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RESUMO

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é um grupo de neoplasias hematologicas
heterogéneas que afeta progenitores hematopoéticos, prejudicando a produgao de
células maduras e funcionais da linhagem mieloide devido a anormalidades na
diferenciacao celular. Apesar de seu carater multifatorial, apresenta um panorama
genético complexo considerado preponderante para o fendtipo leucémico.
Tratamentos medicamentosos como a quimioterapia padrdo costumam ser
utilizados, mas nem todos os pacientes apresentam uma boa resposta,
principalmente devido a heterogeneidade clinica, molecular e citogenética da
doenga. O transplante de medula 6ssea (TMO), terapia curativa da doenga, também
possui limitacdes devido a condi¢gdes do paciente e questdes de infraestrutura. Por
essa razao, € necessaria a busca por novos alvos terapéuticos, com a finalidade de
identificar tratamentos mais eficientes e especificos. Dessa forma, pesquisas
recentes exploram reguladores epigenéticos no processo de transformacdo e
progressao da LMA, focando em modificagcbes pos-transcricionais de RNA
mensageiro (MRNA), tais como metilagdes, acetilagdes e desaminagdes, que afetam
a estabilidade, splicing alternativo e tradugdo de genes. Assim, o presente estudo
pretendeu analisar, compilar e descrever essas modificagdes pds-transcricionais em
MRNA, e sua relagcdo com a LMA, por meio da selegédo das alteracdes descritas na
literatura, avaliando sua associagdo com a doenga e 0s mecanismos relacionados
ao fendtipo leucémico. Foi elaborada uma revisdo de literatura integrativa,
selecionando os artigos relevantes que apontam uma relagédo entre as modificagcbes
em mRNA e a LMA. Desse modo, através da analise de 27 artigos cientificos, foram
identificadas as principais alteragdes em mRNA associadas a doenga, elucidando as
vias comprometidas e seu papel na progressao ou manutencao da LMA. A avaliagao
de cinco tipos de modificagdo (m6a, m5c, m7g, ac4c e A-to-l) indicou que a
intensificagdo do processo pode estar relacionada tanto ao aumento quanto
diminuicdo dos alvos especificos, dessa forma impactando positivamente ou
negativamente no fendtipo leucémico. Alteragées em vias celulares relacionadas ao
metabolismo, diferenciagdo, proliferagdo, manutengdo do microambiente medular,
mecanismo de ag¢ao de farmacos e apoptose foram evidenciadas. Para alguns alvos,
no entanto, apesar de mostrarem variagcbes na sua expressao e possuirem uma
relacdo estatistica com parametros referentes ao curso da doenga, seus
mecanismos de contribuicdo para esses efeitos ainda n&o foram identificados.
Assim, faz-se necessaria a continuidade dos estudos de cada uma das modificagdes
para ampliacdo do conhecimento acerca dos seus efeitos na LMA.

Palavras-chave: Epitranscriptémica. LMA. Metilagdo. Acetilagdo. mRNA.
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ABSTRACT

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a group of heterogeneous hematologic neoplasms
affecting hematopoietic progenitors, impairing the production of mature and functional
myeloid lineage cells due to abnormalities in cellular differentiation. Despite its
multifactorial nature, AML presents a complex genetic profile that is considered a
major determinant of the leukemic phenotype. Standard chemotherapy treatments
are commonly used, yet not all patients respond well, mainly due to the clinical,
molecular, and cytogenetic heterogeneity of the disease. Bone marrow transplant
(BMT), a curative therapy for AML, also has limitations due to patient conditions and
infrastructure issues. For this reason, there is a need to identify new therapeutic
targets to discover more efficient and specific treatments. Recent research thus
explores epigenetic regulators in the transformation and progression of AML,
focusing on post-transcriptional modifications of messenger RNA (mRNA), such as
methylations, acetylations, and deaminations, which affect gene stability, alternative
splicing, and translation. This study aimed to analyze, compile, and describe these
post-transcriptional mMRNA modifications and their relationship with AML by selecting
relevant changes described in the literature, evaluating their association with the
disease and mechanisms linked to the leukemic phenotype. An integrative literature
review was conducted, selecting relevant articles that point to a relationship between
MRNA modifications and AML. Through the analysis of 27 scientific articles, the main
mRNA alterations associated with the disease were identified, elucidating the
compromised pathways and their role in AML progression or maintenance.The
assessment of five types of modification (m6A, m5C, m7G, ac4C, and A-to-l)
indicated that the intensification of these processes could relate to either an increase
or decrease of specific targets, thus impacting the leukemic phenotype positively or
negatively. Alterations in cellular pathways related to metabolism, differentiation,
proliferation, bone marrow microenvironment maintenance, drug action mechanisms,
and apoptosis were highlighted. However, for some targets, although variations in
their expression were observed and statistically linked to disease progression
parameters, their mechanisms of contribution to these effects remain unidentified.
Thus, further studies are required to expand knowledge about each modification’s
effects on AML.

Key words: Epitranscriptomics. AML. Methylation. Acetylation. mRNA.
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Introdugéao

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é um conjunto de neoplasias
hematoldgicas que consiste na infiltracdo de células clonais da linhagem mieloide
pouco ou anormalmente diferenciadas na medula 6ssea, sangue periférico e em
outros tecidos (Dohner et al., 2015). Estas células, chamadas blastos leucémicos,
vao gradualmente substituindo a hematopoiese normal por uma hematopoiese
leucémica e ineficaz, onde as células maduras da linhagem mieloide se encontram
comprometidas, comprometendo a medula éssea e levando a um quadro de anemia
e plaquetopenia severos (Passegué et al., 2003; Cavalcanti et al., 2020). Bem como
a maioria dos canceres humanos, € uma patologia multifatorial, em que mutacdes
em determinados genes podem acarretar em um melhor ou pior prognostico para o
paciente. O status mutacional dos genes NPM1, FLT3 e CEBPA é a avaliagao
prognostica utilizada na pratica clinica atualmente (Dohner et al., 2015).

Além disso, translocagdes importantes foram descritas e sdo frequentemente
detectadas na LMA. Tais translocagdées promovem a formagao de um gene de fuséo
que interfere no funcionamento normal de vias relacionadas a diferenciagao, divisao
celular e apoptose, por exemplo, e sdo utilizadas para diagnostico da doenga por
citogenética e biologia molecular (Dohner et al., 2022). No entanto, cerca de 45%
dos pacientes ndo apresentam as chamadas alteragbes genéticas recorrentes, que
seriam componentes genéticos categoricos que notoriamente estimulam um fenétipo
leucémico, o que enfatiza a provavel participagdo de mecanismos ainda nao
elucidados (Silva; Conceigao, 2022).

O tratamento padréo, utilizado para a maioria dos pacientes, € a quimioterapia
no protocolo “3+7” (7 dias de citarabina e 3 dias de uma antraciclina — geralmente a
daunorrubicina) (Dohner et al., 2015), mas por causa da variedade de respostas, a
sobrevida global média dos pacientes n&o ultrapassa 10 meses (Sasaki et al.,
2022). A terapia curativa realizada atualmente é o Transplante de Medula Ossea
(TMO); porém, a realidade brasileira e a infraestrutura do sistema de saude
dificultam a viabilidade do TMO, por se tratar de um pais em desenvolvimento
(Almeida et al., 2022). A baixa taxa de sobrevida dos pacientes é reflexo de uma
enorme heterogeneidade clinica da doenga, que é explicada por sua diversidade
molecular e citogenética, além da idade avangada apresentada por grande parte dos
acometidos pela LMA (Dohner et al., 2015). Nesse sentido, novas pesquisas

buscam esclarecer e identificar novos mecanismos moleculares envolvidos com a
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LMA, a fim de estabelecer alvos terapéuticos que contribuam com o sucesso do
tratamento e aumento da sobrevida dos pacientes.

Estudos recentes mostram que reguladores epigenéticos estdo envolvidos no
processo de transformacdo do estado pré-leucémico para leucémico, além de
contribuir com a progressédo da doencga através do bloqueio de diferenciagédo (Qing
et al., 2021) e resisténcia a apoptose (Xu et al., 2021). Tais modificagdes podem
afetar o DNA, proteinas histonas e os diversos tipos de RNA, como mRNA, tRNA,
rRNA, IncRNA, circRNA, miRNA, entre outros (Issah et al., 2021), e se caracterizam
principalmente como metilacdo, acetilagdo e desaminacdo em diferentes bases
nitrogenadas (Arzumanian et al., 2022). As modificagdes pos-transcricionais em
MRNA sdo um exemplo emergente de regulagédo epigenética, onde os genes alvo
dessas modificagées sofrem um aumento ou diminuigdo de estabilidade, induzindo
splicing alternativo e modificando o ritmo de traduc&o (Arzumanian et al., 2022).

Por causa do papel decisivo que modificagdes em mRNA podem exercer na
sintese de proteinas, € relevante avaliar e elucidar seus mecanismos no contexto da
LMA. Pesquisas apontam que genes relacionados a progressao da LMA s&o alvo de
modificagdes como m6a, m7g, ac4c, A-to-l e m5c (Rossello-Tortella; Ferrer; Estreller,
2020). Assim, torna-se favoravel a selecédo e reunido de tais alteragdes para
conjecturar suas participagdes no fenétipo da doenca, com a finalidade de fornecer

um apanhado dos principais mecanismos descritos na literatura.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HEMATOPOIESE

A hematopoiese € o processo hierarquizado e continuo que tem como objetivo
a geragcao, manutencao e diferenciacao de todas as linhagens celulares presentes
no sangue. Se inicia ainda no periodo embrionario, com uma “fase primitiva” regida
primeiramente por estruturas contidas no saco vitelinico, num processo que origina
apenas eritrécitos, necessarios para a oxigenagao autbnoma do embrido. Apos
esse primeiro momento, a hematopoiese €&, entdo, transferida para células da
mesoderme (Aorta-Génadas-Mesonefro), onde ocorre a chamada “fase definitiva”,
em que se origina a célula tida como ponto comum de todas as linhagens: a célula
tronco hematopoética (CTH) ou, do inglés, hematopoietic stem cell (HSC)
(Calvanese; Mikkola, 2023). Em estagios mais avancados do desenvolvimento fetal,
a hematopoiese é assumida pelo baco e figado, e a partir do terceiro més de vida, a
medula éssea (MO) assume a produgéo celular, exercendo também um papel de
regulagéo através de seu microambiente favoravel, composto por células e fatores
de crescimento que auxiliam na diferenciagdao, sobrevivéncia e maturacdo de
progenitores e linhagens (Lacaud; Kouskoff, 2017) (Pinho; Frenette, 2019).

As CTHs sao células pluripotentes, encontradas em baixa frequéncia na MO,
que desfrutam de alta capacidade de renovacdo, mas numa baixa taxa de
proliferacdo. Esse potencial é garantido pela existéncia de dois nichos ou “pools”
principais de CTHSs: células tronco de vida-longa (LT-CTH ou LT-HSC - Long-term
hematopoietic stem cell) e de vida-curta (ST-CTH ou ST-HSC - Short-term
hematopoietic stem cell), que assumem papéis distintos, mas igualmente
importantes para a continuidade da hematopoiese (Zago et al., 2013). A manutencgéao
do pool indiferenciado e imaturo é garantida pela LT-HSC, que sofre uma diviséo
celular assimétrica, evento esse que |he confere uma capacidade de
autorrenovagao. Essa divisdo origina duas células-filhas diferentes entre si, sendo
uma delas idéntica a célula-mae, ou seja, uma nova LT-HSC, e outra um pouco mais
diferenciada: a ST-HSC. Esse tipo celular, que pode sofrer igual influéncia dos
fatores de crescimento, € uma célula com maior poder de proliferagao, e passa por

uma seérie de divisbes que culminam na formacgéo de progenitores multipotentes, que
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posteriormente ddo origem aos progenitores comprometidos com cada linhagem
(Doulatov et al., 2012).

Com esse processo, sao originados dois tipos de progenitores: CLP ou PLC
(common lymphoid progenitor | progenitor linféide comum), que precede linfécitos e
células plasmaticas, e CMP ou PMC (common myeloid progenitor | progenitor
mieloide comum), que resultam na formacédo de eritrocitos, granuldcitos e

megacariocitos (Figura 1) (Shafat et al., 2017).

o,
<Auto- fr‘ \ LT-CTH
;

enovacdo ' 1-"’

+ ¥ * + * & + + *
o -
D090’ © @ @
- &
Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo Monécito  Eritrécito Plaqueta Linfécito B Linfocito T Linfécito NK

Figura 1: Modelo hierarquico da hematopoiese. As células tronco hematopoiéticas (CTHS)
subdividem-se em vida-longa (LT-CTH) e vida-curta (ST-CTH). LT-CTH possui potencial de
autorrenovagdo e gera a (ST-CTH) por divisbes assimétricas. ST-CTH origina o progenitor
multipotente (PMP), que por sua vez é capaz de se comprometer em progenitor mieloide comum
(PMC), que promove a formacdo de toda a linhagem mieloide (Basofilo, Eosindfilo, Neutrofilo,
Eritrocito, Plaqueta e Mondcito), ou progenitor linfoide comum (PLC), que origina posteriormente os
linfécitos T, B e NK. Adaptado (Bakhuraysah; Siatskas; Petratos, 2016).
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1.2 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A leucemia mieloide aguda (LMA) consiste em um grupo de neoplasias
hematologicas heterogéneas de carater clonal, onde células tronco hematopoiéticas
passam a se diferenciar pouco ou anormalmente, devido a um acumulo de mutagdes
somaticas, ocasionando a falha da capacidade maturativa e perda da resposta aos
estimulos de morte celular (Dohner et al., 2015). Como consequéncia, essas células,
denominadas blastos leucémicos, comegcam a infiltrar a medula 6ssea, sangue
periférico e outros tecidos, comprometendo o processo hematopoiético normal e
tornando-o ineficaz, fato esse que ocasiona as chamadas citopenias (Jacomo et al.,
2017).

Em decorréncia a esse processo, sucedem-se os achados laboratoriais mais
prevalentes apresentados pelos pacientes: anemia normocitica normocrémica,
plaguetopenia e leucocitose (geralmente menor que 100.000 leucdcitos) com
neutropenia. Juntamente com a capacidade de infiltracdo dos blastos leucémicos,
essas condigbes contribuem com a manifestagdo dos principais sintomas
relacionados com a doenga, tais como fadiga, palidez, sangramentos, petéquias,
febre, infecgbes recorrentes e as megalias, principalmente hepatoesplenomegalia
(Zago et al., 2013).

A LMA subdivide-se em dois grandes grupos, sendo eles LMA de novo ou
primaria, e LMA secundaria, sendo esta advinda de sindrome mielodisplasica,
neoplasias mieloproliferativas, anemia aplasica e relacionada a tratamento (Khoury
et al., 2022).

A heterogeneidade da doenga pode ser atribuida a inUmeros fatores, sendo
um deles a diversidade de precursores hematopoiéticos que podem ser acometidos,
bem como a grande quantidade de muta¢dées que podem colaborar com o fendétipo
leucémico (Hope; Dick, 2004) Além disso, estudos apontam que a diversidade
fenotipica da doenca ocorre em resposta a sua heterogeneidade genotipica (Desai;
Zandvakili; Bohlander, 2022).
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1.2.1 Epidemiologia

Apesar de acometer individuos de qualquer faixa etaria, a idade média do
diagnostico se estabelece em torno de 66 anos, sendo 54% dos pacientes
diagnosticados apds os 65 anos e 33% apos os 75 anos (Tebbi, 2021). Acerca dos
dados epidemiologicos globais sobre a doenga, estudos apontam uma tendéncia de
crescimento na incidéncia e mortalidade da LMA entre os anos de 1990 e 2019,
sendo o maior aumento observado na faixa etaria de 85 a 89 anos (Chen et al.,
2024). Apesar disso, o grupo que apresentou maior incidéncia de LMA em 2019
corresponde a faixa etaria de 70 a 74 anos (Chen et al., 2024). Algumas das
avaliagbes levam em consideragdo as leucemias de maneira geral como um soé
grupo. De acordo com o GLOBOCAN (Global Cancer Observatory), servigco
fornecido pela Organizagao Mundial de Saude, a incidéncia global de leucemias no
ano de 2022 foi de 5,3 a cada 100.000 habitantes, sendo 487.294 o numero bruto de
novos casos. A mortalidade das leucemias se encontra em 3,1 a cada 100000
habitantes, se apresentando superior em paises subdesenvolvidos (Global Cancer
Observatory, 2024).

Dentre os adultos diagnosticados com leucemias, a LMA representa 4 do
total para a populacdo estadunidense em 2024, no entanto corresponde a 1% do
total de canceres registrados (American Society of Cancer, 2024). Outros estudos
apontam que, no ano de 2020, foram registrados 19.940 novos casos de LMA e
11.180 dbitos pela causa nos Estados Unidos, sendo considerada o tipo de leucemia
com maior taxa de mortalidade (Chen et al., 2024). O cenario brasileiro segue o
mesmo padrdao de agrupamento, sendo possivel avaliar a incidéncia de leucemias
por dados provenientes do Instituto Nacional de Cancer - INCA. As estimativas para
0 ano de 2023 apontam que os estados com maior incidéncia para leucemias sao:
Amazonas, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro e Santa Catarina,
com valores variando entre 5,14 e 8,39 novos casos a cada 100.000 habitantes. Ja
os estados com menor incidéncia variam entre 1,91 a 4,11 casos a cada 100.000
habitantes (Figura 2) (INCA, 2022). No Brasil, a taxa bruta de mortalidade no ano de
2022, utilizando como parametros as CIDs 92, 93 e 94 (Leucemias Mieloides,
Leucemias Monociticas e Outras Leucemias de Tipo Celular Especifico,
respectivamente), foi de 1,77 para cada 100.000 habitantes, maior valor de
mortalidade dos ultimos 10 anos (Tabela 1) (INCA, 2024).
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Figura 2: Distribuicao espacial das taxas ajustadas de incidéncia de leucemias por 100 mil habitantes,

estimadas para o ano de 2023 no Brasil, segundo Unidade da Federagdo. Os dados sé&o

estratificados em 4 categorias, correspondentes a suas respectivas cores no mapa. (INCA, 2022).

Tabela 1: Incidéncia de Leucemias Mieloides, Leucemia Monocitica e Outras Leucemias de células de

tipo especifico. Os valores de incidéncia sdo estabelecidos a cada 100.000 habitantes, com

populacao padrdo mundial datada de 2010. (INCA, 2024).

Ano Valor Absoluto Taxa Bruta

2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
2021
2022

FLEUCEMIA MIELOIDE, LEUCEMIA MONOCITICA e OUTRA LEUCEMIAS DE CELULAS DE TIPO ESPECIFICO

2948
3088
3087
3339
3450
3349
3582
3720
3415
3553
3770

1,49
1,54
1,53
1,64
1,68
1,62
1,72
1,77
1,61
1,67

1,77

1,37
1,40
1,36
1,43
1,44
1,36
1,42
1,43
1,27
1,29

1,36

Taxa Ajustada Taxa Ajustada

1,45
1,48
1,45
1,53
1,54
1,45
1,51
1,52
1,36
1,38

1,46
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1.2.2 Fisiopatologia

Como abordado anteriormente, um acumulo de mutagdes € necessario para
proporcionar a transformacgao leucémica. Apesar do aparato funcional de reparo do
DNA, as CTHs continuam suscetiveis a mutacbes em suas diversas etapas de
desenvolvimento, desde progenitor pluripotente até o progenitor mieloide comum
(Hope; Jin; Dick, 2004; Lindsley; Ebert, 2013). Uma vasta gama de alteracoes
genéticas, sejam elas cromossémicas ou ndo, déo origem a célula tronco leucémica
(CTL), apresentando inclusive um impacto progndstico significativo (Dohner et al.,
2015).

As principais mutagdes cromossémicas que contribuem com a fisiopatologia
da LMA sdo chamadas alteragdes genéticas recorrentes. Essas alteracbes
consistem principalmente em translocacgdes e inversdes, que culminam na formacgao
de genes de fusado a partir da combinacgao reciproca dos pontos de quebra, capazes
de interferir em processos especificos, seja pela incapacidade de execucgao de suas
fungdes fisiologicas ou por adotar um papel oncogénico. A exemplo disso, temos a
inv(16) ou t(16;16), t1(15;17) e a 1(8;21), respectivamente responsaveis pela formacéo
dos genes de fusdo CBFb-MYH11, PML-RARA e RUNX1-RUNX1T1 (também
chamado de AML1-ETO) (Dohner et al., 2017).

Acerca do papel funcional de cada alteragcdo, o gene RUNX1 é responsavel
pela regulagdo da hematopoiese. No entanto, quando fundido ao gene ETO ou
RUNX1T1, torna-se um regulador negativo do gene CEBPA, provocando perda na
capacidade de diferenciacdo da linhagem mieloide. Ambos os genes PML e RARA
possuem influéncia na hematopoiese, sendo reguladores de proliferagcdo e
diferenciacao celular, respectivamente. A fusdo desses genes resulta na perda de
resposta a apoptose e bloqueio na diferenciagao, e esta relacionado a um subtipo de
LMA, chamado Leucemia Promielocitica Aguda (LPA). O gene de fusao
CBFb-MYH11, apesar de fazer parte do processo de leucemogénese, ndo apresenta
um papel de iniciacdo da doenca (Goldman et al., 2019). Entretanto, cerca de 50%
dos pacientes possuem cariétipo normal, portanto apresentando mutacées em
outros genes que contribuem com a progressdo e estabelecimento da LMA, a
exemplo dos genes FLT3, CEBPA e NPM1 (Déhner et al., 2008).

O modelo “two-hit’, desenvolvido em fases iniciais do estudo da LMA,

estabelece que a transformacao leucémica ocorre apds, pelo menos, dois tipos de
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mutag¢des concomitantes na CTH, que afetam mecanismos distintos. O primeiro tipo
de mutagdo envolve o dominio das enzimas tirosina-quinases, responsaveis pela
transducao de sinal de inumeras vias de sinalizac&o, inclusive vias relacionadas a
proliferagcdo celular. Como exemplo, destacam-se mutagdes em FLT3 (mais
frequentemente a mutacao do tipo ITD) e c-Kit. J& o segundo tipo afeta os fatores e
ativadores de transcrigao, alterando o equilibrio molecular fisioldgico e diferenciagao
celular, apoptose e maturacdo, como € o caso das translocagcbes que formam os
genes de fusao RUNXT1-RUNX1T1, PML-RARA e MLL-AF9 (Figura 3) (Chen et al.,
2022).

Classe |

Vantagens proliferativas e de
sobrevivéncia

FLT3; KIT; RAS;
PNPN11;
JAKZ; CBL
Sem
Classificacao LMA Classe Il
Promove modificacdes . Altgral;moes de
. s diferenciacdo celular e
epigenéticas
apoptose
TETZ; DNMT3a; PML-RARA; RUNX1-
IDH1; IDHZ; ASXL1; RUNX1T1: CBFB-
WT1 MYH111; MLL;
CEBPA; NPM1

Figura 3: Diagrama de Venn descrevendo as principais mutagdes de Classe | (conjunto superior),
Classe Il (conjunto lateral da direita) e Epigenéticas (conjunto da lateral esquerda) relacionadas a
LMA. Adaptado (Lagunas-Rangel et al., 2017)
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Assim como na hematopoiese normal, o microambiente da medula 6ssea
também exerce grande influéncia para a manutengao e desenvolvimento das CTLs,
podendo inclusive diminuir a capacidade de acao de quimioterapicos (Shafat et al.,
2017). Esse microambiente, composto por uma diversidade de tipos celulares, pode
ser alterado em decorréncia da transformacao leucémica, evento que pode induzir a
proliferacdo e diferenciagcéo incorretas dessas células (Borella et al., 2021). Alguns
dos fatores que contribuem para essa resolucdo sdo o aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROS), HIF-1alfa, assim como participagdo na ativagédo de vias
de sinalizagcdo essenciais para regulacéo da diferenciacédo e proliferacdo (Chen et
al., 2022).

A regulacado epigenética exerce um papel preponderante na transformacao
leucémica (Issah et al., 2021). Este termo se trata de um conjunto de modificacdes
pos transcricionais em elementos codificantes ou ndo codificantes, que culminam na
alteragcdo da expressdo de um gene, sem que ocorra uma mudanga no codigo
genético (Dupont; Armant; Brenner, 2009). A recente caracterizagdo desses genes
colocou em xeque a hipotese two-hit previamente estabelecida, levando em conta
que esse grupo ndo se encaixa em nenhuma das classes propostas, possuindo
mecanismos de agao distintos na leucemogénese. Os componentes genéticos
afetados por esse processo, sejam eles DNA, RNA e histonas, sofrem alteragcbes
quimicas em sitios especificos, tais como metilagdo, acetilagdo, fosforilagao,
demetilacdo e isomerizacdo, que podem colaborar com mudang¢as conformacionais
e de estabilidade (Issah et al., 2021). Mutagdes em genes participantes desses
processos, como DNMT3, IDH1, IDH2, TET2, METTL3, METTL14, FTO, entre
outros, podem impactar no equilibrio fisiologicamente estabelecido, e colaborar para
a iniciagdo e manutengdo de um estado pré-leucémico (Figura 3) (Moran-Crusio et
al., 2011; Shlush et al., 2014; Issah et al., 2021).

1.2.3 Diagnostico e Classificagao

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o critério diagnostico
de uma leucemia aguda é definido por um percentual de 20% ou mais de blastos
leucémicos na medula éssea ou no sangue periférico (Arber et al.,, 2016). A
identificacdo de elementos morfolégicos também pode contribuir com o
direcionamento na hipétese da LMA, como é o caso do Bastonete de Auer, uma

estrutura formada por granulos anormais nos lisossomos (Zago et al., 2013). Para
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complemento do diagndstico laboratorial e diferenciacédo definitiva entre LMA e LLA,
€ utiizada a imunofenotipagem, sendo atualmente considerada o método
diagndstico padrao ouro. (Craig; Foon, 2008; Zago et al., 2013).

Em 2022, foi estabelecida uma nova normativa para o diagndéstico laboratorial,
que levava em consideracdo as anomalias genéticas recorrentes, tidas como
patognomoénicas da doencga. Essas alteragbes podem ser observadas por biologia
molecular (através da analise qualitativa do gene de fusdo, com a utilizacdo de
técnicas como PCR) ou por citogenética (que procura captar as alteragbes
estruturais nos cromossomos, pela metodologia de hibridizagdo in situ por
fluorescéncia). A detecgao de qualquer uma delas, exceto a 1(9;22) ou BCR-ABL,
diminui o limite percentual de blastos para fechamento do diagndstico para uma

contagem maior ou igual a 10% (Tabela 2) (Tallman et al., 2019; Dohner et al., 2022).

Tabela 2: Critérios de diagndstico de acordo com o percentual de blastos no sangue periférico (SP) ou
medula éssea (MO). Na sec¢do superior, estdo descritas as mutagdes que permitem diagndstico pela
deteccdo de ao menos 10% de blastos. Na segao inferior, encontram-se as outras categorias que

permanecem no padrao de 20% ou mais. Adaptado (Dohner et al., 2022).

LMA e neoplasias relacionadas

LMA com alterag¢ées genéticas recorrentes (210% de blastos na MO ou SP)

e LPA com t(15;17)(q24.1; g21.2) / PML::RARA

¢ LMA com t(8;21)(922;922.1)/RUNXT::RUNX1T1

e LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11

¢ LMA com t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A

e LMA com t(6;9)(p22.3;,934.1)/DEK::NUP214

¢ LMA com inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2)/GATA2, MECOM(EVIT)
¢ LMA com outras translocacdes raras

e LMA com NPM1 mutado

¢ LMA com mutacdo in-frame bZIP em CEBPA

Categorias designadas de LMA (se 220% de blastos na MO ou SP) ou
SMD/LMA (se 10-19% de blastos na MO ou SP)

e LMA com TP53 mutado

* LMA com mutacdes relacionadas a mielodisplasia (ASXL1, BCOR, EZH2,

RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, e/ou ZRSR2

* LMA com altera¢des genéticas relacionadas a mielodisplasia

e LMA com t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1

* | MA sem outra especificacdo
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A LMA subdivide-se em dois grandes grupos, sendo eles LMA de novo ou
primaria, e LMA secundaria, sendo esta advinda de sindrome mielodisplasica,
neoplasias mieloproliferativas, anemia aplasica e relacionada a tratamento (Khoury
et al., 2022). Devido a heterogeneidade clinica, morfolégica e genética da doenga, o
grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB) estabeleceu uma classificagéo
baseada nas caracteristicas morfologicas e citoquimicas dos blastos leucémicos. A
classificagdo FAB, amplamente reconhecida até a atualidade, foi inicialmente
proposta em 1976 e teve sua ultima atualizagdo no inicio da década de 90. Essa
estratificacdo consiste na subdivisdo de 8 grupos, nomeados de MO a M7, numa
ordem crescente de amadurecimento celular. Subtipos como o M3, correspondente a
LPA, recebem destaque por alinharem as condigdes morfologicas e genéticas de
maneira a ser possivel identificar esse subtipo apenas por caracteristicas marcantes
dos blastos, como formato do nucleo (forma de halteres) e presenga de numerosos
Bastonetes de Auer (Célula de Faggot) (Zago et al., 2013).

No entanto, por n&do levar em consideracido as alteragbes genéticas
propriamente ditas, esse tipo de classificacdo se tornou rapidamente ultrapassada. A
OMS, por sua vez, desenvolveu suas proprias diretrizes incorporando grande parte
dos critérios utilizados na classificagdo FAB, e adicionando novas estratégias para
subdivisdo de caracteristicas advindas de componentes genéticos (Vardiman; Harris;
Brunning, 2002).

Na sua 42 atualizacao, apos as versdes de 2001, 2008 e 2016, a classificagao
de 2022 estabelece a inclusao de novas mutacdes especificas na categoria de LMA
com anormalidades genéticas definitivas, que possuem impacto progndstico e
diretrizes terapéuticas préprias (Tabela 3). Esse grupo, além das alteragbes
genéticas recorrentes previamente mencionadas, € dotado das seguintes condigdes:
LMA com rearranjo KMT2A; LMA com fusdo DEK:NUP214 (1(6;9)); LMA com
rearranjo MECOM; LMA com fusao BCR::ABL1; LMA com fusdo RBM1::MRTFA;
LMA com NPM1 mutado; LMA com CEBPA mutado; LMA com rearranjo NUP98;
LMA com outra alteragdo genética definitiva. Critérios como LMA com RUNX1
mutado, por exemplo, foram removidos dessa categoria por significancia clinica
limitada. As outras categorias que receberam pequenas modificagdes em relagcao as

versdes anteriores da classificagcdo foram: LMA relacionada a Mielodisplasia;
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Neoplasia mieloide relacionada a terapias; LMA nao especificada anteriormente

(baseado em critérios morfoldgicos) (Park, 2024).

Tabela 3: Comparativo da Classificagdo OMS dos anos de 2016 (esquerda) e 2022 (direita). Sdo
avaliadas as mutag¢des que compdem a categoria de anormalidades genéticas definitivas/recorrentes.
Adaptado (Park et al., 2024)

OMS2016 OMS2022
Classificagao %Blasto Classificacao %Blasto
LMA com alterag¢des genéticas LMA com alteragdes genéticas
recorrentes definida
LPA com PML::RARA LPA com fusdo PML::RARA
t8;21)(g22;922.1)/RUNX1::RUNXTT1 fusdo RUNX1::RUNXTT1
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16) fusdo CBFB:MYH11
(p13.1,922)/CBFB::MYHT1

fusdo DEK::NUP214
W9, 11)(p21.3;,923.3)/MLLT3::KMT2A

rearranjo MECOM
t(6;9)(p22.3,934.1)/DEK::NUP214 220

fusdo BCR::ABL1 >20
inv(3)(q21.3026.2) ou t(3;3) 220
(021.3;026.2)/GATA2, MECOM(EVIT) fuséo RBM15::MRTFA
19;22)(q34.1;911.2)/BCR:ABL1 220 NPMT mutado
t(1;22)(p13.3;q13.1) RBM15::MLK1 220 CEBPA mutado 220
NPM1 mutado rearranjo NUP98
mutacdo bialélica em CEBPA LMA relacionada a mielodisplasia 220
(provisério) RUNXT mutado 220 IaMfA _cgm outra mutacgdo genética 220

efinida

1.2.4 Estratificacdo de Risco e Tratamento

Ainda motivados pela heterogeneidade da doencga e as diversas respostas ao

tratamento apresentadas pelos pacientes, diversos grupos iniciaram seus esforcos
para estabelecer critérios de divisdo que considerem os possiveis prognosticos, de
acordo com as alteragbes genéticas descritas e considerando os padrdes evolutivos
da LMA (Boscaro et al., 2023). E importante salientar que, além desses critérios,
condigdes individuais do paciente também interferem no desfecho da doenga, como

€ 0 caso da idade. De acordo com estudos populacionais realizados com base de
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dados dos EUA, a taxa de sobrevida em 5 anos de pacientes com 60 anos ou mais
ndo excede os 15%, sendo ainda mais baixa para pacientes com 70 anos ou mais
(Sasaki et al., 2021). Essa estatistica € embasada pela significativa propensdo a um
risco citogenético elevado devido a carga mutacional de pacientes idosos, além da
presenga frequente de comorbidades (Walter et al., 2011).

Visando principalmente os pacientes idosos, foi criado um tipo de
classificagdo denominada status de performance que avalia caracteristicas gerais do
paciente, e como elas interferem na mortalidade perante o tratamento. E
estabelecido um score com base no estado geral e capacidade de realizacédo de
atividades cotidianas do paciente, que vai de 0 a 4, em ordem crescente de
comprometimento (Paras et al., 2023).

Atualmente, a classificagdo mais completa e reconhecida internacionalmente
pertence ao grupo European Leukemia Net (ELN), que desenvolveu um modelo de
estratificacdo de risco, baseado no panorama genético da LMA. Com sua verséo
mais recente datando de 2022, essa estratificagdo € principalmente levada em
consideragao no momento da avaliagao da terapia mais adequada para o paciente
em questdo de intensidade, uma vez que indica o potencial progndstico da doenga
para cada categoria (Dohner et al., 2022).

Diferente de sua versao anterior (2017), que possuia 4 subgrupos (favoravel,
intermediario |, intermediario Il e adverso) a categoria de risco é subdividida em 3
grupos. O grupo de risco favoravel compreende a mutagdes em NPM171 (sem
mutacdo FLT3-ITD) e CEBPA (mutacédo na regidao bZIP), além das translocag¢des
(8;21) e (16;16)/inv(16). Para os pacientes que se enquadram nesse grupo, em
linhas gerais, costumam-se adotar medidas de tratamento mais conservadoras, com
uso de quimioterapia de indugdo e consolidagdo. O grupo de risco adverso é
composto pela delecdo dos cromossomos 5 e 7, mutagbes somaticas nos genes
relacionados a mielodisplasias (predominantes em LMAs secundarias), mutagdo em
TP53 (classico gene supressor tumoral), diversas translocacbes e inversdes e o
chamado cariétipo complexo. Possuem caridtipo complexo os pacientes que
apresentam 3 ou mais anormalidades cromossémicas nao relacionadas. Levando
em consideragao o pior prognostico associado ao grupo, geralmente é considerada
uma terapia mais intensa, prioritariamente baseada no Transplante de Medula
Ossea (TMO) (Dohner et al., 2015).
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O grupo de risco intermediario, considerado o de manejo mais discutivel,
abrange mutacao simultdnea em NPM1 e FLT3 (ITD), mutagcdo apenas em FLTS3,
t(9;11) e qualquer outra anormalidade citogenética ou mutacdo ndo enquadrada nas
outras categorias (Tabela 4). A conduta com os pacientes enquadrados nessa
categoria pode sofrer variagbes a depender de fatores individuais. Para a parcela
dos pacientes que ndo apresenta uma resposta satisfatéria aos tratamentos
classicos, o TMO pode ser considerado (Dohner et al., 2022; Park et al., 2024; Short;
Ravandi, 2016).

Tabela 4: Estratificacdo de Risco do grupo European Leukemia Net de 2022. Adaptado (Dohner et al.,
2022).

Categoria de Risco | Anormalidade genética

t(8;21)(q22;922.1)/ RUNX1::RUNXTT1

inv(16)(p13.1q22) ou 1(16;16)(p13.1;q22)/ CBFB::MYHT1
NPM1 mutado, sem FLT3-ITD

Mutacao in-frame bZIP em CEBPA

Favoravel

Intermediario e NPM1T mutado, com FLT3-ITD

® NPM1 selvagem com FLT3-ITD (sem condicBes genéticas de risco adverso)

* (9;11)(p21.3;,923.3)/MLLT3:KMT2A

* Anormalidade molecular e/ou citogenética nao classificada como
favoravel ou adversa

® (6;9)(p23.3;q34.1/DEK::NUP214

® t(v;11923.3)/ rearranjo KMT2A

® 1(9;22)(q34.1;,911.2)/BCR::ABL1

® (8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP

* inv(3)(q21.3926.2) ou £(3;3)(q21.3;q26.2)/ GATAZ2, MECOM(EVIT)

* 1(3926.2;,v)/ rearranjo MECOM(EVIT)

* -5 ou del(5q); -7; -17/abn(17p)

» Caridtipo complexo, cariétipo monossomal

* Mutacdo em ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SE3B1, SRSF2, STAGZ2, U2AF1

e/ou ZRSR2

TP53a mutado

Adverso

O esquema terapéutico da LMA, de modo geral, consiste numa etapa de
indugdo e numa de consolidagao, a fim de garantir o maximo possivel a erradicagao
dos blastos leucémicos. Desde os anos 70, o tratamento de indugdo costuma
obedecer o protocolo quimioterapico chamado “3+7”, que corresponde a 7 dias de
citarabina (ara-C) e 3 dias de uma antraciclina, geralmente a daunorrubicina. Ja a

consolidacdo pode variar de acordo com o risco prognostico do paciente, e
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costumam variar entre altas doses de citarabina ou TMO (Dohner et al., 2015). No
entanto, essa conduta ndo proporciona uma alta sobrevida global em 5 anos para
todos os grupos de pacientes, correspondente a 45% para pacientes de 50 a 55
anos, e de 15% para pacientes com mais de 60 anos (Kantarjian et al., 2021).

Uma das excecbes desse protocolo ocorre na presenca da translocacao
15;17, cujo tratamento padréo é pautado no uso de ATRA (Acido transretindico) e
ATO (tridoxido arsénico), por vezes usados em combinacao (Tomita; Kiyoi; Naoe,
2013). Tendo em vista o percentual de recaidas e a baixa taxa de sobrevida global
da LMA, novas terapias mais especificas vém sendo desenvolvidas, levando em
consideragao a variabilidade mutacional de cada paciente, principalmente para
cenarios em que a mutacao acarreta em um prognéstico desfavoravel (Kantarjian et
al., 2021).

1.3 MODIFICACC)ES POS-TRANSCRICIONAIS EM RNA MENSAGEIRO

Apesar das alteragdes genéticas recorrentes contribuirem com a
leucemogénese para grande parte dos pacientes, 45% deles apresentam o chamado
cariétipo normal (Dohner et al., 2015). Isso indica que outros genes interferentes no
fendtipo leucémico podem ser responsaveis pela transformagdo e manutencao da
LMA. O estudo do panorama mutacional e de expressao da nova classe de genes
relacionados a regulagdo epigenética proporciona uma ampla oportunidade para
identificacdo de mecanismos atrelados ao seu funcionamento (Issah et al., 2021).

Pesquisas recentes indicam que variagdes nos seus padrdoes de expressao
podem alterar tanto processos fisioldgicos quanto processos patolégicos na
hematopoiese (Han; Chen; Su, 2022). Desde o inicio da década de 50 até os dias de
hoje, foram identificadas e descritas mais de 100 tipos de modificagdes em RNA. No
entanto, as alteracbes de mRNA e RNAs nao-codificantes comegaram a receber
destaque apenas no inicio dos anos 2000 (Liu; Pan, 2015). Desse modo, a
relevancia e o comportamento de diversas modificagcdes permanece desconhecido,
inclusive no contexto da LMA (Rossellé-Tortella; Ferrer; Estreller, 2020). Dentre as
modificagdes no MRNA que possuem maior destaque na literatura, as modificagdes
identificadas como participantes em processos envolvidos na LMA s&do: m6a, m5c,

m7g, ac4c e A-to-I.
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1.3.1 Modificagao N6-Metiladenosina - m6a

A m6a é uma das modificagdes pos-transcricionais mais presentes em
mamiferos, principalmente no contexto de mRNA. Identificada pela insergdo de um
radical metil no 6° carbono do nucleosideo de adenosina, essa metilagcdo esta
relacionada a processos como regulagao do splicing, estabilidade/degradacao e
equilibrio da traducdo, assim como diversos outros tipos de modificagdes (Zhang et
al., 2020; Pan et al., 2023). Aléem disso, recebe destaque por ter envolvimento em
vias de diferenciacdo e metabolismo celular (Zhao; Roundtree; He, 2017). Essa
alteragdo pode estar presente em todos os elementos do mRNA, desde a regiao
codificante, representando 35% do total de residuos, até em ambas as
extremidades, com destaque para os sitios proximos aos cddons de parada (Mao et
al., 2019).

A deteccdao da metilacdo pode ser realizada por diversos métodos, que
possuem caracteristicas distintas no modo de identificagdo. Duas maneiras muito
similares amplamente utilizadas para mapeamento da m6a sado o ensaio de
MeRip-seq e mba-seq, baseados na imunoprecipitacdo com uso de anticorpos
especificos no RNA Poly(A) isolado (mMRNA) e fragmentado, e posteriormente
sequenciado (Dominissini et al., 2012). Ambas as metodologias foram capazes de
identificar mais de 7000 genes que continham m6a, variando entre 10000 e 12000
picos apresentados apenas no mRNA. A partir desses dados, foi avaliado que as
adenosinas sujeitas a metilagdo encontram-se predominantemente em motivos
especificos, que corresponde a diversas combinagdes de sequéncias de bases
evidenciadas através do codigo DRACH (Fu et al., 2014).

Logo, DRACH Ié-se: D=guanina, uracila e adenina; R= qualquer base purica;
A=adenina; C=citosina; H=adenina, uracila e citosina (Liu et al., 2014; Dominissini et
al., 2012). Essas regides estdo enriquecidas principalmente na extremidade 3’ UTR,
proximas a cédons de parada (Wang et al., 2022; Fu et al., 2014). No entanto, a
identificacdo dos sitios metilados por esses métodos se da apenas em forma de
picos do material precipitado, o que diminui consideravelmente a sensibilidade e
precisao do método (Roberts; Porman; Johnson, 2021).

Nesse sentido, foi aplicado um novo método, chamado CLIP
(imunoprecipitagdo com ligagdes cruzadas), que possui variagdes tais como meCLIP,

miCLIP e m6a-CLIP. Essas metodologias basicamente adicionam uma nova etapa
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em relagdo ao classico MeRIP-seq, utilizando radiagdo UV apds ligagdo entre
anticorpo e adenosina metilada para provocar liberagdo de radicais livres e gerar
ligacbes covalentes. Em seguida, é utilizada proteinase K para remocédo dos
anticorpos, mas mantendo intactos os aminoacidos que formam ligagdes cruzadas
(Linder et al., 2015).

A formacéo dessas ligacbes cruzadas nos sitios de m6a é essencial para o
sucesso do método, visto que provocam uma mudanca de C para T nas citocinas
adjacentes a metilagdo durante a etapa de RT-PCR, permitindo uma resolugédo de
nucleotideo unico (single-nucleotide) (Ke et al., 2015; Linder et al., 2015; Roberts;
Porman; Johnson, 2021). Além disso, em dois dos trés métodos sdo adicionados
adaptadores de RNA que se ligam em regides chave para auxiliar no
sequenciamento. O método de m6a-CLIP adiciona dois adaptadores no mesmo
momento, enquanto meCLIP adiciona um para as ligagbes cruzadas e outro
somente apds sintese de cDNA, especifico para ssDNA (DNA fita unica) (Roberts;
Porman; Johnson, 2021; Hafner et al., 2010; Ke et al., 2015). Ja o método de miCLIP
substitui 0 uso de adaptadores por uma etapa de circularizagao e re-linearizagao do
cDNA, diminuindo consideravelmente a complexidade do mapeamento (Roberts;
Porman e Johnson, 2021; Linder et al., 2015; Grozhik et al., 2017).

Uma maquinaria complexa € necessaria para execugao e regulacdo dessa
modificagdo, composta essencialmente por grupos (Figura 4). O primeiro conjunto
corresponde as metiltransferases, também conhecidas como “writers”, responsaveis
por inserir o grupamento metil. A esta classe pertencem principalmente proteinas da
familia METTL (metiltransferase-like), com destaque para as enzimas METTL3 e
METTL14 (Liu et al.,, 2014). Essas proteinas compartilham de cerca de 43% de
homologia, e funcionam juntos através da formagdo de heterodimeros, onde
METTL14 se liga ao RNA, e METTL3 é responsavel por catalisar a metilacéo
propriamente dita (Wang et al., 2022; Hong et al., 2022).
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Figura 4: Maquinaria funcional da m6a. O equilibrio da metilagdo é regido por metilases ou Writers

(METTLS3, METTL14, WTAP, KIAA1429 ou VIRMA, RBM15, ZC3H13), demetilases ou Erasers (FTO e
ALKBHS5) e proteinas de ligagdo ou Readers (listados a direita da figura). Adaptado (Liu et al., 2022).

Variagbes na expressdao dessas proteinas podem causar graves
desequilibrios, e estudos apontam para a relagcdo do complexo com uma diversidade
de céanceres, tais como LMA, cancer de figado, cancer de pulméo, glioblastoma,
cancer de mama, entre outros (Zeng et al.,, 2020; Guan et al., 2022). Além do
complexo principal, outras proteinas participam ativamente como moduladores da
metilagdo em mRNA, tais como: WTAP, METTL16, VIRMA, RBM15/15b, ZC3H13 e
CBLL1 (Wang et al., 2022). A maioria delas, com excecédo da METTL16, exerce seu
papel em associagdo com a WTAP, que por sua vez esta diretamente ligada ao

complexo METTL3/14, e é responsavel pelo recrutamento do mRNA (Ping et al.,
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2014).

Fungdes como metilagao de regides especificas (VIRMA), localizagdo nuclear
(RBM15/15b e ZC3H13) e estabilizacdo do complexo (CBLL1) sado atribuidas a
essas proteinas (Liu et al., 2018; Knuckles et al., 2018; Bawankar et al., 2021). A
contribuicdo da enzima METTL16 €& predominantemente relacionada com os
snRNAs (Aoyama; Yamashita; Tomita, 2020), metilacdo de MAT2A (Hong et al.,
2022) e homeostase do SAM (s-adenosilmetionina), cofator necessario para a m6a
(Mermoud, 2022). Estudos recentes apontam sua provavel colaboragdo como
metiltransferase de mRNA, bem como sua relagdo com processos de tumorigénese
(Su et al., 2022).

Uma vez inserida a m6a, proteinas de ligagdo comumente denominadas
‘readers” sdo responsaveis pelo reconhecimento da metilacdo e acionamento de
vias especificas, a depender do sitio e do mRNA alvo. Em suma, correspondem aos
operadores funcionais propriamente ditos. As proteinas de ligagdo que compdem
esse grupo se subdividem em classes (Liu et al., 2023). A primeira classe é
composta pelas proteinas da familia YTH (YTHDC1, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF2 e
YTHDF3), que, através de dominios de mesmo nome, formam ligagdes diretas com
a mba (Xu et al., 2021). Apesar de apresentarem o mesmo dominio de ligagao, a
funcdo de cada uma delas varia de acordo com suas estruturas individuais. Algumas
das fungdes cumpridas por essas proteinas sao: promogao da traducao (YTHDF1,
YTHDF3 e YTHDC2), equilibrio da estabilidade (YTHDF2, YTHDF3 e YTHDC2),
splicing (YTHDC1) e helicase (YTHDC2) (Zhu et al., 2014).

De maneira geral, o controle de todas essas etapas de processamento do
transcrito se da através do recrutamento de componentes especificos para cada um
dos processos. Por exemplo, o controle da tradugéo é regido pelo recrutamento de
ribossomos e ligagdo com fatores de iniciagdo como o ELF3C apés sua ligagédo com
o mRNA metilado (Wang et al., 2015). De maneira similar, o equilibrio entre
estabilidade e degradacao se da pelo recrutamento de complexos de degradacao,
como 0 CCR4-NOT (Du et al., 2016). O splicing e exportagdo nuclear sao regulados
pela ligagao de fatores tais como o SRSF3 (Xiao et al., 2016).

A segunda classe de “readers” é constituida por proteinas heterogéneas de
acidos ribonucléicos (hnRNPs), com destaque para duas: hnRNPC e hnRNPA2B1. O
mecanismo de atuacdo dessa classe se baseia na perturbagao molecular provocada

pela insergdo da m6a, acarretando em mudangas estruturais no transcrito e suas
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proximidades (Liu et al., 2015). A partir disso, as hnRNPs se ligam no sitio da m6a e
promovem splicing alternativo e processamento do mRNA (Shi et al., 2019). A
terceira e ultima classe conta com proteinas da familia IGF2BP, com proeminéncia
dos membros: IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3. Essas proteinas se ligam ao mRNA
metilado através de 6 sitios, sendo 4 dominios de homologia K (KH) e 2 motivos de
reconhecimento do RNA (RRM) (Zhao et al., 2020). Apds a ligagao, contribuem para
a estabilidade e tradugao do transcrito pelo recrutamento de ELAVL-1 (Huang et al.,
2018).

Por fim, o grupo dos “erasers” de m6a, que promovem a reversibilidade e
regulagcdo do processo, € composto principalmente por duas demetilases, ambas
participantes da familia de dioxigenases ALKB: FTO e ALKBH5. A remocgao do
radical metil por parte dessas enzimas ocorre por mecanismos distintos. A
demetilase FTO remove através da oxidacdo do m6a, e posterior hidrélise de
intermediarios formados no processo (Liu et al., 2023). Enquanto isso, a ALKBH5
promove a remoc¢ao de maneira direta através do reconhecimento da metilagéo (Fu
et al., 2014).

Estudos apontam para o potencial oncogénico da demetilagdo mediada por
FTO em alvos como ASB2 e RARA, contribuindo para progresséo da LMA (Li et al.,
2017), bem como o de ALKBH5 em relagdao a TACC3 no mesmo contexto (Shen et
al., 2020). No entanto, ambas sao consideradas como supressores tumorais em
outros tipos de céncer, como cancer de pancreas e carcinoma hepatocelular (Wang
et al., 2022). Isso reforga que a dindmica da m6a varia de acordo com o seu alvo, e
seu desequilibrio pode ocasionar uma gama de doengas, tanto por sua

intensificagcdo quanto por sua redugao.

1.3.2 Modificagdo N5-Metilcitidina - m5c

Primeiramente descrita na década de 50, a modificacdo m5c é caracterizada
pela adicdo de um grupamento metil no carbono 5 da base nitrogenada citosina.
Recebendo destaque para o dominio dos organismos eucariontes, esta insergao
pode ocorrer tanto em sitios codificantes quanto em sitios nao codificantes,
principalmente nas extremidades 3'UTR e 5UTR do mRNA. Mostrou estar
relacionada a estabilidade do transcrito, estrutura do mRNA e ao ritmo de traducao,
de maneira similar a outros tipos de RNA, tais como rRNA e tRNA (Huang et al.,

2019). A avaliacao dessa metilagao e sua frequéncia nos diferentes organismos se



33

mostrou um desafio, onde falsos positivos eram facilmente incluidos na contagem, e
estudos encontraram numeros discrepantes de sitios com presenga da modificagao
(Huang et al., 2019).

Com o surgimento da técnica de Bisulfite Sequencing (BS-Seq), especifico
para sequenciamento de citosinas metiladas em DNA e RNA, foram detectados
cerca de 3212 sitios em humanos (Huang et al., 2019). Essa técnica consiste na
capacidade da citosina metilada permanecer inalterada apos a adicdo de bissulfito
de sdédio, enquanto as bases ndo-metiladas sdo convertidas em uracil, resultado do
processo de desaminagao provocado pelo reagente (Hussain et al., 2013). Em
seguida, um Sequenciamento de Nova Geracado (NGS) é utilizado para avaliar quais
bases permanecem e ,através da comparagao com a amostra ndo tratada, identificar
em que sitios haviam citosinas metiladas (Song et al., 2022).

A maquinaria responsavel pela inser¢cado funciona de maneira similar a outras
metilagdes, como por exemplo a m6a. O processo de equilibrio da modificacido em
MRNA se mantém pela acdo de 3 categorias de proteinas, sendo elas:
metiltransferases, demetilases e proteinas de ligacdo, comumente chamadas de
“‘writers”, “erasers” e "readers”, respectivamente (Figura 5) (Song et al., 2022). Entre
as metiltransferases, sao encontradas proteinas da familia NSUN
(NOL1/NOP2/Sun), compostas por um grupo de 7 proteinas: NSUN-1 a NSUN-7,
além de proteinas do dominio DNMT (homodlogo a DNA metiltransferase), mais
especificamente DNMT1, DNMT2, DNMT3A e DNMT3B. No entanto, ha
divergéncias entre autores acerca das principais proteinas envolvidas no contexto da
modificagdo em MRNA. As metiltransferases que recebem mais destaque no
contexto de metilagdo em mRNA sao NSUN2 e DNMT2 (Chellamuthu; Gray, 2020),
além de NSUN-6 (Liu et.al., 2022).

A principal proteina de ligagao responsavel pela leitura de m5¢c em mRNA é a
ALYREF (Aly/REF export factor ou THOC4 (Yang et al., 2017). Fisiologicamente,
assume o papel de proteina chaperona, atuando na regiao bZIP do DNA. Além
disso, funciona como proteina exportina para mRNAs, se ligando majoritariamente
nas extremidades do transcrito e participando do transporte nucleo-citoplasma,
promovendo a tradug¢do do mRNA ligado (Shi et al.,, 2017). No entanto, esse
processo parece ser regulado pela expressdao de NSUN2, sugerindo que essa
atividade é dependente da metilacdo m5c (Yang et al.,, 2017). Estudos recentes

apontam, ainda, para a participagdo de YBX1 como mais uma proteina de ligagéo da
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mb5c, que teve seu papel descrito no contexto do cancer de bexiga (através da
metilacdo do oncogene HBGF) e cancer cervical (estabilizando o gene KRT13) (Xu;
Wang; Kuang, 2024).

A demetilase responsavel por reverter a m5c tanto em DNA quanto em todos
os tipos de RNA, é a Tet2 (Tet Metilcitosina dioxigenase 2), notoriamente envolvida
na mielopoese (Shen et al., 2018). Seu papel de regulagdo esta na capacidade de
catalisar a oxidacdo do transcrito, transformando a base 5-metilcitosina em
5-hidroximetilcitosina, e dessa maneira reduzindo sua estabilidade e diminuindo seu

potencial de tradugao (Shen et al., 2018).
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Figura 5: Dindmica da modificagdo m5c. O mRNA, representado nominalmente e por sua cauda
Poly(A), sofre influéncia majoritariamente das metilases (writers) NSUN1, NSUN6, NSUN3, NSUN2 e
DNMT2, e demetilases (erasers) da familia TET, mais especificamente a TET2. As proteinas de
ligacdo (readers) YBX1 e AIYREF estdo relacionadas a estabilidade e exportacao nuclear,

respectivamente. Adaptado (Song et al., 2022).

1.3.3 Modificagdo N7-Metilguanosina - m7g

A modificagcdo m7g, que consiste na adicado um radical metil no carbono de
posicao 7 da base nitrogenada guanosina, € amplamente descrita nos diversos tipos
de RNA, principalmente tRNA, rRNA e mRNA (Zhang et al., 2023). Estudos
realizados em mamiferos detectaram cerca de 44.058 alvos dessa metilacdo (Song

et al.,, 2020). Em mRNA, se mostra relacionada com a estabilizagao do transcrito,
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poliadenilagdo, splicing e exportagcdo nuclear, que por sua vez favorece o processo
de traducéo, tanto em processos fisioldgicos quanto patolégicos, como por exemplo
em doencas do sistema nervoso (Xia et al.,, 2023) (Malbec et al., 2019). Essa
metilacdo costuma ser evidenciada majoritariamente na extremidade 5 UTR e Cap
5", e internamente na regido rica em AG, em que cada um desses sitios apresenta
um conjunto de proteinas reguladoras diferentes (Luo et al., 2022).

A metilacdo em 5’UTR e na regiao rica em AG é realizada pela metiltransferase
METTL1 e seu cofator WDR4 em regides que possuem similaridade com sequencias
de tRNA (Zhang et al., 2019). Essas proteinas também fazem parte da m7g nos
outros tipos de RNA. Ja na extremidade Cap 5, o processo € mediado pelo
complexo RNMT/RAM (Figura 6), e a modificacdo € reconhecida ainda no nucleo
pelas proteinas CBP80 e CBP20, que fazem parte do Complexo de Ligagao ao Cap
(CBP), e contribuem principalmente no processo de maturagéao, splicing, exportagcao
e traducao (Malbec et al., 2019). Além disso, 0 complexo promove a transcrigao dos
alvos pelo recrutamento de RNA polimerase || de maneira independente do 5’ Cap
(Varshney et al., 2018).
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Figura 6: Modelo esquematico da maquinaria funcional da m7g. Regulados pelos complexos de
instalacdo da metilagdo na estrutura Cap 5’ (inferior) e em regides codificantes (superior), compostos
respectivamente pelas enzimas RAM/RNMT e METTL1/WDR4. Adaptado (Luo et al., 2022).
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A inducdo da traducdo ocorre pelo recrutamento de elF4E e Npl4,
respectivamente um fator de iniciagdo e uma exportina, por parte do CBP (Furuichi,
2015). Dessa forma o elF4E se liga ao 5 Cap e promove 0s processos de
exportacao nuclear (Osborne et al.,, 2022). A respeito das proteinas de ligacao,
estudos recentes apontam a participacdo de membros da familia QKI nesse
processo, com destaque para a QKI7, que se liga ao mRNA metilado para mediagao
de estabilidade e traducgdo, principalmente em condi¢cdes de estresse metabdlico
(Zhao et al., 2024). O método mais eficiente para detectar e quantificar a m7g é o
m7g-seq, meétodo baseado na reatividade quimica da metilagdo e posterior
identificacdo de cada base por meio de transcricdo reversa, uma vez que a m7g
promove uma parada no processo, similar ao sequenciamento classico (Zhang et al.,
2019).

Essa analise permite uma avaliacdo apenas de modificagdes internas,
excluindo a porcédo Cap 5’ por procedimentos pré-sequenciamento. Outros métodos
amplamente utilizados sdao o m7g MeRIP-seq e o0 m7g miCLIP-seq, que seguem
abordagens similares com uso de anticorpos anti m7g, mas se diferem pelo uso de
luz UV por parte da segunda técnica. Esta induz a ligagado destes anticorpos com o
MmRNA e torna-o mais sensivel que o MeRIP-seq, que por sua vez consegue
detectar a metilagdo em fragmentos de pelo menos 80 pb (Malbec et al., 2019)
(Zhang et al., 2019).

1.3.4 Modificagcao N4-Acetilcitidina - ac4c

Diferente das modificagbes descritas nos topicos anteriores, a ac4c ou
N4-acetilcitidina se qualifica como uma acetilagdo da base nitrogenada citosina, e foi
inicialmente descrita em tRNA e rRNA na década de 70 (Stern e Schulman, 1978)
(Thomas et al., 1978). Posteriormente, estudos realizados constataram a presenca
dessa acetilaggo em mMRNA, e que ela contribuia majoritariamente com a
intensificagdo da tradugéo e estabilidade, principalmente em regides codificantes do
transcrito (Arango et al.,, 2018). A insercdo do radical acetil € possibilitada pelo
consumo de uma molécula de acetil CoA e ATP (Arango et al., 2022). A principal

forma de deteccdo da ac4c é pautada na metodologia de imunoprecipitacao,
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denominada acRIP-seq. Na avaliagdo do conteudo de ac4c em mRNA utilizando
essa metodologia, foram encontradas acetilagbes em mais de 4000 sitios (Arango et
al., 2018).

No entanto, ndo foram realizados estudos posteriores a esse que confirmem
os dados encontrados. Novos estudos utilizando abordagens computacionais de
andlise de dados e inteligéncia artificial elaboraram um preditor de ac4c,
denominado PACES, que foi capaz de avaliar os locais mais provaveis de ocorréncia
da modificagdo na base de dados utilizada (Zhao et al., 2019). Thomas et al, em
2018, propés um outro método para detecgcdo, relacionado as caracteristicas
moleculares da ac4c. O mRNA acetilado é suscetivel a mudancas de pareamento
quando tratado com NaBH4, em reagao a reducdo quimicamente provocada. Tal
mudanga, que ocorre durante o processo de transcricdo reversa, pode ser
posteriormente detectada com o sequenciamento de Sanger. A proteina que catalisa
a acetilagao, nos trés RNAs em que ela ocorre, chama-se NAT10 (Figura 7) (Arango
et al., 2018).

Ela faz parte da familia NAT relacionada a GCN-5, familia essa composta
por acetiltransferases de histonas (Jin et al., 2020). Até o momento, n&do foram
identificados cofatores ou proteinas necessarias para a atividade da NAT10 em
MmRNA (Arango et al., 2018), diferente do processo em tRNA e rRNA (Jin et al.,
2020), a sua contraparte (desacetilase), necessaria para regulagao e equilibrio,
ainda nao foi descoberta. Apesar da modificacdo estar presente em condi¢cbes
fisiologicas, estudos recentes associam a ac4c com diversos tipos de céncer,
metabolismo de acidos graxos (Zhang et al., 2024), piroptose (Zhang et al., 2022), e

participagédo no remodelamento de microambiente tumoral (Liu et al., 2023).
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Figura 7: Mecanismo de acdo da NAT10. Essa enzima é responsavel por executar a acetilacdo de

citosina ac4c, através de consumo de ATP e acetil-CoA. Adaptado (Zhang et al., 2024).
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1.3.5 Modificagao Adenosina-Inosina - A-to-|

A modificacdo adenosina-para-inosina, ou A-to-l ndo obedece o padrao de
funcionamento observado nas alteracdes previamente descritas. Nessa alteracao,
ocorre a troca de um radical metil por um oxigénio através de hidrdlise,
preferencialmente na posicao 6, conferindo um potencial diferente de pareamento de
bases (Slotkin; Nishikura, 2013). Esse processo faz com que a inosina recém
formada assuma um comportamento semelhante a guanosina, pareando, assim,
com a citidina, e potencialmente contribuindo para a formagao de novas proteinas
em decorréncia da mudancga do transcrito em relagéo ao codigo genético, processo
denominado edigao por recodificagéo (Athanasiadis et al., 2004).

O método de identificacdo dessa alteragdo consiste na identificacdo da
incorporagdo de guanosina no lugar da adenina (A para G) no processo de RT-PCR.
Logo, o cDNA obtido sera diferente do genoma original, e a alteracdo pode ser
identificada através de comparacao realizada por banco de dados. (Oakes;
Vadlamani; Hundley, 2017). Estudos realizados utilizando essa metodologia apontam
para mais de 1 milhdo de sitios impactados pela A-to-l em RNA total (Bazak et al.,
2014).

A A-to-l ocorre majoritariamente em RNAs nao codificantes (Eisenberg e
Levanon, 2018), como € o caso dos miRNAs, e em trechos ndo codificantes do
MRNA. Ambos 0s casos sao responsaveis por impactar na estabilidade e splicing
do transcrito (Nishikura, 2016). O mecanismo da modificagdo requer a presenga de
RNAs de fita dupla (dsRNA), uma vez que as demetilases que a executam possuem
regides de ligacdo especificas a esse tipo de RNA (Nishikura, 2016). Além disso,
pesquisas apontam uma relagao entre a modificagcdo e sequéncias repetitivas nao
codificantes denominadas Alu. As sequéncias Alu sao dotadas de aproximadamente
280pb, e estdo contidas majoritariamente na extremidade 3'UTR do mRNA de
mamiferos. Essas repeticdes correspondem a cerca de 10% de todo o conteudo do
genoma humano e ja foram descritas como potenciais fontes de variacbes em
proteinas (Athanasiadis et al., 2004) (Bazak et al., 2014) (Gussakovsky; McKenna,
2021).

A disposicao dessas sequéncias pode se dar de maneira normal ou inversa,

o que faz com que sejam capazes de parear com estruturas complementares nas
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proximidades (intermolecular) ou na propria fita em que ela estd contida
(intramolecular), em ambos os casos formando uma estrutura de fita dupla no
pré-mRNA e tornando o transcrito suscetivel a modificagdo (Kleinberger e
Eisenberg, 2010). Acerca do seu papel na modificacédo, foi identificado que nem
todas as adenosinas de uma Alu sofrerdo alteragdes, mas ha ao menos 1% de
inosina na maioria das Alus existentes nos transcritos (Bazak et al., 2014). Além de
servirem como alvo para a A-to-l, as Alus estdo associadas a regulagao do splicing
(Payer et al., 2019).

A fungdo de catalisar essa modificagdo € atribuida a trés demetilases,
participantes da familia ADAR (Demetilase de adenosina especifica ao RNA):
ADAR1, ADAR2 e ADARS3 (Figura 8). No entanto, apenas a ADAR1 foi descrita
como participante do processo envolvendo mRNA, enquanto as outras duas sao
majoritariamente expressas no cérebro e Sistema Nervoso Central (SNC), e atuam
em genes relacionados a receptores de serotonina e glutamato, por exemplo. (Yang
et al., 2021; Slotkin; Nishikura, 2013).

A ADAR1 possui trés regides de ligacdo ao dsRNA, e um dominio de ligacao
ao DNA denominado Z[3. Essa demetilase pode apresentar uma variacdo na sua
estrutura, gerando duas isoformas pelo uso de promotores distintos: p110 e p150,
representando as formas truncada e completa, respectivamente. A diferenca entre
elas esta no dominio Za, que se apresenta ausente no p110, e na capacidade de
estimulo via Interferon por parte do p150. Essa regido € ponto de ancoragem da
exportina XPO1, que medeia a passagem da enzima do nucleo para o citoplasma.
Como esse dominio esta ausente na p110, o processo de exportacdo € mediado
pela XPO5, com auxilio de dsRNA (Patterson et al., 1995; Nishikura, 2016).
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Figura 8: Modificagdo Adenosina-Inosina. (a) Dominios estruturais das demetilases da familia ADAR e
suas isoformas. (b) Estrutura do nucleosideo Adenosina, que sofre hidrélise catalisada por

demetilases, tornando-se Inosina. Adaptado (Nishikura, 2016).

Ambas as isoformas apresentam trés dominios de ligacdo ao dsRNA, em que
o terceiro é responsavel pela homodimerizacdo que ativa o funcionamento da
proteina em alguns tipos de mRNA (Nishikura, 2016). Alguns alvos previamente
descritos da ADAR1 sao os genes AZIN1 e NEIL1, sendo o primeiro um regulador
positivo de poliamida e o segundo uma enzima de reparo ao DNA (Eisenberg;
Levanon, 2018). Outros estudos apontam para a recodificacdo do CCDC15,
responsavel por garantir a integridade dos centriolos (Tang et al., 2020).
Desequilibrios na expressao de ADAR1 foram previamente relacionados a uma série
de patologias, como leucemias, cancer hepatocelular e doengas de acometimento
do SNC, tais como depressao e diversos transtornos mentais, (Slotkin; Nishikura,
2013) (Crews et al., 2023) (Hartner et al., 2009).

A partir do panorama geral das principais modificacbes pés-transcricionais
mais estudadas na atualidade, € relevante identificar o envolvimento de cada uma
delas na LMA, com destaque para a delimitacdo de mecanismos e vias especificas.
A compilagcdo desses resultados se faz util ao passo que facilita uma posterior
identificacdo de possiveis alvos terapéuticos, necessarios para o desenvolvimento

de terapias mais especificas e eficientes.

Tabela 5: Sintese das informagdes principais de cada modificagao. Autoral.

Modificagoes

Principais proteinas

Funcao

m6a METTL3/14/16, WTAP, VIRMA, | Alteragbes em vias de
RBM15, ZC3H13, familia metabolismo e diferenciagcéo
IGF2BP, familia YTH, familia celular
hnRNP, FTO, ALKBH5
mb5c NSUN1/2/3/6, DNMT2, TET2, Estabilidade e exportacéo
AlyREF, YBX1 nuclear (3UTR e 5’UTR)
m7g METTL1, WDR4, RNMT, RAM | Tradugao e exportagao nuclear
ac4dc NAT10 Tradugéo e estabilidade

(regides codificantes)

A-to-l

ADAR1, ADAR2

Recodificagdo (3’"UTR)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Compilar e descrever as modificacdes pos-transcricionais em mRNA previamente

descritas no contexto da Leucemia Mieloide Aguda.

2.2 OBJETIVOS EsPECIiFICOS

e Selecionar as modificagdes em mRNA que ja foram descritas na literatura;

e Avaliar quais dessas alteracdes foram previamente associadas com a LMA,;

e Elencar os mecanismos associados ao fendtipo leucémico em cada uma das

modificagdes.
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3 METODOLOGIA

O trabalho foi pautado na metodologia de revisado integrativa de literatura,
que consiste na utilizagcdo de bancos de dados para selecionar na literatura existente
o material que diz respeito ao tema proposto, seja ele composto por artigos de
revisdo, ensaios clinicos ou outros. As plataformas utilizadas para coleta dos artigos
cientificos foram PubMed e Scopus. Inicialmente, foram utilizados descritores para a
selecdo de modificagdes incidentes no mMRNA, sendo eles: “RNA”; ‘mRNA’;

“Epitrasncriptoma”; “Modificagdes em RNA” (Figura 9).

Identificagao das
modificagées pos-
transcricionais em mRNA

l

Descritores: “RNA”; ‘mRNA’;
“Epitrasncriptoma”; “Modificagdes em
RNA"

l

Selegdo das
modificagdes
envolvidas na LMA

N

Busca complementar: Descritores:
proteinas participantes de cada “m6a”/“m5c”/“m7g"[“ac4c”[*A-to-I" -
modificagdo - AND “LMA” AND “LMA"
27 artigos

Figura 9: Fluxograma da metodologia empregada no estudo. Fonte: Autoral.
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Uma vez delimitadas as alteracbes em mRNA, foram empregados descritores
individuais para cada tipo de modificagdo, incluindo proteinas relacionadas,
utilizando tanto siglas quanto seus nomes por extenso, seguidos do descritor “LMA”,
com o auxilio do operador booleano “AND”, para restringir a busca apenas a
modificagdes relacionadas a doenga. Foram considerados artigos datados a partir de
2016, tanto em portugués quanto em inglés. Os critérios de exclusado consistiram na
auséncia de uma descri¢cao especifica do processo da modificagdo em associagao
com a Leucemia Mieloide Aguda, ou a falta de relagdo direta com o mRNA. Com
base nos artigos restantes, totalizando 27 artigos, foi elaborada uma descrigao e
analise de seus resultados, e uma discussdo sobre os mecanismos que estariam

envolvidos na LMA.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A disposicdo dos 27 artigos encontrados, abordando os mecanismos

envolvidos na LMA de 5 modificagbes pds-transcricionais em mRNA (m5c, m7g,

ac4c, A-to-l e m6a), encontra-se disponivel na tabela 5.

Promoter-bound METTL3
maintains myeloid leukaemia by
Barbieri et al., 2017 m6A-dependent translation control m6a 1

RNA cytosine methylation and
methyltransferases mediate
Cheng et al., 2018 chromatin organization and m5c 2
5-azacytidine response and
resistance in leukaemia
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Crews et al., 2023

Reversal of malignant ADAR1
splice isoform switching with
Rebecsinib

A-to-I|

Ding et al, 2024

5-methylcytosine RNA modification
regulators-based patterns and
features of immune
microenvironment in acute myeloid
leukemia

m5c

Elcheva et al., 2020

RNA-binding  protein  IGF2BP1
maintains leukemia stem cell
properties by regulating HOXB4,
MYB, and ALDH1A1

m6a

Ghram et al., 2023

The eukaryotic translation initiation
factor elF4E reprograms alternative
splicing

Guo et al., 2023

Core-binding factor fusion
downregulation of ADAR2 RNA
editing  contributes to AML
leukemogenesis

A-to-I|

Han et al., 2023

METTL16 drives leukemogenesis
and leukemia stem cell
self-renewal by reprogramming
BCAA metabolism

m6a

Li et al., 2017

FTO Plays an Oncogenic Role in
Acute Myeloid Leukemia as a
N6-Methyladenosine RNA
Demethylase

m6a
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Li et al., 2022

METTL3 mediates
chemoresistance by enhancing
AML homing and engraftment via
ITGA4

m6a

10

Li et al., 2023

TET2-mediated mRNA
demethylation regulates

leukemia stem cell homing and
self-renewal

mSc

11

Liang et al., 2020

NAT10 upregulation indicates a
poor prognosis in acute myeloid
leukemia

ac4dc

12

Liao et al., 2023

m6A RNA methylation regulators
predict prognosis and indicate
characteristics of tumour
microenvironment infiltration in
acute myeloid leukaemia

m6a

13

Ma et al., 2023

SRSF2 plays an unexpected role
as reader of m5C on mRNA, linking
epitranscriptomics to cancer

m5c

14

Naren et al., 2022

High Wilms' tumor 1 associating
protein expression predicts poor
prognosis in acute myeloid
leukemia and regulates m6A
methylation of MYC mRNA

m6a

15

Paris et al., 2019

Targeting the RNA m6A Reader
YTHDF2 Selectively Compromises
Cancer Stem Cells in Acute
Myeloid Leukemia

m6a

16
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Rossetti et al., 2017

RNA editing signature during
myeloid leukemia cell differentiation

A-to-I|

17

Sang et al., 2022

The m6A RNA methyltransferase
METTL3/METTL14 promotes
leukemogenesis through the
mdm2/p53 pathway in acute
myeloid leukemia

m6a

18

Shen et al., 2020

RNA Demethylase ALKBH5
Selectively Promotes
Tumorigenesis and Cancer Stem
Cell Self-Renewal in Acute Myeloid
Leukemia

m6a

19

Vu et al., 2017

The N 6 -methyladenosine (m 6
A)-forming enzyme METTL3
controls myeloid differentiation of
normal hematopoietic and leukemia
cells

m6a

20

Weng et al., 2018

METTL14 Inhibits Hematopoietic
Stem/Progenitor Differentiation and
Promotes Leukemogenesis via
mRNA m6A Modification

m6a

21

Weng et al., 2022

The m6A reader IGF2BP2
regulates glutamine metabolism
and represents a therapeutic target
in acute myeloid leukemia

m6a

22

Xiao et al., 2019

ADAR1 may be involved in the
proliferation of acute myeloid
leukemia cells via regulation of the
wnt pathway

A-to-|

23
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The m6A reader |IGF2BP3
promotes acute myeloid leukemia

Zhang et al., 2022 progression by enhancing RCC2 m6a 24
stability

The role of m6A demethylase FTO
in chemotherapy resistance

Zhang et al., 2023 mediating acute myeloid leukemia mé6a 25
relapse

Transcriptome Profiling of
N7-Methylguanosine  Modification
Zhang; Li; Wang, 2022 |of ~ Messenger ~ RNA ~ in m7g 26
Drug-Resistant  Acute  Myeloid
Leukemia

Targeting NAT10 Induces
Apoptosis Associated With
Zi et al., 2020 Enhancing Endoplasmic Reticulum ac4c 27
Stress in Acute Myeloid Leukemia
Cells

Tabela 6: Enumeragao dos artigos selecionados, de acordo com o tipo de modificagdo a que se
referem. Autoral.

A relacao entre m5c e LMA foi mais intensamente investigada a partir dos anos
2010. Estudos identificaram hiperexpressdao de 9 participantes da dinamica
regulatéria da metilagdo*. As proteinas NSUN1, NSUN3, NSUN6, NSUN7, DNMT1,
DNMT3A, TRDMT1, TET2 e TET3, além de se mostrarem mais expressas em
contexto leucémico, estariam positivamente correlacionadas e associadas a um pior
prognostico, enquanto as proteinas ALYREF, NSUN2 e NSUN5 estariam menos
expressas em pacientes com LMA em relagdo a pacientes saudaveis em coorte
TCGA. Avaliando o contexto mutacional de 17 das proteinas participantes da m5c
(NSUN1, NSUN2, NSUN3, NSUN4, NSUN5, NSUN6, NSUN7, DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B, TRDMT1, TET1, TET2, TET3, ALKBH1, ALYREF e YBX1), foi visto que
DNMT3A e TET2 apresentam maior taxa mutacional, com 13% e 9%,
respectivamente®. Além disso, TET2, NSUN2, DNMT3A/3B, por sua vez,
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apresentaram uma reduc¢do na variacdo de numero de coépias em relacdo a
pacientes normais®.

Abordando especificamente o papel da proteina NSUN2, foi avaliado que, em
linhagens de LMA e LMMC (leucemia mielomonocitica crénica, havia uma baixa
expressdo do NSUN2, que se traduzia num baixo nivel de m5c'. Além disso, o
NSUN se mostrou relacionado ao SRSF2, fator de splicing responsavel pelo splicing
constitutivo e alternativo em uma diversidade de processos, inclusive nos
relacionados a hematopoiese, além de participagdo na selegdo do sitio de splicing
(Wu et al., 2012). Foi constatada uma maior afinidade da SRSF2 pelo mRNA em
contextos de NSUN2 alto™.

Em cenarios de mutagcbes na SRSF2 (com destaque para a mutagao P95H) e
baixa expressdao de NSUN2, os pacientes portadores de LMA apresentavam um pior
progndstico da doenca'. Mutagbes no SRSF2 ja foram relacionadas a sindrome
mielodisplasica, sendo descritas alteragées no padrao de splicing pela mudanga na
sequéncia de ligacdo com o alvo (Masaki et al., 2019). Dessa forma, se propde a
participagdo da SRSF2 como um reader da m5c, que realiza o seu processo de
splicing a partir da leitura da metilacdo, e aponta uma possivel relagdo com o
fendtipo leucémico.

Acerca do funcionamento de outras metilases, o papel de NSUN1, NSUN3 e
DNMT2 como mediadores de sensibilidade/resisténcia a terapias foi relatado®. Foi
inicialmente investigado o mecanismo de agdo da 5-Azacitidina, medicamento
amplamente utilizado para tratamento da LMA em pacientes com mais de 65 anos
ou que nao toleram a quimioterapia. Os resultados apontam para um mecanismo de
acao voltado ao mRNA, uma vez que cerca de 90% do composto se mostra ligado a
ele?. Nesse sentido, foi identificada a interagdo de NSUN3 e DMNT2 com a proteina
hnRNPK, integrante de um grupo de proteinas de ligagdo ao mRNA previamente
associado a splicing e tradugdo?. Essa interagéo proporciona a agregagéo de fatores
de transcri¢cao, dentre eles CDK9/P-TEFb, que recrutam a RNA polimerase |l ativa,
que por sua vez contribui para o remodelamento da cromatina favoravel ao 5-AZA,
necessario para susceptibilidade ao medicamento®.
Por outro lado, num cenario de NSUN1 aumentado, ocorre 0 processo
inverso, em que a interacao entre ele e outros fatores de transcricdo, como o BRD4,
proporcionam um modelamento desfavoravel da cromatina para a agdo do 5-AZA

através do recrutamento da RNA-pol-Il ativa (Figura 10).
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HnRNPK/NSUN3/DNMT2-associated, 5-AZA-sensitive active
chromatin structure

NSUN1/BRD4-associated, 5-AZA-resistant active chromatin
structure

Figura 10: Modelo de agdo do mecanismo m5c na estrutura da cromatina. A ligagdo entre NSUN3 e
DNMT2 com hnRNPK promove recrutamento de CDK9/p-TEFb, provocando modificagdo da
cromatina para que seja sensivel ao 5-AZA (superior), enquanto NSUN1 recruta o complexo
BRD4/BETs (inferior), tornando a cromatina resistente ao 5-AZA. Adaptado (Cheng et al., 2028).

A proteina TETZ2 ja foi previamente associada a LMA (Pan et al., 2024) (Chen
et al., 2011), mas geralmente ndo é evidenciado seu papel fisiologico como
demetilase na mb5c. Estudos recentes reiteraram a participacdo do TET2 na
leucemogénese, com associagao entre sua baixa expressdo e sobrevida global
inferior dos pacientes'. Dados de RNA-seq demonstram que a expressado de TET2
reduzida esta presente em subtipos mais imaturos de LMA em comparagdo com
subtipos mais diferenciados'. Apds experimentos executados em modelo murino, foi

avaliado que, em cenarios de deficiéncia de TET2, ocorre a estabilizagcdo do mRNA
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de TSPAN13, que ao ligar-se com a YBX1 (reader m5c), ativa a via de sinalizagao
CXCR4/CXCL12, responsavel por mediar processos tais como autorrenovagao e
migragao/ancoramento no nicho ideal para a célula tronco leucémica' (Figura 11).

A TSPAN13 é uma proteina transmembrana que medeia vias de sinalizagao
importantes para diferenciagdo, crescimento e mobilidade celular. Sua alta
expressao foi relacionada a outros tipos de cancer, como de mama (Wang et al.,
2029) e tiredide (Li; Dong; Wang, 2019). No entanto, ndo existem dados publicados

sobre seu papel na LMA de maneira mais aprofundada.

miC
mRNA

l TET2

mRMA stabilization

mRNA decay
oo (e, TSPANTS)

(e.g., TSPAN13) AP

BM stroma

I=I

a® p)
- %

. e

LSCs Homing & Self-Renewal

Figura 11: Mecanismo de contribuicdo da TET2 para o fenétipo leucémico. Na presenca de TET2,
transcritos contendo m5c sdo demetilados, promovendo decaimento do mRNA alvo (esquerda). Na
auséncia ou mutacdo de TET2, torna-se inviavel a remogéo da m5c, levando a estabilizagao e ligagao
com YBX1, reader m5c (direita). Esse processo ocorre em alvos como TSPAN13, responsavel por

processos de autorrenovagao e ancoramento das CTLs ao nicho medular. (Li et al., 2023).
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Até o momento, o material disponivel na literatura a respeito da modificacao
m7g em mRNA relacionada a LMA ¢é limitado. Apds a criagao de um perfil m7g em
linhagens de LMA (comuns e multirresistentes a drogas), foi avaliado que as
linhagens compartilhavam de apenas 27% de genes modificados, e que havia um
conteudo de m7g significativamente maior nas HL-60 MX2 (resistentes a drogas) em
relacdo as HL-60 (comum), sugerindo uma possivel participagdo desta metilagado no
processo de resisténcia a medicamentos?®. O protooncogene ARAF se mostrou
hipermetilado em linhagens resistentes a farmacos, enquanto o gene ERCC6 se
apresentava hipometilado?.

O gene ARAF é um inibidor de proteina quinase, relacionado a regulagéo
negativa da apoptose e mediacdo de processos metabdlicos (Su et al., 2022). A
proteina codificada pelo gene ERCC6 esta relacionada principalmente a atividade de
reparo do DNA, e ja foi descrita como participante na progressdo de céncer de
pulmao (Luo et al., 2023). E necessario um aprofundamento acerca da participacéo
desses genes na LMA, bem como da situagdo funcional mediante o status de
metilagao.

A expressao de elF4E mostrou-se relacionada a exportagao nuclear de fatores
de splicing, de forma a aumentar sua capacidade de interagdo com a maquinaria
necessaria para formag&o do spliceossomo®. Num contexto de alta expressdo de
elF4E, foi constatada a presenga elevada dos fatores de splicing em amostras de
pacientes com LMA. A partir desse resultado, foi elaborada a hipétese de que esse
processo seria mediado pela metilagdo m7g, através de mecanismos ja conhecidos
e previamente constatados na literatura, em que o elF4E se liga na extremidade 5’
Cap e contribui na exportagéo nuclear e estabilizagdo do alvo. Foram identificadas
interagbes entre a proteina e 20 fatores de splicing, dentre eles: PRPF3, PRPFS,
PRPF4B, PRPF39, PRPF31, PRPF6, PRPF40A, SF1, SRSF10, SF3B3, SF3B2,
SRSF5 e U2AF1°.

Além disso, num cenario de deplegcao de elF4E, foi observado que as
interagdes com PRPF6, U2AF3, SF3B1 e ELAVL1 diminuiram cerca de 5 vezes®.
Num contexto de alta expressao de elF4E, mostraram-se hiperexpressos os fatores
PRPF6, PRPF8, PRPF19, SF3B1, U2AF1, U2AF2, SNRNP200A®. Dessa forma,
dentre os fatores avaliados, o fator de splicing que acompanha a expressao de
elF4E é o PRPFG6. Essa proteina esta relacionada ao processamento de pré-mRNA

e intimamente ligada a formacgé&o do spliceossomo (Song et al., 2020).
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A programacdo de splicing de células com alto conteudo de elF4E se
mostraram focadas principalmente em processos de ciclo celular, reparo de DNA,
trafego de membrana, modificagdes em cromatina, ativacado de MYC e metabolismo
de RNA®. Com isso, é fundamentada a hipotese de que a expressao de elF4E, bem
como os niveis de m7g, estdo relacionados com a exportagéo e destino de fatores
de splicing. Mais estudos devem ser realizados para a avaliacdo do impacto desses
fatores no progndstico e sobrevida de pacientes com LMA.

A modificagao ac4c foi descrita no contexto de LMA apenas a partir de 2020.
Estudos realizados identificaram uma alta expressdo de NAT10 em pacientes com
LMA em relagdo a pacientes saudaveis'?>?’, bem como maior quantidade da
proteina?’. Além disso, mediante uma avaliagdo de mutagdes em genes
relacionados ao prognostico, tais como NPM1 e FLT3, foi constatado que
NPM1-mutado esta acompanhado de uma maior expressao de NAT10 em relagao
aos pacientes NPM1-WT'2,

Na analise de sobrevida global e sobrevida livre de doencga, dois dos
desfechos corriqueiramente avaliados em pacientes com LMA, apds estratificagcao
da coorte em 2 grupos: o grupo de alta expresséo e o grupo de baixa expressao de
NAT10. Foram verificadas taxas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca
inferiores no grupo NAT10-alto em relagdo ao grupo NAT10-baixo'?’. Na realizagao
de ensaios com shRNA (short-hairpin RNA), foi constatado que o silenciamento de
NAT10 provocou uma reducdo na proliferacdo celular e aumento de apoptose em
linhagens de LMA?’.

Esse dado foi acompanhado da redugcdo de CDK2, CDK4, Ciclina D1 e Ciclina
E?. As proteinas quinases CDK2 e CDK4, juntamente com as ciclinas Ciclina D1 e
Ciclina E que realizam a regulagdo do processo coordenam o processo de iniciagao
da replicacdo do DNA e transigao entre as fases G1 e S, e a alta expressdo delas é
comum em diversos tipos de cancer (Gallo et al., 2022). Além dessas proteinas, foi
verificado o aumento de GRP78, proteina que marca o estresse do reticulo
endoplasmatico (RE), bem como supressdo da proteina AKT, responsavel por
reduzir o estresse no RE, e aumento da expressdo de proteinas pré-apoptéticas?’. O
estresse no RE desencadeia a agao de caspases promotoras da apoptose através
de dois eixos distintos (Figura 12) (Han et al., 2013).

No contexto de mRNA, a modificagao A-to-I tem como sua principal proteina

executora a ADAR1. A existéncia e o equilibrio entre as duas isoformas da ADAR1
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(p150 e p110) no ambiente celular também foi alvo de estudos no contexto da LMA.
A presenga de citocinas inflamatdrias contribui para a troca das isoformas
ADAR1p110 para ADAR1p150, que demonstrou participagdo na transformagao
leucémica, principalmente em LMA secundaria®. Além disso, a presenca dessa

isoforma contribui com resisténcia terapéutica a uma diversidade de tratamentos?®.

NAT10

l

Estresse
oRg | GRP78

/\

Via UPR Bax/Bcl-2
! |
Caspase 12 Caspase 3/7/9

\/

Inibicdo da
leucemia

T Apoptose =

Figura 12: Mecanismo pro-apoptotico mediado pela reducdo de NAT10. A reducdo de NAT10, seja
por shRNA ou inibidor farmacolégico, provoca um aumento do estresse no reticulo endoplasmatico
(RE), marcado pela proteina GRP78, que desencadeia a atividade das vias UPR e Bax/Bcl,

culminando na apoptose e redugao do fendétipo leucémico. Adaptado (Zi et al., 2020).

No entanto, as outras proteinas da familia ADAR, como a ADAR2, também
possuem atividade em mRNA, com participagdo na LMA relatada na literatura’. Os
dados disponiveis na literatura acerca da expresséao e participacdo da ADAR1 na
LMA sado divergentes. Em uma coorte chinesa composta por 101 pacientes
diagnosticados com LMA, foi identificada uma maior expressdo de ADAR1 em
relagdo ao grupo controle?®. Além disso, utilizando de linhagens de LMA, foi
verificada a redugao da proliferagao celular apos o silenciamento do ADAR1, bem
como diminuigdo na expressdo de genes relacionados a via de sinalizagdo wnt,

como B-catenina, c-Myc, TCF42%,



54

Essa via esta relacionada a progressao da LMA, sendo necessaria para o
processo de autorrenovagdo e sobrevivéncia das CTLs (Gruszka; Valli; Alcalay,
2019). Entretanto, outros estudos apontam que, embora a ADAR1 n&o esteja
expressa diferencialmente em pacientes com LMA em comparagdo ao grupo
controle ®'", sua presenga é necessaria para o processo de diferenciagéo celular e
manutencgdo dos blastos'’. Durante esse processo, também foi avaliado a regulagdo
positiva entre ADAR1 e seus alvos (AZIN1 e CCNI), de maneira similar ao que
ocorre com ADAR2 e COG3". Edigdes nos alvos da ADAR1 foram previamente
caracterizados em outros tipos de cancer (Ghalali et al., 2022; Zhang et al., 2022).

A respeito da ADAR2, pesquisas apontam para um papel preponderante na
regressao da LMA, principalmente na presencga dos genes de fusao CBFb-MYH11 e
RUNX1-RUNX1T1, que compdem uma subclassificagdo denominada CBF
leukemia’. Nesse contexto, foi identificada uma baixa expressdo de ADAR2 em
amostras de pacientes com LMA quando comparadas a amostras de pacientes
saudaveis’. Essa diminuicdo hipoteticamente & provocada pelo préprio gene de
fusdo RUNX71-RUNX1T1, que compete com sua forma comum RUNXT, ativador
transcricional da ADAR2’.

Dessa forma, avaliou-se que a restauracdo de ADAR2 contribui para a
prevencao da leucemogénese, principalmente pela edigdo de alvos como COG3 e
COPA’ (Figura 13). Ambos os genes estao relacionados ao transporte de proteinas
entre o Complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico’. Na avaliagdo das formas
editadas desses genes, nota-se a capacidade de inibicdo da clonogenicidade em
linhagens de CBF leukemia’. Com base nestes dados, sugere-se que, a partir da
expressao aumentada de ADAR2, esta seja capaz de catalisar a modificagcdo A-to-I
em seus alvos, recodificando as proteinas pela mudanga do nucleotideo. Dessa
forma, seriam geradas proteinas COG3 e COPA editadas, detentoras de um

potencial anti leucémico que deve ser melhor elucidado por novos estudos.
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Figura 13: Edicdo dos alvos COG3 e COPA pela ADAR2. Apds formado o nucleotideo inosina, as

proteinas adquirem potencial de inibicdo da leucemogénese na presenga da {(8;21)/

RUNX1/RUNX1T1. Adaptado (Guo et al., 2023).

Das alteracdes pos transcricionais em mRNA, a m6a é a modificacdo mais
bem descrita e abordada, inclusive tratando-se da LMA. A maioria dos elementos
que compdem a maquinaria da metilacao ja foi relacionada a diversos processos de
proliferacdo, mecanismos anti-apoptéticos e de parada na diferenciagcado celular.
Acerca das metiltransferases ou writers, recebe destaque o complexo METTL3/14,
em que a maioria dos estudos aponta para sua alta expressao na LMA, que costuma
estar associada a um pior progndstico por parte dos pacientes'2021,

A diminuicdo de ambos METTL3 e METTL14 em linhagens celulares promove
diminuicdo da proliferagédo, parada do ciclo celular e aumento da apoptose'. A
atividade proliferativa proporcionada por esse complexo esta ligada a metilagao de
MDM2'® proteina que regula negativamente o supressor de tumor p53 (Brummer;
Zeiser, 2024). Consequentemente, 0 mRNA de MDM2 permaneceria estavel por um
tempo maior, permitindo a perpetuacdo de sua atividade, causando problemas no
ciclo celular pelo comprometimento da via MDM2/p53.

Outros alvos da metilagao que podem estar relacionados ao fenétipo leucémico
sdo SP1/SP2', PTEN? e ITGA4'" cujas taxas de tradugdo estdo intimamente
relacionadas com a atividade metiladora da METTL3, devido ao aumento na

estabilidade do transcrito. A proteina SP1 regula positivamente a expressao de
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c-Myc, permitindo a ligagdo de seus promotores’. O c-Myc é um fator de transcrigéo
que exerce um papel importante na leucemogénese, inibindo a diferenciagao
terminal e estimulando a proliferacao (Delgado et al., 2013). Além desse mecanismo,
foi apontado que o aumento da expressdo de MYC esta relacionado com a
METTL14, diretamente através de sua metilagédo?'.

Pesquisas realizadas com enfoque na METTL14 apontam que a metilagao de
MYB e MYC aumentam a estabilidade de seu mRNA, contribuindo com os efeitos da
alta expressdo de ambos??'. A alta expressdo de MYB, que também se qualifica
como um fator transcricional oncogénico (Ciciro; Sala, 2021), inibe a diferenciagao
da linhagem mieloide, enquanto as altas taxas de MYC intensificam processos de
autorrenovagdo e crescimento celular?’. Em contrapartida, o gene PTEN é um
regulador negativo de pAKT, oncogene membro da via PI3K/AKT, que tem efeitos de
regulacdo do metabolismo®.

A intensificagdo dessa via costuma esta relacionada a um aumento no
metabolismo de glicose, processo necessario para proliferacdo e sobrevivéncia
celular que costuma ter associagao com prognosticos adversos. Um processo similar
ocorre pela acdo da WTAP, outra proteina participante na execu¢cdo da m6a, que
demonstra aumento na sua expressdo em individuos com LMA em relagcdo aos
saudaveis, acompanhada de uma menor taxa de sobrevida global por parte do
grupo’. No entanto, pelo fato da via participar de outras interagdes que regulam
atividades diversas, o panorama mutacional de outras proteinas pode contribuir para
outros desfechos (Nepstad et al., 2020). O aumento da ITGA4, proteina integrina
que participa de processos como sinalizagdo e adesao celular, mostrou provocar
uma remodelagdo no microambiente da medula éssea, contribuindo para processos
de resisténcia a quimioterapia™.

Além do complexo principal, a maquinaria de metiltransferases € complementada
pela presenca de uma série de outras proteinas. As proteinas ZC3H13 e RBM15
mostraram-se diferencialmente expressas entre pacientes com LMA e pacientes
controle, com sua alta expressdo relacionada a um pior prognostico™. A
metiltransferase METTL16, embora n&o esteja integrada na maquinaria ordinaria de
m6a e tenha sua atividade majoritariamente vinculada a outros tipos de RNA, exerce
atividade de metilagdo em alvos relacionados a LMA, tais como BCAT1 e BCAT28.

Essas enzimas sao responsaveis por catalisar a transaminacdo dos BCAAs,

formando alfa-cetoacidos de cadeia ramificada, cuja participacdo na LMA foi tem
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relacdo com regulagdo epigenética positiva de genes relacionados a stemness
(fendtipo leucémico indiferenciado), além de servirem de substrato na formagao de
proteinas e combustivel para a fosforilagdo oxidativa necessaria para manutengao
do fenodtipo leucémico (Kikushige et al., 2023). A formagdo do glutamato como
produto da transaminacdo contribui para a sintese de novo de nucleotideos,
essencial para o processo de divisdo celular acentuada. A metilacao desses alvos,
que é lida principalmente pelo reader YTHDC1, leva ao aumento de disponibilidade,
e posteriormente a reprogramacgao do metabolismo de BCAAs na CTL? (Figura 14).
A respeito da contribuicdo das demetilases m6a na LMA, ambas (FTO e
ALKBHS5) tiveram seus papéis e alvos definidos. A ALKBH5 mostrou-se altamente
expressa na LMA, e foi indicada sua possivel relagdo com a expresséo de TACC3™.
Essa proteina regula a expressdao de MYC e p21 (supressor de tumor de acao
conjunta a p53) (Engeland, 2022). A alta expressao de ALKBHS5 leva ao aumento de
TACC3 pela estabilizagcdo de seu mRNA, processo inverso ao que geralmente é
identificado pelos alvos de m6a. Isso leva ao aumento de MYC e diminui¢cao de p21,

contribuindo para o processo de proliferacédo celular e autorrenovagéo'®.
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Figura 14: Atividade do METTL16 sob os alvos BCAT1 e BCAT2. A metilagdo promove incremento no
metabolismo de BCAAs, promovendo a formagdo de BCKAs e glutamato, que alimentam o ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) e biossintese de nucleotideos, respectivamente. Adaptado (Han et al,,
2023).
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Dados apontam para a contribuicdo da alta expressao de FTO para processos
de transformacdo leucémica e supressao da apoptose em linhagens de LMA,
mediados por genes como PML-RARA, FLT3-ITD e NPM1 mutado®. No cenario da
LPA, a demetilacdo de seus alvos induz uma regulagdo negativa de suas
expressoes, situagao que ocorre com os genes ASB2 (responsavel pela degradagao
de certas proteinas) e RARA®, bem como FOXO3 (relacionado a diferenciagao
celular)®. Esse mecanismo contribui para resisténcia do tratamento com base em
ATRA, que atua inibindo o gene de fusdo PML-RARA na LPA e induzindo a
diferenciagao terminal (Zhou et al., 2005).

Sobre a possivel relagao das proteinas de ligagdo com a LMA, os 3 principais
membros da familia IGF2BP (IGF2BP1/2/3) e YTHDF2 recebem destaque. De forma
similar as metilases e demetilases, o0 aumento de proteinas pertencentes a classe
dos readers costuma representar um fator de mau progndstico para pacientes com
LMA, uma vez que elas promovem diminuicdo da meia-vida de seus alvos. Essa
mecanica ocorre, por exemplo, com o YTHDF2 em relagdo ao gene TNFRSF1B,
codificador dos receptores TNFR1 e TNFR2'. Esse gene costuma estar menos
expresso em pacientes com LMA, e suas proteinas contribuem com a limitagao da
capacidade de autorrenovacgao das CTLs (Hockendorf et al., 2016).

A proteina IGF2BP1, bem como as outras participantes da familia IGF2BP,
encontra-se hiperexpressa em algumas linhagens de LMA?*°??, Foi constatado que a
presenca de |IGF2BP1 esta associada ao potencial proliferativo das CTLs,
possivelmente devido ao aumento da expressao de genes essenciais que atuam a
favor do estado leucémico, como é o caso de ALDH1A1, HOXB4 e MYB?®. A primeira
estaria relacionada com processos de metabolismo de drogas, dificultando o
mecanismo de agao de terapias farmacologicas pela protecdo das CTLs contra os
agentes alquilantes (Gasparetto; Smith, 2017). Ja as duas ultimas demonstram
contribuir para o bloqueio da diferenciagao celular e autorrenovagao (Umeda et al.,
2012; Ciciro; Sala, 2021).

O IGF2BP2 atua na identificacdo da metilacdo de alvos envolvidos no
metabolismo celular, de maneira aparentemente complementar a METTL16. Seu
funcionamento como reader da m6a contribui para o funcionamento dos genes MYC
(cujo mecanismo de acgado foi previamente descrito), SLC1A5 e GPT2%. Os dois

ultimos estdo ligados a atividade do ciclo do &cido tricarboxilico, através da



59

facilitagdo da entrada de glutamina e transaminagao do glutamato para formagéao de
alfacetoglutarato, respectivamente®’. Por fim, o IGF2BP3 regula positivamente,por
mecanismos mb6a-dependentes, a expressdo de RCC2, que esta relacionada a um
pior prognostico da doencga®. A deplegéo forgcada dessa proteina contribuiu para

aumento da apoptose em diversas linhagens celulares®.

5 CONCLUSAO

Apos a selecao e avaliagdo das modificagbes pds transcricionais em mRNA
mais relevantes na LMA, conclui-se que as modificagdes mais relevantes no
contexto da LMA estao relacionadas, em alguma medida, a vias de proliferacao,
metabolismo e bloqueio na diferenciacéo celular, dando continuidade ao processo da
leucemogénese. Foram elencados o0s principais mecanismos interferentes no
fendtipo leucémico, resultantes do funcionamento e, principalmente, do desequilibrio
entre as proteinas que compdem suas maquinarias individuais. Foi verificado que o
efeito causado pela modificacdo, e como ele contribui para a manutengdo e
progressao da LMA, depende intimamente do alvo a ser considerado. A maioria dos
estudos opta por abordar as vias celulares individualmente, a fim de avaliar seu
impacto em contextos especificos. No entanto, levando em consideracdo a
diversidade de interacbes simultdneas entre componentes celulares, se faz util a
analise de um contexto mais amplo para torna-la mais fidedigna. Em geral, as
pesquisas avaliadas sugerem alvos que interferem negativamente no progndstico
dos pacientes, seja a partir da intensificacdo ou da redugdo das diversas
modificacdes. E necessario o aprofundamento das pesquisas para o esclarecimento
das fungdes individuais de cada alvo no panorama da LMA, além de dar

continuidade a descoberta de novas modificagdes relevantes para a doenca.
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