. Todos os doentes com transplante apds a primeira
recidiva tinham recidiva da doenca na medula éssea, e todos os doentes estudados
tinham recebido profilaxia para DEVH com ciclosporina ou tacrolimus. Contudo, a causa
mais frequente de faléncia e mortalidade relacionada com o transplante de medula
Ossea foi arecidiva da doenca e ndo a mortalidade relacionada com o transplante (TRM),
uma vez que os doentes DS-ALL tém uma probabilidade de recidiva da doenca pés-
transplante aos 3 anos de cerca de 54% (Hitzler et al., 2014). Esta conclusdo foi também
evidenciada num estudo em que a taxa de recidiva leucémica foi de 55% e a TRM foi de
18% (Meissner et al., 2007). A taxa de DFS e OS no grupo DS-ALL foi inferior ao grupo de
doentes non-DS-ALL devido a sobrevivéncia livre de doenga de apenas 9 dos 27 doentes
que englobaram o estudo (Hitzler et al., 2014). O estudo realizado pelo grupo Ponte di
Legno apoia estas conclusGes, visto que nos 18 doentes que foram candidatos ao
transplante de medula éssea (2.8% dos doentes com DS-ALL estudados), 12 faleceram e
em 9 dos 12 doentes, a causa de morte foi a recidiva de doencga (Buitenkamp et al.,

2014). Contudo, Goto et al. (2015) relata que a mortalidade relacionada com o
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tratamento foi superior a taxa de recidiva de leucemia, sendo que apenas 2 dos 7

doentes tinham como causa de morte recidiva de ALL (num total de 11 doentes).

TRATAMENTO DE SUPORTE

O tratamento de suporte é essencial nos cuidados de uma crianga com leucemia
linfoblastica aguda uma vez que estes doentes tém uma alteracdo do funcionamento
normal da hematopoiese e sao submetidos a um esquema de quimioterapia intensiva
(Pehlivan et al., 2018). Em especial, a mucosite é a toxicidade relacionada com o
tratamento mais comum nas criangas com DS-ALL e DS-AML, presente em 62.5% e
73.3% dos casos respetivamente, com resposta positiva ao tratamento de suporte (Lam

et al., 2016).

O estudo de Salazar et al. (2016) compilou dados referentes a doentes
diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda entre 1999 e 2011 em hospitais
associados a Child Health Corporation of America, concentrando-se no tratamento de
suporte nas criancas com Sindrome de Down que constituiram 2.8% da amostra do
estudo (298 doentes). As criangas com DS-ALL eram na sua maioria caucasianas (87%),
do sexo feminino (52%), e 26% apresentavam um defeito cardiaco congénito. As
criangas com DS-ALL tinham um aumento da toxicidade e mortalidade relacionada com
o tratamento (TRM), observando-se o aumento da taxa de disfuncdo de drgao superior
neste grupo de doentes e o aumento da incidéncia de sépsis, presente em 29% dos
doentes DS-ALL comparativamente com 18% de doentes non-DS-ALL (Salazar et al.,
2016). Os doentes com Sindrome de Down tinham uma probabilidade de cerca de 33%
de desenvolverem disfungdo do sistema cardiovascular vs 19% non-DS-ALL e de 23% de
probabilidade de disfuncdo respiratéria vs 12% em non-DS-ALL, observando-se um
aumento do risco de 1.5 vezes de disfuncao cardiovascular e respiratdria se o doente
tiver um defeito cardiaco congénito. A probabilidade de disfungdao neurolégica era de
5% em DS-ALL comparativamente com 2% non-DS-ALL e 21% de disfuncdo hepatica vs
16% em doentes non-DA-ALL (Salazar et al., 2016). Os resultados do estudo realizado

por Lam et al. (2016) apoiam a prevaléncia elevada de infe¢Ges nos doentes DS-ALL, uma
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vez que foram identificadas a presenga de infe¢cdes bacterianas ou fungicas em 62.5%

das culturas colhidas de um grupo de 10 doentes com DS-ALL.

Em resposta ao aumento da toxicidade e TRM, em 2006 os protocolos do
tratamento de suporte de doentes DS-ALL sofreram modificacdes pelo Children’s
Oncology Group: a recomendacdo de antibioterapia profilatica em criancas com DS-ALL,
devido ao aumento da incidéncia de infe¢des e sépsis; em caso de neutropenia febril,
era sugerida a hospitalizacdo do doente para melhor monitorizacdo e controlo
terapéutico; apds o tratamento com metotrexato intratecal, realizar a profilaxia do SNC
com leucovorina; é proposto um alvo de hemoglobina nos doentes DS-ALL de 5g/dl; em
caso de doenca severa, considerar iniciar o tratamento com esteroides em
complementacdo ou alternativa a filgrastim (Salazar et al., 2016), um farmaco que
promove a reducdo da duracdo de neutropenia e a incidéncia de neutropenia febril em

doentes com esquema de quimioterapia citotoxica (EMA, 2010).

As alteracdes previamente mencionadas ao esquema terapéutico resultaram
numa diminui¢cdo do risco de disfuncdo de dérgao e de sépsis nos doentes DS-ALL,
culminando na diminuicdo da taxa de mortalidade nas criancas diagnosticadas com ALL
apos 2006 de 7.1% para 2.7% no caso de DS-ALL e de 4.6% para 2.0% no grupo de
doentes diagnosticados com ALL sem Sindrome de Down. Porém, estes dados ndo foram
estatisticamente significativos, possivelmente devido a pouca amostragem de doentes
DS-ALL incluidos no estudo. No periodo de observacdo de 3 anos, conclui-se que as
criangas com Sindrome de Down apresentavam um aumento no numero de dias de
hospitalizagcdo, numa média de 55 dias vs 43.9 dias em doentes sem Sindrome de Down.
Observou-se uma maior utilizacdo de certos recursos em meio hospitalar pelos doentes
com Sindrome de Down, nomeadamente a oxigenoterapia suplementar, ventilacao
mecanica e radiografias ao térax, presumivelmente devido ao aumento da disfungao
respiratoria observada neste grupo. Constatou-se também um aumento da terapéutica
com antibidticos, antifungicos e antivirais nos doentes com DS-ALL, bem como um
aumento do recurso a insulinoterapia. As criangas com DS-ALL foram submetidas a
menos ecografias abdominais e prescritas menos terapéutica antiemética e analgésica

do que as criancas sem Sindrome de Down. Em relacdo a analgesia, as criangas com
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Sindrome de Down tém uma tolerancia a dor semelhante as criangas sem trissomia 21,
sendo necessario investigar a razdo da discordancia entre grupos no recurso a analgesia

opioide, ndo opioide e controlada pelos doentes DS-ALL (Salazar et al., 2016).

PERSPETIVAS FUTURAS

Para além dos novos farmacos que tém como alvo as altera¢des genéticas que
potenciam o desenvolvimento de ALL, outras terapéuticas como os anticorpos
monoclonais, especificamente CD19 identificado em células de doentes DS-ALL, a
terapéutica com linfécitos T com recetor antigénico quimérico (células T CAR) com alvo
CD19 e inibidores de tirosina quinase, como o Ruxolitinib (inibidor JAK). Estas
terapéuticas sao particularmente significativas no tratamento de doenga refrataria ao
tratamento ou recidivas de ALL. Isto é especialmente importante no que diz respeito aos
doentes com DS-ALL uma vez que os mesmos apresentam um aumento da prevaléncia
de recidiva de doenca associada a um mau prognéstico, com sobrevivéncia aos 3 anos
apos recidiva de cerca de 10-25% (Hucks & Rheingold, 2019). Contudo, estudos com
doentes DS-ALL sdo escassos para estas terapéuticas em especifico, possivelmente
devido a fraca percentagem de doentes DS-ALL e ao receio de inclusao destes doentes

devido ao aumento da incidéncia de toxicidade relacionado com a terapéutica.

Os inibidores de tirosina quinase constituem os farmacos de primeira linha no
esquema terapéutico de ALL com alteracdes BCR-ABL1. No caso dos doentes com DS-
ALL, a terapéutica com Ruxolitinib, um inibidor JAK, pode ser util caso se verifique
alteracdes no genoma de JAK2 e CRLF2, promovendo a ativacdao da via de sinalizacdao
JAK-STAT e consequentemente diminuindo a sobrevivéncias de células com leucemia

(Mullighan et al., 2009).

Os anticorpos monoclonais podem ser incluidos nos regimes terapéuticos
standard devido a sua atividade contra antigénios de superficie. O antigénio de
superficie CD19 estd presente nas células de doentes com linfoma ndo-Hodgkin de
células B e BCP-ALL, nomeadamente na DS-ALL (Pui & Evans, 2006; Teachey et al., 2013;

Viardot et al., 2020). A terapéutica com blinatumomab, por exemplo, um anticorpo de
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cadeia Unica especifico para CD19/CD3, permite a orientagdo das células T citotdxicas
para células que expressam CD19. Esta terapéutica esta aprovada para o tratamento de
doenca refrataria, recidiva ou doenca minima residual de BCP-ALL (Viardot et al., 2020).
Doentes submetidos a terapéuticas ativadoras de células T (como blinatumomab e
células T CAR) apresentam um aumento do risco de desenvolver sindrome de libertagao
de citocinas (CRS) (Teachey et al., 2013). As IL-6, IL-10 e INF-y estdo aumentadas na
terapéutica com blinatumomab, mas também sdo encontradas na sindrome de ativacao
de macrofagica (MAS), podendo ambos os sindromes estar relacionados. O artigo de
Teachey et al. (2013) relata o caso clinico de um doente com DS-ALL que desenvolveu
um sindrome de ativacao macrofdgico como intercorréncia a um esquema terapéutico
com blinatumomab apés recidiva isolada de doenc¢a na medula éssea, com deterioracao
hemodindmica e diminuicdo dos gldbulos brancos. Foi iniciada a terapéutica com
tocilizumab, um inibidor de IL-6, permitindo a melhoria hemodinamica do doente e
elevando o valor analitico dos leucdcitos. Apesar de apenas ter realizado 36 horas de
terapéutica com blinatumomab, o doente obteve uma resposta parcial ao tratamento,
com auséncia de blastos no sangue periférico no 22 dia de tratamento (previamente
78% de blastos na amostra) e identificagdo de 20% de blastos na amostra de medula
Ossea ap6s 18 dias de descontinuacdo da terapéutica, inicialmente quase

completamente substituida por linfoblastos (Teachey et al., 2013).

A terapéutica com linfécitos T autdlogos geneticamente modificados para
expressar um recetor antigénico quimérico (células T CAR) é uma possivel ferramenta
para o tratamento de DS-ALL. O marcador de superficie CD19 é o marcador mais
expresso na leucemia de células B, permitindo as células T modificadas reconhecerem
um antigénio tumoral extracelular e assim sendo, terem como alvo um antigénio
especifico para os linfoblastos presentes na leucemia linfoblastica aguda. Uma vez que
aorigem dos linfécitos T é o préprio doente, é possivel evitar o desenvolvimento de uma
doenca enxerto-versus-hospedeiro (DEVH) e permitir a instituicdo da terapéutica em
doentes que sdo considerados maus candidatos para um transplante de medula dssea
alogénico (P. Brown et al., 2020; Hucks & Rheingold, 2019; Inaba & Mullighan, 2020;
June & Sadelain, 2018; Pehlivan et al., 2018). A potencialidade terapéutica das células T

CAR ja foi demonstrada em modelos animais, onde se verificou que uma Unica infusao
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de células T CAR permitiu a eliminacdo de linfomas e leucemias (June & Sadelain, 2018).
Em 2017, a FDA aprovou os tratamentos com células T CAR para doentes com leucemia
linfoblastica aguda refrataria ou recidivante em idade inferior a 25 anos (Pehlivan et al.,
2018). Ensaios clinicos realizados em doentes com leucemia linfoblastica aguda
apontam para uma taxa de remissdo entre os 70% a 90% (P. Brown et al., 2020; Hucks
& Rheingold, 2019; Inaba & Mullighan, 2020; June & Sadelain, 2018; Pehlivan et al.,
2018).

O artigo de Hucks & Rheingold (2019) demonstra o sucesso da terapéutica com
células T CAR em doentes de risco elevado e com DS-ALL recidivante. O doente era uma
crianca de 14 anos, submetida ao tratamento standard para ALL apds o seu diagndstico
inicial de ALL aos 9 anos de idade, com boa resposta a terapéutica inicial. Porém, 4 anos
apos completar o esquema terapéutico, o doente sofreu uma recidiva da doenca e foi
submetido a tratamento standard com boa resposta inicial, contudo observou-se
posteriormente uma segunda recidiva. Optou-se pelo tratamento com as células T CAR
uma vez que foi admitido que um novo esquema com quimioterapia iria provocar uma
toxicidade inevitavel no doente. Assim sendo, no esquema de tratamento do doente na
segunda recidiva, juntamente com uma dose diminuida da quimioterapia, foi
administrada terapéutica com células T modificadas do préprio doente. Como ja
anteriormente referido, os doentes submetidos a terapéuticas mobilizadoras de
linfécitos T apresentam um aumento do risco de toxicidade relacionada com o
tratamento, nomeadamente o desenvolvimento de sindrome de libertagao de citocinas
(CRS). No quinto dia ap6s a infusdo com as células T modificadas, o doente desenvolveu
a sindrome de libertagdo de citocinas, porém as complica¢bes relacionadas com a
terapéutica com células T CAR conseguem ser revertidas com o tratamento antecipado
das mesmas. Dito isto, verificou-se que o desenvolvimento de complicacdes
relacionadas com o tratamento ndo influenciou o resultado do mesmo, verificando-se
gue o doente estaria em remissdo sem doenca residual minima ao vigésimo oitavo dia

apos a infusdo com células T CAR.
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PROGNOSTICO

Os doentes diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda tém uma
sobrevivéncia a 5 anos de cerca de 80% a 90%. Esta taxa de sobrevivéncia diminui para
uma sobrevivéncia a 5 anos de 30% a 50% apds a primeira recidiva do doente, algo que
ocorre em cerca de 15% a 20% dos doentes com ALL. Em subsequentes recidivas da

doenga, a taxa de sobrevivéncia diminui para menos de 20% (Hoffbrand & Moss, 2015).

No caso particular das criancas com Sindrome de Down, estas tém um aumento
da taxa de recidiva de doenca e da taxa de mortalidade relacionada com o tratamento
(TRM), com uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia livre de evento (EFS) e
sobrevivéncia (OS) a 8 anos. O estudo realizado pelo grupo Ponte di Legno (Buitenkamp
et al., 2014) é um dos estudos de referéncia no que diz respeito ao progndstico das
criangas com Sindrome de Down e leucemia linfoblastica aguda. O estudo engloba 653
doentes com DS-ALL, permitindo uma melhor avaliacdo das caracteristicas e varidveis
particulares a este subgrupo de doentes. Nos doentes com DS-ALL, a taxa de remissdo
completa (CR) ao tratamento era inferior comparativamente com doentes sem DS, de
96.7% em DS-ALL vs 99% nos doentes non-DS-ALL (P<.001). Deste modo, observou-se
gue a taxa de faléncia do tratamento de induc¢do era superior nestes doentes em relacao
aos doentes sem Sindrome de Down, consistindo cerca de 3% vs 1% respetivamente
(P<.001). A mortalidade relacionada com o tratamento a 2 anos foi também superior no
grupo de doentes DS-ALL (7% vs 2%, P<.001), bem como a incidéncia cumulativa de
recidiva a 8 anos, com 26% dos doentes DS-ALL a recidivarem vs 15% dos doentes em
geral (P<.001). Contudo, os doentes DS-ALL demoravam mais tempo a recidivar depois
do estado de remissdo que o grupo controlo, conclusdo também verificada por Meyr et
al., (2013), sendo que a recidiva precoce da doencga era menos frequente no grupo DS-
ALL, com 10% em DS-ALL vs 25% em non-DS-ALL (P=.009). O tempo médio de recidiva
era de 12.1 meses em criangas com DS-ALL vs 5 meses em doentes non-DS-ALL. Em caso
de recidiva, a sobrevivéncia a 3 anos nos doentes DS-ALL era entre 10% a 25% (Hitzler
et al., 2014). O estudo realizado por Lam et al. (2016), documentou a morte de 4 dos 10
doentes DS-ALL observados, com 3 destes a falecerem por recidiva da doenca.

Buitenkamp et al. (2014) verificam que a mortalidade associada a outras causas para
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além da recidiva ou doencga refratdria era superior (7.7%) no grupo DS-ALL
comparativamente com o grupo de doentes non-DS-ALL (2.3%). A causa mais frequente
desta mortalidade era o aumento da incidéncia de infe¢cbes nestas criancas, com maior
prevaléncia para as infecdes bacterianas e do trato respiratdrio. A incidéncias de novas
malignidades nos doentes com DS-ALL era inferior em comparagdo com o grupo sem
Sindrome de Down, uma vez que apenas 2 doentes DS-ALL (0.3%) morreram devido a
uma segunda malignidade comparativamente com 1.3% nos doentes non-DS-ALL

(Buitenkamp et al., 2014).

No que diz respeito a alteracdes gendmicas, os investigadores concluiram que as
alteracOes ETV6-RUNX1 e elevada hiperdiploidia (HeH), identificadas nas amostras dos
doentes ALL, conferiram vantagens na sobrevivéncia dos doentes. Os doentes com
alteracoes ETV6-RUNX1 tiveram um progndstico mais favoravel, com uma EFS a 8 anos
de 95% comparativamente a 63% nos restantes doentes DS-ALL (P=.001). A incidéncias
cumulativa de recidiva (CIR) nestes doentes foi de 3% vs 26% (P=.004) e a mortalidade
relacionada com o tratamento a 2 anos (TRM) foi de 3% vs 8% nos doentes com DS-ALL
sem as alteragGes gendmicas (P=.2). Os valores destes parametros no grupo DS-ALL com
alteracoes ETV6-RUNX1 foram semelhantes aos doentes ALL sem Sindrome de Down
com alteragbes no genoma ETV6-RUNX1. Nos doentes DS-ALL com elevada
hiperdiploidia, verificou-se uma redugdo na CIR de 8% (vs 26%, P=.02) mas um aumento
da TRM a 2 anos de 13% em comparagao com 7% nos restantes doentes com DS-ALL
(P=.2). Nestes casos, observou-se também uma diminuicdo da sobrevivéncia dos
doentes DS-ALL em comparacdao com doentes non-DS-ALL com a mesma alteragao

genética (Buitenkamp et al., 2014).

A idade dos doentes com DS-ALL é também relevante para o prognéstico da
doenca. As criangas com DS-ALL e com idade inferior a 6 anos (379 de 651 doentes DS-
ALL) apresentam melhores taxas de mortalidade relacionada com tratamento
cumulativa a 2 anos (7% vs 8%, P=.33), incidéncias cumulativa de recidiva (21% vs 34%,
P<.001), sobrevivéncia livre de evento (70% vs 54%, P<.001) e sobrevivéncia global (OS)
(78% vs 67%, P=.002) em comparag¢do com criancas com DS-ALL e idade superior a 6

anos. Por sua vez, criancas com idades compreendidas entre os 6 e 9 anos (126 de 651
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doentes DS-ALL) obtiveram um pior progndstico, com uma sobrevivéncia livre de evento
aos 8 anos de 51% e sobrevivéncia global (OS) de 70%. O pior progndstico nestas criancas
era devido a elevada incidéncia de recidivas de doenca (CIR de 41%) neste intervalo de
idades. Contudo, nao foi possivel identificar fatores de risco que contribuissem para o

aumento da recidiva de doenga (Buitenkamp et al., 2014).

Analiticamente, doentes com valores laboratoriais de leucdcitos inferiores a
10x10°/L obtiveram uma diminuicdo da taxa de mortalidade relacionada com o
tratamento (TRM) a 8 anos de 4% vs 11% (P=.0003) e diminuicdo da taxa de recidiva de
doenca a 8 anos de 21% vs 30% (P=.03) comparativamente aos doentes com valores
analiticos de leucécitos iguais ou superiores a 10x10°/L. A combinacdo das
caracteristicas “idade inferior a 6 anos” e “leucdcitos inferiores a 10x10°/L” contribui
para um progndstico mais favordvel neste subtipo de doentes, com uma EFS a 8 anos de

78% vs 58% e OS de 87% vs 68% (P=<.0001) (Buitenkamp et al., 2014).

Em suma, a combinacdo de todos os dados previamente mencionados tem
implicacdes nas taxas de EFS e OS nos doentes com Sindrome de Down e leucemia
linfoblastica aguda. Nomeadamente, nos doentes DS-ALL a taxa de sobrevivéncia livre
de doenca a 8 anos é de 64% vs 81% em non-DS-ALL e a sobrevivéncia global em doentes
DS-ALL de 74% vs 89% non-DS-ALL (P<.001). Possivelmente devido ao aumento da
mortalidade nestes doentes, os doentes com DS-ALL apresentavam um menor tempo
de seguimento, com cerca de 6.8 anos de seguimento comparativamente com 8.4 anos

dos doentes non-DS-ALL (P<.001) (Buitenkamp et al., 2014).
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CONCLUSAO

A leucemia linfoblastica aguda constitui a neoplasia hematolégica mais
frequente na idade pediatrica, e as criangas com Sindrome de Down tém um risco
aumentado de desenvolverem leucemia. Estas criangas tém altera¢des genéticas que as
distinguem dos restantes doentes com leucemia linfoblastica aguda, observando-se
uma heterogeneidade genética especifica a DS-ALL. As alteracdes no genoma das
criangas potenciam o desenvolvimento da doenga, contudo a identificacdo de uma
mutacdo ndo implica o desenvolvimento de ALL, apontando para uma combinacdo de
fator intrinsecos e extrinsecos ao doente, muitos deles ainda desconhecidos.
Atualmente, o esquema de tratamento é semelhante aos restantes doentes com
leucemia linfoblastica aguda, ndo tendo como alvo terapéutico as alteracdes genéticas
identificadas na amostra celular de cada doente. A identificagdao individualizada das
mutac¢des que promovem a DS-ALL e a aplicagcdo de terapéutica especifica para as
mesmas poderdo permitir a adocdo de um esquema terapéutico mais dirigido, com
maior eficacia e seguranga nestas criangas. Os tratamentos mobilizadores de linfdcitos
T como as células T CAR e anticorpos monoclonais com o blinatumomab sdo também
estratégias a considerar para serem incluidas nos protocolos terapéuticos destas
criangas, uma vez que isto poderia permitir a diminuicao da mortalidade relacionada
com o tratamento, especialmente o aumento do risco de toxicidade e de infe¢des.
Contudo, existem limitacbes evidentes a inclusdo desta subpopulagcdo nos ensaios
clinicos, nomeadamente devido a fraca prevaléncia de doentes DS-ALL, limitando a
amostra do estudo, e a ndo inclusdo dos doentes nas investigacdes das novas
terapéuticas disponiveis devido ao receio relacionado com a mortalidade relacionada

com o tratamento e o aumento da toxicidade.

Em suma, as criangas com Sindrome de Down sdao um grupo de doentes com
caracteristicas muito especificas, geneticamente e clinicamente, que levam a que estes
doentes tenham uma pior resposta ao tratamento e consequentemente, um pior
progndstico. A introdugao das terapéuticas recentes no esquema terapéutico de DS-ALL,
como as terapéuticas dirigidas as alteracbes genéticas identificadas na amostra do

doente, as células T CAR e anticorpos monoclonais, permitira o desenvolvimento de um
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esquema terapéutico dirigido as criancas DS-ALL e as alteragdes genéticas que

contribuem para o desenvolvimento da doenca.
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