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RESUMO

Introdução:  A  leucemia  linfoblástica  aguda  de  células  precursora  B  (LLA-CPB)
pediátrica  é  caracterizada  por  alterações  citogenético-moleculares  recorrentes.  A
amplificação intracromossomica do cromossomo 21 (iAMP21) tem sido descrita em 2-
3% das LLA-CPB e foi associada a um maior risco de recaída. A técnica de FISH é o
método universal para identificar a iAMP21 com sondas dirigidas para o gene RUNX1.
A identificação da iAMP21 através de cópias adicionais de  RUNX1 pode ocasionar
resultados duvidosos.  Foi  demonstrado por  análise  genômica a  presença de uma
região  comum  de  amplificação  (RCA)  a  qual  estão  presentes  os  genes  GART,
IFNGR2, DSCR1, DYRK1A, RUNX1, ERG e ETS2 em pacientes com iAMP21. Alguns
destes  genes  estão  envolvidos  na  leucemogênese  ou na resposta  terapêutica  de
outros subtipos de leucemia. Recentemente, sugerimos um grupo com perfil "iAMP21-
like" (iAMP21-like). Além disso, as análises de FISH detectaram dois grupos com base
no ganho de cópias adicionais de  RUNX1: 1) 3-4 sinais e 2) ≥ 5 sinais de  RUNX1.
Objetivo:  Identificar genes potencialmente relevantes para a patogênese das LLA-
CPB com amplificações recorrentes no cromossomo 21. Metodologia: Aspirados de
medula óssea (MO)  de pacientes com LLA-CPB  com amplificações recorrentes no
cromossomo 21  (perfil  iAMP21-like; 3-4 sinais  RUNX1  e  ≥5 sinais  RUNX1), com a
fusão  ETV6-RUNX1,  sem  fusões  gênicas  recorrentes,  síndrome  de  Down  (SD),
hiperdiploidia  com  cópias  do  cromossomo  21  (HD+21)  e  um  perfil  normal  do
cromossoma  21  pela  técnica  de  MLPA foram  submetidos  à  algumas  análises.  A
análise da expressão gênica foi realizada por RT-qPCR. Os valores de  fold-change
foram comparados entre os grupos de LLA-CPB tendo como controle uma amostra
calibradoria  do  grupo  controle  MLPA  normal.  O  número  de  cópias  gênicas  foi
determinado  por  TaqMan  Copy  Number.  A  análise  estatística  foi  realizada  pelo
Student’s  t-test.  As análises de correlação foram avaliadas pelo teste de  Pearson.
Resultados:  Nas  análises  de  expresão  gênica  observamos  que  todos  os  genes
avaliados nos casos com alterações no cromossomo 21 estavam pelo menos uma
vez mais expresso em comparação ao grupo sem alterações no cromossomo 21.
Posteriormente, identificamos um aumento de expressão estatisticamente significante
do gene ERG no grupo LLA-CPB iAMP21-like quando comparados aos grupos sem
fusões gênicas e ETV6-RUNX1, do gene DSCR1 no grupo LLA-CPB com 3-4 sinais
de RUNX1 em relação ao grupo ETV6-RUNX1 e do gene GART no grupo LLA-CPB
com 3-4 sinais de RUNX1 quando comparados aos grupos s/ fusões gênicas e ETV6-
RUNX1 respectivamente. Além disso, notamos que apenas os genes  ERG e  ETS2
tinham uma expressão gênica elevada nos subtipos com amplificações recorrentes.
Nas análises de número de cópias foram observados cópias adicionais dos genes
ERG e  ETS2 na  maioria  dos  subtipos  LLA-CPB incluindo  SD,  HD+21,  3-4  sinais
RUNX1,  ≥5 sinais  RUNX1 e iAMP21-like.  Entretanto, alguns casos com ≥5 cópias
adicionais  foram detectados  no grupo 3-4  sinais  RUNX1.  Foram observados  uma
correlação positiva entre o número de cópias e os níveis transcricionais de  ETS2 e
ERG. Na combinação entre os dois parâmetros sugerimos oito casos como possíveis
iAMP21. Conclusões : Aqui, identificamos níveis elevados de transcritos e número de
cópias de ERG e ETS2 nos casos com amplificações recorrentes no cromossomo 21.

Palavras-chave:  LLA-CPB, ERG, ETS2, expressão gênica
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ABSTRACT

Introduction:  Childhood  B-cell  precursor  acute  is  characterized  by  recurrent  and
molecular  alterations.  The identification of  these abnormalities  is  important  for  risk
stratification  therapeutic,  and  provides  appropriate  treatment.  Intrachromosomal
amplification of chromosome 21 (iAMP21) has been described in 2-3% of BCP-ALL
and was associated  with  an increased risk  of  relapse.  The FISH technique  is  the
universal method for identifying iAMP21 using probes directed to RUNX1 gene. The
identification of  iAMP21 through additional  copies of  RUNX1 may cause unreliable
results. It was demonstrated by genomic analysis the presence of common region of
amplification (RCA) which are present  GART, IFNGR2, DSCR1, DYRK1A, RUNX1,
ERG and  ETS2 genes  in  iAMP21 patients.  Some of  these  genes  are  involved  in
leukemogenesis  or  other  therapeutic  response  leukemia  subtypes.  Recently,  we
suggest  a  group  "iAMP21-like"  profile  (iAMP21-like).  In  addition,  FISH  analysis
detected two groups based on the gain additional copies of  RUNX1: 1) 3-4 signals
RUNX1 and 2) ≥ 5 signals RUNX1. Objective:  To identify potentially relevant genes to
the  pathogenesis  of  BCP-ALL  with  recurrent  amplifications  on  chromosome  21.
Methodology:  Bone  marrow  aspirates  (BM)  of  BCP-ALL  patients  with  recurrent
amplifications on chromosome 21 (iAMP21-like profile,  3-4 signals  RUNX1  and ≥5
signals  RUNX1) with  ETV6-RUNX1 fusion,  without  recurring  gene  fusions,  Down
syndrome  (SD),  hyperdiploidy  with  copies  of  chromosome  21  (HD+21),  a  normal
profile for MLPA chromosome 21 underwent the analysis. Gene expression analysis
was performed by RT-qPCR. The fold-change values were compared between groups
of BCP-ALL to a control sample calibradoria normal MLPA control group. The copy
number of the genes was performed by TaqMan Copy Number technique. Statistical
analysis was performed by Student's t-test. Correlation analyzes were evaluated by
Pearson test. Results: In the analysis of gene expression we observed that all genes
evaluated  in  cases  with  changes  in  chromosome  21  were  at  least  once  more
expressed as compared to without changes group on chromosome 21. Subsequently,
we identified an expression increased statistically significant ERG gene in iAMP21-like
BCP-ALL group when compared to groups without gene fusions and ETV6-RUNX1, of
DSCR1 gene in BCP-ALL group with 3-4 RUNX1 signals  relative to ETV6-RUNX1
group and GART gene in BCP-ALL group with 3-4 RUNX1 signals when compared to
groups without gene fusions and ETV6-RUNX1 respectively. Moreover, we note that
only the ERG and ETS2 genes had a high gene expression in subtypes with recurrent
amplifications.  Were observed additional  copies of ERG and  ETS2 genes  in  most
BCP-ALL subtypes including SD, HD+21, 3-4 signals RUNX1, ≥ 5 signals RUNX1 and
iAMP21-like. However, some cases with ≥5 additional copies were detected in the 3-4
signals RUNX1 group. A positive correlation between copy number and transcriptional
levels  ETS2  and  ERG was observed.  The combination of  copy number  and gene
expression  suggest  eight  cases  as  possible  iAMP21.  Conclusions:  Here,  we
identified high levels of transcripts and copy number  ERG and  ETS2 in cases with
recurrent amplifications on chromosome 21.

Key words:  BCP-ALL, ERG, ETS2, gene expression.

ix



ÍNDICE

RESUMO……………………………………………………………………......................viii

ABSTRACT……………………………………………………………………………….….ix

ÍNDICE……………………...…………………………………………………………….......x

LISTA DE TABELAS………………………………………………………………………..xiii

LISTA DE FIGURAS………………...……………………………………………………..xiv

LISTA DE ABREVIATURAS………………………………………………………………xvii

1. INTRODUÇÃO…………………………………………………………………………….1

    1.1     Leucemia aguda pediátrica……..………………………………….................…1

    1.2     Leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B................................2

    1.3     Identificação das LLAs-CPB……………………………………………………..4

       1.3.1     Estudos de perfil de expressão gênica em LLA-CPB……………............4

       1.3.2     Grupos citogenético-moleculares das LLAs-CPB de

                    acordo com o risco prognóstico……………………………………………..7

          1.3.2.1     Grupo citogenético de risco favorável………...……………………….9

             1.3.2.1.1     t(12;21)(p13;q22)/ ETV6-RUNX16-RUNX1…………..…………..9

             1.3.2.1.2     Alta hiperdiploidia……………………………………………………9

          1.3.2.2     Grupo citogenético de risco alto……………………………………….10

             1.3.2.2.1     Rearranjos do gene KMT2A (MLL).……………………………….10

             1.3.2.2.2     t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1.………………………………….…....10

             1.3.2.2.3     Hipodiploidia………………………………………………………… 11

             1.3.2.2.4     “Quase haploides” (<30 cromossomos)………………………….. 11

          1.3.2.3     Alterações moleculares submicroscópicas

                          adicionais em LLA-CPB……………………………………………..…..12

          1.3.2.4     Grupo citogenético de risco intermediário…………………................14

             1.3.2.4.1     t(1;19)(q23;p13)/TCF3/PBX1……………………………………….14

                  1.3.2.4.2     Translocações no locus IGH intermediário……………...…….......15

             1.3.2.4.3     LLAs de células precursoras Outras-B (B-others).……………....16

             1.3.2.4.4     Novos subtipos de LLA-CPB IGH………………………………….16

             1.3.2.4.5     t(17;19)(q22; p13)/TCF3-HLF …………………...………………...17

             1.3.2.4.6     Deleção do gene ERG……………………………………………...18

             1.3.2.4.7     Rearranjos do gene CRLF2………………………………………..18

             1.3.2.4.8     BCR-ABL1-like (Ph-Like)……………………………………….…..19

x



            1.3.2.4.9     Amplificação intracromossômica do cromossomo 21………..……19

               1.3.2.4.9.1     Região comum de amplificação em iAMP21…………..………23

               1.3.2.4.9.2     Leucemia linfoblástica aguda de células

                                     precursoras B com perfil iAMP21-like………………………… 26

2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO..............................................................................…29

3. OBJETIVO............................................................................................................…31

    3.1     Objetivo principal.…………………...........……………………………………….31

    3.2     Objetivos secundários..……………………………………………....…………...31

4. MATERIAIS E MÉTODOS………………………………………....…………………….32

   4.1     Casuística.....…………………………………………………………………….….32

   4.2     Desenho de estudo………………………………………………………………...33

   4.3     Identificação e caracterização dos subtipos LLA-CPB…………..…………….34

   4.4     Preparo das amostras para a avaliação da expressão gênica………………..34

      4.4.1     Extração de RNA………………………………………………………………34

      4.4.2     Síntese de DNA complementar RNA………………………………………...36

      4.4.3     Integridade do cDNA por PCR………………………………………………..36

      4.4.4     RT-qPCR………………………………………………………………………..37

         4.4.4.1     Seleção do gene constitutivo..…………………………………………...37

         4.4.4.2     Desenho dos oligonucleotídeos………………………………………....39

         4.4.4.3     Eficiência de amplificação………………………………………………..39

         4.4.4.4     Reações de RT-qPCR………………………………….…………………40

   4.5     Preparo das amostras para a avaliação das variações

             no número de cópias……….……………………………………………………...42

      4.5.1     Extração de DNA……………………………………………………………....42

      4.5.2     Reações de PCR quantitativo das variações

                   do número de cópias………………………………………..………………...43

      4.5.3     Critérios para as análises combinadas de expressão gênica

                   e número de cópias…………………………………………………………...44

      4.5.4     Análises estatísticas…………………..……………………………………….45

5. RESULTADOS.…………………………………………………………………………...46

   5.1     Características clínico-demográficas e laboratorias

             dos pacientes…………………………..…………………………………………...46

   5.2     Níveis de transcritos entre as LLAs-CPB versus

             controle não-leucêmico…………………………………………………………....48

xi



   5.3     Níveis de transcritos entre as LLAs-CPB com alterações

             no cromossomo 21 versus as outras LLAs-CPB……..………………………...49

   5.4     Análise dos níveis de transcritos por subgrupo de LLA-CPB……...................50

   5.5     Identificação de genes diferencialmente expressos..………...…………...…...52

   5.6     Análise do número de cópias gênicas de subtipos

             específicos de LLA-CPB……….……………………………………………….....54

   5.7     Análise de correlação entre os níveis de transcritos

             e número de cópias de ERG e ETS2…………..………….……...…………......55

   5.8    Combinação entre níveis de transcritos e número de cópias… ………….…...56

6. DISCUSSÃO…………………………………………………………………………….…60

7. CONCLUSÕES……………………………………………………………………………65

8. REFERÊNCIAS……………………………………………………………………….…..66

9. ANEXOS………..……………………………………………………………………..….. 78

   9.1     Anexo I…………………………………………………...……………………….…78

   9.2     Anexo II………………………………………………………...…………………....80

   9.3     Anexo III……………………………………………………………………………..82

   9.4     Anexo IV……………………………………………………………………………..88

   9.5     Anexo V……………………………………………………………………………...91

   9.6     Anexo VI……………………………………………………………………………..92

xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1     Genes pertencentes a RCA de todos os pacientes com              pág. 24

                      iAMP21.    

Tabela 3.1     Genes de referência utilizados para avaliação quanto à              pág. 38

                      estabilidade da expressão.

Tabela 3.2     Oligonucleotídeos utilizados para a avaliação da                         pág. 39

                    expressão gênica por RT-qPCR.                 

Tabela 5.1     Variáveis demográficas e laboratoriais de 82 pacientes               pág. 47

                      LLA-CPB pediátricos.

Tabela 5.2     Principais características dos pacientes sugestivos os                pág. 58

                      para iAMP21 (n = 8) de acordo com a expressão gênica

                      e status do número de cópias de ERG e ETS2.

xiii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 Incidência das LLAs por faixa etária. Pág. 2

Figura 1.2 Visão geral das alterações adicionais mais frequentes

de  acordo  com  distintos  subtipos  genéticos  das

leucemias linfoblásticas agudas de células precursoras

B

Pág. 3

Figura 1.3 Distintos  subtipos  de  leucemias  agudas  definidas  a

partir dos perfis de expressão gênica e algoritmos de

agrupamento e análises de componentes principais.

Pág. 5

Figura 1.4 Perfil  de  expressão  gênica  a  partir  de  blastos  de

medula ossea com diagnóstico de LLA pediátrica.

Pág. 6

Figura 1.5 Análises  de  agrupamento  hierárquico  e  componente

principal  com a utilização de genes que discriminam

entre  sensibilidade  ou  resistência  aos  fármacos

prednisolona,  vincristina,  asparaginase  ou  a

daunorrubicina nas LLAs B pediátricas.

Pág. 7

Figura 1.6 Frequência de anomalias cromossômicas primárias em

crianças com leucemia linfoblástica aguda de células

precursoras B.

Pág. 8

Figura 1.7 Distribuição dos subtipos citogenético-moleculares das

leucemias linfoblásticas agudas de células precursoras

B pediátricas.

Pág. 17

Figura 1.8 Identificação de pacientes iAMP21 por FISH. Pág. 20

Figura 1.9 Frequência dos subtipos citogenéticos das  leucemias

linfoblásticas agudas pediátricas.

Pág. 21

Figura 1.10 Dados do perfil iAMP21 a partir do sequenciamento de

próxima geração.

Pág. 22

Figura 1.11 Resumo  das  anormalidades  no  cromossomo  21  em

pacientes iAMP21 resultantes dos dados de aCGH.

Pág. 23

Figura 1.12 Heat map dos picos de MLPA e sinais de RUNX1 Pág. 27

Figura 1.13 Análise  de  componentes  principais  dos  pacientes

agrupados.

Pág. 28

xiv



Figura 4.1 Fluxograma do estudo. Pág. 33

Figura 4.2 Gel de eletroforese sobre a integridade do RNA Pág. 35

Figura 4.3 Gel  de  eletroforese  da  PCR  para  a  detecção  dos

produtos  de  419pb  do  gene  GAPDH  para  a

comprovação  da  presença  do  cDNA amplificado  de

amostras representativas do estudo.

Pág. 37

Figura 4.4 Análise de seleção do gene constitutivo por RT-qPCR. Pág. 38

Figura 4.5 Representação gráfica de uma curva padrão.  Gráfico

da curva de ERG realizada entre o log da concentração

e o Ct.

Pág. 40

Figura 4.6 Representação  gráfica  de  amplificação  por  PCR em

tempo real.

Pág. 42

Figura 4.7 Representação  gráfica  de  amplificação  por  PCR em

tempo  real  a  partir  de  um  limiar  informado  pelo

fabricante (CT=0,2).

Pág. 44

Figura 5.1 Quantificação dos níveis de expressão relativa por RT-

qPCR  dos  genes  RUNX1,  IFNGR2,  ERG,  ETS2,

DYRK1A, DSCR1 e GART.

Pág. 48

Figura 5.2 Quantificação dos níveis de expressão relativa por RT-

qPCR  dos  genes  RUNX1,  IFNGR2,  ERG,  ETS2,

DYRK1A, DSCR1  e  GART entre os grupos LLA-CPB

com e sem alterações no cromossomo 21.

Pág. 49

Figura 5.3 Quantificação dos níveis de expressão relativa por RT-

qPCR  dos  genes  RUNX1,  IFNGR2,  ERG,  ETS2,

DYRK1A, DSCR1 e GART entre os subgrupos de LLA-

CPB.

Pág. 51

Figura 5.4 Quantificação dos níveis de expressão relativa por RT-

qPCR  dos  genes  RUNX1,  IFNGR2,  ERG,  ETS2,

DYRK1A, DSCR1  e  GART entre os grupos LLA-CPB

sem  alterações  no  cromossomo  21,  com  cópias

adicionais  no  cromossomo  21  e  com  amplificações

recorrentes no cromossomo 21.

Pág. 53

Figura 5.5 Quantificação do número de cópias dos genes ERG e

ETS2 nos diferentes subtipos específicos de LLA-CPB.

Pág. 54

xv



Figura 5.6 Quantificação do número médio de cópias gênicas de

ERG e ETS2 nos diferentes subtipos de LLA-CPB.

Pág. 55

Figura 5.7 Figura representativa do impacto marginal do número

de cópias gênicas sobre os níveis de RNAm do subtipo

LLA-CPB iAMP21-like.

Pág. 56

Figura 5.8 Caracterização  das  LLAs-CPB  com  3-4  sinais  de

RUNX1, ≥5 sinais  RUNX1  e com perfil iAMP21-like a

partir da relação entre número de cópias e os níveis de

transcritos dos genes ERG e ETS2. 

Pág. 57

 

xvi



LISTA DE ABREVIATURAS

µl                                Microlitro

21q                             Braço longo do cromossomo 21

18S                             RNA ribossômico 18S

ABL1                          Gene ABL proto-oncogene 1

aCGH                         Array Comparative Genomic Hybridization

AcMo                          Anticorpos monoclonais

ACTB                          β-actina

AFF1                           AF4/FMR2 family member 1 (AF4)

ARA-C                        Arabinofuranosyl cytidine

BCL                            B-Cell Lymphoma

BCR                           Gene Breakpoint cluster region

BFB                            Breakage-fusion-bridge

BTG1                          B-Cell Translocation Gene 1

CD                              Cluster of differentiation

CDKN2A/B                 Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A/B

cyIgM                          Imunoglobulina M citoplasmática

cDNA                          DNA complementar

CEBP                         CCAAT/Enhancer Binding Protein

CEP                            Comitê de ética em pesquisa

CG                              Glicocorticóides

CNA                            Alterações em número de cópias

CNV                           Variações em número de cópias

CPq                            Centro de pesquisas

CREB                         cAMP response element-binding protein

CREBBP                    CREB-binding protein

CRLF2                        Gene Cytokine receptor-like factor 2

Ct                                Cycle threshold

CTH                            Células-tronco hematopoiéticas

cyTDT                         Terminal Deoxynuceotidyl Transferase citoplasmática

dCT                             delta Cycle Threshold

del                                Deleção

xvii



DEPC                          Dietilpirocarbonato

DMSO                         Dimetilsulfóxido

DNA                            Ácido desoxirribonucleico

DNPS                         De novo purine synthesis

dNTP                          Desoxirribonucleotídeos trifosfatados

DSCR                         Down Syndrome critical region

dT                               Deoxy-thymine

DTT                            Ditiotreitol

DYRK1A                     Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A

E2A                            Gene fator de transcrição 3 (TFPT)

EBF1                           Early B-Cell Factor 1

EDTA                           Ácido etilenodiamino tetra-acético

EPO-R                         Receptor da eritropoietina

ERG                             Gene ETS-related gene

ETS                             Erythroblast transformation-specific

ETS2                           Gene ets proto-oncogene 2

ETV6                           Gene ets variant 6

FISH                            Hibridização in situ Fluorescente

FLT3                            FMS-like tyrosine kinase 3

GAPDH                        Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase

GART                          Gene Phosphoribosylglycinamide formyltransferase

GATA1                         GATA binding Protein 1

H3K4                           Histona 3 lisina 4

HD+21                         Hiperdiploidia com cópias adicionais do cromossomo 21

HLF                              Hepatic Leukemia Factor

HOX                             Genes homeobox

iAMP21                        Amplificação intracromossômica do cromossomo 21

ID4                               Inhibitor of DNA binding 4

IFN                               Interferon

IFNG                            Interferon gama

IFNGR2                       Gene Interferon gamma receptor 2

IGH                              Imunoglobulina

IKZF1                           Gene ikaros family zinc finger 1

xviii



IKZF2                           Gene ikaros family zinc finger 2

IKZF3                           Gene ikaros family zinc finger 3

IL7R                             Receptor de interleucina 7

INCA                            Instituto Nacional de Câncer

JAK1                            Janus quinase 1

JAK2                            Janus quinase 2

KMT2A                         Lysine (K)-specific methyltransferase 2A

KRAS                           Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

r-KTM2A                       Rearranjos do KMT2A

L                                    Litro

LLA                                Leucemia Linfoblástica Aguda

LLA-CPB                       Leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B

LLC                                Leucemia Linfocítica Crônica

LMA                               Leucemia Mieloide Aguda

LMC                               Leucemia Mieloide Crônica

LMO2                             LIM domain only 2

Mb                                  Mega bases

MECOM                         MDS1 And EVI1 Complex Locus

mRNA                            Ácido Ribonucleico mensageiro

mL                                  Mililitro

MLLT1                            Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 

1 (ENL)

MLLT10                          Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated

to, 10 (AF10)

MLLT3                           Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated

 to, 3 (AF9)

MLLT4                           Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated

 to, 4 (AF6)

MLPA                             Multiplex ligation-dependent probe amplification

mM                                Milimolar

MO                                Medula óssea

MPO                              Mieloperoxidase

mTOR                            Mechanistic target of rapamycin

xix



ng                                  Nanogramas

nm                                 Nanômetros

NF1                               Neurofibromin 1

NFAT                             Fator nuclear de células T ativadas

NRAS                            Neuroblastoma RAS Viral (V-Ras) Oncogene Homolog

NT5C2                           5'-nucleotidase, cytosolic 2

ºC                                  Graus Celsius

OMS                              Organização Mundial de Saúde

P2RY8                           Purinergic receptor P2Y8

PAR-1                            Região Pseudoautossômica 1

PAX5                             Gene Paired Box 5

pb                                  Pares de bases

PBS                               Solução tampão fosfato

PBX1                             Gene pre B cell leukemia homeobox 1

PCR                               Reação em cadeia da polimerase

PDE9A                           Phosphodiesterase 9A

PDGFRB                        Platelet derived growth factor receptor beta

Ph                                   Potencial hidrogeniônico

PHOP                             Programa de Hematologia-Oncologia Pediátrico

R2                                   Regressão linear

RB1                                Retinoblastoma 1

RCA                                Região comum de amplificação

RCBP                             Registro de câncer de base populacional

RCD                               Região comum de deleção

RNA                                Ácido ribonucléico

rpm                                 Rotação por minuto

RQ                                  Quantidade relativa

RT-qPCR                        Transcrição reversa-Reação em cadeia da polimerase 

quantitativo em tempo real

RUNX1                            Gene Runt-related transcription factor 1 (AML1)

RUNX1T1                        Gene Runt-related transcription factor 1; translocated To, 1

SD                                   Síndrome de Down

SFB                                 Soro fetal bovino

xx



SNP                                 Single Nucleotide Polymorphism

SP                                    Sangue periférico

STAT                                Signal transducer and activator of transcription

t                                       Translocação

TBLXR1                          Transducin (beta)-like X-linked receptor 1

TCF3                              Transcription factor 3

TCLE                              Termo de consentimento livre e assistido

TERT                               Gene Telomerase reverse transcriptase

TP53                               Tumor protein p53

trxG                                 Grupo trithorax

xxi



1. INTRODUÇÃO
 
1.1 Leucemia aguda pediátrica

As  neoplasias  de  crianças  e  adolescentes  com  idade  entre  0  e  18  anos

representam aproximadamente de 1-3% das anormalidades malignas entre todas as

idades.  No  Brasil,  segundo  dados  do  Instituto  Nacional  de  Câncer  José  Alencar

Gomes da Silva (INCA), o câncer pediátrico já representa a primeira causa de morte,

com 7% do total, e estima-se para o ano de 2016 e 2017 cerca 12.600 novos casos

por anos de câncer infanto-juvenil (Estimativa INCA, 2016).

Segundo  a  classificação  internacional  do  câncer  infantil  (International

Classification of Childhood Cancer), existem doze subtipos de tumores pediátricos: (1)

leucemias  agudas,  doenças  mieloproliferativas  e  mielodisplásicas,  (2)  linfomas  e

neoplasias  reticuloendoteliais,  (3)  neoplasias  do  sistema  nervoso  central  (SNC),

intracraniais intraespinhais, (4) neuroblastoma e tumores de outras células nervosas

periféricas, (5) retinoblastoma, (6) tumores renais, (7) tumores hepáticos, (8) tumores

ósseos malignos, (9) sarcomas de tecido mole e outros tumores extra ósseas, (10)

tumores  de  célula  germinativa,  trofoblásticos  e  gonadais,  (11)  outras  neoplasias

malignas epiteliais e melanomas malignos, e (12) outras neoplasias e tumores não

especificados.  Dentre  estes,  as  leucemias  são  as  mais  frequentes  na  infância  e

adolescência, correspondendo a cerca de 30% de todas as neoplasias identificadas

até os 15 anos de idade. De acordo com o registro  brasileiro de câncer de base

populacional  (RCBP),  a taxa de incidência mediana ajustada por  idade é de 53,3

casos de leucemia infantil por milhão de habitantes (0-14 anos de idade) (PUI et al.,

2004; VARDIMAN, 2010; DE SOUZA REIS et al., 2011).

As  leucemias  acometem o  sistema hematológico  e  são  classificadas  como

agudas ou crônicas e, podem ser de origem linfoide ou mieloide. As leucemias agudas

caracterizam-se pela presença de células imaturas ou blastos, enquanto as leucemias

crônicas atingem as células mais diferenciadas. Com base nisso, as leucemias de

forma geral  podem ser  subclassificadas  como leucemia  linfoblástica  aguda  (LLA),

leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide crônica (LMC) (PUI, 2006).
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1.2 Leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLA-CPB)

A LLA-CPB  é  um  subtipo  leucêmico  heterogêneo  e  multifatorial  que  afeta

progenitores linfoides imaturos caracterizados pelo acúmulo de linfoblastos na medula

óssea (MO) e supressão da hematopoese normal. Esta desordem maligna se destaca

por ser o tipo leucêmico mais comum na infância, com um pico de incidência entre 2 a

5 anos de idade. Entretanto, no Brasil este pico ocorre aos três anos de idade, com

um segundo pico observado ano sexto ano de vida, como pode ser observado na

figura 1.1. (PUI et al., 2004; DE SOUZA REIS et al., 2011).

 
 Figura 1.1 Incidência das LLAs por faixa etária.
[Modificado de DE SOUZA REIS et al., 2011].

Dentre as LLAs, o maior número de casos (75-80%) acomete a linhagem B.

Estes  podem ser  agrupados em quatro  diferentes  subtipos  a  partir  dos  perfis  de

maturação, tais como LLA-Pró B, LLA comum, LLA-pré B e LLA-B madura, que se

diferenciam pela presença ou não de importantes biomarcadores imunológicos, tais

como CD10, CD19, TdT entre outros (JAFFE et al., 2002; KEBRIAEI et al., 2002).

A LLA de células precursoras B (LLA-CPB) é citogeneticamente caracterizada

por importantes alterações genômicas resultantes de eventos somáticos primários e

secundários nos precursores linfoides B.  As  anormalidades primárias conduzem a

iniciação e manutenção de todas as células que compõem o clone pré-leucêmico,

além de frequentemente estarem associadas às características clínicas do paciente. A

maioria  dos  eventos  primários  são  translocações  cromossômicas  recorrentes  que
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geram fusões gênicas quiméricas ou aneuploidias com ganho ou perda de múltiplos

cromossomos  inteiros.  Já  os  eventos  secundários  são  aquisições  que  colaboram

adicionalmente aos clones iniciais, e estão presentes em um subconjunto de células

leucêmicas (MOORMAN, 2012; INABA, GREAVES, MULLIGHAN, 2013).

 Dados  científicos  têm  evidenciado  que  os  clones  pré-leucêmicos  têm  a

capacidade de se manterem latentes por um longo tempo antes do segundo evento

(GREAVES, 2006). Além disso, tem sido demonstrado que existe uma forte correlação

entre  as  anomalias  cromossômicas  primárias  e  secundárias  no  desenvolvimento

leucêmico dos diversos subtipos LLA-CPB (Figura 1.2) (SCHWAB, 2013).

Figura 1.2 Visão geral  das alterações adicionais mais frequentes de acordo com distintos subtipos

genéticos das leucemias linfoblásticas agudas de células precursoras B. [Modificado de MOORMAN,

2015].

A maioria das anormalidades consideradas primárias é de baixa penetrância,

uma vez que dependem de alterações adicionais para expandir o clone leucêmico.
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No  entanto,  são  os  biomarcadores  de  prognóstico  mais  seguro,  visto  que  estão

presentes  em  todas  as  células  do  clone  e  estão  associados  com  as  principais

características  clínicas  de  cada  subtipo  (MOORMAN,  2015).  Desta  forma,  essas

anormalidades  cromossômicas  são  importantes  para  o  diagnóstico  e  para  a

estratificação de risco clínico que direciona o tratamento (HARRISON, 2009).

1.3 Identificação das LLAs-CPB

1.3.1 Estudos de perfil de expressão gênica em LLA-CPB

Nos últimos anos, estudos sobre o perfil de expressão gênica começaram a ser

rotineiramente utilizado na pesquisa, o que possibilitou a investigação da expressão

de milhares  de  genes.  Com o  intuito  de entender  melhor  a  grande  variedade  de

alterações genéticas  que ocorrem nas  leucemias  agudas de linhagens mieloide e

linfoide, alguns estudos demonstraram à possibilidade de subclassificar as alterações

citogenética-moleculares  das  leucemias  agudas  através  dos  níveis  de  transcritos

gênicos, tais como as subclasses que conferem risco prognóstico nas LLA-CPB, além

de promover a criação de novos estudos que contribuam na identificação de novos

alvos moleculares e terapêuticos (BACHER; KOHLMANN; HAFERLACH, 2009).

Em 2002, Yeoh e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que os perfis

de  expressão  gênica  poderiam  indicar  o  prognóstico  dos  subtipos  de  leucemias

(YEOH  et al.  2002). Já em 2003, Ross e colaboradores confirmaram os resultados

anteriores e através de novas plataformas de perfis de expressão gênica identificaram

subtipos de leucemias definindo alguns genes a partir de uma proporção do genoma

humano. Em seguida, aplicaram análises de componentes principais nas amostras de

leucemias  agudas  pediátricas  e  observaram  que  os  casos  foram  agrupados  em

leucemias linfoblásticas agudas de células T (LLA-T) e seis subtipos diferentes de

LLA-CPB, tais como rearranjos do gene KMT2A, as fusões TCF3-PBX1, BCR/ABL1 e

ETV6-RUNX1,  hiperdiploidia  com  mais  de  50  cromossomos,  além  de  um  novo

subgrupo (Figura 1.3) (ROSS et al., 2003).
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Figura 1.3 Distintos subtipos de leucemias agudas definidas a partir dos perfis de expressão gênica e

algoritmos de agrupamento e análises de componentes principais.  (A) Agrupamento hierárquico Bi-

dimensional realizada por meio do coeficiente de correlação de Pearson e método de grupo usando

médias aritméticas. (B) Plot do escalonamento multidimensional de todos os casos usando análises de

componentes principais. (C) Plot do escalonamento multidimensional dos casos LLA-CPB (n=118). (D)

Plot do escalonamento multidimensional idêntico ao indicado no plot C, exceto a parcela foi girada em

90°. Cada caso é representado por uma esfera codifi cada por cores para indicar o subgrupo genético a

que pertence:  BCR-ABL1 (laranja),  TCF3-PBX1 (aqua), Hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos

(amarelo), KMT2A (roxo), LLA-T (vermelho), ETV6-RUNX1 (verde), novos casos (azul), e os casos não

classificados (cinza). [Modificado de ROSS et al., 2003]
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Usando os mesmos algoritmos de testes, Ross e colaboradores identificaram

100 diferentes genes a partir dos perfis de expressão, e os agruparam entre os seis

subgrupos de prognóstico importante nas LLAs-CPB (Figura 1.4).

Figura 1.4 Perfil de expressão gênica a partir de blastos de MO com diagnóstico de LLA pediátrica.

Agrupamento hierárquico bi-dimensional de 132 amostras de MO de pacientes diagnosticados com LLA

(colunas)  versus os  100  melhores  conjuntos  de  sondas  classificadas  pelo  teste  de  qui-quadrado

(linhas) para os seis subgrupos de LLA. As cores vermelhas e verdes representam uma expressão

gênica acima e abaixo da média respectivamente.

MO, medula óssea; n, número; HD, hiperdiploidia. [Modificado de ROSS et al., 2003]

Em 2004, Holleman e colaboradores avaliaram a sensibilidade ou resistência in

vitro a prednisolona, vincristina, asparaginase e daunorubicina em 173 amostras de

MO de pacientes com LLA-B pediátrica a partir de variações nos perfis de expressão

gênica. Os autores identificaram um conjunto de genes que conferem resistência ou

sensibilidade  (Figura  1.5)  a  prednisolona  (33  genes),  vincristina  (40  genes),

asparaginase (35 genes), ou a daunorrubicina (20 genes) (HOLLEMAN et al., 2004).
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Figura 1.5 Análises de agrupamento hierárquico e componente principal com a utilização de genes que

discriminam entre sensibilidade ou resistência aos fármacos prednisolona, vincristina, asparaginase ou

a daunorrubicina nas LLAs B pediátricas. Cada coluna representa uma amostra de LLA, que foram

classificadas quando eram sensíveis (verde) ou resistentes (vermelho) a uma determinada droga e,

cada linha representa uma sonda. Os “heat maps” indicam um elevado (vermelho) ou baixo (verde)

nível de expressão gênica. [Modificado de HOLLEMAN et al., 2004]

1.3.2  Grupos  citogenético-moleculares  das  LLAs-CPB  de  acordo  com  o  risco

prognóstico

Com o desenvolvimento das principais técnicas moleculares e citogenéticas, a

identificação  das  alterações  cromossômicas  citadas  anteriormente  tornou-se

importante para caracterizar e estratificar os pacientes em três diferentes grupos de

risco prognóstico: risco favorável, risco intermediário e alto risco (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Frequência de anomalias cromossômicas primárias em crianças e adultos com leucemia

linfoblástica aguda de células precursoras B correlacionadas com a estratificação de risco prognóstico

[Modificado de MOORMAN, 2015].
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1.3.2.1 Grupo citogenético de risco favorável

A  translocação  cromossômica  t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNX1  e  a  alta

hiperdiploidia  são  biomarcadores  associados  a  fatores  de  risco  favoráveis  ao

prognóstico como idade entre 2-10 anos, contagem leucocitária menor que 10x109/L e

fenótipo imunológico CD10 positivo. (HARRISON, 2009).

1.3.2.1.1 t(12;21)(p13;q22)/ ETV6-RUNX1

 
A translocação t(12;21)(p13;q22) gera a fusão ETV6-RUNX1 que é críptica em

análise  citogenética  convencional,  porém prontamente  identificada  pela  técnica  de

hibridização  in  situ  fluorescente  (FISH)  e  pela  reação  da  transcriptase  reversa,

seguida da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) (SHURTLEFF,  et al., 1995;

HARRISON,  2009).  O  gene  ETV6  (TEL)  é  um  membro  da  família  dos  fatores

transcricionais ETS que é frequentemente envolvido em anomalias no braço curto do

cromossomo 12. O RUNX1, runt-related transcription factor 1, codifica um importante

fator transcricional que regula o desenvolvimento das células-tronco hematopoiéticas.

A proteína de fusão resultante da combinação desses dois genes pode modificar a

expressão normal de outros genes regulados por RUNX1 (SHURTLEFF et al., 1995;

OKUDA, et al, 2001; BOHLANDER, 2005).

1.3.2.1.2 Alta hiperdiploidia

A alta hiperdiploidia (51-65 cromossomos) se caracteriza por conter ganho de 4

ou mais cromossomos, sendo os cromossomos X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21 os mais

comprometidos. Apesar das dificuldades como o baixo índice mitótico e/ou cariótipos

complexos  observados  na  LLA-CPB,  a  hiperdiploidia  pode  ser  identificada  por

citogenética  convencional  ou  análises  de  FISH  através  de  sondas  centroméricas

(HARRISON, 2009).
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1.3.2.2 Grupo citogenético de risco alto

Algumas  anomalias  cromossômicas  de  alto  risco  são  importantes

biomarcadores de prognóstico  nas LLAs-CPB,  tais  como:  rearranjos envolvendo o

gene  KMT2A,  t(9;22)/BCR-ABL1,  “quase haploides” e hipodiploidia  (MOORMAN,

2012).

1.3.2.2.1 Rearranjos do gene KMT2A (MLL)

O  KMT2A é um gene promíscuo localizado na região 11q23 e pode realizar

mais de 100 rearranjos gênicos diferentes, correspondendo a aproximadamente 6%

das alterações moleculares das LLAs pediátricas (MEYER, 2009). Os rearranjos que

envolvem o gene (KTM2A-r) são mais comuns em crianças com idade inferior a 12

meses (lactentes),  acomentendo  aproximadamente  70-80% dos  casos  nesta  faixa

etária.  Este  gene  codifica  um  co-ativador  transcricional,  pertencente  ao  grupo

thithorax (trxG),  que  desempenha  função  importante  na  regulação  do

desenvolvimento hematopoiético (MARSCHALEK, 2011). A proteína codificada induz

a transcrição de genes da família  HOX  a partir  da metilação da histona 3 lisina 4

(H3K4).  A translocação  mais  comum incluindo  o  KTM2A  na LLA-CPB é  a  t(4;11)

(q21;q23)/KTM2A-AFF1 (AF4)  com aproximadamente 50%,  seguida da t(11;19)(q23;

p13.3)/KTM2A-MLLT1(ENL).  As  fusões  entre  o  KTM2A  e  MLLT4  (AF6)/6q27,

MLLT10(AF10)/10p12~14 e  MLLT3(AF9)/9p211são  menos  frequentes  (RINGROSE;

PARO, 2004; MEYER et al., 2013).

1.3.2.2.2 t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1

A  translocação  recíproca  t(9;22)(q34;q11),  cujo  cromossomo  derivativo  é

conhecido como  cromossomo Filadélfia  (Ph),  resulta na fusão gênica  BCR-ABL1  .

Esta  alteração  foi  a  primeira  anomalia  cromossômica  associada  com as  doenças

hematológicas e, inicialmente descrita nas leucemias mieloides crônicas (LMC). Em

virtude da heterogeneidade do ponto de quebra do gene  BCR,  podem ocorrer três

tamanhos diferentes de fusão,  p190, p210 e o menos frequente p230, que resultam

num aumento da atividade tirosina quinase da proteína ABL1. Apesar de inicialmente

descrita em LMC, a t(9;22) igualmente ocorre também na LLA. A sua incidência é de
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aproximadamente 2% em crianças e  vai  aumentando com a idade,  com 20% em

adultos entre 20-39 anos e 40% entre adultos mais velhos (>40 anos) (HARRISSON,

JOHANSSON, 2009).

A presença desta alteração é associada com prognóstico desfavorável  para

todas as idades. Entretanto, a partir do desenvolvimento dos inibidores das tirosinas

quinases,  como imatinib,  dasatinib  e  nilotinib,  houve  uma melhora significativa  na

sobrevida a longo prazo dos pacientes com a fusão  BCR-ABL1.  (DRUKER, 2008;

MULLIGHAN et al., 2008).

1.3.2.2.3 Hipodiploidia

A hipodiploidia  é  uma  aneuploidia  presente  em  1-3%  dos  casos  de  LLA

pediátrica  caracterizada  pela  presença  de  menos  de  44  cromossomos.  Esta

anormalidade  numérica  pode  ser  subclassificada  de  acordo  com  a  gravidade  da

aneuploidia em “quase haploides” (24-31 cromossomos), baixa hipodiploidia (32-39

cromossomos)  e  alta  hipodiploidia  (40  a  43  cromossomos).  De  modo  geral,  os

pacientes hipodiploides têm elevado risco de falha no tratamento quando seguem

protocolos  terapêuticos  para  risco  padrão.  As  LLAs  com  baixa  hipodiploidia  têm

elevada frequência de mutações com perda de função em TP53 e RB1, assim como

nos genes IKZF2 e IKZF3 (HARRISON et al., 2004; HOLMFELDT et al. 2013).

1.3.2.2.4 “Quase haploides” (<30 cromossomos)

Os pacientes com cariótipo quase haploide constituem um subgrupo distinto

dentro das LLAs pediátricas hipodiplóides representando cerca de 1% dos casos, dos

quais  a maior parte  contém monossomias (apenas uma cópia cromossômica).  Os

cariótipos quase haploides geralmente mantêm os cromossomos sexuais (X/Y) e os

cromossomos 10, 14, 18 e 21. Eventualmente, a análise citogenética só identifica um

sub-clone  resultando  em  equívocos  na  sub-classificação.  Essas  falhas  podem

comprometer os resultados de diagnóstico, visto que o grupo quase haploide tem um

prognóstico  desfavorável  e  devem ser  direcionados  à  terapia  de  alto  risco.  Além

disso, neste subgrupo é encontrada uma frequência elevada de deleções e algumas

mutações pontuais que ativam as vias de sinalização de Ras e de receptores de
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tirosina quinase (HARRISON et al., 2004; MOORMAN et al. 2010; HOLMFELDT et al.

2013).

1.3.2.3 Alterações moleculares submicroscópicas adicionais em LLA-CPB

Assim  como  as  alterações  citogenético-moleculares  primárias,  as

anormalidades moleculares  submicroscópicas adicionais  se diversificam de acordo

com período de latência das leucemias. Por  exemplo,  os  KTM2A-r são alterações

ditas de alta  penetrância,  ou seja,  não necessitam muitas alterações adicionais  e

conferem o fenótipo leucêmico em um curto período de latência, apresentando em

média uma única alteração adicional.  Por outro lado, a fusão  ETV6-RUNX1  que é

mais comum em crianças com idade maior, têm baixa penetrância e necessita em

média  de  aproximadamente  6-8  alterações  adicionais  (INABA;  GREAVES;

MULLIGHAN, 2013; MA et al., 2015).

Com a  aquisição  de  novas  tecnologias  genômicas como  array comparative

genomic  hybridisation  (aCGH)  e  Single  Nucleotide  Polymorphism (SNP)  arrays,

combinado a estudos citogenéticos e o FISH foi possível investigar com mais exatidão

o panorama genético  global  das LLAs.  A partir  disso,  uma série  de  novos genes

começou a ser identificada. Muitos destes são essenciais em várias vias celulares

importantes e alvos críticos de alterações em LLA-CPB. Algumas mutações ocorrem

em genes que codificam fatores transcricionais  envolvidos  na hematopoiese e  no

desenvolvimento normal das linhagens de células B, tais como ETV6, PAX5 e IKZF1,

assim como os genes relacionados ao controle do ciclo celular,  CDKN2A/B, TP53 e

NT5C2, ativadores de vias de citocina, CRLF2 e JAK1/JAK2, e genes modificadores

de histona como o CREBBP (MOORMAN et al., 2012; MULLIGHAN et al., 2007).

O gene PAX5 está localizado na região cromossômica 9p13 e é alvo de várias

anormalidades  em  LLA  que  incluem  translocações,  cromossomos  discêntricos,

amplificações  intragênicas,  deleções  e  mutações  pontuais  em  mais  de  30%  dos

casos. Essas alterações resultam na desregulação da expressão de PAX5 e de seus

alvos, tais como CD19,  sugerindo que a sua haploinsuficiência pode cooperar para

leucemogênese (MULLIGHAN et al., 2007; AN et al., 2008).

Cerca de 13-15% dos pacientes com LLA-CPB são acometidos com deleções
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focais, completas ou mutações em IKZF1, localizado na região cromossômica 7p12,

que resulta na expressão desregulada do fator transcricional Ikaros, necessário para o

desenvolvimento linfoide. De modo geral, as alterações neste gene são associadas

com um desfecho desfavorável e confere risco triplicado de falhas no tratamento dos

casos LLAs-CPB de alto risco, sendo mais prevalentes em pacientes positivos para

BCR-ABL1.

Deleções envolvendo o gene ETV6, localizado na região cromossômica 12p13,

ocorrem  em  cerca  de  50%  dos  casos  com  a  fusão  ETV6-RUNX1  e  em

aproximadamente  10%  dos  casos  negativos  para  a  fusão.  O  gene ETV6  é  um

membro da família de fatores transcricionais Ets, importante para o desenvolvimento

hematopoietico das linhagens celulares na MO. Um estudo associou as deleções de

ETV6 a resultados desfavoráveis em adultos,  entretanto,  ainda carecem de dados

mais  representativos.  (MULLIGHAN  et  al.,  2009;  GÓMEZ-SEGUI  et  al.,  2011;

SCHWAB et al., 2013).

Aproximadamente 30-40% das LLA-CPB possuem deleções recorrentes nos

genes  CDKN2A/B,  localizados na região cromossômica 9p. Estas deleções podem

ocorrer junto com a deleção no IKZF1. A frequência da presença das duas deleções

juntas aumenta progressivamente com a idade em que o paciente é diagnosticado

(MULLIGHAN et al., 2007; SCHWAB et al., 2013).

Deleções no gene TP53, localizado na região cromossômica 17p13, são raras

ao diagnóstico com cerca de 2-3% das LLAs pediátricas. Entretanto, a presença desta

alteração  está  fortemente  associada  aos  casos  de  recaídas,  sendo,  portanto

preditivas  de  falha  na  resposta  ao  tratamento  e  desfecho  desfavorável.  O  gene

NT5C2 é responsável pela codificação da 5' nucleotidase no metabolismo intracelular

das  purinas.  Mutações  neste  gene  estão  associadas  com  resistência  a

quimioterápicos com análogos de purina em até 20% das recaídas de LLAs (HOF et

al. 2011; MA et al., 2015; TZONEVA et al. 2013).
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As  alterações  no  gene  CRLF2 ocorrem  em  cerca  de  5-7%  das  LLAs

pediátricas,  e  estão  associadas  com  a  presença  de  mutações  nos  genes  Janus

quinase 1 e 2 (JAK1 e JAK2). Estas alterações estão associadas a 50% dos casos de

LLA-CPB  com  síndrome  de  Down.  O  CRLF2  está  localizado  na  região

pseudoautossômica 1  (PAR1),  entre  Xp22.3/Yp11.3  e  codifica  o  receptor  da

linfopoietina  estromal  tímica.  Além  de  reservarem  resultado  desfavorável,  as

alterações em CRLF2 podem ocorrer a partir da translocação envolvendo o lócus da

cadeia  pesada  da  imunoglobulina  (IGH-CRLF2), ou  pela  deleção  intersticial  no

cromossomo X/Y, a qual leva a fusão com o gene P2RY8 (P2RY8-CRLF2) (GAIKWAD

et al. 2009; RUSSELL et al. 2009; HARVEY et al., 2010).

O gene CREBBP, localizado na região cromossômica 16p13, está envolvido na

co-ativação da transcrição através da remodelação da cromatina de uma proteína de

ligação à CREB a vários fatores transcricionais. Algumas mutações e deleções focais

neste gene ocorrem em cerca de 20% das recaídas de LLA-CPB. Estas alterações

são associadas com mecanismos de resistência aos tratamentos com glicocorticoides

(MULLIGHAN et al. 2011; INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013).

1.3.2.4 Grupo citogenético de risco intermediário

Entre  25-30%  dos  pacientes  com  LLA-CPB  são  classificados  com  um

prognóstico intermediário e  de diagnóstico não definitivo. Os casos que compõem

este  grupo  necessitam  de  uma  melhor  investigação,  pois  as  anormalidades

citogenéticas primárias não predizem com precisão o risco prognóstico, uma vez que

alterações  genéticas  submicroscópicas  envolvendo  alguns  genes,  como  o  IKZF1,

podem alterar o status do prognóstico. As alterações cromossômicas mais frequentes

neste  subgrupo  são  a  translocação  t(1;19)(q23;p13)/TCF3/PBX1,  as translocações

envolvendo  o  locus IGH  e  o  grupo  chamado  de  “Outras-B”  (PUI;  RELLING;

DOWNING, 2004; MULLIGHAN et al., 2009; MOORMAN, 2015).

1.3.2.4.1 t(1;19)(q23;p13)/TCF3/PBX1

A translocação  t(1;19)(q23;p13)  ocorre  em  aproximadamente  3%  e  6%das

crianças/adolescentes e dos adultos com LLA-CPB respectivamente, resultando na

fusão gênica  TCF3/PBX1 (E2A/PBX1)  (BARBER K.E et  al., 2007). O gene  TCF3
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codifica os fatores transcricionais E12 e E47, importantes no desenvolvimento linfoide

inicial,  e  o  gene  PBX1 codifica  uma  proteína  nuclear  da  família  de  fatores  de

transcrição  homeobox  essencias  no  desenvolvimento  dos  precursores  linfoides

(ZHUANG; SORIANO; WEINTRAUB, 1994; SANYAL et al., 2007).

Estudos recentes vêm demonstrando resultados discordantes na classificação

de risco das LLAs pediátricas e adultas com a translocação t(1;19)(q23;p13). Alguns

estudos relataram que a fusão  TCF3/PBX1 era de pior prognóstico,  e outros com

protocolos de tratamentos mais agressivos mostraram um prognóstico mais favorável,

tanto  em  crianças  quanto  em adultos.  Estes  dados  indicam uma  heterogenidade

substancial  e  sugerem que  exista  a  presença de outras anormalidades adicionais

neste sugrupo (KAGER et al., 2007; MOORMAN et al., 2010).

1.3.2.4.2 Translocações no locus IGH

Algumas translocações encontradas em LLA-CPB envolvem o locus da região

cromossômica 14q32 da cadeia pesada de imunoglobulina (IGH),  a qual  altera os

padrões de expressão de vários oncogenes importantes (DYER et al., 2010). Um dos

rearranjos mais comuns envolve o gene  Cytokine receptor-like factor 2 (CRLF2)  e

resulta na fusão quimérica do gene purinérgico  P2RY8 com a região codificante de

CRLF2, levando a superexpressão de CRLF2 na superfície celular (RUSSELL et al.,

2009). Os rearranjos de CRLF2 estão presentes em 50% dos casos de LLA-CPB com

síndrome de Down e do subtipo de alto risco BCR-ABL1-like, respectivamente. Outras

translocações recorrentes neste subgrupo incluem cinco membros da família CEBP e

ID4 com aproximadamente 10% e 7%, respectivamente. As translocações  IGH são

menos  frequentes  em  pacientes  com  menos  de  10  anos  de  idade  do  que  em

adolescentes e adultos jovens entre 25-24 anos (MULLIGHAN et al., 2009; HARVEY

et al., 2010; RUSSELL et al., 2014).
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1.3.2.4.3 LLAs de células precursoras B-others

De modo geral, cerca de 70% dos casos de LLA-CPB pediátrica são agrupados

pela  presença  de  alguma  alteração  genética  ou  submicroscópica,  que  pode  ser

utilizada  como  biomarcador  ao  diagnóstico  e/ou  para  risco  prognóstico.  As  LLAs

Outras-B  (do  inglês,  B-others) são  um  subgrupo  caracterizado  pela  ausência  de

qualquer uma destas alterações. Nos últimos anos o cenário genético e molecular das

Outras-B vem se tornando alvo de investigação para muitos estudos, com a intenção

de melhor descrever e definir possíveis biomarcadores (BHOJWANI et al., 2015).

Recentemente,  alguns  estudos  avaliaram  o  grande  número  de  pequenas

deleções que acometem vários genes importantes nas principais vias celulares, tais

como CDKN2A, PAX5, IKZF1, ETV6, RB1 e EBF1, e investigaram alterações no perfil

de número de cópias como biomarcadores de prognóstico. Além disso, análises do

perfil de expressão gênica vêm sendo exploradas para atribuir risco e definir novos

subgrupos dentre os pacientes agrupados como Outras-B (PAULSSON et al., 2008;

YANG et al., 2008; HARVEY et al., 2010).

1.3.2.4.4 Novos subtipos de LLA-CPB

A partir  de  uma  melhor  caracterização  dos  perfis  genético-moleculares  do

grupo Outras-B foi possível a identificação de novos subtipos importantes em LLA-

CPB, tais como BCR-ABL1-like, TCF3-HLF (E2A/HLF), deleção de ERG, rearranjo de

CRLF2 e iAMP21 (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Distribuição dos subtipos citogenético-moleculares das leucemias linfoblásticas agudas de

células precursoras B pediátricas. O gráfico à esquerda mostra os subtipos que foram identificados

antes de 2004. Atualmente são utilizados na estratificação de risco. NE, não especificados. [Modificado

de BHOJWANI; YANG; PUI, 2015].

1.3.2.4.5 t(17;19)(q22; p13)/TCF3-HLF

A translocação t(17;19)(q22; p13) é uma variante rara da t(1;19) que resulta na

fusão do gene  HLF,  localizado na posição 17q22 com o gene  TCF3.  Existem dois

tipos de rearranjos que geram oncoproteínas,  uma do tipo 1 outra do tipo 2,  que

englobam exons de 1 a 13 ou 1 a 12 de TCF3 respectivamente, e 4 exons de HLF. A

fusão  TCF3-HLF  regula de forma aberrante  alguns genes importantes em vias de

morte celular de progenitores linfoides, tais como  LMO2 e  BCL.  Os pacientes com

esta fusão apresentam desfecho desfavorável e idade avançada (INABA et al., 1992;

BOER et al., 2010).
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1.3.2.4.6 Deleção do gene ERG

Aproximadamente  3-5%  das  LLAs-CPB  têm  deleção  focal  no  gene  ERG,

localizado  na  região  cromossômica  21q22,  que  codifica  importantes  fatores

transcricionais da família  ETS.  Entretanto, os pacientes com esta deleção tem um

excelente resultado com mais de 90% de sobrevida em cinco anos, embora tenha

uma alta incidência (cerca de 40%.) de deleções em IKZF1 concomitantes Evidências

apontam que, apesar da presença da deleção definir um distinto subgrupo em LLA-

CPB,  esta  alteração  pode  ser  um evento  subclonal  adquirido  ou  perdido  entre  o

diagnóstico e recaída (MULLIGHAN et al., 2007; CLAPPIER et al., 2013).

1.3.2.4.7 Rearranjos do gene CRLF2

A frequência global de rearranjos do gene  CRLF2 em LLAs-CPB são 5% e,

podem surgir a partir de translocações cromossômicas crípticas, t(X;14)(p22;q32) ou

t(Y;14)(p11;q32), deleções intersticiais crípticas dentro da região pseudo-autossômica

(PAR-1),  del(x)(p22.33p22.33)  ou del(Y)(p11.32p11.32),  e  por  mutações  ativadoras

raras,  CRLF2-F232C,  respectivamente. A superexpressão de  CRLF2  pode surgir  a

partir  das  translocações  envolvendo  os  exons  codificadores  de CRLF2  com  o

enhancer IGH, gerando a fusão IGH-CRLF2 ou com o promotor P2RY8, originado a

fusão P2RY8-CRLF2.  Estudos têm associado a superexpressão de  CRLF2  com a

ativação das vias JAK-STAT, ERK e mTOR,  as quais podem alterar progenitores de

células B. A frequência da desregulação de CRFL2 entre os pacientes com síndrome

de Down é alta, com cerca de 50% dos casos de LLA-CPB (HERTZBERG et al., 2009;

MULLIGHAN et al., 2009; RUSSELL et al., 2009).

Com  base  nos  estudos  iniciais,  o  impacto  da  desregulação  de  CRLF2 no

prognóstico  dos  pacientes  ainda  é  duvidoso.  Alguns  estudos  concluíram  que  a

presença dos rearranjos de  CRLF2 conferia um prognóstico desfavorável, enquanto

outros concluíram que os mesmos não eram relevantes como fatores de risco (CARIO

et al., 2010; ATTARBASCHI et al., 2012).
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1.3.2.4.8 BCR-ABL1-like (Ph-Like)

Através de estudos de perfil de expressão gênica global identificou-se um novo

subtipo de LLA-CPB de alto risco em aproximadamente 10-15% das LLAs-CPB. Este

grupo exibe níveis de transcritos gênicos semelhante as LLA-CPB Ph-positivo, com

alta frequência de deleções em IKZF1 e ausência da proteína de fusão BCR-ABL1.

Os  pacientes BCR-ABL1-like são  caracterizados  pelo  elevado  nível  de  doença

residual mínima ao fim da indução, resistência a quimioterápicos como asparaginase

e daunorrubicina e, resultado desfavorável (MULLIGHAN et al., 2009; DEN BOER et

al. 2009).

Cerca de 50% dos casos BCR-ABL1-like contêm rearranjos do gene CRLF2, o

qual  promove a  superexpressão  do mesmo e  a  ativação  da  via  JAK-STAT neste

subgrupo. Além disso,  ocorrem algumas mutações pontuais em genes que ativam

receptores de citocinas e de sinalização das quinases em células leucêmicas, tais

como ABL1, EPO-R (receptor de eritropoietina), IL7R, JAK2, e PDGFRB (ROBERTS

et al., 2012; ROBERTS et al., 2014).

1.3.2.4.9 Amplificação intracromossômica do cromossomo 21

A  amplificação  intracromossômica  do  cromossomo  21  (iAMP21)  foi

caracterizada ao diagnóstico  por triagem para a detecção da fusão gênica  ETV6-

RUNX1 de pacientes pediátricos com LLA-CPB, a partir da hibridização fluorescente

in  situ (FISH) com sondas dirigidas para o gene  runt related transcription factor 1

(RUNX1).  Apesar  de  ser  negativo  para  a  fusão,  as  células  blásticas  da  iAMP21

apresentavam a  presença  de  cinco  ou  mais  cópias  adicionais  desse  gene,  como

aglomerados em núcleos interfásicos ou duplicação em tandem de um cromossomo

21 em metáfase (Figura 1.8)  (HAREWOOD  et al.,  2003; MOORMAN  et al.,  2007;

HARRISON, 2015).
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Figura 1.8 Identificação de pacientes iAMP21 por FISH. Os sinais vermelhos indicam cópias de RUNX1

e os sinais verdes indicam cópias de ETV6 com sondas para a detecção da fusão ETV6-RUNX1. (A)

Célula em metáfase: Dois pares de sinais verdes indicam a localização normal de ETV6 no braço curto

de dois cromossomos 12 homólogos normais. O par individual de sinais vermelhos no lado direito da

célula  indica a  localização de  RUNX1 no  cromossomo 21 normal.  No lado  esquerdo da célula,  o

conjunto de sinais vermelhos indica uma amplificação de  RUNX1 no cromossoma 21 anormal. (B)

Célula em interfase: Os dois sinais verdes indicam a presença de duas cópias de ETV6. O conjunto de

sinais vermelhos indica a amplificação de RUNX1. [Modificado de HARRISON, 2015].

           Em comparação a outros subtipos, os pacientes iAMP21 são geralmente mais

velhos, com uma idade média de nove anos, diagnóstico imunofenotípico de LLA-

comum, baixa contagem leucocitária e um mau prognóstico, associado com alto risco

de recaída, pior sobrevida global e sobrevida livre de eventos. Sua frequência é de

aproximadamente 2% quando comparados a outros subtipos citogenéticos de LLA-

CPB (Figura 1.9) (INABA, 2013; MOORMAN et al., 2013).
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Figura  1.9 Frequência dos  subtipos citogenéticos  das  leucemias  linfoblásticas  agudas pediátricas.

[Modificado de INABA et al. 2013]

Recentes estudos vêm sugerindo possíveis mecanismos que poderiam iniciar

o  processo  leucemogênico  da  iAMP21.  Um  deles  propôs  um  modelo  evolutivo

denominado breakage-fusion-bridge (BFB), na qual ocorre uma quebra da dupla fita

na  região  telomérica  duplicada,  seguida  de  reparo  de  DNA  em  um  processo

denominado  non-homologous  end  joining.  Esses  eventos  geram um  cromossomo

dicêntrico no qual os dois centrômeros são puxados para os polos opostos durante a

mitose,  se repetindo nos ciclos celulares subsequentes.  Os ciclos de BFB podem

ocasionar eventos catastróficos em regiões cromossômicas levando a fragmentação e

a  um  grande  número  de  rearranjos  genômicos  em  um  processo  denominado

chromotripsis  (Figura  1.10).  O reparo  incorreto  de  alguns  desses  rearranjos,  com

perda  e/ou  ganho  de  material  genômico,  pode  contribuir  para  a  patogênese  da

iAMP21. Além disso, essas anormalidades culminam em alterações dentro do gene

PDE9A e translocações Robertsonianas entre os cromossomos 15 e 21 (SINCLAIR et

al., 2011; LI et al., 2014; HARRISON, 2015).
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Figura  1.10 Dados  do  perfil  iAMP21  a  partir  do  sequenciamento  de  próxima  geração.  Mudanças

graduais no número de cópias ao longo do cromossomo 21 representa o perfil típico gerado em virtude

dos ciclos BFB, com uma região mais altamente amplificada justaposta à região telomérica excluída.

Há um pequeno número de rearranjos resultantes de chromothripsis. [Modificado de HARRISON, 2015]

O diagnóstico preciso da iAMP21 é crucial para a melhor conduta terapêutica.

Mudanças conformacionais inviabilizam a identificação da iAMP21 pela citogenética

convencional. O FISH é considerado a técnica padrão ouro para a detecção dessa

anormalidade na rotina de diagnóstico. No entanto, a identificação dos casos com

perfil iAMP21 a partir de cópias adicionais de apenas um gene pode estar sujeito a

erros sempre que os núcleos metafásicos estiverem ausentes e/ou exista uma baixa

integridade do DNA da célula, visto que as cópias adicionais do gene RUNX1 também

estão presentes em cariótipos hiperdiploides. Dessa forma, o uso de outras técnicas

como  arrays vem  sendo  utilizadas  para  avaliar  alterações  em número  de  cópias

(CNA)  de  DNA e  caracterizar  melhor  esses  pacientes  (ROBINSON  et  al.,  2003;

HARRISON et al., 2005).
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1.3.2.4.9.1 Região comum de amplificação em iAMP21

Com  a  escassez  de  evidências  moleculares  ligadas  aos  mecanismos  que

podem promover a leucemogênese e/ou alto risco de recaída do subgrupo LLA-CPB

com iAMP21, os primeiros estudos baseados em análise genômica com array based

comparative  genomic hybridisation (aCGH) começaram a caracterizar  melhor essa

anormalidade. Um deles identificou a presença de uma região comum de amplificação

(RCA) e uma região comum de deleção (RCD) na região telomérica (Figura 1.11), os

quais  abrangem  regiões  de  aproximadamente  6  e  9  Mega  bases  (Mb),

respectivamente,  principalmente  no  braço  longo  do  cromossomo  21  de  todos  os

pacientes  com  iAMP21,  representando  a  única  anormalidade  recorrente

(STREFFORD et al., 2006; RAND et al., 2011).

Figura 1.11 Resumo das anormalidades no cromossomo 21 em pacientes  iAMP21 resultantes  dos

dados de aCGH.  Heat  map detalhando as regiões de deleção (vermelho),  ganho (verde)  e cópias

normais (branca) em relação à localização genômica. [Modificado de RAND et al. 2011]

Na RCA (entre 33,192 e 39,796 Mb) foram detectados a presença de 47 genes que
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codificam proteínas  (Tabela  Anexo  1.1),  incluindo  o gene  RUNX1  e outros  genes

pertencentes a Down Syndrome critical region (DSCR), assim como 20 pseudogenes,

18 RNAs não-codificantes e um único miRNA (miR-802). Através de análise de perfil

de expressão gênica global, foi demonstrado uma expressão diferencial de 66% dos

genes localizados nesta região. Entretanto, os mecanismos de ação desses genes na

patogênese  das  LLA-CPB  com  iAMP21,  até  este  momento,  permanecem

desconhecidas (STREFFORD et al., 2006). Tal expressão foi atribuída ao aumento no

ganho de material genético. Dentre os genes pertencentes a RCA, constam  GART

(21q22.11),  IFNGR2  (21q22.11),  DSCR1  (21q22.12),  DYRK1A (21q22.13),  RUNX1

(21q22.13)  ETS2 (21q22.2)  e  ERG (21q22.2)  que  conhecidamente  desempenham

funções  importantes  no  desenvolvimento  e/ou  na  resposta  terapêutica  de  vários

subtipos leucêmicos (Tabela 1.1).

     Tabela 1.1 Genes pertencentes a RCA de todos os pacientes com iAMP21

Gene Localização Função biológica Referências

GART q22.11 Codifica proteínas na DNPS Zaza, 2004

IFNGR2 q22.11 Trandução de sinais das células-tronco Kim et al., 2010

DSCR1 q22.12 Possivelmente na apoptose induzida por GC U,M et al. 2004

DYRK1A q22.13 Inibidor da via NFAT Birger; Izraeli, 2012

RUNX1 q22.13 Atua no desenvolvimento das CTHs Okuda et al., 2001

ETS2 q22.2 Regulador transcricional da família ETS Ge et al., 2007

ERG q22.2 Regulador transcricional da família ETS Chen et al., 2012
     DNPS, de novo purine synthesis; CG, glicocorticóides; NFAT, fator nuclear de células-T ativadas;

     CTHs, células-tronco hematopoiéticas.

O  gene  RUNX1  codifica  um  importante  fator  transcricional  que  regula  o

desenvolvimento das células-tronco hematopoiéticas em todos os tipos  de células

sanguíneas maduras (OKUDA et al., 2001). O IFNGR2, interferon gamma receptor 2,

desempenha um papel na transdução de sinais das células-tronco, que regulam a

proliferação  celular.  Em  2010,  Kim  e  colaboradores  tentaram  investigar  alguns

polimorfismos em genes que foram associados com um resultado desfavorável  de

imatinib na LMC. Um dos resultados mostrou que a resposta ao imatinib foi associada

a alterações no gene  IFNGR2, o qual está envolvido na via de sinalização de IFN.

(KIM et al. 2010; HOLZER et al., 2013).

Os fatores de transcrição  ERG e  ETS2 são membros da família  ETS que tem sido
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associado  a  alguns  tipos  de  neoplasias,  incluindo  algumas  malignidades

hematológicas (STANKIEWICZ; CRISPINO, 2013). Em 2013, Chen e colaboradores

realizaram  um  estudo  comparativo  em  linhagens  celulares  de  LLA  sensíveis  e

resistentes  a  glicocorticoides  (CG),  aos  quais  observaram  padrões  distintos  de

expressão gênica. Os autores descobriram que o gene ERG estava diferencialmente

regulado  nas  LLAs  sensíveis  e  resistentes.  Os  níveis  de  proteína  ERG eram

substancialmente mais  elevados em células  CEM-C1-15 resistentes.  A inibição de

ERG levava a um aumento da apoptose em ambas linhagens sensíveis e resistentes.

Em 2008, Ge e colaboradores demonstraram que ETS2 pode desempenhar um papel

fundamental  na  biologia  da  leucemia  aguda  megacarioblástica.  Os  transcritos  de

ETS2 medidos  por  PCR  em  tempo  real  (RT-qPCR)  foram  1,8  e  4,1  vezes,

respectivamente,  mais  elevados  em  leucemia  aguda  com  síndrome  de  Down  e

megacarioblástica. Além disso, a indução experimental de  ETS2 conferiu diferenças

de sensibilidades à ARA-C e daunorrubicina, dependendo dos níveis de GATA1(GE et

al., 2007; CHEN et al. 2012).

O gene  DYRK1A codifica um dos dois inibidores da via NFAT na “DS-critical

region”. Em 2012, Birger e colaboradores publicaram um comentário sobre DYRK1A

na síndrome de Down (SD). As evidências experimentais e matemáticas sugerem que

a via NFAT é inibida em indivíduos com SD devido à superexpressão de DYRK1A, o

que  leva  ao  aumento  significativamente  no  risco  de  desenvolver  leucemia  aguda

megacarioblástica. (BIRGER; IZRAELI, 2012).

Em 2004, Shen e colaboradores demonstraram que o gene  Down syndrome

critical  region  gene  1  (DSCR1),  dentre  um pequeno grupo  de  genes,  é  regulado

positivamente em células leucêmicas após tratamento com glicocorticóides (GCs) e,

portanto, é sugerido estarem envolvidos na apoptose induzida por GC  upstream a

família de proteínas Bcl-2 (U,M et al. 2004).

Em 2004, Zaza e colaboradores descobriram que a taxa de síntese “de novo

purine synthesis”  (DNPS) e a expressão de genes envolvidos nesta via, incluindo o

Phosphoribosyl glycinamide formyltransferase (GART) foram menores nos pacientes

LLA ETV6-RUNX1 positivo quando comparados com outros subtipos de LLA. A DNPS

é um alvo dos agentes antileucêmicos amplamente utilizados e uma menor taxa de

DNPS poderia  tornar  os  pacientes  LLA  ETV6-RUNX1 positivos  mais  sensíveis  a
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agentes antileucêmicas que inibem DNPS. Portanto, uma maior expressão de GART

em pacientes iAMP21 positivos,  poderia contribuir  para o mau prognóstico (ZAZA,

2004).

1.3.2.4.9.2 Leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B com perfil iAMP21-

like

Recentemente,  geramos  evidências  de  que  a  técnica  de  Multiplex  ligation-

dependent  probe  amplification (MLPA)  poderia  contribuir  para  uma  melhor

identificação de casos sugestivos para iAMP21, ao compararmos os picos de material

genômico entre os pacientes LLA-CPB. Tais pacientes foram agrupados de acordo

com o número de sinais de  RUNX1  pelo FISH e denominados como: Grupo1 [≥5

sinais  RUNX1 (n=8)],  Grupo  2  [2-4  sinais  RUNX1 (n=31)],  Grupo  3  [Sem  dados

disponíveis de FISH (n=10)], Grupo 4 [Pacientes que tinham, pelo menos, uma cópia

adicional  do  cromossomo  21,  tais  como  SD  e  hiperdiploidia  (Hyp+21)  (n=8)]

[Modificado de FUKA et al. 2015].

Após as análises do MLPA foram observados um perfil semelhante de ganho

de material genômico (quadrantes vermelhos) em alguns pacientes pertencentes aos

grupos 1, 2 e 3. Já no grupo 4, nos quais estavam os casos com SD e hiperdiploidia

com adição do cromossomo 21 (Hyp+21), notaram-se os menores sinais e picos de

ganho no material genômico. O grupo 5, foi denominado ao conjunto de casos que

tiveram picos de material genômico considerado normal pelo MLPA (MLPA normal)

(n=12)] (Figura 1.12) [Modificado de FUKA et al. 2015].
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Figura 1.12  Heat map dos picos de material genômico das análises de MLPA obtidos a partir de um

conjunto  de sondas. Os pacientes  descritos  são com  ≥  5  sinais  RUNX1 (n=8/Grupo 1),  2-4 sinais

RUNX1 (n=31/Grupo  2),  sem  dados  disponíveis  de  FISH (n=10/Grupo  3)  e  os casos  com  SD  e

hiperdiploidia  com  adição  do  cromossomo  21  (Hyp+21 (n=8),  bem  como  material  genômico

considerado normal pelos picos de MLPA (n=12). [Modificado de FUKA et al. 2015]

Com base na similaridade do ganho de materiais genômicos observados em

alguns pacientes  pertencentes principalmente nos  grupos 1,  2  e  3,  realizamos as

análises de agrupamento hierárquico e componentes principiais entre os cinco grupos

estudados e identificamos três novas categorias de acordo com os picos do MLPA: A

terceira categoria continha os casos com os menores picos de material genômico, e

constavam todos os casos pertencentes ao grupo 5 e um caso do grupo 3. A segunda

categoria incluíam os casos com  picos intermediários de material genômico, sendo

todos  os  casos  do  grupo  4  e  um  grande  número  de  casos  dos  grupos  2  e  3,

respectivamente. Já a primeira categoria continha os casos com os maiores picos de

materiais genômicos e reuniu todos os casos do grupo 1 e uma mistura de casos dos

grupos 2 e 3 (Figura 1.13). Diante disso, a primeira categoria reuniu uma mescla de

casos  que  exibia  picos  semelhantes  de  material  genômico  e  alguns  casos  com

características de pacientes iAMP21 (≥5 sinais  RUNX1 pelo FISH), além dos casos

que  não  preenchiam  estes  critérios  para  iAMP21.  Apoiado  nestes  dados,

denominamos esta primeira categoria como LLA-CPB de perfil "iAMP21-like" a partir

das semelhanças entre  os picos de material  genômico pelo MLPA  [Modificado de

FUKA et al. 2015].
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Figura  1.13 Análise  de  componentes  principais  dos  pacientes  agrupados.  Os  indivíduos  estão

distribuídos de acordo com as semelhanças entre os perfis de material genômico através dos picos de

MLPA e representado por círculos codificados por cores que designam certos grupos de pacientes.

Círculos vermelhos demonstram a presença de três categorias principais. [Modificado de FUKA et al.

2015]
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Conforme  descrito  anteriormente,  os  pacientes  com  leucemia  linfoblástica

aguda de células precursoras B com iAMP21 tem um pior prognóstico, alto risco de

recaída e uma sobrevida inferior em comparação a outros subtipos leucêmicos. Além

disso,  existem poucos estudos que caracterizem este grupo.  Sendo assim, faz-se

necessário uma melhor investigação sobre as suas particularidades para o melhor

entendimento biológico e clínico.

Para a identificação da iAMP21, a técnica de FISH vem sendo considerada o

método de escolha para o diagnóstico laboratorial. Entretanto, a utilização de apenas

um  gene  na  sua  detecção  pode  gerar  resultados  incorretos,  visto  que  este

procedimento  requer  uma adequada integridade  do DNA ou  presença de núcleos

metafásicos. Esses pré-requisitos são fundamentais para que clones ocultos sejam

detectados, minimizando assim conflitos de resultados com cariótipos hiperdiploides,

por exemplo.

A Região comum de amplificação (RCA) de aproximadamente 6 Mb detectada

no braço longo do cromossomo 21 de todos os pacientes com iAMP21, representa até

este  momento  a  única  anormalidade  recorrente  neste  subtipo.  Dentre  os  genes

presentes  nesta  região,  destacamos  GART,  IFNGR2,  DSCR1,  DYRK1A,  RUNX1,

ETS2 e ERG, os quais realizam funções importantes no desenvolvimento celular e/ou

na  resposta  terapêutica  de  vários  subtipos  leucêmicos.  Entretanto,  o  papel

desempenhado  por  estes  genes  nas  LLAs-CPB  com  iAMP21  não  está  bem

estabelecido.

Recentemente,  demonstramos  que  a  técnica  de  MLPA poderia  auxiliar  na

identificação  de  casos  sugestivos  para  iAMP21  ao  diagnóstico.  Neste  contexto,

através de análises de agrupamento hierárquico e componentes principais baseadas

nos picos de MLPA sugerimos um grupo com perfil "iAMP21-like" (iAMP21-like) em

casos que não teriam sido identificadas apenas por FISH.
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 Com base nisso, nossa hipótese é de que os níveis diferenciais dos transcritos

de genes localizados na RCA poderiam contribuir na biologia e/ou auxiliar na melhor

caracterização dos casos iAMP21-like e, casos com 3-4 sinais e ≥5 sinais de RUNX1

pelo FISH, aos quais são sugestivos para o diagnóstico de hiperdiploidia e iAMP21,

respectivamente.

Este tipo de abordagem nas LLA-CPB são de grande relevância, visto que o

subgrupo  iAMP21-like  requer  validação  de  dados  gerados  por  estudos  de  escala

genômica global, e os grupos vistos por FISH carecem de dados que confirmem o seu

status.  Além disso,  as informações obtidas neste estudo podem direcionar  futuras

investigações que contribuam com a avaliação de risco, visto que a literatura ainda

necessita de trabalhos que identifiquem genes importantes para a leucemogênese

destes subgrupos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Identificar genes que possam ser potencialmente relevantes para a patogênese

e/ou caracterização das LLAs de células precursoras B com amplificações recorrentes

no cromossomo 21.

3.2 Objetivos secundários

� Avaliar os níveis transcricionais dos genes GART, IFNGR2, DSCR1, DYRK1A,

RUNX1, ETS2 e ERG nos subgrupos de LLA-CPB;

� Analisar o número de cópias dos genes com níveis diferenciais de transcritos

nos subgrupos iAMP21-like, 3-4 sinais e ≥5 sinais de RUNX1 pelo FISH; 

� Examinar a correlação entre os níveis transcricionais e o status do número de

cópias gênicas nos subgrupos iAMP21-like, 3-4 sinais e  ≥5 sinais de  RUNX1

pelo FISH dos genes com níveis diferenciais de transcritos.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Casuística

Os  sujeitos  deste  estudo  são  crianças  e  adolescentes  (0-18  anos)  com

diagnóstico de LLA-CPB de acordo com os critérios da OMS, recebidas no Programa

de Hematologia-Oncologia Pediátricos (PHOP) do Instituto Nacional de Câncer José

Alencar Gomes da Silva (INCA), Rio de janeiro do período de 2002 a 2015 que tinham

percentual de blastos ≥30%. A partir de 364 aspirados de MO, foram incluídos neste

estudo 74 casos que tinham ganho de material genômico pelos perfis de MLPA. Estes

casos foram analisados por FISH, aos quais foram identificados 13 casos com  3-4

sinais de RUNX1 e 9 casos com ≥5 sinais de RUNX1,  além de 13 casos com perfil

iAMP21-like  detectados pelas análises de agrupamento hierárquico e componentes

principais (FUKA et al., 2015). Como grupo comparativo, foram incluídos 46 casos de

subtipos de LLA-CPB identificados com a fusão  ETV6-RUNX1 (n=13) e sem fusões

gênicas recorrentes (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 e KMT2Ar; n=15) pelas

análises  de  RT-PCR,  com a  anomalia  SD (n=7),  com cariótipo  hiperdiploide  com

adição do cromossomo 21 (HD+21; n=5) e com um perfil considerado normal pelo

MLPA  (MLPA  normal;  n=6)  como  grupo  normalizador.  Estes  dados  estão

representados na figura 4.1.

Os dados clínicos dos pacientes foram enviados pelos médicos participantes

do  estudo  através  da  rede  de  colaboração  do  PHOP  pelo  preenchimento  do

formulário (Anexo I) e plataforma eletrônica (imunomolecular.inca.gov.br).

Critérios de exclusão: Foram excluídos casos com percentual de blastos inferior a

30% e/ou baixa viabilidade celular. 

Para a utilização destas amostras no estudo foi solicitada aos responsáveis

legais a autorização através da concordância expressa pela assinatura do termo de

consentimento livre e assistido (TCLE) (Anexo II). O projeto foi devidamente aprovado

pelo comitê de ética em pesquisa (CEP) do INCA sob o número de protocolo CAAE

#626.268 em 28 de abril de 2014 (Anexo III).
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4.2 Desenho de estudo

Figura 4.1 Fluxograma do estudo.

a, Outros subgrupos de LLA-CPB: fusão  ETV6-RUNX1 (n=13), sem fusões gênicas recorrentes (ETV6-RUNX1,

BCR-ABL1,  TCF3-PBX1, r-KMT2A; n=15),  SD (n=7),  hiperdiploidia  com cópias adicionais  do cromossomo 21

(HD+21; n=5) e casos sem alterações no número de cópias do cromossomo 21 pelos picos de MLPA (normal

MLPA; n=6). 
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4.3 Identificação e caracterização dos subtipos LLA-CPB

Segundo a logística do PHOP, as amostras seguiram um algorítimo de testes

até a sua caracterização e diagnóstico (www.inca.gov.br/phop; POMBO-DE-OLIVEIRA

et. al., 2008).

Em resumo,  foram realizadas  análises morfológicas  em lâminas  de  medula

óssea e/ou sangue periférico através da coloração pelas substâncias “May-Grunwald-

Giemsa” para distinção entre as linhagens mieloide e linfoide.

 Posteriormente as avaliações citomorfológicas as amostras foram submetidas a

análises  imunofenotípicas  com  anticorpos  monoclonais  (AcMos)  conjugados  e

direcionados  para  antígenos  intracelulares  e  de  superfície.  A  caracterização

imunofenotípica  incluiu  um  painel  de  triagem  com  os  AcMos  intracelulares  anti-

mieloperoxidase (MPO), CD79a e CD3 e AcMos para superfície celular CD45, CD19 e

CD34.  Após  a  definição  de  linhagem  pela  triagem,  foi  realizada  identificação  do

subtipo  LLA-CPB  com  um  painel  que  contempla  os  AcMos  anti-Terminal

Deoxynuceotidyl Transferase (cyTDT), CD20, CD45, CD19, CD10, CD9 cyIgM, CD58,

CD66c,  CD123,  CD38 e  CD13+CD33.  Em seguida,  as  células  marcadas  com os

AcMos foram adquiridas e analisadas pelo citômetro de fluxo FACScanto II 2350 da

BD Biosciences, San Jose, CA. 

A  caracterização  citogenética-molecular  foi  realizada  após  a  confirmação

leucêmica  pelas  análises  morfológicas  e  imunofenotípicas.  As  alterações  que  são

frequentemente encontradas neste subgrupo, tais como ETV6-RUNX1, hiperdiploidia,

TCF3-PBX1,  BCR-ABL1,  KTM2A-r  e  iAMP21  foram rastreadas  utilizando  técnicas

importantes como RT-PCR, citogenética convencional e FISH.

4.4 Preparo das amostras para a avaliação da expressão gênica

4.4.1 Extração de RNA

O RNA das amostras de MO leucêmicas foram extraídos e purificados após a

caracterização imunofenotípica e o armazenamento em trizol. O ensaio foi realizado

de acordo com as instruções descritas no protocolo do fabricante. 
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Em cada tubo de 1,5 mL contendo as células armazenadas com trizol, foram

adicionados 200µl  de clorofórmio,  e agitado por  certa de 15 segundos,  sendo em

seguida incubada a temperatura  ambiente  por  3  minutos.  Os tubos,  então,  foram

centrifugados a uma temperatura de 4ºC, a 1.400 rpm por 15 minutos. Após essa

centrifugação, a fase líquida,  separada pela centrifugação,  foi  transferida para um

novo tubo de 1,5 mL e, a ela foram adicionados 500µL de isopropanol, e incubando

em seguida a temperatura ambiente por 30 minutos. Após esse tempo, os tubos foram

centrifugados por 10 minutos a 14.000 rpm a 4ºC. O sobrenadante separado pela

centrifugação é desprezado e, ao tubo foi adicionado 1mL de Etanol a 75%, sendo

centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm a 4ºC. Mais uma vez o sobrenadante foi

desprezado  por  inversão  e,  os  tubos  foram  deixados  abertos  para  uma  melhor

evaporação  do  etanol.  O  pellet foi  ressuspenso  com 20µL de  H2O  DEPC (dietil

pirocarbonato) e então, incubados por 10 minutos no banho seco a 60 ºc.

Para  avaliar  a  qualidade  e  a  viabilidade  do  RNA extraído  foi  feita  uma

eletroforese com 1µl do produto da extração em gel de agarose a 1,5% corado com

GelRed  (Uniscience).  Prosseguiram  no  estudo,  todos  os  RNAs  aos  quais  foram

possíveis observar as duas bandas ribossomais de 28S (superior) e 18S (inferior), o

que assegura a integridade do mesmo e pode ser observado na figura 4.2. Os RNAs

que não tinham esse padrão foram excluídos. 

Figura 4.2 Gel de eletroforese sobre a integridade do RNA. Foto do gel corado com GelRed, mostrando

a presença das duas bandas ribossomais 28S e 18S. C: RNA controle; (1-9): RNAs representativos do

estudo. Foram excluídos do estudo os RNAs aos quais não tinham as bandas ribossomais semelhantes

aos observados no controle.
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Os  que  apresentaram uma  boa  viabilidade  nos  géis  de  eletroforese  foram

quantificados com 1,0 µl de RNA através de um espectrofotômetro (NanoDrop1000),

ajustando-se  o  fator  de  diluição  para  a  unidade  de  concentração  ng/µl.  As

absorbâncias foram de 260nm e 280nm.

4.4.2 Síntese de DNA complementar

Após  a  avaliação  do  RNA  extraído  foi  realizado  a  síntese  do  DNA

complementar (cDNA) seguindo o protocolo da Invitrogen (Kit Invitrogen) a partir de

3µg de RNA.

 A primeira etapa da síntese de cDNA consiste na adequação da quantidade do

volume da reação. O volume total para cada tubo foi de 8,2µL, sendo 3µg de RNA e o

restante em H2O DEPC. Em seguida foram adicionados 1µL de tampão 10x e 0,8µL

da DNAse II, enzima utilizada para eliminar qualquer contaminação por DNA residual

na amostra. Em seguida as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 15

minutos.  Após esse tempo,  foi  adicionado 1µL de EDTA (25mM),  e seguidamente

incubado a 65 ºC por 15 minutos e, resfriado no gelo por 1 minuto. A segunda etapa

da síntese consiste na transcrição do RNA. Para tal, foram adicionados 1µL de oligo

dT e 1µL e dNTP incubando novamente a 65 ºC e colocado no gelo por 1 minuto.

Logo depois foram adicionados 4µL de tampão 5x, 2µL de DTT e 1µL de H2O DEPC,

incubando em seguida a 42 ºC por 2 minutos. Após esse intervalo, foi adicionada 1µL

da enzima  SuperScript, incubando a 42° por 50 minutos, seguido de 15 min utos a

70°C. Ao final o cDNA foi diluído em 30 µL de H2O DEPC.

4.4.3 Integridade do cDNA por PCR

A reação de síntese do cDNA foi verificada através da amplificação do gene

constitutivo GAPDH (Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) pela técnica de RT-PCR.

Em um tubo de 1,5 mL foram preparadas as soluções com o volume final de 20µL.

Foram adicionados 2,0 µL do cDNA sintetizado e os seguintes reagentes: solução

tampão  1x  (Invitrogen),  cloreto  de  magnésio  2,5mM  (Invitrogen),  dNTPs  200mM

(Qiagen),  primers iniciadores  400mM  cada,  1  unidade  de  Taq  DNA polymerase

(Invitrogen) e água estéril para completar o volume da reação. Essas reações foram

realizadas em um termociclador PCR-System 9700 e seguiram os seguintes ciclos e
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temperaturas: desnaturação inicial a 95°C por 30 se gundos, desnaturação de 94°C

por 30 segundos, anelamento de 60°C por 30 segundos , extensão de 72°C por 45

segundos e após 35 ciclos uma extensão final a 72°C  por 10 minutos. Os produtos do

PCR da síntese do cDNA foram confirmadas por uma corrida de eletroforese em gel

de agarose a 1,5% corado com GelRed. Seguiram no estudo, todos os cDNAs aos

quais foram possíveis observar a banda amplificada do gene constitutivo GAPDH com

aproximadamente 419 pb, como pode ser observado na figura 4.3.

Figura 4.3 Gel de eletroforese da PCR para a detecção dos produtos de 419pb do gene GAPDH para a

comprovação da presença do cDNA amplificado de amostras representativas do estudo. (CN) Controle

negativo – água; (1-8) Amostras representativas do estudo; (100pb) Marcador de peso molecular. 

4.4.4 RT-qPCR

4.4.4.1 Seleção do gene constitutivo

Para identificar o gene constitutivo mais estável foram selecionados três genes

conhecidamente  utilizados  como  controle  endógeno.  A estabilidade  dos  mesmos

foram avaliadas por  RT-qPCR a partir  de cinco amostras de LLA-CPB.  Os genes

selecionados  foram:  GAPDH,  ACTB  (β-actina)  e  o  18S  (RNA ribossômico  18S)

conforme informado na tabela 3.1.
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 Tabela 3.1 Genes de referência utilizados para avaliação quanto à estabilidade da expressão 

Gene candidato Sentido  Sequência (5' → 3') Amplicon (pb)

GAPDH 
Senso        

Anti-senso

TGACCCCTTCATTGACCTCA

AGTCCTTCCACGATACCAAA
419

ACTB
 Senso

Anti-senso

CAGCAGATGTGGATCAGCAAG

GCATTTGCGGTGGACGAT
151

18S 
Senso

Anti-senso 

ATGATAACTCGACGGATCGC

CTTGGATGTGGTAGCCGTTT
105

Após as análises foram observados que os genes GAPDH e ACTB tinham as médias

de  dCTs semelhantes  entre  os casos avaliados,  como podem ser  observados  na

figura 4.4.

           
                               Figura 4.4 Análise de seleção do gene constitutivo por RT-qPCR. 

Com base nestes dados e nos relatos da literatura, o  GAPDH foi eleito como

gene constitutivo para as análises dos níveis de transcritos gênicos deste estudo,

visto que existem trabalhos que utilizam o mesmo gene nas avaliações de expressão

gênica (STREFFORD et al., 2006).
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4.4.4.2 Desenho dos oligonucleotídeos

Os primers iniciadores para cada transcrito avaliado foram desenhados usando

a ferramenta Primer3 e estão listados na tabela 3.2 abaixo.

  Tabela 3.2 Oligonucleotídeos utilizados para a avaliação da expressão gênica por RT-qPCR 

Oligo Sentido Sequência (5' → 3) Amplicon (pb)

GART
Senso        

Anti-senso

GGTCTTGCAGCTGGAAAA

TTGTTTCTCCAGCTGCCC
140

IFNGR2
 Senso

Anti-senso

GAGCTGGGAGCACTCCATT

CTGGGGTCACCTCAATGTTT
100

DSCR1
Senso

Anti-senso 

ATGCGACCCCAGTCATAAA

CTGGGAGTGGTGTCAGTCG
120

DYRK1A
Senso

Anti-senso

TGTAACCCCAAACGCAGTG

CCGATAAAAGCGACTCTGAA
100

RUNX1
Senso

Anti-senso

GAGCTGAGAAATGCTACCGC

GTCAGAGTGAAGCTTTTCCC
120

ETS2
Senso

Anti-senso

TTCCAAAGAACCCCTGGCTG

GAACCTCTGCAGATTCACG
160

ERG
Senso

Anti-senso

AGTAGCCGCCTTGCAAAT

GTGCCTTCCCAGGTGATG 
108

  (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi)

4.4.4.3 Eficiência de amplificação

Para avaliar a eficiência de amplificação dos primers utilizados no estudo foram

feitas  curvas  padrão.  O  cDNA  foi  submetido  a  diluições  seriadas,  partindo  da

concentração estoque de 60ng/µL,  e depois nas razões de 1:10 (6,0ng/µL),  1:100

(0,60ng/µL), 1:1000 (0,060ng/µL) e 1:10000 (0,0060ng/µL), e avaliados por RT-qPCR.

As reações foram realizadas em duplicatas para cada uma das diluições do cDNA. Os

valores da eficiência de amplificação de cada primer foram determinadas através dos

Cts (Cycle threshold), os quais devem estar entre 95-100% de eficiência. Uma curva

padrão de qualidade necessita que o coeficiente de correlação linear (r2)  tenha os

valores >0,99 e o slope próximo de 3.33 (BUSTIN  et al.,  2009).  As condições de
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ciclagem das reações estão descritas nas reações de RT-qPCR.

A construção do gráfico foi entre o log da concentração e o Ct. O grau de ajuste

da linearidade da reta (R2) das reações de RUNX1, ERG, ETS2, IFNGR2, DYRK1A,

DSCR1 e  GART  foram entre 0,99-1,0 e o coeficiente de inclinação da reta (slope)

foram entre 3.337-3.398. A eficiência de amplificação para cada  primer  utilizado foi

entre 95-100%, sendo assim considerados aceitáveis para os ensaios de RT-qPCR,

como demonstra a figura representativa 4.5.

Figura 4.5 Representação gráfica de uma curva padrão. Gráfico da curva de ERG realizada entre o log 

da concentração e o Ct. 

CT, threshold cycle; R2, grau de ajuste da linearidade da reta; Slope, coeficiente de inclinação da reta.  

4.4.4.4 Reações de RT-qPCR

As  reações  de  RT-qPCR  foram  realizadas  em  duplicatas  no  termociclador

Rotor  Gene  Q  2plex  HRM  Platform  System  (Qiagen,  Hilden,  Alemanha)  com  a

incorporação do marcador fluorescente SYBR Green na dupla fita de cDNA em cada

ciclo.  O volume final  da reação foi  de 15µL, dos quais  continham 100-500 ng de

cDNA, 100 nM de cada primer e o  SYBR® Green do kit  GoTaq® qPCR Master Mix

(Promega BioSciences, LLC, San Luis Obispo, CA), de acordo com o protocolo do

fabricante. As condições de termociclagem continham uma incubação de 2 minutos a

50°C, seguida por uma desnaturação inicial de 5 min utos a 95°C. Depois as reações

seguiram 40 ciclos de 10 segundos a 95°C, 30 segund os a 60°C para o anelamento
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dos  primers e  extensão das cadeias respectivamente,  seguida  de 30  segundos a

72°C para a coleta do sinal. A curva de melting ou de dissociação foi gerada após a

amplificação gênica e compreendeu uma etapa de 5 segundos a 95°C, seguido por

outra de 5 segundos a 55°C e finalmente uma nova et apa a 5 segundos a 95°C.

Para a análise dos níveis transcricionais foram calculados os valores do  Cycle

Threshold (CT) de cada amostra, utilizando-se as médias das duplicatas, como ilustra

a figura 4.6A. Em seguida, foram calculados os valores de  delta Cycle Thresholds

(dCTs) a partir das diferenças médias entre cada sequência de interesse (RUNX1,

ERG, ETS2, IFNGR2, DYRK1A, DSCR1 e  GART) pela constitutiva (GAPDH) (dCT=

CTinteresse  – CTconstitutivo). Para calcular o  delta delta Cycle Thresholds (ddCT = dCTalvo  -

dCTreferência) foi realizada a diferença entre os valores dos dCTs dos genes de interesse

em cada grupo alvo (3-4 sinais de RUNX1, ≥5 sinais de RUNX1 e iAMP21-like) e os

dCTs da amostra calibradora selecionada no grupo de referência (MLPA normal) para

cada gene avaliado (MLPA normal = dCTcalibrador  RUNX1, dCTcalibrador IFNGR2, dCTcalibrador

ERG,  dCTcalibrador  ETS2,  dCTcalibrador  DYRK1A,  dCTcalibrador  DSCR1,  dCTcalibrador  GART).

Posteriormente,  para  medir  as  alterações  nos  níveis  dos  transcritos  gênicos,  foi

utilizado o método do  fold-change  nos valores de ddCT de cada grupo alvo e de

referência  respectivamente, através  do  cálculo  matemático 2-(ddCT).  Os  genes  dos

grupos alvos foram considerados diferencialmente expressos, quando os valores de

fold-change foram maiores ou menores que o corte pré-estabelecido de 1. Além disso,

utilizamos  a  curva  de  melting  para  a  identificação  e  distinção  dos  diferentes

fragmentos  amplificados  através  das  temperaturas  específicas  de  dissociação

(temperatura de melting), como também ilustrado na figura 4.6B. O valor de CT é o

ciclo no qual os duplicados atingem o melhor ponto de detecção da fluorescência pelo

equipamento (BUSTIN et al., 2009). 
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Figura 4.6 Representação gráfica de amplificação por PCR em tempo real. (A) Amplificação dos níveis

de transcritos dos genes localizados na RCA. A linha de  threshold  detecta o ciclo na qual a reação

atinge  a  mais  alta  eficiência  de  amplificação.  (B)  Curva  de  melting  na  distinção  dos  diferentes

fragmentos amplificados.

4.5 Preparo das amostras para a avaliação das variações no número de cópias

4.5.1 Extração de DNA

Para os ensaios de avaliação do número de cópias gênicas, os DNAs foram

obtidos  a  partir  de  células  mononucleadas  após  a  exclusão  das  hemácias.  As

extrações  foram realizadas  por  meio  do  kit  Blood  DNA isolation (Qiagen,  Hilden,

Holanda),  de  acordo  com as  instruções  descritas  no  protocolo  do  fabricante.  Em

seguida,  foram  utilizados  1,0  µl  do  DNA  para  a  quantificação  através  de  um

espectrofotômetro  (NanoDrop1000),  no  qual  ajustou-se  o  fator  de  diluição  e  a

concentração em ng/µl. As absorbâncias avaliadas foram de 260nm e 280nm.
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4.5.2 Reações de PCR quantitativo das variações do número de cópias 

As  alterações  no  número  de  cópias  dos  genes  diferencialmente  expressos

foram  realizadas  em  triplicatas  no  termociclador  ViiA™ 7  Real-Time  PCR System

(Applied Biosystems) utilizando os ensaios de  TaqMan®  (Applied Biosystems, EUA)

para  as  regiões  específicas.  O  gene  Telomerase  reverse transcriptase (TERT)

localizado  no  cromossomo 5  na  região  5p15.33,  foi  recomendado pelo  fabricante

como controle interno de referência para calcular o número de cópias dos genes alvos

e, para confirmar que a reação foi amplificada com sucesso.

Os ensaios de qPCR foram realizados de acordo com o protocolo do fabricante

e, continha 4ng/µl de DNA, 10µl de Master mix do ensaio  TaqMan®  Copy Number

Reference (2x) (Applied Biosystems, EUA), 1µl de TaqMan copy number  das regiões

específicas de ERG e ETS2 (20× solução de uso) e 1µl de TaqMan reference para as

regiões específicas do controle endógeno TERT (20× working stock), além de 4µl de

água ultrapura livre de nuclease, completando o volume final  total  para 20 µL.  As

ciclagens das reações tinham uma temperatura inicial de 95° C durante 10 minutos,

seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos e  60°C por 1 minuto.

Para as análises do número de cópias foram calculados os valores de dCT a

partir  de  um  limiar  pré-determinado  pelo  fabricante  (CT  threshold  =  0,2),  como

ilustrado na figura 4.7, entre a diferença dos valores de CTs dos genes de interesse e

o gene referência (TERT). Para o cálculo do ddCT (ddCT = dCTalvo  - dCTreferência) foi

realizada a diferença entre os valores dos dCTs dos genes alvos em cada grupo de

interesse (3-4 sinais de  RUNX1, ≥5 sinais de  RUNX1  e iAMP21-like) e os dCTs da

amostra calibradora selecionada no grupo de referência (MLPA normal) para cada

gene avaliado, usando o software CopyCaller™ PN 4412907 (Applied BioSystems,

EUA). Além disso, foram utilizados um controle negativo (água ultrapura) e amostras

de pacientes com SD e HD+21 como controle positivo de amplificação, visto que os

mesmos sabidamente apresentam pelo menos uma cópia de material  genômico a

mais.
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Figura  4.7

Representação gráfica de amplificação por PCR em tempo real a partir de um limiar informado pelo

fabricante (CT=0,2). A linha de threshold detecta o ciclo na qual a reação atinge a mais alta eficiência

de amplificação.

4.5.3 Critérios para as análises combinadas de expressão gênica e número de cópias.

Para realizar as análises combinadas entre os níveis de transcritos e status do

número  de  cópias  gênicas  foram  estabelecidos  alguns  critérios  importantes  para

classificar os casos dos subgrupos de LLA-CPB com amplificações recorrentes no

cromossomo 21. Os níveis de expressão foram classificados em alto ou baixo de

acordo com a média dos transcritos (média dCT=5,8) de todos os genes avaliados

entre os 82 casos de LLA-CPB analisados no estudo [fusão  ETV6-RUNX1 (n=13);

sem fusões gênicas recorrentes (ETV6-RUNX1, BCR-ABL1,  TCF3-PBX1, r-KMT2A;

n=15); SD (n=7);  hiperdiploidia com cópias adicionais do cromossomo 21 (HD+21;

n=5); casos sem alterações no número de cópias do cromossomo 21 pelos picos de

MLPA (normal MLPA; n=6); 3-4 sinais de RUNX1 (n=14); ≥5 sinais de RUNX1 (n=9);

iAMP21-like  (n=13);].  Sendo  assim,  foram  considerados  casos  com  níveis  de

expressão relativa elevada aqueles com o dCT acima ou igual a 5,8 e, expressão

reduzida aqueles casos com dCT menor que 5,8. O status do número de cópias foi

estabelecido de acordo com o  critério internacionalmente conhecido para designar

amplificações gênicas,  a  qual  considera uma amplificação os casos com mais  de

cinco (2 normais + 3 adicionais) cópias gênicas.
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4.5.4 Análises estatísticas 

As análises de expressão gênica e de variações do número de cópias gênicas

entre  os  grupos  comparativos  foram realizadas  usando  o  teste  t  de  Student.  Os

valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significantes usando o

programa Graph Pad Prism 4.02 (La Jolla. CA), com intervalos de confiança de 95%.

A correlação entre os transcritos gênicos e as alterações no número de cópias foi

avaliada usando os testes de Pearson.
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5. RESULTADOS

5.1 Características clínico-demográficas e laboratoriais dos pacientes

O presente estudo incluiu 82 casos de LLA-CPB sendo 6 casos com um perfil

considerado normal pelo MLPA (MLPA normal; n=6) como grupo normalizador, com

idade  entre  0-18  anos  que  foram diagnosticados  no  período  de  2002  a  2015  no

PHOP.  As  características  clínico-demográficas  e  laboratoriais  dos  três  grupos  de

pacientes com amplificações recorrentes no cromossomo 21 encontram-se descritas

na Tabela 5.1, tais como com 3-4 sinais de RUNX1 (n=14), ≥ 5 sinais de RUNX1 (n=9)

e com perfil iAMP21-like (n=13).

A  distribuição  dos  grupos  de  gênero,  idade,  contagem  leucocitária,

imunofenotipagem  e  de  risco  foi  semelhante  entre  pacientes  com  3-4  sinais  de

RUNX1, ≥ 5 sinais de RUNX1 e com perfil iAMP21-like. A proporção de pacientes do

sexo masculino foi maior nos três grupos com amplificações recorrentes. A maioria

dos pacientes dos grupos iAMP21-like,  3-4 sinais de  RUNX1 e ≥  5 sinais  RUNX1

foram diagnosticados com idades entre um e dez anos, com idade média de 6,9, 6,1 e

3,6 anos, respectivamente. A contagem leucocitária foi <50 x 109/l nos três grupos. No

entanto, a média foi ligeiramente menor no grupo de pacientes com perfil iAMP21-like

(18,7x109/l).  O  imunofenotipo  predominante  foi  LLA-comum,  10/14  (71,4%),  9/9

(100,0%) e 12/13 (92,3%) em pacientes com 3-4 sinais RUNX1, ≥5 sinais  RUNX1 e

iAMP21-like, respectivamente.

O grupo comparativo dos pacientes com outras LLAs–CPB incluem os casos com

ETV6-RUNX1 (n=13),  sem  fusões  gênicas  conhecidas  (n=15),  hiperdiploidia  com

cópias  adicionais  do  cromossomo  21  (n=5),  síndrome  de  Down  (n=7)  e  sem

alterações no número de cópias do cromossomo 21 pelos picos de MLPA (n=6). Estes

grupos estão descritos na tabela 5.1. Foram observados resultados semelhantes aos

três grupos de  pacientes  amplificações  recorrentes  no cromossomo 21.  De modo

geral,  o  grupo  comparativo  tinha  um número  maior  de  casos  de  sexo  masculino

(54,4%), idade média entre 1-10 anos (71,7%) e contagem leucocitária <50 x 109/l

(71,7%).
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Tabelas 5.1 Variáveis demográficas e laboratoriais de 76 pacientes LLA-CPB pediátricos 

Características 3-4 RUNX1a

Sinais
≥5 RUNX1a

 sinais
iAMP21b

 like
Outras

LLA-CPB

Total n (%) 14 (100.0) 9 (100.0) 13 (100.0) 46 (100.0)

Gênero

     Feminino 6 (42.9) 3 (33.3) 3 (23.1) 21 (45.6)

     Masculino 8 (57.1) 6 (66.7) 10 (76,9) 25 (54.4)

Faixa etária (anos)

     Média 6.1 (0.5-10) 3.6 (0.5-10) 6.9 (0.5-10) 7.3 (0.5-10)

     <1 0 (0.0) 1 (11.1) 0 (0.0) 1 (2.2)

     1-10 11 (78.6) 8 (88.9) 10 (76,9) 33 (71.7)

     >10 3 (21.4) 0 (0.0) 3 (23.1) 12 (26.1)

Cont. leucocit. (x 109/l)

     Medianac 19.5 (10-100) 23.8 (10-100) 18.7 (10-100) 76.6 (10-100)

     <50 10 (71.4) 6 (66.7) 9 (69.2) 33 (71.7)

     ≥50 4  (28.6) 3 (33.3) 4 (30.8) 13 (28.3)

LLA-CPB SD - - - 7 (15.2)

Sub.citog. Mol.

     S/ fusões conhecidas     - - - 15 (32.6)

     ETV6-RUNX1 1 1 - 13 (28.3)

     HD+21 - - - 5 (10.9)

     N. de cópias normaisd - - - 6 (13.0)

Subtipo LLA-CPB

     LLA-comum 10 (71.4) 9 (100.0) 12 (92.3) 41 (89.1)

     LLA-pré B 4 (28.6) 0 (0.0) 0 (0.0) 5 (10.9)

   a Definido por análise de FISH. 
   b Definido por análises de agrupamento hierárquico e de componentes principais dos dados MLPA.
   c10.000-100.000);  d Definido pelo de conjunto de sondas SALSA MLPA P327.
    n, número; s, sem; SD, síndrome de Down; LLA-CPB, leucemia linfoblástica aguda de células

  precursoras B; HD+21, hiperdiploidia com cópias adicionais do cromossomo 21.
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5.2  Níveis  de  transcritos  entre  as  LLAs-CPB  versus amostra  calibradora  (MLPA

normal)

Primeiramente  foram  comparados  os  níveis  de  RNAm  dos  genes  RUNX1,

IFNGR2,  ERG,  ETS2,  DYRK1A,  DSCR1 e  GART entre  os  aspirados  de  MO dos

pacientes diagnosticados com LLA-CPB (n=76) e da amostra calibradora (n=1) do

grupo controle  LLA-CPB  com um perfil  considerado normal  pelo  MLPA.  Conforme

esperado e, em virtude à heterogeneidade molecular dos casos LLA-CPB incluídos,

foram observadas grandes variações na expressão gênica. Os dados mostraram que

todos os genes avaliados nos casos com LLA-CPB estavam, pelo menos, uma vez

mais  expresso  em  comparação  à  amostra  calibradora  do  grupo  controle,  como

demonstrado na figura 5.1.

Figura 5.1 Quantificação dos níveis de expressão relativa por RT-qPCR dos genes RUNX1, IFNGR2,

ERG, ETS2, DYRK1A, DSCR1 e  GART. Os diagramas  Box plot retratam os valores de  Fold-change

dos pacientes com LLA-CPB [s/ fusões gênicas (n=15),  ETV6-RUNX1 (n=13), c/ síndrome de Down

(n=7), c/ hiperdiploidia cromossomo 21 (n=5), iAMP21-like (n=13), ≥5 sinais RUNX1 (n=9) e 3-4 sinais

RUNX1 (n=14)] e da amostra calibradora do grupo controle (MLPA normal).
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5.3  Níveis  de  transcritos  entre  as  LLAs-CPB com alterações  no  cromossomo 21

versus as outras LLAs-CPB.

Em seguida, foram comparados os níveis de transcritos entre os subgrupos de LLA-

CPB  com  cópias  adicionais  ou  amplificações  no  cromossomo  21  (3-4  sinais  de

RUNX1; ≥5 sinais de RUNX1; iAMP21-like; SD; HD+21) e os outros subtipos de LLA-

CPB  sem  alterações  no  cromossomo  21  (ETV6-RUNX1  e sem  fusões  gênicas

recorrentes).  Foram  observados  que  todos  os  genes  avaliados  nos  casos  com

alterações  no  cromossomo 21  estavam pelo  menos uma  vez  mais  expresso,  em

comparação  aos  casos  do  grupo  sem  alterações  no  cromossomo  21,  como

demonstrado na figura 5.2.

Figura 5.2 Quantificação dos níveis de expressão relativa  dos genes  RUNX1, IFNGR2, ERG, ETS2,

DYRK1A, DSCR1 e GART entre os grupos de LLA-CPB sem alterações no cromossomo 21 [s/ fusões

gênicas (n=15) e  ETV6-RUNX1 (n=13)] e com alterações no cromossomo 21 [c/ síndrome de Down

(n=7), c/ hiperdiploidia cromossomo 21 (n=5), iAMP21-like (n=13), ≥5 sinais RUNX1 (n=9) e 3-4 sinais

RUNX1 (n=14)] e da amostra calibradora do grupo controle (MLPA normal).
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5.4 Análise dos níveis de transcritos por subgrupo de LLA-CPB

Para  melhor  caracterizar  os  casos  de  LLA-CPB  (n=76),  foram  os  níveis

transcricionais dos genes incluídos neste estudo, entre os diferentes subtipos de LA-

CPB, tais como s/ fusões gênicas (n=15), ETV6-RUNX1 (n=13), c/ síndrome de Down

(n=7),  c/  hiperdiploidia  do  cromossomo  21  (n=5),  iAMP21-like (n=13),  ≥5  sinais

RUNX1 (n=9) e 3-4 sinais RUNX1 (n=14). As análises demonstraram diferenças nos

níveis de transcritos entre os subtipos leucêmicos de células precursoras B, no qual

alguns  genes  estavam pelo  menos  uma  vez  mais  expresso  em um determinado

subtipo  que  outro.  Foi  observado  um  aumento  de  expressão  estatisticamente

significante do gene  ERG no grupo LLA-CPB iAMP21-like quando comparados aos

grupos s/ fusões gênicas (**p=0.01) e ETV6-RUNX1 (**p=0.01), do gene DSCR1 no

grupo  LLA-CPB  com  3-4  sinais  de  RUNX1 em  relação  ao  grupo  ETV6-RUNX1

(*p=0.03) e do gene  GART no grupo LLA-CPB com 3-4 sinais de  RUNX1 quando

comparados  aos  grupos  s/  fusões  gênicas  (*p=0.04)  e  ETV6-RUNX1 (*p=0.04)

respectivamente, como demonstrado na figura 5.3.
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Figura 5.3 Quantificação dos níveis de expressão relativa  dos genes  RUNX1, IFNGR2, ERG, ETS2,

DYRK1A, DSCR1 e GART entre os subgrupos de LLA-CPB. Os diagramas Box plot retratam os valores

de Fold-change dos diferentes subgrupos de LLA-CPB.
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5.5 Identificação de genes diferencialmente expressos

Com a intenção de identificar genes com expressão diferencial no grupo com

amplificações recorrentes no cromossomo 21 [iAMP21-like (n=13), ≥5 sinais  RUNX1

(n=9) e 3-4 sinais  RUNX1 (n=14)], os níveis transcricionais dos genes deste grupo

foram  avaliados  e  comparados  entre  os  mesmos  dos  grupos  sem alterações  no

cromossomo 21  [s/  fusões  gênicas  (n=15)  e  ETV6-RUNX1 (n=13)]  e  com cópias

adicionais do cromossomo 21 [síndrome de Down (n=7) e hiperdiploidia cromossomo

21 (n=5)], respectivamente. 

Nestas  análises  foram  observados  um  aumento  de  expressão  relativa

estatisticamente  significante  dos  genes  RUNX1  (*p=0.015), IFNGR2  (*p=0.033),

ETS2 (**p=0.008), DYRK1A (*p=0.04), DSCR1 (*p=0.03) e GART (*p=005) no subtipo

LLA-CPB com 3-4 sinais  de  RUNX1 quando comparado  ao  grupo  LLA-CPB sem

alterações no cromossomo 21, dos genes ERG (***p=0.001) e DYRK1A (*p=0.011) no

subtipo LLA-CPB com perfil iAMP21-like quando comparado ao grupo LLA-CPB sem

alterações no cromossomo 21, do gene ERG (*p=0.013) no subtipo LLA-CPB com ≥5

sinais RUNX1 quando comparado ao grupo LLA-CPB sem alterações no cromossomo

21 e do gene  DSCR1 (*p=0.024) no subtipo LLA-CPB com 3-4 sinais  de  RUNX1

quando comparado ao grupo LLA-CPB com cópias adicionais do cromossomo 21. 

Entretanto, tomando como base os níveis transcricionais observados no grupo

LLA-CPB com cópias adicionais no cromossomo 21,  o qual  nota-se que todos os

genes avaliados estão pelo menos uma vez mais expresso que a amostra calibradora

(figura  5.4),  entendemos  que  os  mesmos  genes  avaliados  nos  subtipos  com

amplificações  recorrentes  no  cromossomo  21  que  estivessem  com  um  perfil  de

expressão semelhante ao grupo com cópias adicionais, poderiam ser considerados

diferencialmente expressos. Sendo assim, identificamos que os genes  ERG e  ETS2

estavam com um perfil  de  expressão semelhante  ao grupo  LLA-CPB com cópias

adicionais nos três subtipos com amplificações recorrentes,  iAMP21-like,  ≥5 sinais

RUNX1  e  3-4  sinais  RUNX1,  respectivamente  (figura  5.4).  O  mesmo  pôde  ser

observado com os genes  DSCR1 e  GART.  No entanto,  também notamos que  os

mesmos genes, DSCR1 e GART, estavam com expressão elevada no grupo LLA-CPB

sem alterações no cromossomo 21. Em virtude disso, compreendemos que apenas os

genes  ERG e  ETS2 tinham  uma  expressão  gênica  elevada  nos  subtipos  com
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amplificações recorrentes, e os elegemos para a avaliação do status do número de

cópias gênicas, como pode ser observado na figura 5.4.

Figura 5.4 Quantificação dos níveis de expressão relativa  dos genes  RUNX1, IFNGR2, ERG, ETS2,

DYRK1A, DSCR1 e  GART entre os grupos de LLA-CPB sem alterações no cromossomo 21, com

cópias adicionais no cromossomo 21 e com amplificações no cromossomo 21 [iAMP21-like, ≥5 sinais

RUNX1 e 3-4 sinais RUNX1]. Os diagramas Box plot retratam os valores de Fold-change dos diferentes

grupos de LLA-CPB. 
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5.6 Análise do número de cópias gênicas de subtipos específicos de LLA-CPB

Após as análises por RT-qPCR que demonstraram uma expressão diferencial

dos genes  ERG e  ETS2 no grupo com amplificações recorrentes, foram realizadas

avaliações nos perfis de número de cópias destes genes entre os grupos de LLA-CPB

sem alterações no número de cópias do cromossomo 21 (MLPA normal), SD, HD+21

e com amplificações recorrentes, tais como 3-4 sinais de RUNX1, ≥5 sinais RUNX1 e

iAMP21-like.

Segundo o critério internacionalmente conhecido para designar amplificações

gênicas, as análises das variações no número de cópias dos genes  ERG e  ETS2

primeiramente  foram  realizadas  separadamente.  Todos  os  casos  do  grupo  MLPA

normal revelaram um status normal do número de cópias para ambos os genes. Para

os subgrupos com SD e HD+21 foram observados cópias adicionais de ERG e ETS2.

Seguindo a mesma linha, foram verificados amplificações nos genes ERG e ETS2 na

maioria dos casos com 3-4 sinais  RUNX1,  ≥5 sinais  RUNX1 e  iAMP21-like.  Além

disso, foram detectados alguns casos com cinco ou mais cópias de ambos os genes

(figura 5.5), o que sugere que tais casos possam ser iAMP21.

Figura 5.5 Quantificação do número de cópias dos genes ERG e ETS2 nos diferentes subtipos de LLA-

CPB. A linha horizontal divide os números de cópias dos genes ERG e ETS2 abaixo e acima de cinco

respectivamente.
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Em seguida, as variações no número de cópias foram avaliadas pela média de

ambos  os  genes  descritos.  Mais  uma  vez  os  casos  do  subgrupo  MLPA normal

revelaram um status  normal,  com duas cópias  gênicas.  A maioria  dos casos dos

subgrupos com SD e HD+21 tinham três cópias gênicas. Os subgrupos com 3-4 sinais

RUNX1,  ≥ 5 sinais  RUNX1 e iAMP21-like  exibiam entre duas e quatro cópias dos

genes ERG e  ETS2 na maior parte dos casos. Entretanto, foram observados vários

casos  que  tinham  cinco  ou  mais  cópias  gênicas  entre  os  três  subgrupos  com

amplificações recorrentes no cromossomo 21, 3-4 sinais RUNX1, ≥5 sinais RUNX1 e

iAMP21-like (figura 5.6). Estes dados mais uma vez mostram que estes casos podem

ser iAMP21, visto que apresentam cinco ou mais cópias de ERG e ETS2, o que não

foi visto para o gene RUNX1 por FISH. 

Figura 5.6 Quantificação do número médio de cópias gênicas de ERG e ETS2 nos diferentes subtipos

de  LLA-CPB.  Círculos  abertos  definem o  número  médio  dos  casos  entre  os  subgrupos  e  a  linha

horizontal  tracejada divide  os pacientes  com números médios de cópias  dos genes  ERG  e  ETS2

abaixo e acima de cinco respectivamente.

5.7 Análise de correlação entre os níveis de transcritos e número de cópias de ERG e

ETS2.

Com o intuito de averiguar se os níveis elevados de transcritos dos genes ERG

e  ETS2 eram consequência do ganho de material genético nos três subgrupos de

LLA-CPB, 3-4 sinais RUNX1, ≥ 5 sinais RUNX1 e iAMP21-like respectivamente, foram

realizadas análises de correlação dos status do número de cópias versus os valores

de  expressão  gênica  relativa  (fold-change)  dos  genes  avaliados  para  ambos  os
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parâmetros.  Os  resultados  demonstraram uma correlação  positiva  moderada  (r2  =

0,3333) e (r2  = 0,1047) entre o número de cópias e expressão dos genes  ETS2 e

ERG, respectivamente, como pode ser observado na figura 5.7. 

Figura 5.7 Figura representativa do impacto marginal do número de cópias gênicas sobre os níveis de

RNAm do subtipo LLA-CPB iAMP21-like (n=12).  Os gráficos de dispersão demonstram a influência

entre o número de cópias dos genes  ETS2 (A) e  ERG (B) sobre o nível de expressão gênica. Cada

quadrado representa os dados de cada paciente. Semelhanças entre as variáveis são expressas por

regressão linear (linhas), os coeficientes de correlação de Pearson (R2) e valores de p.

5.8 Combinações entre níveis de transcritos e número de cópias

Em virtude da dificuldade de se identificar com precisão os subtipos de LLA-

CPB com amplificações recorrentes no cromossomo 21 e, diante da necessidade de

se caracterizar melhor o grupo com amplificações recorrentes, os níveis de expressão

gênica e o status do número de cópias gênicas de ERG e  ETS2 foram combinados

com a finalidade  de propor  um algoritmo de teste  que  facilite  a  identificação  dos

pacientes com esta característica de amplificação recorrente. Com base nisso, foram

analisados os dados de expressão gênica e número de cópias dos subgrupos de LLA-

CPB com amplificações recorrentes no cromossomo 21, 3-4 sinais RUNX1 (n=14), ≥5

sinais RUNX1 (n=9) e iAMP21-like (n=12) e, classificados em um gráfico dot plot de

acordo com critérios já descritos anteriormente, como demonstra a figura 5.8.
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Figura 5.8 Caracterização das LLAs-CPB com 3-4 sinais de  RUNX1, ≥  5 sinais  RUNX1 e com perfil

iAMP21-like a partir da relação entre número de cópias e os níveis de transcritos dos genes  ERG e

ETS2.  Cada cruz representa um paciente (P). A linha tracejada vertical distingue as LLAs-CPB com

média de número de cópias de ERG e ETS2 abaixo (quadrantes A1, A3) e acima de cinco (quadrantes

A2, A4), sugestivos de cópias extras do cromossomo 21 e de uma iAMP21. A linha horizontal tracejada

marca o valor médio de dCT dos pacientes LLA-CPB identificados com expressão elevada (quadrantes

A3, A4) e diminuída (quadrantes A1 e A2) no diagrama.

 Na  combinação  dos  dados  foram  identificados  oito  (22,9%)  casos  com

expressão gênica elevada e número de cópias gênicas maior ou igual a 5 (quadrante

A4). As características destes pacientes estão detalhadas na tabela 5.2. Entre estes

casos, quatro pertenciam ao subgrupo iAMP21-like (P30, P32, P34 e P35), dois ao

subgrupo com 3-4 sinais de RUNX1 (P03 e P14), e dois do subgrupo com ≥5 sinais

de  RUNX1  (P15 e  P19).  Estes dados mostram que  esta  abordagem que  concilia

expressão  gênica  e  número  de  cópias  possibilita  identificar  casos  sugestivos  de

iAMP21, o que pode auxiliar na melhor caracterização dos casos pertencentes a estes

subgrupos com amplificações recorrentes.
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Tabela 5.2 Principais características dos pacientes sugestivos para iAMP21 (n=8) de acordo com os  

níveis de expressão gênica e status do número de cópias de ERG e ETS2 

Pacientes
Faixa etária

(anos) WBC x 109/l
Subtipo LLA-

CPBa
Grupo de
risco NCI

Status
RUNX1 

P03 2,1 91,1 LLA-Pré B Alto risco 3-4 sinais
RUNX1b

P14 5,1 4,7 LLA-comum Risco padrão
3-4 sinais
RUNX1b

P15 2,3 7,3 LLA-comum Risco padrão
≥5 sinais
RUNX1b

P19 6,7 41,4 LLA-comum Risco padrão ≥5 sinais
RUNX1b

P30 3,5 44,6 LLA-comum Risco padrão
iAMP21-

likec

P32 15,9 5,9 LLA-comum Alto risco
iAMP21-

likec

P34 6,0 21,1 LLA-comum Risco padrão iAMP21
-likec

P35 9,2 5,6 LLA-comum Risco padrão
iAMP21

-likec

          aDefinido por análise imunofenotípica.
         bDefinido por análise de FISH.

      cDefinido por dados de agrupamento hierárquico e análise de componentes principais a partir do

       perfil de MLPA;

      WBC, contagem de células brancas do sangue x 109/l; LLA-CPB, leucemia linfoblástica aguda de

      células precursoras B; NCI, Instituto Nacional do Câncer.

Um  total  de  quatro  (11,4%)  pacientes  tiveram  menor  expressão  gênica  e

número de cópias números maior ou igual a cinco, sendo estes um caso iAMP21-like

(P 27),  dois casos com 3-4 sinais  RUNX1  (P04 e P13) e um caso com ≥5 sinais

RUNX1 grupos (P22) (quadrante A2). Além disso, 15 (45,7%) pacientes tiveram alta

expressão do gene e número de cópias menor que cinco. Destes, quatro pacientes

eram do subgrupo iAMP21-like (P24, P25, P28 e P31), oito casos eram do subgrupo

com 3-4 sinais  RUNX1 (P01,  P02,  P05,  P06,  P09,  P10,  P11 e P12) e  quatro  do

subgrupo com ≥5 sinais  RUNX1 (P16, P17, P21 e P23) (quadrante A3). Por último,

foram  identificados  sete  (20,0%)  pacientes  com  uma  expressão  gênica  baixa  e

número de cópias menor que cinco, dos quais três eram iAMP21-like (P26, P29 e
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P33), dois eram com 3-4 sinais RUNX1 (P07 e P08) e dois eram do subgrupo com ≥5

sinais RUNX1 (P18 e P20). Não foi possível avaliar o status do número de cópias do

paciente 36 (P36) (A1).
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6. DISCUSSÃO

A amplificação  intracromossômica  do  cromossomo  21  é  a  marca  de  um

subgrupo distinto de LLA-CPB infantil,  que apresenta um mau prognóstico quando

são tratados com regimes terapêuticos padrão por razões que ainda permanecem

obscuras (MOORMAN at al., 2013). Aqui, identificamos uma expressão diferencial de

alguns genes em pacientes com características de amplificação no cromossomo 21,

que podem estar relacionados com a biologia e evolução da doença.

A iAMP21 foi inicialmente caracterizada pela presença de cinco (dois normais +

três  adicionais)  ou  mais  sinais  do  gene  RUNX1 pela  técnica  de  FISH,  como

aglomerados em núcleos interfásicos ou duplicação em tandem de um cromossomo

21 em metáfase  (HAREWOOD  et al.,  2003;  MOORMAN  et al.,  2007; HARRISON,

2015).  A técnica de FISH foi, portanto, considerada o método universal de detecção

identificação deste subtipo, entretanto a caracterização desta anormalidade somente

por esta técnica e, com base apenas em um gene pode resultar em erros, uma vez

que núcleos interfásicos podem ocultar clones que são sugestivos de um cariótipo

hiperdiploide com 3-4 cópias do gene RUNX1 (ROBINSON et al., 2003; HARRISON

et al., 2005).

Além disso, recentemente identificamos um grupo denominado iAMP21-like a

partir  dos  picos  de  material  genômico  pela  técnica  de  MLPA e,  das  análises  de

agrupamento hierárquico e componentes principais que reunia uma mescla de casos

de LLA-CPB com outras características, dentre estes, os casos identificados por FISH

em interfase com 3-4 cópias do gene RUNX1, sugestivos para hiperdiploidia, e com ≥

5 sinais  RUNX1,  sugestivos  para  iAMP21 pelo  critério  internacional  (FUKA  et  al.,

2015).

Estudos baseados na análise genômica da iAMP21 identificou uma RCA entre

33,192  e  39,796  Mb  no  braço  longo  do  cromossomo  21  de  todos  os  pacientes

iAMP21.  Nesta  região foi  identificada  a  presença de vários  genes importantes no

desenvolvimento e diferenciação celular, tais como o RUNX1,  IFNGR2,  ERG,  ETS2,

DYRK1A,  DSCR1 e  GART (STREFFORD et al., 2006;  RAND et al.,  2011). Sendo a

RCA a única anormalidade recorrente no subgrupo iAMP21. Diante da necessidade

de se avaliar  com precisão os grupos classificados pelo  FISH em interfase e,  da
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ausência de informações do subgrupo recém-identificado pelo MLPA, utilizamos os

genes pertencentes nesta região com o objetivo de caracterizar esses grupos com

amplificações recorrentes no cromossomo 21 e, fornecer dados que possam ser úteis

na identificação clínica da iAMP21.

Com base nisso, avaliamos os níveis transcricionais de genes localizados na

RCA e o status do número de cópias dos genes diferencialmente expressos entre os

subtipos  de  LLA-CPB e  uma  amostra  calibradora.  Primeiramente,  comparamos  a

expressão gênica entre a amostra calibradora  do grupo controle LLA-CPB  com um

perfil  considerado  normal  pelo  MLPA e  os  subtipos  de  LLAs-CPB  agrupados  e,

observamos  um  aumento  nos  transcritos  de  todos  os  genes  avaliados  RUNX1,

IFNGR2,  ERG,  ETS2, DYRK1A,  DSCR1 e  GART  nas LLAs-CPB.  Estes resultados

corroboram relatos anteriores que sugerem que os produtos destes genes  exercem

papéis importantes no desenvolvimento da célula ou na resposta terapêutica de vários

subtipos de leucemia (OKUDA et al., 2001; SHEN et al., 2004; ZAZA et al., 2004; KIM

et al., 2010; YEHUDIT; SHAI, 2012; HOLZER et al., 2013).

Entre  os  casos  de  LLA-CPB  com  cópias  extras  ou  amplificações  no

cromossomo  21,  notamos  que  todos  os  genes  selecionados  tinham  níveis  de

expressão gênica elevada quando comparados com o grupo que tinham os casos

sem alterações no cromossomo 21. Estes dados foram considerados como a primeira

evidência  de  que  o  ganho  de  material  genômico  de  genes  pertencentes  no

cromossomo 21 está correlacionado positivamente com a expressão do gene.

Nas  análises  comparativas  entre  os  níveis  transcricionais  dos  casos

pertencentes  aos  grupos  com  amplificações  recorrentes,  sem  alterações  no

cromossomo 21 e com cópias adicionais do cromossomo 21, notamos que os genes

ERG e  ETS2 eram, pelo menos, uma vez mais expressos nos três subtipos com

amplificações  recorrentes  do que  os  mesmos genes do  grupo  sem alterações no

cromossomo  21.  Também  observamos  que  estes  genes  tinham  um  perfil  de

expressão semelhante aos mesmos genes dos casos do grupo LLA-CPB com cópias

adicionais do cromossomo 21, dado que auxiliou na identificação de  ERG e  ETS2

como os genes com os maiores níveis de transcritos nos subtipos de LLA-CPB com

amplificações  recorrentes,  3-4  sinais  RUNX1,  ≥5  sinais  RUNX1 e  iAMP21-like

respectivamente.  Observamos  também,  elevados  níveis  de  expressão  dos  genes
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DSCR1 e GART nos subtipos com amplificações recorrentes. Entretanto, o mesmo foi

visto  no  grupo  sem  alterações  recorrentes,  o  que  sugere  que  estes  níveis  de

transcritos ocorrem em outros subtipos leucêmicos, não sendo assim característica

dos casos com amplificação.

A presença de cinco ou mais cópias adicionais do gene RUNX1 é, segundo o

método  universal,  uma  característica  do  subtipo  de  LLA-CPB  com  iAMP21.

Entretanto, a presença destas cópias adicionais não refletiu em níveis elevados de

transcritos gênicos no subtipo LLA-CPB com ≥5 sinais RUNX1, o que nos sugere que

a expressão deste gene não está correlacionada com as características biológicas

deste  subtipo  leucêmico.  Este  dado  está  de  acordo  com  um  relato  anterior  de

Strefford e colaboradores, no qual foi proposto que RUNX1 não está especificamente

relacionado com mecanismos de condução da doença nas LLAs-CPB com iAMP21

(STREFFORD et al., 2006), e portanto, somente a sua utilização como gene marcador

para a iAMP21 pode não ser a mais adequada. 

Estes nossos dados estão em consonância com as observações anteriores que

mostraram uma expressão aberrante de ERG e ETS2, entre outros genes localizados

na  RCA,  e  as  associaram com um ganho  de  material  genômico  em casos  com

iAMP21  positiva  (STREFFORD  et  al.,  2006).  Sendo  assim,  entendemos  que  a

expressão  aberrante  de  ERG e  ETS2 pode  ser  uma característica  importante  na

diferenciação  e/ou  identificação  dos  subtipos  com  amplificações  recorrentes  no

cromossomo 21.

A superexpressão destes genes também já foi observada em outras doenças

neoplásicas. Em 2013, um estudo comparativo de sensibilidade e resistência em LLA

mostrou padrões distintos de expressão gênica de ERG. Os níveis de proteína ERG

eram substancialmente mais elevados em células CEM-C1-15 resistentes. A Inibição

de  ERG e a ativação do receptor glicocorticoide levou ao aumento da apoptose em

ambas LLAs sensíveis e resistente (CHEN  et al.,  2013).  Outro estudo apresentou

provas de que o aumento dos níveis de mRNA de ERG causou impacto negativo na

sobrevida  global  e  livre  de  eventos  em  pacientes  com  leucemia  mieloide  aguda

(MARCUCCI et al., 2007). O gene ETS2 pode desempenhar um papel fundamental na

biologia da leucemia megacarioblástica aguda. Um estudo mostrou que os níveis de

ETS2 estavam 1,8 e 4,1 vezes mais elevados em pacientes com leucemia aguda com
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síndrome de Down e megacarioblástica (GE et al., 2007). Recentemente, uma nova

investigação apresentou que a indução experimental de ETS2 conferiu diferenças na

sensibilidade das drogas ARA-C e daunorrubicina (CHEN et al., 2012).

Sendo assim, com base nos nossos dados e nos achados da literatura, e na

necessidade  de  melhor  caracterizar  os  grupos  com  amplificações  recorrentes  no

cromossomo 21, avaliamos o status do número de cópias de ERG e ETS2 nos casos

com 3-4 sinais  de  RUNX1,  ≥  5  sinais  RUNX1 e  iAMP21-like,  juntamente com os

subgrupos MLPA normal, SD, HD+21, que auxiliaram nas análises por serem bons

controles comparativos, sem alterações no número de cópias (MLPA normal) e com

cópias  já  sabidamente  conhecidas,  como os casos com SD e hiperdiploides com

cópias adicionais do cromossomo 21 (HD+21).  

Inicialmente analisamos em separado o perfil de número de cópias de ERG e

ETS2 e,  depois  avaliamos  a  média  dos  dois  genes  em  cada  subgrupo.  Como

esperado,  os  casos  dos  grupos  MLPA normal,  SD e  HD+21  tiveram o  status  do

número de copias normais e com cópias adicionais respectivamente, para ambos os

genes e análises. As mesmas amplificações foram observadas na maioria dos casos

com 3-4 sinais de  RUNX1, ≥5 sinais  RUNX1 e iAMP21-like. No entanto, em alguns

casos foram detectados ≥ 5 cópias dos genes avaliados, principalmente nos grupos

com 3-4  sinais  de  RUNX1 e  iAMP21-like.  Surpreendentemente,  poucos  casos  no

subgrupo com ≥5 sinais  RUNX1 tiveram cinco ou mais  cópias dos genes  ERG e

ETS2. Nossos dados mostram a complexidade destes três grupos com amplificações

recorrentes no cromossomo 21, a qual casos que são sugestivos para hiperdiploidia

(3-4 sinais de RUNX1) demonstra um perfil sugestivo para iAMP21, e casos com perfil

iAMP21 (≥5 sinais  RUNX1) pela nossa análise é indicativo para hiperdiploidia. Além

disso, esses resultados se assemelham a outros dados nossos, que identificaram o

grupo iAMP21-like a partir  dos perfis apontados por MLPA (FUKA  et  al.,  2015),  e

mostra  a  importância  da  identificação  de  novos  genes  que  caracterizem  estes

subtipos, com a intenção de auxiliar em novas abordagens ao diagnóstico.

A partir dos dados de expressão gênica e número de cópias, verificamos no

grupo  iAMP21-like  se  os  níveis  elevados  dos  transcritos  de  ERG  e  ETS2 eram

consequência  do  ganho  de  material  genômico.  Fizemos uma  correlação  entre  as

médias dos dCTs e status do número de cópias dos casos pertencentes neste grupo
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pelo  método  de  Pearson.  Como  esperado,  observamos  uma  correlação  positiva

moderada e uma correlação positiva  forte de  ERG e  ETS2 respectivamente.  Com

base nestas análises, realizamos uma nova abordagem que envolveu a combinação

entre o número de cópias e os níveis  de expressão gênica de  ERG e  ETS2 nos

grupos  com  amplificações  recorrentes  no  cromossomo  21,  com  a  proposta  de

identificar casos sugestivos para a iAMP21. Observamos que a maioria dos casos

com ≥5 sinais  RUNX1 e sugestivos pela técnica “padrão ouro” para serem iAMP21

não  estavam  no  quadrante  que  combina  expressão  gênica  e  número  de  cópias.

Entretanto, dois casos com 3-4 sinais de RUNX1, sugestivos para hiperdiploidia foram

identificadas como possíveis iAMP21 por esta proposta. Além disso 1/3 dos casos

iAMP21-like foram sugestivos para a iAMP21. Essa abordagem com estes dois genes

se mostra muito interessante no que se diz respeito a caracterização dos grupos com

amplificações recorrentes, principalmente os casos analisados em interfase por FISH,

uma vez que pode auxiliar na avaliação dos casos sugestivos para hiperdiploidia e/ou

iAMP21. 

Os genes ERG e ETS2 estão como RUNX1 localizado na RCA do cromossomo

21.  Portanto,  aplicando  os  critérios  internacionais  da  presença  de  cinco  ou  mais

cópias  do  gene  pode-se  considerar  tais  pacientes  também  positivos  para  esta

anomalia cromossômica. Neste contexto, os nossos dados reforçam a necessidade

de se analisar o estado do número de cópias de mais de um gene localizado na RCA

para diagnosticar precisamente uma iAMP21.

Ao  todo,  com  base  em  nossos  resultados  e  informações  da  literatura,  a

expressão  diferencial  dos  genes  ERG e  ETS2 poderia  desempenhar  um  papel

importante na LLA-CPB com uma iAMP21 e justifica a realização de experimentos in

vitro de resposta a drogas, a fim de avaliar a relevância destes genes nesta entidade

leucemia. Nós também propusemos um novo algoritmo para rastrear uma iAMP21 a

partir dos subgrupos de LLA-CPB com amplificações recorrentes no cromossomo 21,

3-4 sinais de RUNX1, ≥5 sinais RUNX1 e iAMP21-like e, sugerimos a reclassificação

de oito pacientes. Tais pacientes devem idealmente ser ainda caracterizados para a

presença de uma iAMP21 por outras metodologias.
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7. CONCLUSÕES

� Aqui, identificamos uma expressão gênica elevada e número de cópias ≥5 de

ERG e ETS2 nos casos com amplificações recorrentes no cromossomo 21;

� Observamos uma expressão estatisticamente diferencial dos genes  IFNGR2,

ERG,  ETS2  e  GART nos  subgrupos  de  LLAs-CPB  com  alterações  no

cromossomo 21 em relação às outras LLAs-CPB;

� Os genes  ERG e  ETS2 tinham os  maiores  níveis  de  transcritos  dentro  do

subgrupo iAMP21-like quando comparados aos outros genes avaliados;

� O número de cópias gênicas de  ERG e  ETS2 foram iguais ou maiores que

cinco cópias nos grupos com amplificações gênicas no cromossomo 21, tais

como iAMP21-like, 3-4 sinais e ≥5 sinais de RUNX1 pelo FISH;
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9. ANEXOS

9.1 Anexo I

Gene Localização Descrição

ORF66 
NC_001348.1

(113037..114241) 
Orf66 

OLIG2 21q22.11 Oligodendrocyte lineage transcription factor 2 

IFNAR2 21q22.1|21q22. 11 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 2 

IL10RB 21q22.11 Interleukin 10 receptor, beta 

IFNAR1 21q22.11 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1 

IFNGR2 21q22.11 Interferon gamma receptor 2 

ORF4 
NC_002816.1

(2173..2739, complement)
Orf4 

ORF55 
NC_002816.1

(45415..46395) 
Orf55 

GART 21q22.11 Phosphoribosylglycinamide formyltransferase, 

SON 21q22.1-q22.2|21q22.11 SON DNA binding protein 

DONSON 21q22.1 Downstream neighbor of SON 

CRYZL1 21q21.3 Crystallin, zeta (quinone reductase)-like 1 

ITSN1 21q22.1-q22.2 Intersectin 1 

ATP5O 21q22.1- q22.2|21q22.11 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 

complex, O subunit 

MRPS6 21q22.11 Mitochondrial ribosomal protein S6 

SLC5A3 21q22.12 
Solute carrier family 5 (inositol transporters), member 3 

(SLC5A3) 

KCNE2 21q22.12 
Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, 

member 2 

KCNE1 21q22.12 
Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, 

member 1 

DSCR1 21q22.12 Down syndrome critical region gene 1 

RUNX1 21q22.3 
Runt-related transcription factor 1 (acute myeloid 

leukemia 1) 

ORF18 
NC_001826.2

(29918..30773) 
Orf18 

CBR1 21q22.13 Carbonyl reductase 1 

CBR3 21q22.2 Carbonyl reductase 3 

ORF5 Orf5 

ZCWCC3 21q22.13 Zinc finger, CW-type with coiled-coil domain 3 

CHAF1B 21q22.13 Chromatin assembly factor 1, subunit B (p60) 
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CLDN14 21q22.3 Claudin 14 

PSMD15 21q22.13 
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-

ATPase, 15 

SIM2 21q22.13 Single-minded homolog 2 (Drosophila) (SIM2) 

HLCS 21q22.13 Holocarboxylase synthetase 

DSCR6 21q22.2 Down syndrome critical region gene 6 

DSCR5 21q22.2 Down syndrome critical region gene 5 

TTC3 21q22.2 Tetratricopeptide repeat domain 3 

DSCR3 21q22.2 Down syndrome critical region gene 3 

DYRK1A 21q22.13 
Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated 

kinase 1A 

Orf NC_000933.1 Open reading frame 

KCNJ6 21q22.1 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, 

member 6 

DSCR4 21q22.2 Down syndrome critical region gene 4 

KCNJ15 21q22.2 
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, 

member 15 

ERG 21q22.2 V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene 

ETS2 21q22.2 V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 

DSCR2 21q22.3 Down syndrome critical region gene 2 

WDR9 21q22.2 
WD repeat domain 9, chromosome 21 open reading 

frame 107 

HMGN1 21q22.3|21q22. 2 High-mobility group nucleosome binding domain 1 

WRB 21q22.3 Tryptophan rich basic protein 

OLIG1 21q22.11 Oligodendrocyte transcription factor 1 

SH3BGR 21q22.3 SH3 domain binding glutamic acid-rich protein 
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9.2 Anexo II

Formulário de inclusão de amostras do PHOP, INCA, Cpq (Parte I)
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Formulário de inclusão de amostras do PHOP, INCA, Cpq (Parte II)
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9.3 Anexo III
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9.4 Anexo IV

Parecer do Comitê de Ética em pesquisa do INCA
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9.5 Anexo V

Prêmio de melhor pôster na categoria Mestrado na VII Jornada de Pós-Graduação do

INCA 2015.
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9.6 Anexo VI

Publicações recentes
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