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RESUMO 

Citometria de fluxo multiparamétrica na predição da alta expressão celular e molecular de 

CRLF2 na leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B 

 

Introdução: A leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLA-cpB) apresenta 

biomarcadores citogenético-moleculares clássicos com prognóstico bem definidos. Trinta por cento 

desses casos não possuem nenhuma dessas anormalidades e são referidas como B-others e 50% desse 

subgrupo possui perfil de expressão gênica semelhante a BCR-ABL1, sendo chamados então, de BCR-

ABL1-like. Este subgrupo possui diferenças genéticas características como mutações nos genes 

JAK1/2, IL7Rα, e CRLF2, além da expressão gênica aumentada deste último. O CRLF2 forma um 

heterodímero com a cadeia alfa do receptor de Interleucina 7 (IL- 7Rα) ou CD127 formando o receptor 

da citocina TSLP. Estudos envolvendo o CRLF2 têm apresentado resultados controversos, devido a 

não utilização de técnicas padronizadas para sua detecção. Objetivo: Estabelecer um algoritmo de 

testes combinados imunofenotípicos e moleculares capazes de predizer o status do CRLF2 e sua 

associação com subtipos moleculares e celulares em amostras de crianças com LLA-cpB. Métodos: 

Análise do painel de anticorpos monoclonais CD10FITC/CD127PE/CD45PerCP-CY5.5/CD19PE-

CY7/CRLF2APC em 138 amostras de LLA-cpB ao diagnóstico (≤ 18 anos), quanto à expressão 

celular de CRLF2 e CD127 em blastos leucêmicos, avaliando percentual e intensidade mediana de 

fluorescência (IMF). Para avaliar a ploidia desses casos foi utilizado o índice de DNA por citometria 

de fluxo multiparamétrica (CFM) e a expressão gênica do CRLF2 foi avaliada por RTq-PCR. Já as 

alterações moleculares ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, BCR-ABL1, r-KMT2A foram avaliadas por RT-

PCR. Para a avaliação da distribuição das variáveis categóricas foram aplicados os testes Exato de 

Fisher e Qui-Quadrado. Para a comparação de variáveis continuas utilizou-se o teste não paramétrico 

de Mann-Whitney (comparação de dois grupos) ou Kruskal wallis (mais de dois grupos). Para análise 

de correlação entre os dados foi utilizado o teste de Spearman e para análises pareadas entre as 

amostras de diagnóstico e recaída foi utilizado o teste Wilcoxon. Para todos os testes foi considerado o 

nível mínimo de significância de 5% (p < 0,05). Resultados: A mediana de expressão do CRLF2 foi 

3,5% (0,07-99,7). Os pacientes foram divididos quanto ao percentual de expressão de CRLF2 nos 

seguintes grupos: <20%, ≥ 20% e <70% e ≥70%. Cento e nove pacientes (85,2%) tiveram <20% de 

células positivas, enquanto 8 (6,2%) tiveram entre ≥ 20% e <70% e 11 (8,6%) ≥70%. O subtipo Pré-B 

(B-III) apresentou maior percentual de células positivas para o CRLF2 (mediana 6,7%) do que o 

subtipo Pró-B (B-I) (mediana 1,2%) (p=0,02). Casos ETV6-RUNX1 positivos apresentaram menor 

percentual de células positivas (mediana 0,95%) do que ETV6-RUNX1 negativos (mediana 4,1%) 

(p=0,0298). Não foi encontrado alterações ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, BCR-ABL1 e KMT2A-r no 

grupo de alto percentual do CRLF2 (p=0,02), além disso, neste grupo foi encontrado um aumento nos 

pacientes com idade > 10 anos (p=0,04). Em relação a expressão do CD127 não foram encontradas 

diferenças estatísticas entre variáveis analisadas, além de não ter sido visto associação com a 

expressão do CRLF2. A expressão gênica do CRLF2 foi realizada em 45 casos com o intuito avaliar a 

correlação molecular e celular. Foi observada uma correlação fraca positiva (r=0,362)(p=0,014) entre 

a expressão gênica do CRLF2 e a expressão celular avaliada por CFM. Conclusão: Foi possível 

identificar através da expressão celular por CFM casos com expressão diferencial do CRLF2 nas 

amostras de LLA-cpB. Desta forma a CMF pode ser uma ferramenta prática e rápida para avaliação do 

CRLF2 e que possa ser introduzida no diagnóstico clínico.  
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ABSTRACT 

Multiparametric flow cytometry in the determination of protein expression and gene 

transcription of CRLF2 in B cell precursor acute lymphoblastic leukemia 

 

Introduction: B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) presents classical 

cytogenetic molecular biomarkers with well-defined prognosis. Thirty percent of these cases do not 

have any of these abnormalities and are referred to as B-others and 50% of this subgroup has a BCR-

ABL1 similar gene expression profile, then called BCR-ABL1-like. This subgroup has characteristic 

genetic differences as mutations in the JAK1 / 2, IL7Rα, and CRLF2 genes, as well as increased gene 

expression of the latter. CRLF2 forms a heterodimer with the alpha chain of the Interleukin 7 receptor 

(IL-7Rα) or CD127 forming the TSLP cytokine receptor. Studies involving the CRLF2 have presented 

controversial results due to the use of non-standardized techniques for their detection. Objective: To 

establish an algorithm of combined immunophenotypic and molecular tests capable of predicting the 

CRLF2 status and its association with molecular and cellular subtypes in children samples with BCP-

ALL. Methods: Analysis of the monoclonal antibodies panel CD10FITC/CD127PE/CD45PerCP-

CY5.5 /CD19PE-CY7/CRLF2APC in 138 samples of diagnostic-ALL (≤ 18 years) on cell expression 

of CRLF2 and CD127 in leukemic blasts, evaluating percentage and median intensity of fluorescence 

(MIF). To evaluate the ploidy of these cases the DNA index was used by multiparametric flow 

cytometry (MFC) and the CRLF2 gene expression was evaluated by RTq-PCR. The molecular 

alterations ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, BCR-ABL1, r-KMT2A were evaluated by RT-PCR. For the 

evaluation of the categorical variables distribution, Fisher's Exact and Qui-Square tests were applied. 

For the comparison of continuous variables, the non-parametric Mann-Whitney test (comparison of 

two groups) or Kruskal wallis (more than two groups) was used. For the analysis of correlation 

between the data the Spearman test was used, for paired analyzes between the diagnostic and relapse 

samples the Wilcoxon test was used. For all tests, a minimum significance level of 5% (p <0.05) was 

considered. Results: The median CRLF2 expression was 3.5% (0.07-99.7). Patients were divided 

according to the percentage of CRLF2 expression in the following groups: <20%, ≥ 20% and <70% 

and ≥70%. One hundred and nine patients (85.2%) had <20% of positive cells, while 8 (6.2%) had 

between ≥ 20% and <70% and 11 (8.6%) ≥70%. The pre-B subtype (B-III) had a higher percentage of 

CRLF2 positive cells (median 6.7%) than the Pro-B (BI) subtype (median 1.2%) (p = 0.02). ETV6-

RUNX1 positive cases had a lower percentage of positive cells (median 0.95%) than ETV6-RUNX1 

negative (median 4.1%) (p = 0.0298). ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, BCR-ABL1 and KMT2A-r were not 

found in the high percentage group of CRLF2 (p = 0.02). In addition, such high percentage group 

presented an increased number of patients aged> 10 years presented overexpression of the molecule (p 

= 0.04). Regarding the expression of CD127, no statistical differences were found between analyzed 

variables, and no association with CRLF2 expression was observed. The CRLF2 gene expression was 

performed in 45 cases in order to evaluate the molecular and cellular correlation. A weak positive 

correlation (r = 0.362) (p = 0.014) between the CRLF2 gene expression and the cellular expression 

evaluated by MFC was observed. Conclusion: It was possible to identify cases with cellular 

differential expression of CRLF2 in the BCP-ALL samples by MFC. In this way the MFC can be a 

practical and fast tool for the evaluation of CRLF2 and that can be introduced in clinical diagnosis. 
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1.INTRODUÇÃO 

1.1 Leucemia Linfoblástica aguda: aspectos clínicos-epidemiológicos 

A leucemia linfóide aguda (LLA) é a neoplasia maligna mais comum nas crianças. É 

uma doença heterogênea que consiste em uma desordem do sistema hematopoiético 

caracterizada pela proliferação de células linfóides de fenótipos imaturos denominados blastos 

que podem ser identificados tanto na medula óssea (MO) como no sangue periférico (SP). É 

resultado de um processo multifatorial, por associação de fatores genéticos, ambientais e de 

susceptibilidade individual (POMBO-DE-OLIVEIRA, et al. 1986; PERERA, 1996; 

BELSON, 2007). Esta neoplasia é predominante em crianças menores de 15 anos e 

correspondem 25%-35% de todas as neoplasias malignas deste grupo de idade. O pico de 

incidência na faixa de 2 e 5 anos é basicamente decorrente da maior frequência de LLA neste 

grupo. É um pouco mais frequente entre meninos do que meninas (LINET, et al. 1999; REIS, 

et al. 2011). Um estudo feito no Brasil, por pesquisadores de nosso grupo, mostrou que a 

mediana das taxas de incidência específicas por idade para LLA é maior em crianças entre 3-6 

anos de idade sendo semelhantes em ambos sexos. A variação entre as leucemias 

correspondeu a 61-87,5% de todos os casos de leucemia de acordo com o Registro de Câncer 

de Base Populacional (RCBP). Nesta análise observou que há diferenças regionais de 

incidências entre as cidades brasileiras (REIS, et al. 2011).  

Clinicamente, os sintomas mais comuns ao diagnóstico em crianças com LLA ao 

diagnóstico são cansaço, febre, palidez, dor óssea e nas articulações, perda de peso que são 

explicados pela supressão da hematopoese normal devido a proliferação dos blastos na MO. 

Ao exame físico dos pacientes pode-se observar hepatoesplenomegalia e linfonodomegalia. 

Os exames laboratoriais podem demonstrar trombocitopenia e anemia, além da leucocitose. 

Manifestações menos frequentes são infiltração testicular e infiltração de células leucêmicas 

no sistema nervoso central (SNC) (ONCIU, 2009). Esses sintomas clínicos evidentes de LLA 

geralmente estão presentes apenas algumas semanas antes do diagnóstico e raramente por 

vários meses. O desenvolvimento da LLA, portanto, provavelmente envolve uma fase oculta 

ou clinicamente silenciosa entre as primeiras etapas da leucemogênese e o início dos sintomas 

da doença. 

Dada ao curto período de latência conferido pela idade da maioria das crianças que tem 

LLA (< 5 anos) e a latência mais longa esperada para a evolução clonal do câncer em adultos 

(>10 anos), é aceito que a leucemogênese se origine antes do nascimento, durante a vida intra-

uterina (WIEMELS, 1999).  
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As causas ainda são enigmáticas, porém alguns estudos apontam para fatores 

etiológicos postulados que estariam associados com a leucemogênese (GREAVES, 2002). 

Este processo é improvável que seja o resultado de um único evento, mas sim de múltiplos 

eventos com uma interação complexa entre susceptibilidade do indivíduo (grupo étnico, 

idade, sexo, fatores nutricionais e de saúde), danos cromossômicos secundários à exposição 

física ou química e o acaso (PERERA, 1996; GREAVES, 1999; KEBRIEAEI, 2003). Há 

evidências que a LLA resulta de alterações cromossômicas e mutações que interrompem o 

processo normal das células progenitoras linfoides (Revisão em PUI, 1995). No entanto, foi 

proposto que essas mutações e alterações ocorram na fase intrauterina e que seria necessário 

um segundo evento pós-natal para que ocorresse a proliferação de células leucêmicas 

(GREAVES, 1999). A partir desta hipótese, foram feitos estudos epidemiológicos para 

identificar os fatores associados ao segundo evento, dentre estes destacam-se a exposição 

materna durante a gestação como substâncias químicas (POMBO-DE-OLIVEIRA, 2006), 

radiações ionizantes e não-ionizantes e hiper higienização durante os primeiros anos de vida 

da criança (GREAVES, 1999; BELSON, 2007). 

Além dos fatores de riscos ambientais, pacientes com distúrbios genéticos hereditários 

associados a anormalidades cromossômicas estão associadas a uma maior susceptibilidade à 

leucemias, como a Síndrome de Down (SD), síndrome de Bloom, anemia de Fanconi e ataxia-

telangiectasia (T-A) (KEBRIEAEI, 2003; SCHMIEGELOW, et al. 2006; SEIF, 2011).   

Schmiegelow e colaboradores publicaram uma proposta hipotética sobre os níveis de 

cortisol plasmático na etiopatologia de Leucemia linfoblástica de células precursoras B (LLA-

cpB) ("hipótese adrenal"), baseado nas linhas de evidência biológicas e perfil epidemiológico 

obtido a partir estudos de bases-populacionais em todo o mundo (EDGAR, 2008; 

SCHMIEGELOW, et al. 2008). Esta hipótese adrenal é substanciada pelo papel do sistema 

imune e das infecções na patogênese da LLA-cpB (GREAVES, 1999).  A grande maioria das 

taxas atuais de incidência de LLA demonstram a presença de um pico mais elevado na 

incidência de LLA-cpB em crianças entre 2-4 anos de idade de países desenvolvidos com 

elevados padrões de higiene e vacinações de 3-6 anos nos países com menores índices de 

desenvolvimento. A combinação de homogeneidade étnica, saúde pública gratuita com fácil 

acesso a assistência médica especializada, e registros de base-populacional abrangente com 

todas as crianças diagnosticadas com LLA-cpB, tornaram os países nórdicos modelos de 

excelência para testar esta hipótese adrenal (HJALGRIM, et al. 2003). Os autores 

argumentam que a higienização elevada favorece através de mecanismos imunes uma 

vantagem proliferativa às células com fenótipos leucêmicos, enquanto, as constantes 
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infecções virais da primeira infância (≤5 anos) estimulam o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, 

elevando níveis de cortisol plasmático suficientes para eliminar estas células com fenótipos 

leucêmicos originadas durante a vida fetal (SCHMIEGELOW, 2008). Esta hipótese tem 

fundamentos biológicos já demonstrados (GREAVES, 2006) porém, poucas pesquisas e 

estudos epidemiológicos com base-populacional foram realizados em países pobres. Um 

cenário diferente, vem surgindo, desde o início do ano 2000, com a participação de coortes de 

estudos em países como o Argentina, Chile, Brasil México e Turquia, permitindo 

comparações internacionais (POMBO-DE- OLIVEIRA, 2009). No Brasil, em particular, o 

desenvolvimento dos RCBP, incluindo a classificação imunofenotípica das LLA vem 

melhorando os dados com estatísticas confiáveis. Em uma série de 1690 casos de LLA 

(período de 2000-2007) foi observado que as frequências de LLA-cpB são semelhantes ao que 

foram descritos no México e na Argentina com a maior incidência nas crianças com idades 

entre 3-6 anos (BERNALEZ-RIOS, et al. 2008; AZEVEDO-SILVA, 2010). Para explorar e 

testar a hipótese adrenal, foram analisados os dados de áreas endêmicas para Calazar no Brasil 

como, Bahia (Salvador), Pernambuco (Recife) e Paraiba (João Pessoa), (AZEVEDO-SILVA, 

2009) além de analisar as associações serológicas positivas para L. chagasi, como proxy da 

exposição e avaliar a diferença na frequência de LLA com ETV6/RUNX1 nas regiões 

endêmicas como Paraíba e Bahia. Os dados científicos existentes sugerem que a infecção 

desempenha um papel crítico no desenvolvimento de LLA-cpB, embora nenhum agente 

infeccioso em particular esteja diretamente implicado. 

É plausível que uma carga elevada de episódios infecciosos graves e contínuos possa 

contribuir para reduzir a taxas de LLA devido à secreção endógena de cortisol. A 

compreensão das implicações de tais doenças infecciosas em relação à leucemia aguda, com 

intensa estimulação do sistema imunológico e outras exposições ambientais de células 

linfóides, ajudaria a testar a hipótese de Schmiegelow no Brasil. Uma vez a doença 

clinicamente instalada são necessárias as investigações referentes a fatores preditivos de 

prognósticos e tratamentos adequados aos diferentes subtipos de variáveis importantes para 

sobrevida. 

Com estas evidências é muito importante diferenciar e diagnosticar precisamente as 

LLAs pediátricas. Fatores de prognóstico foram identificados e incorporados ao diagnóstico, e 

indicações terapêuticas. A estratificação de risco utilizando marcadores específicos com 

determinados fenótipos é fundamental para o sucesso do tratamento. Dessa forma abordagem 

uniforme para a estratificação de risco vem hoje. Hoje, os critérios mais utilizados são do 

National Cancer Institute (NCI) que são baseados na idade e leucometria do paciente ao 
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diagnóstico, no qual pacientes são considerados de risco padrão entre a idade 1-9 anos e 

leucometria menor que 50x109/L e pacientes caracterizados como de alto risco possuem idade 

menor do que 1 ano ou maior ou igual a 10 anos ou leucometria maior ou igual a 50x109/L 

(SMITH, et al. 1996). 

O tratamento para LLA compreende três fases: indução da remissão, intensificação ou 

consolidação e manutenção. A maioria dos medicamentos utilizados foram desenvolvidos 

antes de 1970, no entanto, suas doses e combinações foram otimizadas utilizando-se 

conhecimentos mais recentes como características biológicas dos blastos leucêmicos, além da 

resposta ao tratamento utilizando a citometria de fluxo e técnica de biologia molecular na 

identificação da doença residual mínima (DRM) resultando em uma alta taxa de sobrevida 

(STANULLA, 2009). 

 

1.2. Citometria de fluxo multiparamétrica  

A citometria de fluxo é uma metodologia direcionada à caracterização fenotípica de 

células podendo também ser utilizada para outros fins, como conteúdo de DNA, produção de 

citocinas, DRM, entre outros. Tem como fundamento a mensuração de parâmetros 

morfológicos e funcionais de células, por meio da detecção da dispersão da luz e 

fluorescência emitidas por fluorocromos ligadas à superfície ou no citoplasma dessas células, 

quando interceptadas individualmente por um laser. Estes componentes podem ser 

mensurados simultaneamente e avaliados célula a célula. Dessa forma, o uso desta ferramenta 

tem se tornado a escolha para análises multiparamétricas de populações celulares (SALES, 

2013).  

No sistema ótico do citômetro duas lentes são importantes para avaliar características 

morfológicas das células, uma de captação frontal e a outra de captação lateral, a dispersão da 

lente frontal (forward scatter – FSC) é proporcional ao tamanho das células, enquanto a 

dispersão lateral (side scatter – SSC) é usada para diferenciar populações celulares com base 

em sua granularidade intracelular. Além da dispersão de luz, também é utilizada na citometria 

a análise de moléculas através da marcação com AcMo ligados a fluorocromos em diferentes 

comprimentos de ondas (SALES, 2013). Portanto, os novos equipamentos têm configurações 

com 2-3 fontes de laser que capacitam a detecção de vários parâmetros de análises com maior 

sensibilidade e resolução.   
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Os fluorocromos absorvem uma energia luminosa em determinado comprimento de 

onda e emitem luz em um comprimento de onda maior. Assim, a cor da fluorescência 

normalmente se refere à cor da luz que um fluorocromo emite no seu mais elevado estado 

eletrônico de excitação, como por exemplo o isotiocianato de fluorescína (FITC) que possui 

espectro de luz verde. No entanto pode ocorrer sobreposição das cores emitidas, por isso é 

importante a compensação das fluorescências para evitar análise equivocada dos resultados 

(SALES, 2013).        

A imunofenotipagem é o teste inicial e mais eficiente no diagnóstico e prognóstico de 

leucemias agudas. O uso de painéis de anticorpos monoclonais (AcMo) permitem classificar 

as LLA conforme seus antígenos celulares. Em 1995, o grupo europeu EGIL propôs que a 

classificação imunofenotípica para as LLAs fosse padronizada de acordo com o perfil de 

expressão antigênico associado a linhagens e estágios de diferenciação celulares utilizados 

nos painés de AcMo (BENE, et al. 1995).  

As expressões celulares podem predizer algumas alterações moleculares e associadas à 

resposta terapêutica, doença residual mínima (DRM) e estratificação de risco do paciente 

(BENE, et al. 1995). A imunofenotipagem por citometria de fluxo tem papel fundamental no 

diagnóstico da LLA-cpB, uma vez que permite identificar o subclones celulares a partir do 

nível de expressão de alguns marcadores importantes no compartimento medular, permitindo 

também diferenciar os blastos leucêmicos de hematogônias, como observado na figura 1.1. 

sendo de grande relevância para o diagnóstico. Este perfil com distinção de fenótipos 

celulares anormais permite o seguimento do paciente para avaliação da resposta terapêutica 

(VAN LOCHEM, 2004; BENE, 2005; ALVES, et al. 2012; SEDEK, 2014).  

As hematogônias são células linfoides B normais em desenvolvimento e podem ser 

classificadas como H1, H2 e H3. As hematogônias do tipo H1 expressam um nível elevado de 

TdT, CD34, CD38 e também um nível muito elevado de CD10. Os níveis de expressão de 

CD45 e CD22 são baixos. Na fase H2 a expressão de TdT e CD34 se extingue e a expressão 

CD10 e CD22 diminui ligeiramente e os níveis de CD20, CD45 e CD38 aumentam. Já na fase 

H3 há um aumento adicional da expressão de CD20, CD45 e CD38, enquanto que a expressão 

CD10 diminui. Nas células B maduras, o antígeno CD10 desaparece, o CD38 diminui 

consideravelmente, o CD20 diminui ligeiramente, enquanto o CD22 aumenta. (LUCIO, et al. 

2001; VAM LOCHEM, 2004; SEDEK, et al. 2014). Estes perfis de expressões podem ser 

visualizados também na figura 1.1 
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Figura 1.1. Desenvolvimento de células B normais na MO. Estágios de diferenciação de hematogônias 

(H1/H2/H3) e células B maduras podem ser identificadas pelos principais marcadores na 

imunofenotipagem. Os campos cinzentos marcados com letras A-C representam espaços onde 

normalmente estas células (normais) não estariam localizadas, sendo possível identificar os blastos 

leucêmicos nesses campos. As setas mostram a direção da via de maturação nas células normais. 

(Adaptado Sedek, 2014) 
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De acordo com a linhagem celular, B ou T, aproximadamente 20% dos casos são de 

LLA de linhagem T, 75% de precursores de células B e 5% células B maduras (BENE, et al. 

1995; KEBRIAEI, 2003; BELSON, 2007).  

A LLA-cpB é uma desordem hematológica clonal que se origina a partir de uma única 

célula linfocitária e é caracterizada pelo acúmulo de blastos de fenótipo B que então 

suprimem a hematopoiese normal (PUI, 1998).  

A LLA-cpB é classificada em quatro grupos de acordo com a sequência de maturação e 

diferenciação das células B e segundo a proposta de classificação pelo Grupo Europeu para a 

caracterização imunofenotípica das leucemias agudas (EGIL) (BENE, 2005, PUI, 2008), 

como mostrado na tabela 1.2. O diagnóstico inclui a classificação morfológica e a 

classificação imunofenotípica, de acordo com a recomendação recente publicada pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) e a determinação da doença residual mínima (DRM) 

que é um marcador prognóstico altamente informativo (HARRISON, et al. 2010). Em LLA-

cpB a translocação tem sido incorporado na estratificação de risco para escolha do tratamento 

(SCHULTZ, et al. 2009; IZRAELI, 2010;) Recentemente, estudos tem mostrado importante 

avanço nas investigações genéticas, moleculares, cariótipos e anormalidades fenótipos 

prevalente na LLA-cpB (MOORMAN, 2016). 

Baseado na reatividade com antígenos presentes na superfície ou no citoplasma de 

células leucêmicas, a LLA-cpB é classificada pela expressão nos blastos leucêmicos de 

antígenos de elevada especificidade para a linhagem B e dessa forma podem ser divididas em 

quatro subtipos de acordo com o estágio de diferenciação e de acordo com a classificação 

EGIL: LLA-pró B (B-I), LLA-B comum (B-II), LLA-pré B (B-III), LLA-B madura (B-IV) 

(BENE, 2005; PUI, 2008; COBALEDA, 2009; YU, et al. 2013), como visualizado no quadro 

1.1. 

A LLA-pró B ou de acordo com a classificação EGIL B-I, é caracterizada pela ausência 

da expressão do marcador CD10 e da IgM intracitoplasmática. Presença do marcador de 

imaturidade CD34, além da marcação de CD19 e CD79a intracitoplasmático. Este subtipo 

representa cerca de 5% dos casos de LLA e é mais frequente em pacientes ≤12 meses, 

também está associado com alta incidência do rearranjo do KMT2A (r-KMT2A) o qual é um 

biomarcador de pior prognóstico (BENE, et al. 1999; SALES, 2013; EMERENCIANO, et al. 

2013).  
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A LLA-B comum ou B-II é caracterizada pela expressão do antígeno CD10 pelas 

células B anômalas, além da expressão de CD19, CD79a intracitoplasmático, CD22, TdT 

nuclear e o antígeno CD45 pode apresentar intensidade diminuída. Este subtipo é o mais 

frequente, representando a maioria dos casos de LLA-cpB, cerca de 60%. Além disso, é 

recorrente a fusão gênica ETV6-RUNX1 e a alta hiperdiploidia, que em muitos casos estão 

associados a um melhor prognóstico, chegando a 85% dos casos alcançando um longo tempo 

de remissão (BENE, 2005; YU, et al. 2013; SALES, 2013).  

A LLA pré-B ou B-III, representa aproximadamente 25% dos casos de LLA-cpB. 

Possui um perfil imunofenotípico com elevada intensidade do CD10 e do antígeno IgM 

intracitoplasmático, além disso, expressa os antígenos CD19, CD79a intracitoplasmático e 

CD22 (BENE, et al. 1999; BENE, 2005; SALES, 2013).    

A LLA-B madura ou B-IV representa 2 a 4% dos casos de LLA-cpB, é caracterizada 

pela expressão de cadeias leves de imunoglobulina na superfície da membrana (mIgM), 

ausência do marcador CD34 e presença ou ausência do antígeno CD10. Além disso, é descrita 

pela classificação da OMS como linfoma de Burkitt com translocações cromossômicas 

associadas a este. Apresenta prognóstico desfavorável, havendo elevada incidência de 

envolvimentos no SNC, resposta deficiente ao tratamento e menor sobrevida (ALVES, et al. 

2012; KEBRIAEI, 2003). 

Além da identificação do subtipo celular do clone leucêmico predominante e presença 

de subclones celulares secundários, o algoritmo de testes necessários para caracterização das 

leucemias agudas se completa com a identificação de alterações genéticas somáticas 

associadas aos diversos subtipos de leucemias. 
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Quadro 1.1: Marcadores específicos que estabelece a classificação EGIL(1995)/OMS(2008) 

dos subtipos celulares nas LLA-cpB  

 

Abreviações: Cy, citoplasma; s-superfície; os círculos indicam os eventos determinantes de cada 

estágio (Adaptado, Bene et al., 2005) 

  

1.3. Marcadores celulares e moleculares em leucemias linfoblásticas de células 

precursoras B que definem prognóstico 

A categoria de risco de um paciente pode ser modificada por fatores prognósticos 

diferentes da idade e leucometria. As propriedades biológicas específicas das células blásticas 

leucêmicas (índice de DNA entre outras anormalidades genéticas) e a resposta precoce à 

terapia fornecem informações prognósticas adicionais que são incorporadas na avaliação 

global preditiva do risco de falha do tratamento (SMITH, et al. 1996). O prognóstico 

favorável associado às células blásticas altamente hiperdiplóides (índice de DNA ≥ 1,16 

determinado por citometria de fluxo) foi visto pelo grupo alemão Berlim-Frankfurt-Munique 

(BFM), protocolos de maior notoriedade internacional que utiliza a estratificação dos 

pacientes conforme grupos de risco para ocorrência de recidiva. Independentemente da idade 

e leucometria, o paciente com alta hiperdiploidia no diagnóstico possui bom prognóstico 

(SMITH, 1996). Outros estudos observaram que as alterações cromossômicas primárias são 

marcadores genéticos de prognóstico independente, sendo assim a t(12;21)/ETV6-RUNX1 

além da alta hiperdiploidia são caracterizados como bom prognóstico e inversamente o 

rearranjo do gene KMT2A como indicador independente de pior prognóstico (MOORMAN, et 

al. 2010; EMERENCIANO, et al. 2013; MOORMAN, 2016). 

Aproximadamente 75% dos casos de LLA-cpB possuem aneuploidia ou rearranjos 

cromossômicos recorrentes. O rearranjo mais comum é a t(12;21)(p13;q22) que dá origem a 

fusão gênica ETV6-RUNX1 (SHURTLEFF, 1995). Esta fusão é detectada por hibridização 

fluorescente in situ (FISH) ou por reação em cadeia da polimerase por transcriptase reversa 
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(RT-PCR), pois se trata de alteração cromossômica críptica. Ambos os genes ETV6 e RUNX1 

são necessários para a hematopoiese normal, a fusão ETV6-RUNX1 unicamente não é capaz 

de promover a leucemogênese sendo necessário a ocorrência de eventos secundários para 

conduzir a leucemia. Tem sido observado que há uma forte correlação entre as anormalidades 

cromossômicas primárias e as aberrações secundárias. Nos casos com a fusão ETV6-RUNX1, 

foram identificadas mutações ou deleções em genes como PAX5, ETV6, BTG1, TBLXR1. 

Além disso, o perfil imunofenotípico demonstrou que a ausência ou a baixa expressão do 

marcador CD9 é um forte preditor da fusão ETV6-RUNX1. Esta fusão está associada com bom 

prognóstico apesar de muitos trabalhos estudarem relevância dessas anormalidades 

secundárias (BOROWITZ, et al. 1998; BENE, et al. 1999; WIEMELS,1999; MULLIGHAN, 

2012; BLUNCK, 2014; MOORMAN, 2016). 

A alta hiperdiploidia a qual é caracterizada por apresentar entre 51-65 cromossomos, o 

que corresponde ID ≥1,16 é reconhecida por muitos estudos como um biomarcador de bom 

prognóstico, possuindo uma excelente chance de cura em relação a outros pacientes com 

alterações já mencionadas de alto risco, portanto a identificação do fator de risco dentro deste 

subgrupo genético é prioritária. Frequentemente, o ganho cromossômico mais comum se 

caracteriza pelas adições dos cromossomos X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21. A frequência da alta 

hiperdiploidia é de aproximadamente 35% dos casos de LLA-cpB.  Controversamente ao bom 

prognóstico da alta hiperdiploidia, a near-haploidia (<30 cromossomos), a hipodiploidia (30 - 

39 cromossomos) e near-triploidia (60 - 78 cromossomos) possuem um pior prognostico estão 

classificados no subgrupo de alto risco. Ainda há um debate sobre o risco relacionado sobre o 

limite em termos de número de cromossomos, como nos casos entre 40 - 45 cromossomos ou 

índice de DNA entre 1,06 e 1,15, no qual é considerada zona cinza ou near-diploide. 

(HARRISON, et al. 2001; MOORMAN, et al.  2010; 2011; 2012; 2016; MULLIGHAN, 

2012). 

É possível utilizar metodologias diferentes para identificar anormalidades 

cromossômicas numéricas, como a citometria de fluxo, o cariótipo por bandeamento-G e 

hibridização genômica comparativa de alta resolução. Utilizando a citometria de fluxo com 

base na medição da marcação específica de DNA de células na fase G0/G1, é possível 

estabelecer parâmetro capazes de determinar os subtipos de alta diploidia (hiperdiploide), 

diploide (sem adição cromossômica) e hipodiploidia. O uso dessa metodologia é rápida dando 

uma estimativa do conteúdo do DNA sem a necessidade de estabelecimento da cultura de 

células. Dessa forma, foi mostrado que o uso da citometria para mensurar o índice DNA 

detecta com sucesso, não só clones majoritários como também os minoritários. O 
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bandeamento G por conta do crescimento da cultura de células pode selecionar erroneamente 

subclones. Sendo assim, o uso do índice de DNA por citometria de fluxo pode ser mais eficaz 

por identificar clones minoritários não detectáveis pelo bandeamento G e pela hibridação 

genômica comparativa. No entanto ainda permanece um desafio de determinar o impacto de 

prognósticos desses subclones (FRIEDMANN, 2000; NYGAARD, et al. 2006; RACHIERU-

SOURISSEAU, et al. 2010).  

As anormalidades cromossômicas, como as alterações KMT2A, t(9;22)/BCR-ABL1, 

t(17;19)/TCF3-HLF, são reconhecidamente marcadores de prognóstico de alto risco 

independentemente da idade do paciente (PIETERS, 2010; HARRISON, 2011; 

MULLIGHAN, 2012; MOORMAN, 2012a; 2016). O gene KMT2A que está localizado na 

região 11q23, geralmente sofre translocação com grandes quantidades de parceiros, no 

entanto, em 85% dos casos essas translocações com os parceiros AFF1 (AF4), MLLT1 (ENL), 

MLLT4 (AF6), MLLT3 (AF9) e MLL10 (AF10). Todas as translocações do KMT2A, bem 

como BCR-ABL1 e TCF3-HLF são facilmente detectadas por citogenética, hibridização in situ 

por fluorescência (FISH) ou por RT-PCR. A translocação KMT2A é altamente prevalente em 

crianças menores de 1 ano (80% dos pacientes nesta faixa de idade).  Além disso, como a 

identificação dessa translocação é determinante para a estratificação da terapia, o uso da 

citometria de fluxo é amplamente utilizado para sugerir a presença desses rearranjos, já que 

foi demonstrada a expressão positiva do marcador NG2 em superfície celular, este marcador 

tem sido usado para predizer a presença do KMT2A-r. Este marcador foi incorporado nos 

painéis de diagnóstico principalmente para lactentes. (EMERENCIANO, et al. 2011; 

MOORMAN, 2012a; MEYER, et al. 2013).  No entanto é essencial a confirmação de 

KMT2A-r através de técnicas de citogenética molecular.  

Cerca de 3% das LLA-cpB possuem a translocação t(1;19)(q23;p13), o que em mais de 

95% dos casos resulta na fusão de TCF3-PBX1 (também conhecido como E2A-PBX1). 

Geralmente essa fusão é observada em casos com um imunofenótipo de pré-B e pode ser 

diagnosticada por FISH ou RT-PCR. Possui associação com a recaída no SNC e um desfecho 

ruim após a primeira recaída. Essa fusão está associada a um prognóstico ruim com doses 

convencionais de quimioterapia, porém, a recente intensificação da terapia demonstrou uma 

melhora na sobrevida desses pacientes (PUI, 2008; MOORMAN, et al. 2010; 2016). O 

marcador preditivo desta alteração através de citometria de fluxo é a presença da cadeia IgM 

intra-citoplasmatico.   
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A LLA-cpB com a presença da translocação t(9;22)(q34;q11), que resulta no gene de 

fusão BCR-ABL1, foi considerada como sendo de altíssimo risco até recentemente. Com o 

advento da terapia com inibidores tirosina-quinase este grupo foi reclassificado com alto 

risco/ dependente do tratamento. A presença de BCR-ABL1 está associada à idade mais 

avançada, maior contagem de leucócitos e leucemia mais frequente no SNC ao diagnóstico. A 

proteína híbrida BCR-ABL1 é uma tirosina quinase constitutivamente ativa que 

sucessivamente ativa múltiplas vias de sinalização, aumenta a proliferação celular e desregula 

a diferenciação e adesão. Mais recentemente foi observado que pacientes que possuem o 

cromossomo Philadelphia (Ph), apresentam melhoria após tratamento com inibidor de 

tirosina quinase o que resulta na ativação do fator de transcrição BCL6, que pode influenciar 

diretamente à responsividade ao tratamento com esses agentes. Sendo assim, a fusão BCR-

ABL1 é um biomarcador preditivo para terapia dirigida por imatinib ou dasatinib (dois 

importantes inibidores de tirosina quinase) que impossibilitam diretamente o efeito 

leucemogênico da oncoproteína BCR-ABL1 gerando resultados significativamente superior 

nestes pacientes (CHAPIRO, et al. 2010; MULLIGHAN, 2012; FIELDING, et al. 2014; 

MOORMAN, 2016). Os resultados de sobrevida atualmente atingem patamares de 75% de 

sobrevida livre de doença em 4 anos de seguimento (BIONDI, A.; CAZZANIGA, G., 2013).  

Nos últimos anos, a amplificação intra cromossômica do cromossomo 21 (iAMP21) 

tornou-se desafio para comunidade cientifica por esta associado a recaídas precoces. Ocorre 

em 2% dos casos e foi originalmente diagnosticada utilizando a técnica do FISH, como um 

ganho de pelo menos três cópias do gene RUNX localizado em 21q22.12. Pacientes tratados 

como risco padrão apresentam uma taxa de recaída muito alta (>80%), mas que esta é 

significativamente reduzida (<20%) quando os pacientes são tratados intensivamente com 

UKALL2003 (regime C). O tratamento correto para este marcador e para tantos outros podem 

diminuir o risco de recidiva, por isso a necessidade de se identificar rapidamente ao 

diagnóstico esses biomarcadores (ROBINSON, et al. 2007; HARRISON, et al. 2010; 

MOORMAN, et al. 2010; 2016).  

Atualmente, com mais de 70% dos pacientes com LLA-cpB apresentam uma 

anormalidade genética, os resultados de identificação das principais anomalias citogenéticas 

recorrentes foram incorporadas nas classificações de riscos conforme mostra a Tabela 1.2. 

No entanto, aproximadamente 30% dos pacientes sem uma dessas anormalidades são 

categorizadas como B-others. Desvendar o panorama genético desse subgrupo tem sido o foco 
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principal de esforços de pesquisa nos últimos anos, afim de definir e avaliar possíveis 

marcadores dentro deste grupo.  

 

Tabela 1.1: Variáveis importantes para estratificação de risco em LLA-cpB 

Abreviações:  BRV= baixo risco verdadeiro; BRi=intermediário; NCI= National Cancer Institut; AR= 

Alto risco verdadeiro; v*, variável verdadeira independente. M1 aspirado de medula óssea;  

Comunicação pessoal: encontro international BFM 2014 

 

 

1.4. Desafio de identificação de marcadores fenótipos na era genômica 

 

As correlações entre imunofenótipo-genótipo foram bem estabelecidos através dos 

amplos painéis de anticorpos utilizados na caracterização celular das leucemias de modo 

geral. Talvez um marco mais impactante tenha sido o trabalho do Hrusak que demonstrou as 

diferenças de expressões antigênicas celulares fortemente associadas aos principais subtipos 

citogenéticos de LLA-cpB (HRUSAK, 2002).   

A predição de algumas alterações pela expressão de determinados marcadores, como 

por exemplo o CD25, também conhecido como receptor α de interleucina 2 (IL2Rα) é 

expresso em diferentes malignidades linfoides e vem sendo incluído em casos de LLA-cpB. 

Foi visto que a expressão desse marcador foi significantemente mais alta em casos de BCR-

ABL1 positivos sugerindo que o CD25 poderia ser um possível marcador substituto para 

identificação da presença dessa alteração através de técnicas citogenética-moleculares 

(OWAIDAH, et al. 2008).  

 

 Baixo Risco (NCI) Alto Risco (NCI) LLA - Ph⁺ Lactentes 

Idade (anos) ≥ 1 -  < 9,9 ≥ 10 - 18 V* ≤ 12 meses 

Leucometria < 50 x 10ᵌ ≥  50 x 10ᵌ V ≥50.000*ᵛ 

SNC (-3) não não –ᵛ –ᵛ 

Sub-grupos 

Citogenéticos 

Hiperdiploidia; ETV6 - 

RUNX1 

Hipoploidia;Tetra 

Hiperdiploidia, 

AFF1-KMT2A,  BCR-ABL1 

 

BCR-ABL₁ r-KMT2A 

DRM - Sub-

grupos 
BRV BRi AR ARV 

Dois grupos são iguais 

ARV ARV 

D8 morfologia 

(SP) < 1000 > 1000 < 1000 ≥ 1000 < 1000 ≥ 1000 

D15 (MO - CF= 

0,1%) 

M₁ < 

0,01 

M₁/ M₂ ≥ 0,01 

< 10 

M₁/ M₂ < 10 - 

> 01 ≥ 10 > 0,1 - < 10 ≥ 10 

D35 < 0,1 ≥ 0,1 < 10         
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Outra molécula bastante estudada é o CD66c, também chamado de CEACAM6, 

antígeno KOR-SA3544 e NCA 90/50 é expresso apenas em granulócitos e seus precursores 

na hematopoese normal. É um marcador mielóide, porém é observada uma expressão 

aberrante em LLA-cpB. Em um estudo foi visto que todos os casos BCR-ABL1 positivos 

foram também positivos para a marcação do CD66c e CD25 com   sensibilidade de 100% e 

especificidade de 87% (OWAIDAH, et al. 2008).  

Foi observado um número imenso de micro deleções que afetam os genes nas principais 

vias, incluindo a diferenciação linfoide, o ciclo celular e a proliferação. Muitos estudos estão 

avaliando o papel das alterações no número de cópias (CNA) como biomarcadores de 

prognóstico, estas são alterações secundárias, subclonais e podem ser adquiridas, perdidas ou 

enriquecidas entre o diagnóstico e a recaída. Além disso, esses estudos também dão foco ao 

perfil de expressão gênica, o qual tem sido usado para definir subgrupos citogenéticos e ao 

mesmo tempo identificar novos subgrupos de pacientes (MULLIGHAN, et al. 2007; 

MOORMAN, 2016). 

As deleções de IKZF1 (IKAROS Family zinc finger 1) ocorrem em cerca de 15% dos 

pacientes de LLA-cpB, mas são mais prevalentes entre pacientes com BCR-ABL1 ocorrendo 

em mais de 50% desse subgrupo (MULLIGHAN, et al. 2008; VAN DER VEER, et al. 2014; 

MOORMAN, 2016). A deleção de IKZF1 tem sido relacionada a fatores de pior prognóstico 

como idade avançada, alta leucometria e DRM persistente e pacientes com Síndrome de 

Down (SD) (BUITENKAMP, et al. 2012; SCHWAB, et al. 2013;). Inicialmente foi sugerido 

que pacientes com deleção de IKZF1 tivessem um prognóstico ruim, entretanto, estudos mais 

recentes mostraram que as deleções envolvendo esse gene eram de prognóstico desfavorável 

entre pacientes de alto risco, ou seja, pacientes com idade superior a 10 anos e alta 

leucometria de acordo com o NCI. Além disso, estudos descobriram que a presença da 

deleção de IKZF1 não anula o prognóstico associado a outras anormalidades genéticas que 

possuem baixo risco, como a fusão ETV6-RUNX1 por exemplo (MULLIGHAN, et al. 2009a; 

ENSHAEL, et al. 2013; MOORMAN, et al. 2013). No entanto, no contexto de BCR-ABL1, 

parece que as deleções de IKZF1 possuem um prognóstico ruim mesmo quando esses 

pacientes são tratados com regimes contendo imatinib (VAN DER VEER, et al. 2014). 

Portanto, é provável que anormalidades secundárias também tenham um resultado 

desfavorável secundário, em vez de ser um importante biomarcador prognóstico 

independente. 
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Outra anormalidade secundária foi observada em estudos recentes dentro do subgrupo 

das B-others, caracterizada por uma deleção monoalélica do gene ERG.  A frequência é 10-

15% dentre as B-others. Estes pacientes têm um resultado excelente de mais de 90% de 

sobrevida em cinco anos apesar de terem uma incidência muito elevada de deleções de IKZF1 

(cerca de 40%) (HARVEY, et al. 2010a; CLAPPIER, et al. 2014). 

Entre todas as anormalidades presentes em LLA-cpB, possível visualizar a frequências 

das mesmas na figura 1.2, a superexpressão e os rearranjos envolvendo o gene CRLF2 

ocorrem em até 50% dos casos de BCR-ABL1 like e cerca de 6% dos pacientes de LLA-cpB, 

assim a definição de alterações de ativação de quinase neste subgrupo de BCR-ABL1 like é 

importante para identificação e tratamentos desses pacientes (HARVEY, et al. 2010b; PUI, et 

al. 2011; MULLIGHAN, 2012).   

 

 

Figura 1.2. Frequência estimada dos genótipos específicos em LLA. Anormalidades genéticas em 

LLA-cpB com exceção da cor lilás que representam as alterações específicas presentes no grupo de 

LLA-T. A superexpressão do CRLF2 ocorre em 6% de todos os casos de LLA-cpB.  (Adaptado Pui, et 

al. 2011)   
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1.5. Superexpressão CRLF2 

Dentre as novas anormalidades identificadas em LLA-cpB, foi descrita uma expressão 

aumentada do gene CRLF2 sem a presença de alterações genéticas mais recorrentes (este 

subgrupo denominado B-others, aqui será denominado a partir deste ponto como LLA-cpB 

negativo) e somando a isto tem sido observado ausência dessa expressão nos outros grupos com 

alterações genéticas mais frequentes (RUSSELL, et al. 2009; YODA, et al. 2010).  

O gene CRLF2 está localizado na região pseudoautossómica (PAR1) dos cromossomos 

sexuais Xp22.3 / Yp11.3.  O CRLF2 ou também chamado de thymic stromal lymphopoietin 

receptor (TSLPR), é membro da superfamília do receptor de hematopoietina, forma um 

receptor heterodimérico com a cadeia alfa do receptor de Interleucina 7 (IL- 7Rα) ou CD127, 

para a citocina TSLP. Na presença do ligante TSLP há ativação da JAK1 e JAK2 e STAT 5 

que está envolvido na ativação de células dendríticas, estimulando respostas inflamatórias de 

TH2 (Figura 1.3) (MULLIGHAN, et al. 2009b; RUSSELL, et al. 2009; COLLINS-

UNDERWOOD, 2010; SHOCHAT, et al. 2011). Citocinas, incluindo IL7 e TSLP são 

importantes reguladores de desenvolvimento linfoide normal e, portanto, pode influenciar a 

proliferação e /ou sobrevida de células de LLA (SIMS, et al. 2000; LEONARD, 2001; 

MILLER, et al. 2002).   

Recentemente a mutação no IL-7R (ou CD127) tem sido identificado tanto em LLA-

cpB, como em LLA-T, incluindo casos de alterações/superexpressão envolvendo o CRLF2 

(SHOCHAT, et al. 2011; ZENATTI, et al. 2011). A IL-7 é uma proteína reguladora 

imunitária pleiotrópica e a expressão de IL7-Rα é fortemente regulada durante o 

desenvolvimento linfoide (CORCORAN, et al. 1996; TAL, et al. 2014). É expressa em todas 

as fases do desenvolvimento das células T, com exceção de células T ativadas (TAL, et al. 

2014). O IL-7R heterodimeriza quer com IL-2Rγ para formar um receptor para IL-7 ou com 

CRLF2 no receptor para TSLP (NOGUCHI, et al. 1993; LIU, 2007). A transdução de sinal 

através tanto do complexo IL-7R como do CRLF2 resulta na ativação de STAT5 e 

subsequente proliferação celular (NOSAKA, et al. 1999; SATO, et al. 2001; ISAKSEN, et al. 

2002).  
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Figura 1.3. Vias de sinalizações e aberrações em IL7-Rα e CRLF2. (A) O ligante TSLP induz a 

dimerização do receptor CRLF2 com IL-7Rα. (B) Mutações que introduzem cisteína no domínio 

transmembranar foram encontradas em IL7RA e CRLF2. Estas mutações permitem a 

homodimerização de IL7RA ou CRLF2 resultando também em sinalização constitutiva (adaptado Tal, 

2014). 
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Os rearranjos envolvendo o CRLF2 resultam na expressão gênica aumentada do gene 

por mecanismos ainda desconhecidos, como translocação cromossómica críptica, que justapõe 

CRLF2 ao locus enhancer da cadeia pesada da imunoglobulina (IGH) ocasionando em 

IGH@-CRLF2 ou uma deleção intersticial de parte da região PAR1 resultando em P2RY8-

CRLF2 (RUSSELL, et al. 2009; CARIO, et al. 2010; YODA, et al. 2010; MOORMAN, et al. 

2012b). A deleção envolvendo P2RY8 são geralmente mais comuns que a translocação IGH 

(CARIO, et al. 2010; DYER, et al. 2010; HERTBERG, et al. 2010; ENSOR, et al. 2011). No 

entanto, pacientes que não possuem estas alterações podem mesmo assim apresentar a 

expressão aberrante do gene CRLF2. Sugere-se que na maioria dos casos de LLA-cpB com a 

superexpressão gênica do CRLF2 ocorre mutações de ganho de função em um componente do 

complexo de sinalização TSLP, como mutação em JAK2 e menos comum em JAK1 e a 

substituição da cisteína em IL-7Rα que promove a homodimerização ou a heterodimerização 

constitutiva com CRLF2. Outros mecanismos que conduzem a uma expressão elevada de 

CRLF2 são a presença de cópias adicionais do locus CRLF2 ou uma rara mutação pontual no 

códon 232 (F232C) (RUSSELL, et al. 2009; YODA, et al. 2010; CARIO, et al. 2010; 

CHAPIRO, et al. 2010; ENSOR, et al. 2011; SCHOCHAT, et al. 2011; MOORMAN, 2012a).  
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

Conforme a revisão de literatura, a LLA-cpB é uma doença heterogênea e em 70% dos 

casos pode ser caracterizada por apresentar alterações citogenéticas-genômicas recorrentes 

com prognóstico bem definidos. No entanto ainda há um subgrupo de aproximadamente 30% 

dos casos que se destaca por não apresentar nenhuma das alterações capazes de justificar 

medidas para estratificação de risco denominadas como LLA-cpB negativo e temporariamente 

incluídas na categoria de risco intermediário. Para este subgrupo, a tecnologia molecular, 

como micro-arranjos e sequenciamento de nova geração (NGS) demonstraram que alguns 

destes pacientes têm um perfil de expressão semelhante a LLA-cpB com BCR-ABL1, 

denominado de BCR-ABL1-like. Tem sido observado que até 50% desses pacientes BCR-

ABL1-like possuem alterações/expressão aumentada do gene CRLF2.  

O CRLF2 foi descrito pela primeira vez por RUSSEL, et al, 2009, e por ainda ter sido 

pouco explorado, existe algumas inconsistências de resultados em relação ao seu valor 

prognóstico. Alguns estudos sugerem que a expressão aumentada de CRLF2 é um marcador 

de prognóstico desfavorável enquanto outros sugerem que o CRLF2 não é um marcador 

relevante no contexto de estratificação de risco, como em relação a proporção desses 

pacientes que exibem essa alta expressão que pode variar de 4,7-62% (CARIO, et al. 2010; 

HARVEY, et al. 2010b; ENSOR, et al. 2011; ATTARBASCHI, et al. 2012; BUITENKAMP, 

et al. 2012; VAN DER VEER, et al. 2013). Muitos trabalhos identificaram que mais de 50% 

de pacientes com SD possuem expressão gênica aumentada do CRLF2 ou rearranjos 

envolvendo este gene (MULLIGHAN, et al. 2009b; BUITENKAMP, et al. 2012b). Esses 

pacientes sofrem mais com os efeitos de toxicidade ao tratamento, assim é importante estudar 

melhor esses pacientes já que essa expressão aumentada do CRLF2 também tem sido estudada 

como um possível marcador para alvo terapêutico com tirosina quinase. Sugere-se que a 

expressão aumentada do CRLF2 ocorre em pacientes sem nenhuma das alterações mais 

frequentes frequentemente vistas em LLA-cpB, tais como ETV6-RUNX1, r-KMT2A, TCF3-

PBX1, BCR-ABL1. (RUSSELL, et al. 2009; YODA, et al. 2010).  

A expressão de CRLF2 pode ser aumentada por mutações de ganho de função no 

próprio CRLF2 (CHAPIRO, et al. 2010), bem como no IL7-Rα que forma um heterodímero 

com o CRLF2. (SHOCHAT, et al. 2011). Para compreender melhor os marcadores 

envolvidos na alta expressão do CRLF2, optamos por verificar também a expressão celular do 

CD127, sendo o receptor envolvido juntamente com o CRLF2 e ativando vias importantes, 

como JAK/STAT. Vários estudos utilizaram diferentes critérios de inclusão dos casos 
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analisados e técnicas, como o RT-qPCR ou citogenética molecular para detectar a expressão 

gênica, no entanto não há definições padronizadas entre estudos. Diante disso, a identificação 

e a associação da expressão gênica (pela técnica RT-qPCR) e celular é de grande importância 

já que CFM é uma metodologia bastante utilizado para identificação e classificação dos 

diferentes subtipos da LLA-cpB além de identificar a expressão celular de vários marcadores 

imunofenótipicos que tem a capacidade de refletir ou predizer as características genotípicas 

dentro deste grupo de leucemia. O desafio, portanto, é propor um conjunto de testes de baixo 

custo e de fácil manuseio que sejam capazes de identificar com segurança entre LLA-cpB 

negativos aqueles pacientes com alta expressão celular em CRLF2.  

A técnica CFM é uma ferramenta de extrema importância no diagnóstico de LLA, na 

identificação de DRM, na identificação de clones celulares secundários e na avaliação dos 

marcadores que são alvos terapêuticos. As detecções das alterações gênicas por micro-

arranjos ou por NGS ainda são de alto custo, são testes que podem ser demorados quanto aos 

resultados, e podem ter resultados equivocados devido a escassez de material genômico 

adequados. Portanto, a optimização da CFM na identificação de expressão celular de alguns 

antígenos de membrana, correspondentes ao status gênico, é extremamente relevante.  

Para melhor consolidar o uso de CFM, é necessário validar o modelo preditivo do 

CRLF2 associado com diversas alterações genéticas, como ETV6-RUNX1, KMT2A, E2A-

PBX1, BCR-ABL1 incluindo alterações em ploidia (através de índice de DNA).  

Apesar das altas taxas de cura em LLA-cpB ainda há um grupo de aproximadamente 

20% desses pacientes que possuem falha ao tratamento e consequentemente recorrência de 

recaída. Além disso pacientes sobreviventes muitas vezes sofrem com graves toxicidades, 

principalmente pacientes com SD, sendo assim é necessário identificar importantes 

biomarcadores que podem servir de fatores de prognóstico e estratificar diferentes grupos de 

risco para o melhor tratamento (SCHRAPPE, et al. 2000; JIA, et al. 2015).  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

• Estabelecer um algoritmo de testes combinados imunofenotípicos e moleculares 

capazes de predizer o status do CRLF2 em amostras de crianças com LLA-cpB. 

 

3.2. Objetivos específicos 

• Testar um painel de anticorpos monoclonais através de citometria de fluxo 

multiparamétrica, incluindo CD66c e CD127 e identificar os casos de LLA-cpB com 

expressão celular diferencial do CRLF2 na superfície celular; 

• Avaliar o índice de DNA das amostras de LLA-cpB, correlacionar a expressão do 

CRLF2 e/ou as alterações genéticas mais frequentes associadas aos diferentes níveis 

de ploidia celular; 

• Correlacionar a expressão do gene CRLF2 com seus níveis de expressão proteica e 

diferentes perfis imunofenotípicos de células precursoras B.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Desenho de estudo 

Foram incluídas no estudo, as amostras com diagnóstico de LLA-cpB enviados para o 

Programa de pesquisa Hematologia-Oncologia Pediátrico (PHOP) na Coordenação de 

Pesquisas no Instituto Nacional de Câncer (INCA), Rio de Janeiro, entre o período de 2014-

2016, para complementação e confirmação diagnóstica imuno-molecular. 

As instituições que colaboram com este estudo são na maioria dos casos procedentes da 

região Centro-Oeste - Goiás e Mato Grosso do Sul (42,2%), do Nordeste - Alagoas, Bahia, 

Paraíba e Pernambuco (32%), do Sudeste -  Rio de Janeiro e São Paulo (17,2%) e da região 

Sul - Santa Catarina e Rio Grande do Sul (8,6%) conforme listado em anexo 9.1.  

As amostras de MO e/ou SP para caracterização imunofenotípica-molecular foram 

submetidas inicialmente as análises de imunofenotipagem através da citometria de fluxo 

multiparamétrica conforme os protocolos já bem estabelecidos vigentes (BENE, 2005; 

IKOMA, 2014). Uma vez no laboratório do PHOP o processamento destas amostras foram 

direcionados para os principais testes moleculares. Estas amostras foram enviadas juntamente 

com as informações demográficas e clínicos de cada paciente, bem como os resultados da 

imunofenotipagem de laboratórios locais.   

Todas as informações pessoais foram mantidas em sigilo e utilizadas apenas pelos 

investigadores envolvidos no estudo.  

Uma demonstração esquemática com as etapas do estudo foi sumarizada no fluxograma 

da Figura 4.1. Concomitantemente os testes moleculares para a identificação das principais 

alterações moleculares em LLA-cpB foram feitos a partir do RT-PCR para avaliação 

qualitativa das mesmas e assim para a caracterização completa das amostras e dessa forma 

foram utilizados neste estudo para correlação com as expressões celulares do CRLF2. 
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Figura 4.1. Fluxograma dos procedimentos laboratoriais realizados no estudo de acordo com os 

critérios de inclusão. Abreviações: RT-qPCR, PCR quantitativo em tempo real;   

 

4.2. Casuística 

Essas amostras são procedentes dos centros de tratamento oncológico situadas em 

cidades de 4 regiões brasileiras (nordeste, sudeste, centro-oeste e sul) e que colaboram com 

nosso grupo.  

As variáveis relevantes para o estudo foram: idade ao diagnóstico; sexo; etnia; uso 

prévio de corticoides (ou tratamento quimioterápico); leucometria; percentual de blastos; 

presença ou não de síndrome genética e informações clínicas sobre recaída no qual foram 

também obtidas a partir do preenchimento de uma ficha de cadastro do paciente (anexo 9.2) 

Critérios de inclusão: Foram incluídas amostras de MO e/ou SP de pacientes com idade 

inferior a 18 anos com diagnóstico de LLA-cpB; estar em conformidade com os 

procedimentos de coleta de amostra em tubo vacutainer com anticoagulante EDTA; amostras 

apresentando ≥20% de blastos; Amostra de SD.  

Critérios de exclusão: Casos previamente tratados com cordicoide (> 3 dias) antes do 

diagnóstico. Pacientes em recaídas cujas amostras do diagnóstico que não foram enviadas ao 
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PHOP. Casos de leucemias com diagnósticos inconclusivos ou LLA-T, ou de origem 

mieloide.   

4.3. Ética  

Todas as Instituições que colaboram com nosso grupo recolheram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado pelos pais ou representantes legais da 

criança (anexo 9.4). Este trabalho faz parte de um estudo denominado “Estudos multi-

institucional das leucemias infantis (EMILI): contribuição dos marcadores imuno-moleculares 

na distinção de seus subtipos e de fatores de riscos etiopatogênicos”. O projeto foi 

devidamente aprovado dentro da Plataforma Brasil pelo comitê de ética em pesquisa (CEP) do 

INCA e pela comissão nacional de ética em pesquisa (CONEP) no dia 25/01/2016. 

Certificado de Apresentação para Apreciação Ética (CAAE): 33243214.7.0000.5274.   

 

4.4. Métodos 

4.4.1 Marcação imunofenotípica  

Para caracterização imunofenotípica das leucemias agudas foram utilizados AcMo 

marcados com até 6 fluorocromos por tubo: isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina 

(PE), complexo-piridina-clorofil-proteína cianina (PerCP-Cy5.5), ficoeritrina- cianina 7 (PE-

Cy7), aloficocianina (APC) e aloficocianina hilite 7 (APC-H7). Os anticorpos utilizados 

foram adquiridos dos fabricantes Becton-Dickinson (BD) (Nova Jersey, EUA), Dako 

(Glostrup, Dinamarca) e Exbio (Vestec, República Checa). Os anticorpos CRLF2-APC (clone 

1F11/TSLPR) e CD127-PE (clone HIL-7R-M21) foram utilizados da marca BD. A 

metodologia de marcação está descrita abaixo.  

Para a marcação utilizando anticorpos de membrana foram utilizadas 50µL das amostras 

frescas de MO ou SP, incubadas por 20 minutos, com quantidade pré-estabelecida através da 

titulação de cada anticorpo (1µL e 2µL por teste para o CRLF2 e CD127 respectivamente), à 

temperatura ambiente (TA) e protegidos da luz. Em seguida, adicionou-se 2mL da solução de 

lise FACS Lysing Solution® (BD) diluída 1:10 em água Milli-Q e incubou-se por 10 minutos 

à TA. As células foram centrifugadas (Jouan C422, rotor fixo) a 1500 rotações por minuto 

(rpm) por 5 min, o sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 2mL de solução tampão 

fosfato salino (PBS) 1X (Ph =7,4). As amostras foram centrifugadas novamente, o PBS 

descartado e o pellet foi ressuspendido em 200µL de PBS. Como mostrado no fluxograma, foi 
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feito inicialmente o painel da triagem para identificar a presença de LLA-cpB e 

posteriormente foi feito o painel completo para caracterizar o subtipo dessa leucemia (Tabela 

4.1).  

Tabela 4.1: Painéis para caracterização das LLA-cpB no estudo 

 

Abreviações: MPO, Mieloperoxidase; Cy, citoplasmático; Nu, Nuclear; IgM, Imunoglobulina M.    

 

Para a caracterização da LLA-cpB alguns AcMo intracitoplasmáticos são importantes, 

como a marcação do CD79a, MPO, CD22 e IgM, sendo com um painel completo com 21 

AcMo conforme a tabela 4.2. Para a marcação intracitoplamástica foi utilizado o protocolo 

semelhante ao descrito anteriormente no entanto, na segunda centrifugação, o sobrenadante 

foi descartado e o tubo foi mantido invertido em uma gaze para secar todo o volume residual. 

Posteriormente o pellet foi ressuspendido em 50µL de PBS/Tween20 0,5% para permeabilizar 

a membrana celular, e esta solução foi homogeneizada e incubada por 5 minutos. Em seguida, 

os anticorpos para antígenos intracelulares foram acrescentados em combinações de acordo 

com o fluorocromo conjugado, as amostras foram vortexadas e incubadas por mais 15 

minutos. Para lavagem das células, foi acrescentado 2mL de Tween20 0,1%, centrifugadas a 

1500rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet resuspendido em 200uL de PBS.  
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Tabela 4.2: Anticorpos monoclonais para caracterização das leucemias linfoblásticas de 

células precursoras B.  
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4.4.2. Processamento da amostra 

Inicialmente de congelamento celular as amostras de MO e/ou SP foram depositadas em 

tubos falcon de 15mL onde acrescentou-se solução de lise de hemácias RBC na proporção 

três vezes o volume da amostra com incubação por 15 minutos, posterior centrifugação a 

1500rpm por 5 minutos, descarte do sobrenadante e as células foram ressuspensas em até 5mL 

de solução de lise RBC. Novamente, a amostra foi centrifugada a 1500rpm por 5 minutos, o 

sobrenadante desprezado e ressuspendido em PBS + soro fetal bovino (SFB) 5% (SIGMA). A 

amostra foi centrifugada a 1500rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e 

ressuspendido em PBS + SFB 5% de acordo com o pellet.  

Após essa fase, foi feita a contagem celular através do microscópio óptico, utilizando-se 

a câmara de Neubauer com células diluídas em azul de trypan 0,2% para avaliação de 

viabilidade celular. De acordo com contagem e com a viabilidade são separadas 10x106células 

para ser colocado em Trizol para posteriormente avaliação molecular e o restante 

ressuspendido em solução de congelamento gelada SFB/Dimetilsufóxido (DMSO) 10%. 

Essas amostras foram mantidas no freezer de -80ºC, para isto foi utilizado o Mr. Frosty 

(Thermo Fisher Scientic) para o congelamento gradativo das amostras no criotubo. 

 

4.4.3. Descongelamento das células em DMSO 

Foram descongeladas 38 amostras, nesse processo foi separado e nomeado os tubos 

falcon 15mL contendo 10mL de meio RPMI-1640 (Sigma) + 20% de Soro Fetal Bovino 

(SFB) (Sigma) a 37ºC. Posteriormente o criotubo é retirado do freezer -80ºC e transferido 

para o banho maria a 37ºC por alguns segundos até descongelamento parcial da amostra. Esta 

é transferida para o falcon contendo RPMI + SFB e homogeneizado gentilmente. 

Subsequentemente centrifugou-se a suspensão por 1200rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi 

desprezado e ressuspendido 1 a 3 mL de PBS + SFB5% de acordo com o pellet. 

Posteriormente avaliou-se a viabilidade e contagem das células em câmara de Neubauer e azul 

de trypan 0,2%. Utilizou-se um volume aproximado de 80µL da suspensão, contendo 1x106 

células para realizar a marcação com os AcMo para antígenos presentes no estudo.  
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4.4.4. Aquisição e análise das amostras por citometria de fluxo 

As aquisições das amostras foram feitas no citômetro de fluxo BD FACSCanto II TM, 

usando o programa BD FACSDivaTM v8.0.1. Foi utilizado beads (Cytometer Setup and 

Tracking Beads – BD Biosciences – San Jose – USA) validado pelo grupo Euroflow para a 

setagem diária e monitoramento da estabilidade para todos os parâmetros. Além disso, 

também foi realizado posteriormente ao CSeT o controle diário com as beads para verificar o 

limite de detecção dos fluorocromos para a maior sensibilidade dos sinais (valores de acordo 

com o fabricante e validado Euroflow) e ajustável a partir das voltagens de cada fluorocromo. 

També, foi realizada a compensação utilizando-se sangue periférico e BD CompBeads (cat. 

51-90-9001229, BD Biosciences) (KALINA, et al. 2012). As análises das amostras foram 

feitas com auxílio do programa InfinicytTM (Cytognos – Salamanca – Espanha), de onde 

foram gerados os dados analisados (Figura 4.1), como porcentagem e a intensidade mediana 

de fluorescência de eventos positivos para cada marcador. Inicialmente as células viáveis 

foram definidas no dotplot FCS x SSC. Utilizou-se então dot plot CD45 x SSC para delimitar 

a área específica dos blastos, este dot plot discrimina as células blásticas leucêmicas que se 

localizam na região de baixa complexidade, com intensidade moderada a negativa do CD45. 

Os linfócitos apresentam intensidade forte do CD45, os precursores eritróides são 

essencialmente negativos para CD45, os monócitos apresentam maior complexidade interna e 

intensidade forte do CD45 e os granulócitos possuem alta complexidade, com intensidade 

moderada do CD45 (CRAIG & FOON, 2008).   Em seguida o dotplot CD19 x SSC foi 

utilizado para definir a população de blastos linfoides de linhagem B (representado em rosa), 

a população de linfoides maduros foi representado em azul (Figura 4.2a).  
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A 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

Figura 4.2: Esquema de análise para avaliação de CRLF2 e CD127. (A) Células viáveis definidas no 

primeiro dotplot de FSC x SSC. Populações de leucócitos definidas pela complexidade interna e 

marcação para CD45 (CD45 x SSC) e os blastos linfóides de linhagem B definidas pela marcação para 
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CD45 e CD19.  (B) Expressão dos antígenos CRLF2 e CD127 em blastos leucêmicos e linfócitos. Os 

linfócitos foram usados como controles negativos para marcação do CRLF2 enquanto para o CD127 

foi usado o tubo não marcado. No histograma do CRLF2, em azul são os linfócitos e em rosa os 

blastos positivos para o CRLF2. No histograma abaixo em cinza são células do tubo não marcado e em 

azul claro os blastos positivos para o CD127. 

 

Para avaliação dos marcadores CRLF2 e CD127 os resultados foram expressos em 

porcentual de células positivas e em intensidade mediana de fluorescência (IMF) das células 

positivas. Para linfócitos maduros foram utilizados como controle negativo, enquanto que 

para o CD127 foi utilizado o tubo de células não marcadas (como observado na figura 4.2b). 

Para descartar o background de marcação foi realizada a subtração do valor IMF dos 

marcadores CRLF2 e CD127 pela IMF dos linfócitos e do controle negativo, respectivamente. 

As expressões celulares dos antígenos foram determinadas como alta, intermediária ou baixa 

de acordo com a distribuição dos percentis ou perfil de expressão, após avaliação de 

distribuição de frequência. As análises desses marcadores também foram feitas através do 

programa Infinicyt (BD).  

4.4.5. Citometria de fluxo para análise da ploidia celular 

 A citometria de fluxo também foi utilizada para determinação da ploidia celular através 

do índice de DNA. O resultado da quantidade de DNA foi apresentado em histogramas 

(Figura 4.3), onde foram utilizadas amostras frescas de SP EDTA de doadores saudáveis para 

identificar um pico diploide na fase G0/G1 e as amostras frescas de SP ou MO EDTA de 

pacientes para identificar a presença da aneuplodia na mesma fase.  

Para o preparo de 40mL do tampão de iodeto de propídeo (PI), foi utilizado 136µL de 

Tris-HCl a 1,0M pH 7,6, 400µL de NaCl a 1,0M, 40µL de NP40, 112µL de RNAse a 

5mg/mL e 2,0mg de PI (VINDELOV, 1990).  

As amostras de doadores e de pacientes foram separadas em 2x105 céls/mL após a 

utilização do contador celular CELM CC 530 (Barueri, SP) e posteriormente utilizou-se 1mL 

de FacsLysing da BD diluída 1:10 em água milli-Q nas amostras e incubou-se por 10 min. 

Após esse tempo as amostras foram centrifugadas em 1500rpm por 5 min e subsequentemente 

descartado o sobrenadante e resuspendido em 2mL de solução PBS 1x e novamente 

centrifugado nas mesmas condições. Ao terminar, foi descartado o sobrenadante e 
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cuidadosamente a última gota foi descartada sobre uma gaze para retirar o máximo de PBS. 

Ao final foram adicionados 400µL da solução (mencionada acima) para cada tubo e o 

material prontamente adquirido no citômetro.  

A aquisição foi feita no citômetro FACSCanto II, utilizando-se o programa FACSDiva e 

a análise foi feita no programa Summit versão 4.3 (DAKO). A análise foi feita a partir do 

dotplot FSC-A x SSC-A no qual foram identificados os blastos e linfócitos, posteriormente foi 

utilizado dotplot PI-A x PI-H para identificar a fase GO/G1. Através do histograma é possível 

quantificar essa análise. Foram adquiridos 10.000 mil eventos no gate de interesse. O índice 

de DNA foi calculado através da razão entre a mediana do conteúdo de DNA em GO/G1 dos 

blastos dos pacientes leucêmicos e de células de doadores (controle). Foi identificada 

aneuploidia quando o índice de DNA foi menor que 0,96 (hipodiploidia) ou maior que 1,15 

(altamente hiperdiploide). Na faixa entre 1,06-1,15 é considerado “zona cinza” ou near-

diploide.  

Os casos que foram elegíveis para este estudo tiveram que obter na caracterização da 

imunofenotipagem mais de 30% de blastos para evitar falso-negativo do teste e o percentual 

de coeficiente de variação (CV) < 5 no pico G0/G1.   
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Figura 4.3. Análise do índice de DNA. (A) Análise de uma amostra representativa de células de 

doadores saudáveis. O gate feito no dotplot FSC-A x SSC-A identifica a região de blastos e linfócitos, 

posteriormente é visualizada essa mesma população no dotplot de acordo com a área e altura (PI-A x 

PI-H) para identificar a fase G0/G1, com essa fase já identificada foi realizada a análise através do 

histograma (quantificar os resultados). (B) Análise de uma amostra representativa de paciente 

aneuploide. Foram utilizadas as mesmas condições de análise sendo possível visualizar através do 

dotplot PI-A x PI-H duas populações na fase GO/G1. O gate posteriormente utilizado para a 

visualização em histograma, mostra dois picos, sendo o primeiro uma população diploide (R3) e a 

outra uma população aneuploide (R5).  
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4.4.6. Extração de RNA 

Anteriormente à essa etapa, fez-se a lise de hemácias nas amostras em questão visto no 

tópico 4.4.2. Após a obtenção do pellet com 10x106 células, acrescentou-se 1000µL de Trizol 

ao pellet sendo então armazenado no freezer -80ºC até a utilização. Para a extração de RNA 

destas amostras foi utilizado o protocolo descrito pelo fabricante do reagente Trizol 

(Invitrogen). Foram adicionados 200µl de clorofórmio, pipetou-se vigorosamente por alguns 

segundos e incubou-se por 3 minutos à temperatura ambiente. Depois as amostras foram 

centrifugadas a 12000rpm por 15 minutos à 4ºC. Após a centrifugação, retirou-se a fase de 

cima (transparente) que é onde está o RNA com cuidado para evitar contaminação por 

proteínas e DNA, e transferiu-se para um tubo novo de 1,5mL. A esse tubo novo com a 

solução contendo RNA adicionaram-se 500µl de álcool isopropílico e foi incubado por 30 

min à temperatura ambiente. Depois se centrifugou a 12000 rpm por 10 minutos à 4ºC e 

posteriormente o sobrenadante foi descartado por inversão até secá-lo totalmente. 

Ressuspendeu-se com 20µL de H2O DEPC. Pipetou-se para homogeneizar e incubou-se por 

10 minutos a 60ºC.  

O RNA extraído foi quantificado utilizando-se o espectrofotômetro (NanoDrop 1000) 

no programa específico para a quantificação de RNA. O fator de diluição foi ajustado e a 

unidade de concentração utilizada foi µg/µL, as absorbâncias utilizadas foram de 260/280nm. 

Utilizou-se 1µL de RNA e a concentração do RNA foi dada automaticamente pelo aparelho. 

Após a quantificação, o RNA foi conservado a –80ºC até o seu uso nas reações de síntese de 

cDNA. 

 

4.4.7. Tratamento com DNAse e transcrição de RNA em cDNA 

O tratamento com DNAse seguiu o protocolo do fabricante (BioLabs) no qual utilizou-

se a concentração de 3µg de RNA. Em um microtubo 0,2mL foi pipetado o RNA, sendo que o 

volume final desta solução tem que ser 7,5µl, assim, quando foi necessário, acrescentou-se 

água DEPC. Acrescentou-se 1µL de Buffer 10x e 1,5 µL de DNAse. Deixou-se na bancada à 

temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente adicionou-se 1µl EDTA (25mM) e 

incubou-se à 75ºC por 10 min. Subsequentemente o material foi resfriado no gelo por 1minuto 

e dado uma rápida centrifugação (spin). Após esse procedimento foi iniciada a síntese de 

cDNA.   
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 O protocolo de síntese de cDNA segue o ensaio comercial da Invitrogen. Acrescentou-

se 1µL de Oligo dT e 1µL de dNTP (10Mm). Incubou-se a 65ºC por 5 minutos, 

posteriormente as amostras foram rapidamente passadas no gelo e dado um spin. Adicionou-

se 4µL de tampão 5x, 2µL de DTT e 1µL de SuperScript II e para finalizar foi incubado a 

42ºC por 50 minutos e depois a 70ºC por 15 minutos. Após a síntese, os cDNAs foram 

testados através de PCR para verificar a expressão do gene constitutivo GAPDH.  

 

4.4.8. Reação em cadeia da polimerase por transcriptase-reversa gene GAPDH 

Para testar a integridade dos cDNAs, realizou-se uma reação de RT-PCR (Reação em 

cadeia da polimerase por transcriptase-reversa) para verificar a amplificação do gene 

constitutivo GAPDH. As condições da reação foram: 20µL de volume final; 3,5µL de cDNA; 

dNTP 0,2mM; tampão para PCR 10X; MgCl2 2,5mM; 0,2µM de oligonucleotídeos (Senso – 

5’ TGACCCCTTCATTGACCTCA 3’ e Anti-senso – 5’ AGTCCTTCCACGATACCAAA 

3’); uma unidade da enzima Taq polimerase (Invitrogen - Califórnia, EUA) e H2O estéril para 

completar o volume. Os ciclos e as temperaturas da reação foram: desnaturação inicial à 94ºC 

por 1 minuto.; 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos; anelamento a 55ºC por 30 

segundos; extensão a 68ºC por 1 minuto; extensão final a 68ºC por 3 minutos. Os transcritos 

amplificados foram visualizados através de gel de agarose corado com GelRed. Na figura 4.4, 

pode-se observar que o caso 5 não amplificou, o cDNA não foi considerado íntegro e dessa 

forma não foi utilizada para os testes posteriores.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4. Gel de agarose revelando PCR do gene GAPDH em amostras de pacientes de LLA-cpB. O 

controle negativo (CN) é uma alíquota de água e a amostra 5 foi a única que não amplificou.  
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4.4.9. Reação em cadeia da polimerase para teste de amplificação do gene CRLF2  

A sequência dos oligonucleotídeos do CRLF2 utilizada foi de acordo com CHIARETTI, 

et al. 2016 sendo a seguinte:  Senso – 5’ ATACCCAAGCGACTGGTCAGA 3’ e Anti-senso 

– 5’ GGGAGGCGTTGGTGTCTCT 3’. 

Foi realizada padronização das condições ideais para realização da técnica de PCR para 

verificar a amplificação do CRLF2, como temperatura de anelamento e ciclagem. A 

padronização final foi a seguinte: para o volume final de 25 µL; 2 µL de cDNA; 0,5 µL de 

dNTP de concentração final 10mM; 0,5µL dos oligonucleotídeos; Buffer PCR 10X; 1 µL de 

MgCl2; 0,2 µL da enzima Taq polimerase. Os ciclos e as temperaturas da reação foram: 

desnaturação inicial 94ºC por 1 minuto; temperatura de desnaturação 94ºC por 30 segundos; 

temperatura de anelamento 55ºC por 30 segundos; temperatura de extensão 68ºC por 1 

minuto; e depois de 40 ciclos uma extensão final a 68ºC por 3 minutos. A revelação da reação 

de PCR foi feita através de gel agarose 1,5g corado com GelRed.  

 

4.4.10. Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

A expressão gênica do CRLF2 foi testada através da reação de RT-qPCR no 

equipamento Viia7 (Applied Biosystems, Walthan, MA, USA) e calculada com auxílio do 

software v.1.1 ExpressionSuite (Thermo Fisher, Carlsbad, Califórnia, USA). Foram realizadas 

49 amostras e todas testadas em triplicata e os valores quantitativos foram expressos 

utilizando-se a média do ∆Ct (Figura 4.5). As amostras foram avaliadas pelo valor de ∆Ct, 

sendo adotado o limite de até 0,2 do ∆Ct entre as triplicatas. Além disso também foi avaliado 

a Curva de Melt, para CRLF2 ficou em aproximadamente 83ºC e para o GAPDH 85ºC. O 

valor utilizado para a identificar a expressão foi através da subtração da média dos valores 

∆CT do CRLF2 pelo GAPDH e posteriormente 1/∆CT.  

Para o volume final de 15µL para cada reação foram utilizados 7,5µL do corante SYBR 

green (Applied Biosystems, Foster City, CA); 0,75 µL dos oligonucleotídeos (GAPDH ou 

CRLF2); 1,5µL do cDNA e H2O para completar o volume. As condições da reação foram de 

acordo como descrito por CHIARETTI, et al. 2016. Um ciclo de 50ºC por 2 minutos, 1 ciclo 

de 95ºC por 10 minutos, 1 ciclo de 95ºC por 15 segundos, um ciclo de 60ºC por 1 minuto, em 

um total de 40 ciclos.  
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Figura 4.5: O plot de amplificação do CRLF2 e GAPDH. Para definir a expressão gênica foi utilizada 

as médias do ∆Ct, sendo que entre as triplicatas o limite de variação foi de até 0,2. Em azul o gene 

CRLF2 e em vermelho o gene GAPDH.  

 

4.4.11. Análise estatística 

Foi feita a análise exploratória e descritiva inicial dos dados para avaliação de 

diferenças na distribuição de subgrupos de pacientes de acordo com a faixa etária, subtipo 

imunofenotípico (CD10-, CD10+), ter ou não SD. As variáveis estudadas apresentaram 

distribuição assimétrica, assim, utilizaram-se testes não paramétricos. Para a avaliação da 

distribuição das variáveis categóricas foram aplicados os testes Exato de Fisher e Qui-

Quadrado. Para a comparação de variáveis continuas utilizou-se o teste não paramétrico de 

Mann-Whitney (comparação de dois grupos) ou Kruskal wallis (mais de dois grupos). Para 

correlação não paramétrica entre os dados foi utilizado o teste de Spearman e para análise não 

paramétrico com teste pareado entre as amostras de diagnóstico e recaída foi utilizado o teste 

Wilcoxon.  

Para as análises utilizou-se software PRISM (PRISM, Graphpad, La Jolla, CA, USA). 

Para todos os testes foi considerado o nível mínimo de significância de 5% (p < 0,05).  
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5. RESULTADOS 

5.1. Características clínico-demográficas das amostras 

No período de estudo (2014-2016), uma série de 151 amostras foram incluídas para 

análises, conforme a figura 5.1. Dentre essas amostras, 32 foram excluídas por não 

conformidade, como ≥ 3 dias de colhido, baixa viabilidade celular (<50%) e/ou colhida em 

heparina, 138 (91,4%) foram selecionadas para o estudo, incluindo 5 casos de LLA-cpB em 

crianças com SD (Figura 5.1).  

 

Figura 5.1: Representação esquemática dos casos do estudo. Dentre os 151 casos, 13 casos foram 

excluídos por ausência de blastos, baixa viabilidade e marcação inespecífica. Cento e trinta e oitos 

amostras foram utilizadas no presente estudo, sendo 128 casos ao diagnóstico, incluindo 5 casos de 

SD. Além de 10 amostras de recaídas sequenciais. 

 

As características demográficas e clínicas estão enumeradas na tabela 5.1. A média de 

idade foi de 6,2 anos (0,1 – 17 anos). Foi observado discreto predomínio do sexo masculino e 

de cor da pele não branca. Em relação ao subtipo celular, os casos mais frequentes eram LLA-

cpB comum (com CD10 +). Foram analisadas 81 (58,7%) amostras quanto ao índice de DNA, 

como proxy para categorizar os casos hiperdiploides (≥1,16), principalmente nos casos que 

não foram realizados estudos citogenéticos (bandeamente G). As alterações citogenético-

moleculares mais frequentes nos casos são hiperdiploidia (26%); ETV6-RUNX1 (9,5%); 

TCF3-PBX1 (2%); KMT2A (5,3%) e BCR-ABL1 (2,0%).  

Casos com todos os principais testes citogenéticos negativos foram denominadas como 

LLA-cpB negativos. Os cinco casos de SD com LLA-cpB tem as mesmas características das 
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demais LLA-cpB sem SD com maior frequência de casos dentro do grupo de risco padrão 

(baixo risco).  

Tabela 5.1: Características clínico-demográficos dos casos ao diagnóstico 

 

Abreviações: * Não foram obtidas informações em todos os casos. ** Neste item foram ilustrados 

apenas os casos que apresentaram as alterações cromossômicas mais recorrentes. São considerados 

casos LLA-cpB negativos, aqueles com resultados negativos para todas as outras alterações citogenéticas; 

os casos não classificados são aqueles que não foram possíveis realizar o teste de uma ou mais 

alterações citogenéticos moleculares acima. SD, síndrome de Down; NCI, National Cancer Institute.  

Variáveis
Casos totais ao diagnóstico            

n(%)

LLA-cpB SD                     

n (%)

128 (100) 5 (100)

Idade (meses)

0-12 5 (3,9) 0 (0)

13-120 99 (77,3) 5(100)

> 120 24 (18,8) 0 (0)

Sexo

Masculino 73 (57) 3 (60)

Feminino 55 (43) 2 (40)

Cor da pele*

Branca 57 (44,5) 3 (60)

Não-branca 67 (52,3) 1 (20)

Não informado 4 (3,2) 1 (20)

Leucometria (x10
6
/L)

≤ 50.000 99 (77,3) 4 (80)

> 50.000 29 (22,7) 1 (20)

EGIL*

B-I (Pró- B) 15 (11,7) 0 (0)

B-II (B-comum) 91 (71,1) 5 (100)

B-III (Pré-B) 15 (11,7) 0 (0)

Não informado 7 (5,5) 0 (0)

Alterações recorrentes**

Altamente Hiperdiploide ≥1,16 19 (14,8) 1 (20)

ETV6-RUNX1 10 (7,8) 0 (0)

E2A-PBX1 2 (1,6) 0 (0)

KMT2A 5 (3,9) 0 (0)

BCR-ABL1 1 (0,8) 0 (0)

LLA-cpB 
negativos

26 (20,3) 1 (20)

Não classificados 65 (50,8)

Classificação de risco NCI

Alto 48 (37,5) 1 (20)

Padrão 80 (62,5) 4 (80)
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As recaídas foram analisadas de acordo com a marcação imunofenotípica dos anticorpos 

CRLF2 e CD127 ao diagnóstico. As características clínico-laboratoriais estão enumeradas na 

tabela 5.2. A média de idade foi de 12,3 anos (1 – 17 anos). Predomínio no subtipo LLA-B 

comum (50%) e alto risco de acordo com o NCI (80%). Foi identificado um caso (10%) com 

o rearranjo KMT2A e um caso (10%) com a fusão TCF3-PBX1.  A média de duração entre o 

diagnóstico e a recaída foi de 1,9 anos (1 – 4 anos).   

 

Tabela 5.2: Características clínico-demográficas das amostras de recaída. 

 

Abreviações: As alterações citogenética-molecular foram realizadas para ETV6-RNX1, KMT2A, 

TCF3-PBX1, BCR-ABL1 e índice de DNA. Não foi realizado o teste para alterações citogenética-

molecular no caso 9. *Não foi realizado o teste para o rearranjo KMT2A. ∆Não foi realizado o índice 

de DNA.  No caso 9 foi realizado o índice de DNA apenas na recaída sendo analisado como diploide.    

 

5.2. Análises de imunofenotipagem para CRLF2 e perfil de expressão celular  

As análises de expressão celular da molécula CRLF2 foram realizadas nas 138 amostras 

do estudo, incluindo os casos com SD e as recaídas. Foram incluídos todos os casos de LLA-

cpB, com e sem alterações citogenética-molecular recorrentes. Inicialmente a avaliação do 

CRLF2 consistiu em estabelecer os valores correspondentes aos níveis de cutoff entre os 

percentuais e IMF conforme ilustrado na figura 5.2. Embora já seja convencionado que o 

cutoff de 20% de células marcadas positivamente defina os padrões de leucemias (BENE, et 

al. 1995; WANT, et al. 2010), foi observado que o CRLF2 apresenta diferentes perfis de 

Casos

Idade 

(anos) na 

recaída

Duração entre 

diagnóstico e 

recaída (anos)

Subtipo 

EGIL

Alteração 

citogenética-

molecular ao 

diagnóstico

Alteração 

citogenética-

molecular na 

recaída

NCI ao 

diagnóstico
Localização

Leucometria 

x10
6
 ao 

diagnóstico

Leucometria 

x10
6 

na 

recaída

1 16 3 B-II ETV6-RUNX1 Ausente Alto Risco MO 37.000 2.000

2 12 4 B-II Ausente*
∆

Ausente
∆ Alto Risco MO 74.000 142.500

3 1 2 B-I KMT2A KMT2A Alto Risco MO 102.000 33.800

4 7 1 B-II Ausente
∆ Ausente Risco padrão MO 28.300 4.900

5 12 1 B-I Ausente
∆ Ausente* Alto Risco MO 53.500 10.700

6 9 2 B-II ETV6-RUNX1
∆ Ausente* Risco padrão MO 47.400 16.800

7 16 2 B-II Ausente
∆

Ausente
∆ Alto Risco MO 5.300 5.600

8 16 2 B-II Ausente
∆ Ausente Alto Risco MO 127.000 83.000

9 17 1 B-I Não realizado Não realizado Alto Risco MO 82.000 43.900

10 17 1 B-III TCF3-PBX1
∆ TCF3-PBX1 Alto Risco MO 20.140 1.820
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expressão (Figura 5.3). Dessa forma, foram definidos casos fortemente positivos, 

moderadamente positivos e negativos (Figura 5.3a), essa análise foi utilizada para definir 

grupos com diferentes níveis de expressão do CRLF2, que serão descritos a frente (Figura 5.3 

e Tabela 5.2). Os casos com baixa expressão (nomeados no histograma abaixo como 

negativo) representam percentual abaixo de 20%. Observamos que 21 casos possuem esse 

perfil de expressão, mas que possuem IMF intermediária ou alta.  

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2: Esquema de análise do CRLF2 através de dotplot com CD45xCD19. A marcação foi 

visualizada em região de células viáveis definidas previamente. Em azul os linfócitos (utilizados como 

controle negativo) e em lilás os blastos leucêmicos. A IMF dos blastos leucêmicos foi mensurada a 

partir das células positivas mostrados em linhas pontilhadas no histograma. 
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A  

  

B  

  

Figura 5.3: Perfil de expressão dos casos analisados para o CRLF2. (A) histogramas representativos 

com a expressão de CRLF2 em blastos linfoides e a marcação negativa para CRLF2 em linfócitos 

nomeados como fortemente positivo, moderadamente positivo e negativo. (B) Histogramas 

representativos dos casos com percentual baixo para CRLF2. Entre esses casos que possuem um 

percentual baixo são observados aqueles que possuem IMF também baixos (primeiro histograma a 

direita), que possuem uma IMF intermediária (histograma do meio) e aqueles que possuem um clone 

minoritário com alta IMF (mostrado no último histograma a direita). Em lilás os blastos leucêmicos e 

em azul os linfócitos utilizados como controle negativo. 

% IMF
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Blastos
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% IMF

1,4 541
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5.2.1. Distribuição de frequência do percentual e intensidade mediana de 

fluorescência do CRLF2 

A distribuição de frequência (percentual e IMF) dos casos marcados para o CRLF2 

pode ser visto na Figura 5.4. Observou-se que o perfil de expressão em relação ao percentual 

de células marcadas é muito heterogêneo com mediana 3,5% (0,07% - 99,7%). Nessa 

distribuição foi possível visualizar 3 grupos distintos de expressão celular categorizados 

como, percentual baixo (<20%), percentual intermediário (≥20% e <70%) e percentual alto 

(≥70%), conforme visto na figura 5.4a. Esta definição de cutoff foi utilizada em todas análises 

posteriores. Nesta série de casos, a maioria (85,2%) possuem percentual baixo de células 

marcadas para CRLF2.  

Quanto a distribuição de frequência dos casos em relação a IMF conforme mostra a 

Figura 5.3b. Verificou-se que a mediana de expressão foi 1.015, com variação de 226 a 6.677. 

Nesta análise de IMF utilizamos os valores de percentis para categorizar essas expressões: 

menor que 75 percentil (< 1.480) foi considerado como baixa expressão; ≥ 75 percentil e 

menor que 90 percentil (≥1.480 e <2.438) foi considerada expressão intermediária; valor igual 

ou acima de 90 percentil (≥ 2.438) foi considerada expressão alta (Figura 5.4c).  
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Figura 5.4. Distribuição de frequência do CRLF2 em blastos leucêmicos de LLA-cpB. (A) A 

distribuição em relação ao percentual, foi possível dividir a expressão em baixa, intermediária e alta. 

(B) A distribuição em relação ao IMF de células positivas para o CRLF2 foi dividida através dos 

percentis em baixa, intermediário e alta expressão em relação ao IMF.  (C) Valores categóricos de 

acordo os percentis para a IMF. As barras horizontais nos boxplots representam mediana, valores 

mínimo e máximo. P-valor calculado pelo teste Kruskal-Wallis. 

 

5.2.2. Perfil de expressão celular do CRLF2 de acordo com o percentual e a 

intensidade mediana de fluorescência nas variáveis clínico-demográficas 

Realizou-se o teste de Mann Whitney e Qui-Quadrado, para verificar o perfil de 

expressão celular em relação às variáveis idade (meses), sexo, etnia, leucometria, 

classificação de risco preditivo. Inicialmente foram comparados dois grupos de cada variável 
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(idade, sexo, dor da pele, classificação de risco e leucometria) de acordo com o percentual 

(Figura 5.5) e IMF (Figura 5.6) do CRLF2.  

Posteriormente foi realizado a análise para o percentual, dividido entre baixo percentual 

(<20%), percentual intermediário (≥20 e <70%) e percentual alto (≥70%), mostrou valor 

estatístico na variável idade, no qual foi possível observar que aproximadamente 20% dos 

pacientes maiores de 10 anos possuem um percentual de expressão mais alto (≥70%). Foi 

observado também um maior número de casos (63,6%) com alto risco entre o grupo com 

percentual alto de CRLF2 (≥70%), resultado bem diferente dos grupos com percentual baixo e 

intermediário nesse grupo de risco. Apesar desse aumento, não foi observada diferença 

estatística significante, assim como nas outras variáveis (leucometria, sexo e cor da pele) 

analisadas (Tabela 5.3). Também foi realizado o mesmo teste para verificar o perfil de 

expressão do CRLF2 a partir da IMF (Tabela 5.4). Foi encontrada uma tendência de aumento 

no número de pacientes com idade acima de 10 anos no grupo com IMF alta, conforme 

também visto em relação ao percentual, apesar de não ter tido significância estatística. Em 

relação a leucometria, risco preditivo, sexo e cor da pele, não houve nenhuma diferença 

estatística.  
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Figura 5.5: Análise do percentual do CRLF2 de acordo com as variáveis idade em meses (A), sexo 

(B), cor da pele (C), classificação de risco (D) e leucometria x106 (E). As barras horizontais nos 

boxplots representam mediana, valores mínimo e máximo. P-valor calculado pelo teste Kruskal-

Wallis. 

P= 0,3501 P= 0,9348 

P= 0,6644 P= 0,7064 

P= 0,2793 
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Figura 5.6: Análise da IMF do CRLF2 de acordo com as variáveis idade em meses (A), sexo (B), cor 

da pele (C), classificação de risco (D) e leucometria (x106) (E). As barras horizontais nos boxplots 

representam mediana, valores mínimo e máximo. P-valor calculado pelo teste Kruskal-Wallis. 
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Tabela 5.3: Comparação das variáveis clínico-demográficas de acordo com o perfil de 

expressão celular em percentual do CRLF2 

 

*Informação não obtida em 4 casos. A análise foi feita a partir dos 124 casos com informação 

disponível. Análise estatística efetuada através do teste do Qui-Quadrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variáveis n (%)
<20%          

n(%) 

≥20% e <70% 

n(%)

≥70%             

n(%)
P valor

Nº de pacientes 128 (100) 109 (85,2) 8 (6,2) 11 (8,6)

Idade (meses) 0,0482

0-120 104 (81,2) 92 (84,4) 6 (75) 6 (54,6)

>120 24 (18,8) 17 (15,6) 2 (25) 5(45,4)

Sexo 0,5676

Masculino 73 (57) 61 (56) 6 (75) 6 (54,5)

Feminino 55 (43) 48 (44) 2 (25) 5 (45,5)

Cor da pele* 0,9845

Branca 57 (44,5) 49 (44,9) 3 (37,5) 5 (45,4)

Não branca 67 (52,3) 57 (52,3) 4 (50) 6 (54,5)

Leucometria 0,7373

< 50.000 99 (77,3) 84 (77,1) 7 (87,5) 8 (72,7)

≥ 50.000 29 (22,7) 25 (22,9) 1 (12,5) 3 (27,3)

Classificação NCI 0,1712

Alto risco 48 (37,5) 38 (34,9) 3 (37,5) 7 (63,6)

Risco padrão 80 (62,5) 71 (65,1) 5 (62,5) 4 (36,4)



 

48 

 

Tabela 5.4: Comparação das variáveis clínico-demográficas de acordo com o perfil de 

expressão celular em IMF do CRLF2 

 

*Informação não obtida em 4 casos, a análise foi feita a partir dos 124 casos com informação 

disponível. Análise estatística efetuada através do teste do Qui-Quadrado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variáveis n (%)
<1.480   

n(%) 

≥1.480 e <2.438  

n(%)

≥2.438          

n(%)
P valor

Nº de pacientes 128 (100) 96 (75) 20 (15,6) 12 (9,4)

Idade (meses) 0,0566

0-120 104 (81,2) 82 (86,5) 15 (75) 7 (58,3)

>120 24 (18,8) 14 (13,5) 5 (25) 5 (41,7)

Sexo 0,8427

Masculino 73 (57) 56 (58,3) 11 (55) 6 (50)

Feminino 55 (43) 40 (41,7) 9 (45) 6 (50)

Cor da pele* 0,7984

Branca 57 (44,5) 44 (46,8) 9 (47,4) 4 (36,4)

Não branca 67 (52,3) 50 (53,2) 10 (52,6) 7 (63,6)

Leucometria 0,2042

< 50.000 99 (77,3) 75 (78,1) 13 (65) 11 (91,7)

≥ 50.000 29 (22,7) 21 (21,9) 7 (35) 1 (8,3)

Classificação NCI 0,4021

Alto risco 48 (37,5) 33 (34,4) 10 (50) 5 (41,7)

Risco padrão 80 (62,5) 63 (65,6) 10 (50) 7 (58,3)
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5.2.3. Correlação entre o percentual e a intensidade mediana de fluorescência 

Verificou-se a correlação estatisticamente significante entre o percentual e a IMF do 

CRLF2 (Figura 5.7), tendo sido encontrada p=0,0365, no entanto, o valor de r=0,1850 

demonstra correlação fraca. Observou-se que 29 (22,7%) casos apresentaram valores de 

percentual e IMF discrepantes (percentual alto e IMF baixo ou percentual baixo e IMF alto).  

 

Figura 5.7: Correlação entre o percentual e a IMF do CRLF2. Para esta análise foi utilizado o teste 

Spearman, mostrando baixa correlação entre as duas variáveis.  

 

5.2.4. Expressão celular e os subtipos maturativos 

Realizou-se os testes comparativos entre os subtipos maturativos de LLA-cpB, com a 

finalidade de verificar alguma associação entre possíveis níveis de expressão celular do 

CRLF2 e os estágios maturativos da LLA-cpB. Foram excluídos sete casos porque não foram 

completamente caracterizados com painel de anticorpos que definem os subtipos. Quinze 

casos (12,4%) foram caracterizados como LLA-pró B (B-I), 91 casos (75,2%) como LLA-B 

comum (B-II) e 15 casos (12,4%) como LLA-pré B (B-III).  

Foi observada diferença estatística quando avaliado o percentual de células positivas 

para o CRLF2 (p=0,0237) entre o subtipo LLA-pró B (B-I) e LLA-pré B (B-III) (Figura 5.8a). 

Observou-se que no grupo B-I a mediana de expressão foi de 1,2% (0,1-4,8%) e no grupo B-

II, a mediana foi 3,8% (0,07-97%), já o subtipo B-III apresentou uma mediana de 6,7% (0,4-

99,7%). Não foi observado nenhuma associação significativa entre eles (p=0,8037) (Figura 

5.8b). A mediana da IMF dentre os casos de B-I foi 917,0 (226-2.709), a mediana dos casos 

B-II foi 1.046 (227,6-3.700) e já nos casos de B-III foi 863,2 (252,8-6.578). A tabela 5.5 
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mostra os diferentes níveis de percentual e a tabela 5.6 mostra em relação a IMF entre os 

subtipos analisados de acordo com o boxplots vistos abaixo.   

Nas tabelas abaixo (tabela 5.5 e 5.6) semelhantemente pode ser observado que no grupo 

com subtipo Pré-B (B-III) apresentam um maior percentual de casos (26,6% e 20% 

respectivamente) entre os grupos com alto percentual e alta IMF do CRLF2.  

   

A                                                                           B 

                                                               

 

 

 

 

 

 

Figura 5.8: Perfil de expressão de células positivas para o CRLF2 em subtipos de LLA-cpB. As barras 

horizontais nos boxplots representam mediana, valores mínimo e máximo. P-valor calculado pelo teste 

Kruskal-Wallis. (A) Em relação ao percentual houve diferença estatística entre subtipos Pró-B (B-I) e 

Pré-B (B-III) (*p=0,0237) (B) Não houve associação estatística quando avaliada a IMF entre os 

subtipos de LLA-cpB. 

 

Tabela 5.5: Perfil de expressão do CRLF2 em LLA-cpB de acordo com percentual entre os subtipos 

maturativos 

 

 

 

Subtipos n (%)
<20%          

n(%) 

≥20% e <70% 

n(%)

≥70%             

n(%)

B-I 15 (12,4) 15 (100) 0 (0) 0 (0)

B-II 91 (75,2) 78 (85,7) 6 (6,6) 7 (7,7)

B-III 15 (12,4) 10 (66,7) 1 (6,7) 4 (26,6)

Total 121 (100) 103 (85,1) 7 (5,8) 11 (9,1)
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Tabela 5.6: Perfil de expressão do CRLF2 em LLA-cpB de acordo com a IMF entre os subtipos 

maturativos 

 

 

 

5.2.5. Avaliação imunofenotípica do CD66c com a expressão diferencial do CRLF2 

A expressão na superfície do marcador CD66c foi realizada em 67 pacientes, utilizando 

o mesmo protocolo de marcação mencionado anteriormente. Foi utilizado o cutoff de 20% de 

marcação em células leucêmicas para definir a positividade do marcador. Foi identificado os 

casos positivos e negativos para o CD66c e posteriormente avaliado o perfil de expressão 

(percentual e IMF) do CRLF2 nesses casos (Figura 5.9). A média do percentual de expressão 

do CRLF2 nos casos positivos para o CD66c foi de 19,1% (0,9-99,7) e nos casos negativos 

para CD66c foi 9,7% (0,9-83,1). Em relação a IMF da expressão do CRLF2 nos casos 

positivos para a molécula CD66c foi 1.575 (534-6.578) e nos casos negativos foi 1.199 

(227,6-3.644).  

A                                                                          B  

 

 

 

 

 

 Figura 5.9: Perfil de expressão do CRLF2 nos casos com percentual positivo e negativo do 

CD66c. (A) Percentual de expressão da molécula CRLF2 nos casos positivos e negativos do CD66c, p 

valor =0,6878. (B) IMF do CRLF2 nos casos positivos e negativos para CD66c, P valor =0,3307. As 

Subtipos n (%)
<1.480       

n(%) 

≥1.480 e <2.438  

n(%)

≥2.438             

n(%)

B-I 15 (12,4) 12 (80) 2 (13,3) 1 (6,7)

B-II 91 (75,2) 68 (74,7) 15 (16,5) 8 (8,8)

B-III 15 (12,4) 10 (66,7) 2 (13,3) 3 (20)

Total 121 (100) 90 (74,4) 19 (15,7) 12 (9,9)
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barras horizontais apresentam média com 95% de intervalo de confiança. P-valor calculado pelo teste 

Mann Whitney test. 

Não foi observado associação da marcação do CD66c com a expressão diferencial do 

CRLF2 quando observados nos diferentes perfis de marcação (baixo, intermediário e alto) 

tanto em relação ao percentual, quanto em IMF (Tabela 5.7 e Tabela 5.8). No entanto pode ser 

verificado que 71,4% dos casos com alta expressão (percentual e IMF) do CRLF2 possuem a 

marcação positiva (≥20%) do CD66c.  

 

Tabela 5.7: Marcação do CD66c em baixo, intermediário e alto percentual de expressão do 

CRLF2 

 

 

Tabela 5.8: Marcação do CD66c em baixo, intermediário e alto IMF de expressão do CRLF2 

 

 

 

 

 

Percentual n (%)
CD66c + 

n(%)

CD66c - 

n(%)
P valor

0,3284

Baixo 56 (83,5) 27 (48,2) 29 (51,8)

Intermediário 4 (6) 3 (75) 1 (25)

Alto 7 (10,5) 5 (71,4) 2 (28,6)

Total 67 (100) 35 (52,2) 32 (47,8)

IMF n (%)
CD66c + 

n(%)

CD66c - 

n(%)
P valor

0,4558

Baixo 48 (71,6) 25 (52,1) 23 (47,9)

Intermediário 12 (17,9) 5 (41,7) 7 (58,3)

Alto 7 (10,5) 5 (71,4) 2 (28,6)

Total 67 (100) 35 (52,2) 32 (47,8)
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5.2.6. Análises da expressão celular de CRLF2 de acordo com subtipo de leucemia 

linfoblástica aguda de células precursoras B com alterações fundadoras da 

leucemogênese 

As principais alterações fundadoras que definem os subtipos preditivos de LLA-cpB, 

ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, r-KMT2A, BCR-ABL1 e alta hiperdiploidia, foram analisadas de 

acordo com valores de percentual e IMF da marcação com o CRLF2 (Figura 5.10a). Os casos 

cujo valores de ploidia avaliado por índice de DNA (81 amostras, sendo 73 casos analisados 

ao diagnóstico), cujos índices de DNA ≥1,16 foram categorizados como hiperdiploides. A 

maioria dos casos possuem baixo percentual de expressão do CRLF2, no entanto foram 

encontrados 2 (10,5%) casos que possuem a superexpressão do CRLF2 (>70%). Não foi 

possível analisar os casos com E2A-PBX1 e BCR-ABL1, pois a positividade foi apenas 

encontrada em 2 e 1 caso, respectivamente. 

Verificou-se que os casos com a fusão ETV6-RUNX1 apresentaram uma expressão mais 

baixa (mediana 0,95%) (p=0,0298); Os casos com o rearranjo KMT2A tiveram uma expressão 

menor do CRLF2 (mediana 1,4%), no entanto, não houve valor estatístico.  

Quando os casos foram analisados em relação a ter ou não a presença das alterações 

(ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, KMT2 e BCR-ABL1) foi encontrado um valor estatístico 

significante (*p=0,0221) no qual foi observado que os casos com alguma das alterações 

mencionadas acima possuíam um menor percentual de células marcadas (mediana 1,4%) 

quando comparados com os casos sem essas alterações (mediana 5,5) (Figura 5.10b).  A 

tabela 5.9 mostra mais claramente que pacientes com as alterações ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, 

KMT2 e BCR-ABL1 possuem baixo percentual de células marcadas para o CRLF2 e para os 

casos altamente hiperdiploide (≥1,16), 16 (84,2%) casos possuem baixo percentual, no 

entanto 1 (5,2%) possuem expressão intermediária e 2 (10,5%) possuem percentual alto ≥ 

70%.  
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A                                                                      B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.10: Comparação do percentual de células positivas para o CRLF2 em casos com a presença e 

ausência de alterações moleculares mais frequentes. (A) Os casos foram estatisticamente significantes 

quando comparados entre os casos com a presença e ausência ETV6-RUNX1 (*p=0,0298). (B) Perfil 

de expressão de células positivas para o CRLF2 em casos com ausência e presença das alterações 

ETV6-RUNX1. E2A-PBX1, KMT2 e BCR-ABL1 (*p=0,0221). As barras horizontais nos Box plots 

representam mediana, valores mínimo e máximo; p-valor calculado pelo teste de Mann Whitney. 

 

Tabela 5.9: Presença das alterações moleculares mais frequentes em LLA-cpB de acordo com o 

percentual de expressão de CRLF2  

 

 

 

Foram realizados os mesmos testes para analisar a IMF de células positivas para o 

CRLF2 na presença e ausência das alterações moleculares mais frequentes de LLA-cpB 

(Figura 5.11). Não foi observada nenhuma diferença estatística entre eles.  

Alterações moleculares
n (%)

<20%      

n (%)

≥20% e <70% 

n (%)

≥70%         

n (%)        

ETV6-RUNX1 10 (27) 10 (100) 0 (0) 0 (0)

E2A-PBX1 2 (5,5) 2 (100) 0 (0) 0 (0)

KMT2A 5 (13,5) 5 (100) 0 (0) 0 (0)

BCR-ABL1 1 (2,7) 1 (100) 0 (0) 0 (0)

Hiperdiploidia 19 (51,3) 16 (84,2) 1 (5,3) 2 (10,5)
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Figura 5.11: Comparação da IMF de células positivas para o CRLF2 em casos com a presença ou 

ausência das alterações moleculares e índice de DNA. Não houve nenhuma diferença estatística. As 

barras horizontais nos Boxplots representam mediana, valores mínimo e máximo; p-valor calculado 

pelo teste de Mann Whitney. 

Nesta série de casos não foi possível obter análises de cariótipo em todas as amostras, 

estas, no entanto, foram avaliadas através de índice de DNA, utilizado como uma proxy para 

avaliação da ploidia nesses casos. Sendo assim foi realizado o índice de DNA em 81 amostras, 

sendo 73 casos. Foi avaliado o índice de DNA em relação aos dados clínicos dos pacientes 

(tabela 5.10). Não foi possível realizar o teste estatístico para as alterações moleculares por 

conta do número de casos positivos para estas alterações, nos 7 casos ETV6-RUNX1, foi 

observado 4 casos diploides e 3 casos near-diploide, 1 caso foi positivo para E2A-PBX1, 

sendo caracterizado como diploide, nos 5 casos com o rearranjo do KMT2A foi observado 2 

casos diploides e 3 casos near-diploide, em um caso positivo para BCR-ABL1 foi identificado 

índice de DNA altamente hiperdiploide. 
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Tabela 5.10: Características clínico-demográficas nos casos com identificação da ploidia 

 

*Informação não obtida em 1 caso, análise foi feita em 72 casos com informação disponível. ** Não 

foram possíveis a identificação do subtipo em 5 casos, análise feita em 68 casos. Análise estatística 

efetuada através do teste do Qui-Quadrado.  

 

5.2.7. Expressão celular do CRLF2 em leucemia linfoblástica aguda de células 

precursoras B nas crianças com Síndrome de Down  

Nos 5 casos de LLA-cpB em crianças com SD, 40% apresentaram maiores valores nos 

níveis de expressão celular de CRLF2, porém, pelo baixo número de casos não foi possível 

gerar poder estatístico para comparação com os casos de LLA-cpB sem SD e variáveis como 

idade, leucometria, estratificação de risco e alterações moleculares recorrentes, entre os níveis 

de expressão (baixa, intermediária ou alta) do CRLF2. No entanto, observou-se 1 caso (20%) 

entre o grupo de percentual intermediário, e 1 caso (20%) entre o grupo de percentual alto. 

Em relação a IMF, 1 caso (20%) apresentou IMF intermediário e nenhum caso foi 

Variáveis

Casos ao 

diagnóstico 

n (%)

Diplóide near -Diploide
Altamente 

hiperdiploide
P valor

Nº de pacientes 73 (100) 35 (48) 19 (26) 19 (26)

Idade (meses) 0,8059

0-120 62 (84,9) 29 (82,9) 16 (84,2) 17 (89,5)

>120 11 (15,1) 6 (17,1) 3 (15,8) 2 (10,5)

Sexo 0,8715

Masculino 42 (57,5) 21 (60) 10 (52,6) 11 (57,9)

Feminino 31 (42,5) 14 (40) 9 (47,4) 8 (42,1)

Cor da pele* 0,7096

Branca 32 (44,4) 17 (48,6) 7 (36,8) 8 (44,4)

Não branca 40 (55,6) 18 (51,4) 12 (63,2) 10 (55,6)

Leucometria 0,8615

< 50.000 57 (78,1) 28 (80) 14 (73,7) 15 (79)

≥ 50.000 16 (21,9) 7 (20) 5 (26,3) 4 (21)

Classificação NCI 0,9125

Alto risco 26 (35,6) 13 (37,1) 7 (36,8) 6 (31,6)

Risco padrão 47 (64,4) 22 (62,9) 12 (63,2) 13 (68,4)

Subtipos (EGIL)** 0,1501

B-I 7 (10,3) 3 (9,4) 4 (22,2) 0 (0)

B-II 54 (79,4) 24 (75) 13 (72,2) 17 (94,4)

B-III 7 (10,3) 5 (15,6) 1 (5,6) 1 (5,6)



 

57 

 

identificado como alto (≥2.438). Apesar do número restrito de amostras, é um percentual de 

casos com expressão mais alta de CRLF2 do que entre pacientes sem SD.  

 

5.2.8. Níveis de expressão celular do CRLF2 entre pacientes com recaída de 

leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B 

Foram analisados 10 casos com recaídas, dessa forma essas amostras foram avaliadas de 

acordo com o percentual e IMF de células positivas para a molécula CRLF2. Observou-se que 

em relação ao percentual, 8 (80%) casos foram identificados como baixo percentual tanto no 

diagnóstico como na recaída. Apenas 1 (20%) caso possuía no diagnóstico 0,8% (baixo 

percentual) de células positivas para o CRLF2 e 93% na recaída, já em relação a IMF tanto no 

diagnóstico como na recaída esse caso foi caracterizado como baixa expressão. Foi 

identificado neste caso, alto risco, no diagnóstico o caso foi positivo para KMT2A e 

caracterizado como uma LLA-pró B. Em outro caso foi observado a expressão intermediária 

com 22% de células positivas para o CRLF2 e na recaída foi identificado 4,7% (baixo 

percentual) e em relação a IMF foi observado o mesmo perfil (expressão intermediaria no 

diagnóstico e expressão baixa na recaída). Além disso, outros dois casos foram identificados 

de acordo com IMF a expressão intermediária no diagnóstico e expressão baixa na recaída, no 

entanto, estes casos tiveram baixo percentual no diagnóstico e recaída. Nenhum caso no 

diagnóstico foi identificado como alto percentual de CRLF2 e IMF, assim não foi possível 

demonstrar alguma relação com a presença de CRLF2 na recaída. Portanto não houve uma 

associação entre os casos ao diagnóstico e as recaídas (como observado na figura 5.12).  
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 A                                                                                  B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.12: Análise de expressão de CRLF2 em amostras de diagnóstico e recaída em relação aos 

níveis de expressão em percentual (A) e IMF (B). Não houve correlação quando analisado pela IMF. 

p-valor calculado pelo teste de Wilcoxon. Abaixo, os valores de percentuais e IMF das amostras 

analisadas tanto no diagnóstico, como na recaída.  

 

5.3. Análise de expressão gênica do CRLF2 

Setenta e cinco amostras foram direcionadas para as análises por RT-qPCR. No entanto, 

foram possíveis analisar 45 casos de diagnóstico, incluindo 2 de Síndrome de Down. Também 

foram analisadas 4 amostras de recaída totalizando 49 amostras. Doze amostras foram 

perdidas por um problema interno do aparelho utilizado (Viia 7) e 14 amostras tiveram 

resultados acima do limite de variação estipulado entre o GAPDH e o CRLF2 e excluídas das 

análises. 

Diagnóstico Recaída Diagnóstico Recaída

1 0,9 0,7 972 869

2 0,3 3,6 1.017 1.043

3 0,8 93 788 498

4 1 1,1 2.155 801

5 4,8 11,3 226 1.329

6 2,5 1 699 1.078

7 22,1 4,7 1.945 982

8 5,5 12 2.161 972

9 0,9 0,9 1.479 951

10 6,7 9,5 570 1.339

% IMF
Casos

p=0,2859 

r=0,2675 

 

p=0,4316 
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Realizou-se inicialmente a distribuição de frequência dos 45 casos analisados conforme 

visto na figura 5.13. A mediana da expressão gênica foi 0,152 (0,085 – 4,819). O cutoff foi 

baseado através da mediana de expressão desses casos, sendo utilizado como baixa expressão 

valor < 0,152 e expressão alta ≥ 0,152.  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.13: Distribuição de frequência da expressão gênica do CRLF2 nos casos de LLA-cpB. Foram 

analisados quanto à expressão gênica do CRLF2 dos 45 casos de diagnóstico 

 

Posteriormente analisamos a expressão gênica de acordo com os três subtipos 

maturativos de LLA-cpB (B-I, B-II, B-III). Dessa forma, foram analisados 44 casos, sendo 

um caso excluído porque não foi possível identificar o subtipo; 8 casos (18,2%) de LLA-pró 

B, 28 (63,6%) de LLA-B comum e 8 (18,2%) casos de LLA-pré B. A média da expressão 

gênica dentre os casos B-I foi 0,1650 (0,0977-0,2810), de B-II foi 0,3674 (0,0960-4,819), já 

nos casos B-III foi 0,5399 (0,0850-2,230). Os resultados foram semelhantes ao encontrado 

quando avaliada a expressão celular. Não houve estatística significante (P=0,7127), no 

entanto, pode ser observado que os casos de LLA-pré B possuem uma expressão gênica maior 

que em relação ao subtipo Pró-B (Figura 5.14).   
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Figura 5.14: Perfil de expressão gênica do CRLF2 em subtipos de LLA-cpB. As barras horizontais 

representam a média. P-valor calculado pelo teste Kruskal-Wallis. (P=0,7127)  

 

Também foi avaliada a correlação entre a expressão gênica do CRLF2 e o percentual e 

IMF da molécula (Figura 5.15). Observou-se através do teste de correlação um valor 

estatístico significante entre expressão gênica vs percentual (p=0,0144) e expressão gênica vs 

IMF (p=0,0313). Nas duas correlações, de acordo com o teste utilizado, foi observada uma 

correlação positiva fraca.  

 

A                                                                                 B 

 Figura 5.15: Correlação da expressão gênica com os níves de expressão celular do CRLF2. (A) 

Análise de correlação entre a expressão gênica e o percentual de células positivas, observou-se uma 

correlação positiva fraca (r=0,3626) e p valor significativo (p=0,0144). (B) Análise de correlação entre 

a expressão gênica e a IMF de células positivas com correlação positiva fraca (r=0,3214) e p valor 

significativo (p=0,0313). Utilizou-se o teste de Spearman.   

P=0,0144 

r=0,3626 

P=0,0313 
r=0,3214 
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Realizamos a análise levando em consideração os cutoff estabelecidos para percentual 

baixo, intermediário e alto, verificamos a mediana de expressão gênica dentro da população 

de baixo percentual foi 0,139 (0,085-2.230) e média 0,238. No grupo de expressão 

intermediária a mediana foi 0,179 (0,170-1,144) e média 0,497, já no percentual alto foi 

observado mediana de 0,245 (0,137-4,819) e média 1,161 (P=0,077). Na série de 45 casos 

analisados por RT-qPCR, 5 casos foram identificados com alto percentual e IMF por CFM. 

Dentre esses casos, 4 casos (80%) também possuiam expressão gênica alta.  

 

5.4. Análises de imunofenotipagem para CD127 

A molécula CD127 ou IL-7Rα forma com o CRLF2 um heterodímero que se liga à 

citocina TSLP. Dessa forma juntamente com a marcação do CRLF2 nas amostras incluídas no 

presente estudo, também foi realizada a marcação da molécula CD127. Dos 128 casos aqui 

estudados, apenas um caso foi excluído das análises subsequentes por marcação inespecífica 

da molécula. A avaliação desse marcador também foi obtida a partir do programa de análise 

Infinicyt utilizando o percentual e a IMF de células positivas através de dotplots e histograma 

para melhor observar as populações. Para identificar o percentual e IMF foi utilizado como 

controle negativo o tubo de células não marcadas para o CD127.  O percentual de células 

positivas do CD127 foi avaliado dentro da população dos blastos linfoides, os quais 

identificados pela marcação dos antígenos CD45 e CD19.  

 

5.4.1. Distribuição de frequência do perfil de expressão do CD127 em relação ao 

percentual e intensidade mediana de fluorescência 

Em relação ao marcador CD127 foi realizado inicialmente as análises de distribuição de 

frequência (Figura 5.16). Em relação ao percentual foi observada a mediana de expressão 

14,1% (0,0-99%). Já em relação a IMF foi observada a mediana de 257,0 (130-5.699).   
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Figura 5.16:  Distribuição de frequência do CD127 em relação ao percentual (A) e IMF (B) em blastos 

linfoides de pacientes com LLA-cpB. Foram analisados 127 casos de diagnóstico.  

 

 

5.4.2. Correlação entre o percentual e a intensidade mediana de fluorescência 

Posteriormente foi realizada a análise de correlação entre o percentual e a IMF dos 

casos de CD127. Verificou-se que existe uma correlação de r=0,2511 com p valor 

significativo (p=0,0044) (Figura 5.17). É possível observar que existe uma variação bastante 

expressiva em relação ao percentual, no entanto, em relação a IMF, há pouca variação, sendo 

a maioria dos casos (aproximadamente 95%) com um nível de expressão abaixo de 500.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.17: Análise de correlação entre o percentual e a IMF das células positivas para o CD127. Para 

esta análise foi utilizado o teste Spearman.  
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5.4.3. Perfil de expressão celular do CD127 de acordo com as variáveis clínico-

demográficas 

Foram utilizados os valores de percentis (75 e 95) para identificar os níveis de expressão 

em relação ao percentual e IMF de células positivas para a molécula, abaixo de 75 percentil é 

expressão baixa, entre ≥75 e <90 é intermediário e ≥90 é alto. Dessa forma dividimos as 

populações em baixo percentual (<30%), percentual intermediário (≥30 e <70%) e alto 

percentual (≥70). Em relação a IMF os níveis de expressão foram caracterizados como baixa 

IMF (<325), intermediária (≥325 e <424) e alta (≥424).  Assim, comparamos esses níveis de 

expressão com as variáveis idade, leucometria, sexo, estratificação de risco e cor da pele 

(tabela 5.12 e 5.13).   

Foi realizado a análise do percentual de células positivas do marcador CD127 de acordo 

com as variáveis idade em meses, sexo, cor da pele, leucometria e classificação de risco 

(Figura 5.17). Também foi feita a mesma analise com a IMF para essas variáveis (Figura 

5.18).  

Não foi possível realizar o teste Qui-Quadrado dos subtipos (B-I, B-II e B-III) e das 

alterações moleculares. Dos 15 casos de LLA-pró B foram observados 11 (73,3%) casos com 

baixo percentual da molécula CD127, 3 (20%) de percentual intermediária e 1(6,7%) de 

percentual alto. Dos 90 casos de LLA-B comum, 70 (77,8%) possuem percentual baixo, 16 

(17,8%) percentual intermediário e 4 (4,4%) percentual alto.  Dos 15 casos de LLA-pré B, 9 

(60%) possuem percentual baixo, 5(33,3%) percentual intermediário e 1 (6,7%) percentual 

baixo.  

Nas demais variáveis clínico-demográficas foi possível observar que dentro da 

população com alto percentual (≥70%) a maioria dos casos (71,4%) são criança abaixo de 11 

anos, do sexo masculino e da cor branca. No entanto, não foi obtido nenhum valor estatístico 

entre elas (tabela 5.12).   

Já nos casos de acordo com a IMF dos casos analisados, foi observado que a maioria 

(91,7%) possuem alta leucometria. Apesar de não ter obtido valor estatístico pode destacar a 

tendência em relação a idade, visto que 11 casos (91,7%) possuem idade até 10 anos e apenas 

1 (8,3%) com idade superior a 10 anos com alta IMF do marcador CD127. Também vale 

ressaltar que de acordo com a variável de classificação de risco de acordo com o NCI, 83,3% 

dos casos com IMF alto possuem risco padrão diferentemente do que visto quando analisados 

em relação aos percentuais do CD127 (Tabela 5.13).  
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Figura 5.17: Análise do percentual do CD127 de acordo com as variáveis idade em meses (A), 

sexo (B), cor da pele (C), classificação de risco (D) e leucometria (x106 céls/mL) (E). As 

barras horizontais nos boxplots representa mediana, valores mínimo e máximo. P-valor calculado pelo 

teste Kruskal-Wallis. 
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Figura 5.18: Análise da IMF do CD127 de acordo com as variáveis idade em meses (A), sexo 

(B), cor da pele (C), classificação de risco (D) e leucometria (x106 céls/mL) (E). As barras 

horizontais nos boxplots representa mediana, valores mínimo e máximo. P-valor calculado pelo teste 

Kruskal-Wallis 
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Tabela 5.12: Comparação das variáveis clínico-demográficas de acordo com o perfil de 

expressão celular em percentual do CD127 

 

Observação: *Informação não obtida em 4 casos, a análise foi feita a partir dos 124 casos sobre os 

quais tínhamos informação. Análise estatística efetuada através do teste do qui-quadrado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variáveis n (%)
<30%          

n(%) 

≥30% e <70% 

n(%)

≥70%             

n(%)
P valor

Nº de pacientes 127 (100) 93 (77,2) 27 (21,3) 7 (5,5)

Idade (meses) 0,6716

0-120 103 (81,1) 77 (82,8) 21 (77,8) 5 (71,4)

>120 24 (18,9) 16 (17,2) 6 (22,2) 2 (28,6)

Sexo 0.7381

Masculino 73 (57,5) 53 (57) 15 (55,5) 5 (71,4)

Feminino 54 (42,5) 40 (43) 12 (45,5) 2 (28,6)

Cor da pele* 0,3473

Branca 57 (46,3) 41 (46,1) 11 (40,7) 5 (71,4)

Não branca 66 (53,7) 48 (53,9) 16 (59,3) 2 (28,6)

Leucometria 0,3598

< 50.000 98 (77,2) 74 (79,6) 20 (74,1) 4 (57,1)

≥ 50.000 29 (22,8) 19 (20,4) 7 (25,9) 3 (42,9)

Classificação NCI 0,0547

Alto risco 48 (37,8) 30 (32,3) 13 (48,1) 5 (71,4)

Risco padrão 79 (62,2) 63 (67,7) 14 (51,9) 2 (28,6)
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Tabela 5.13: Comparação das variáveis clínico-demográficas de acordo com o perfil de 

expressão celular em IMF do CRLF2 

 

Observação: *Informação não obtida em 4 casos, a análise foi feita a partir dos 124 casos sobre os 

quais tínhamos informação. Análise estatística efetuada através do teste do qui-quadrado. 

 

5.4.4. Correlação entre os níveis de expressão das moléculas CRLF2 e CD127 

Realizou-se a correlação entre os níveis de expressão dos marcadores CRLF2 e CD127 

de acordo com os percentuais (Figura 5.19a) e a IMF (Figura 5.19b). Não houve nenhuma 

correlação entre os dois marcadores.   

 

 

 

 

 

 

Variáveis n (%)
<325          

n(%) 

≥325 e <424 

n(%)

≥424             

n(%)
P valor

Nº de pacientes 127 (100) 96(75,6) 19 (15) 12 (9,4)

Idade (meses) 0,0751

0-120 103 (81,1) 80 (83,3) 12 (63,2) 11 (91,7)

>120 24 (18,9) 16 (16,7) 7 (36,8) 1 (8,3)

Sexo 0,9969

Masculino 73 (57,5) 55 (57,3) 11 (57,9) 7 (58,3)

Feminino 54 (42,5) 41 (42,7) 8 (42,1) 5 (41,7)

Cor da pele* 0,1104

Branca 57 (46,3) 39 (42,4) 13 (68,4) 5 (41,7)

Não branca 66 (53,7) 53 (57,6) 6 (31,6) 7 (58,3)

Leucometria 0,4288

< 50.000 98 (77,2) 72 (75) 15 (79) 11 (91,7)

≥ 50.000 29 (22,8) 24 (25) 4 (21) 1 (8,3)

Classificação NCI 0,1313

Alto risco 48 (37,8) 36 (37,5) 10 (52,6) 2 (16,7)

Risco padrão 79 (62,2) 60 (62,5) 9 (47,4) 10 (83,3)
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Figura 5.19: Correlação entre a expressão dos marcadores CRLF2 e CD127. (A) Feita a correlação 

entre os percentuais de células marcadas para CRLF2 e CD127. Não tendo sido observada diferença 

estatística significante (p=0,5062) e ausência de correlação (r=0,0595). (B) Feita a correlação entre as 

IMF de células positivas para o CRLF2 e CD127. Não tendo sido observada diferença estatística 

significante (p=0,5023) e ausência de correlação (r=0,0600). Para esta análise foi utilizado o teste 

Spearman. 

 

Dessa forma foi proposto um algoritmo de testes, com inserção de marcadores 

imunofenotípicos para caracterizar a LLA-cpB e abordagens moleculares importantes para 

definição completa desses casos (Figura 5.20). 
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Figura 5.20: Algoritmo de testes para a identificação da alta expressão do CRLF2. O diagnóstico 

imunofenotípico é realizado no D0 com a realização do painel completo para definição de subtipo de 

LLA-cpB, posteriormente ao processamento da amostra será realizado os testes moleculares utilizando 

o RT-PCR para as alterações mais frequentes dentro desse grupo (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-

ABL1 e r-KMT2A). Visto a importância do RT-qPCR, será realizado para verificar a expressão 

diferencial do CRLF2 e o FISH para os rearranjos mais comuns envolvendo este gene (P2RY8-CRLF2 

e IGH-CRLF2). Por fim, será reavaliado a expressão do CRLF2 por CFM e o RT-qPCR na DRM D30.  
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6. DISCUSSÃO 

As LLA-cpB possuem anormalidades genéticas somáticas consideradas como alterações 

fundadoras no processo de leucemogênese. Estas alterações identificadas através das técnicas 

de CFM, citogenética convencional ou molecular são relevantes para estabelecer valor 

prognóstico. Apesar do sucesso ao tratamento em LLA-cpB, demonstrado por diversos 

protocolos internacionais, ainda existe um subgrupo de pacientes que evoluem com recaídas 

(precoces ou tardias) com falha no tratamento e consequentemente sobrevida média diminuída 

(MOORMAN, et al. 2015). No Brasil, o panorama ainda é sombrio, pois as taxas de 

sobrevida e mortalidade ainda estão com índices inferiores aos obtidos com os resultados dos 

países mais desenvolvidos (BRANDALISE, et al. 2010; FERMAN, et al. 2012). Enquanto a 

frequência e relevância da identificação de alterações genômicas adicionais vêm sendo 

extensivamente investigadas e incorporadas na prática dos protocolos internacionais, muito 

pouco se conhece sobre a frequência e impacto da expressão celular de CRLF2 como fator de 

prognóstico.  

A partir da análise dos dados da literatura foi possível verificar diferentes resultados 

sendo descritos em relação a expressão de CRLF2. Nesse aspecto, a frequência da presença 

dos rearranjos envolvendo o CRLF2 e a alta expressão desse gene variou de 2,2% até 34,3% 

dos casos (HARVEY, et al. 2010b; MULLIGHAN, et al. 2009b; RUSSELL, et al. 2009; 

YODA, et al.  2010; CARIO, et al. 2010; ENSOR, et al. 2011; CHEN, et al. 2012; PALMI, et 

al. 2012; KIYOKAWA, et al. 2014; CHIARETTI, et al., 2016). Para prognóstico também têm 

sido descritos resultados discrepantes, alguns estudos sugerem que a expressão aumentada do 

CRLF2 é um marcador de prognóstico com desfecho desfavorável (CARIO, et al. 2010; 

HARVEY, et al. 2010b), enquanto outros discutem que o CRLF2 não é um fator de risco 

independente (ATTARBASCHI, et al. 2012; BUITENKAMP, et al. 2012; VAN DER VEER, 

et al. 2013; ENSOR, et al. 2011). Para alguns grupos a alta expressão gênica de CRLF2 pode 

ser determinada só pela presença dos rearranjos gênicos onde o CRLF2 está envolvido, como 

P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2 (RUSSELL, et al. 2009; MULLIGHAN, et al. 2009). No 

entanto, já foi demonstrado que pacientes que não possuem estes rearranjos gênicos têm a 

expressão gênica aberrante do CRLF2, portanto, a ausência desses rearranjos em uma 

abordagem única não exclui a possibilidade do paciente possuir a expressão aumentada do 

gene (VAN BODEGOM, 2012; CHEN, et al. 2012; YANO, et al. 2014).  

Estes resultados discordantes poderiam ser explicados pelas diferentes metodologias 

utilizadas para a definição da expressão de CRLF2, seja pela presença dos rearranjos P2RY8-
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CRLF2 e IGH-CRLF2 (por FISH), a alta expressão gênica de CRLF2 por RT-qPCR e 

aumento da expressão celular quantitativa e qualitativa por CFM, o que enfatiza assim o 

requisito de definições nas padronizações dos protocolos terapêuticos. Nesse contexto, nosso 

estudo teve como foco principal a utilização da CFM para identificar os casos com alta 

expressão de CRLF2 comparado com RT-qPCR para compreender a melhor forma de 

identificar o status do CRLF2 na superfície celular nas amostras de LLA-cpB no nosso meio. 

Portanto, testamos a frequência da expressão celular diferencial do CRLF2 em uma 

série de casos de LLA-cpB no Brasil. As análises foram inicialmente realizadas por CFM. O 

percentual de células marcadas definidas como positivas e a IMF das células que expressam 

CRLF2 foram os primeiros passos do estudo. O cutoff para positividade do CRLF2 foi 

definido em <20%, ou seja, acima desse valor consideramos que a amostra é positiva para 

CRLF2. Encontramos diferentes padrões de expressão tanto nas análises utilizando o 

percentual de expressão e IMF. Os resultados foram então categorizados como de percentual 

baixo ou negativos nos níveis <20%, percentual intermediário e alto. Nem todos os padrões 

do IMF foram correspondentes as categorias pré-estabelecidas nos valores percentuais, o que 

foi traduzido pela correlação fraca encontrada. Levando-se em conta esse resultado, é 

importante mencionar que entre os pacientes com alto percentual observamos aqueles com 

IMF também alto/intermediário, traduzindo uma alta densidade de CRLF2 na maioria dos 

casos positivos. No entanto, nos casos onde foram encontrados valores de percentual baixos, 

com uma IMF alta/intermediária, temos claramente a presença de duas populações com 

diferentes níveis de expressão, nestes casos consideramos estes resultados como um clone 

minoritário, que apresenta uma alta densidade de expressão celular. Assim como utilizado no 

trabalho BUGARIN, et al (2015), avaliou a expressão de superfície do CRLF2 em 421 casos 

de diagnóstico e realizou a mesma estratégia de análise, sendo também explorada a IMF e 

observados 3 padrões de expressão nos casos negativos (no qual o cutoff de positividade do 

CRLF2 foi definida em <10%), sendo denominados como casos totalmente negativos quando 

a população blástica sobrepõe o controle negativo, moderadamente positivo quando uma 

população de blastos estava deslocada para a direita e o terceiro padrão mostrando claramente 

duas populações de blastos, uma totalmente negativa e uma pequena população deslocada 

para a direita, sendo positiva. Este perfil de expressão está de acordo com o que observamos 

nas amostras com percentual baixo. Neste trabalho também foi visto que em alguns dos casos 

negativos, com presença de subclones identificados por citometria, foi encontrado um 

pequeno nível basal de fosforilação no STAT5 (pSTAT5), que seria o final da via de 
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sinalização do CRLF2, sugerindo de forma mais forte a presença de subclone com alta 

expressão do CRLF2 (BUGARIN, et al. 2015).      

Demonstramos também a diferença entre os casos LLA-pró B (B-I) e LLA-pré B (B-III) 

(p=0,0237), tendo sido observado que os casos B-I possuem uma mediana de expressão mais 

baixa (1,2%) e em 15 (100%) casos com este subtipo foi visto baixa expressão (<20%) 

enquanto pacientes B-III possuem mediana mais alta (6,7%). Encontramos também uma 

associação positiva entre a alta expressão celular do CRLF2 em pacientes com idades 

superiores a 10 anos (p=0,0482), o que colabora com o fato deste grupo já ter características 

de alto risco pela classificação NCI. Para complementar nossa investigação incluímos análises 

incorporando o CD66c.  

A molécula CD66c tem sido alvo de estudos onde está é relacionada à expressão 

aumentada de CRLF2. Foi observada uma alta frequência da expressão do CD66c em casos 

com alta expressão para o CRLF2, conforme descrito por Kiyokawa ilustrado na figura 6.1.  

Além disso, também foi observado que casos apresentando outras alterações moleculares 

encontradas no grupo PH-like tendem a expressar frequentemente o CD66c identificado pelos 

painéis de CFM. (KIYOKAWA, et al. 2014).  

 

 

Figura 6.1: Expressão do CD66c e correlação com anormalidades genéticas. (adaptado Kiyokawa, 

2014) 
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Em nosso estudo verificamos que 71,4% dos casos com alta expressão do CRLF2 

possuem marcação positiva para o CD66c. Embora a expressão do CD66c sozinho no 

diagnóstico de LLA-cpB ainda não seja diretamente vinculada ao prognóstico, as 

anormalidades genômicas que acompanham a expressão do CD66c são importantes fatores de 

prognóstico em LLA-cpB. A identificação de novos marcadores genéticos hoje é fundamental 

para evidências de prognósticos e preditivos em LLA-cpB com indicações de estratégias 

terapêuticas. A identificação de um perfil preditivo de alterações genômicas somáticas podem 

ser realizadas por uma técnica mais rápida e direta como a citometria de fluxo. Por exemplo, o 

CD66c também possui uma forte correlação com a ausência do ETV6-RUNX1, além de ter 

sido observado que aproximadamente 30% dos pacientes que expressam CD66c apresentam 

alta hiperdiploidia (OWAIDAH, et al. 2008; KIYOKAWA, et al. 2014; HRUSAK, 2002; 

KALINA, et al. 2005). Funcionalmente a molécula CD66c está envolvida na adesão, 

contribui com a sinalização mediada por Ca2+ e está envolvida com a indução da apoptose, 

no entanto, o significado biológico dessa molécula para intervenção terapêutica em LLA-cpB 

ainda não é totalmente compreendida (KANDEROVÁ, et al. 2010; KLEIN, et al. 1996). 

Em nosso estudo verificamos os diferentes perfis de expressão do CRLF2 nas alterações 

moleculares mais frequentes em LLA-cpB, como ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1, r-

KMT2A e hiperdiploidia. Encontramos valor significativo em pacientes sem a fusão ETV6-

RUNX1, sendo mostrado que o CRLF2 é pouco expresso na presença desta anormalidade 

(p=0,0298). Este resultado está de acordo com dados da literatura, onde foi demonstrada 

relação significativa entre pacientes com a alta expressão de CRLF2 e ausência da fusão 

ETV6-RUNX1 (CARIO, et al., 2010). Em relação aos casos com r-KMT2A, não foram 

encontrados casos com alta expressão de CRLF2 na presença desse rearranjo, no entanto, essa 

diferença não foi estatisticamente significante. Nos pacientes com TCF3-PBX1 e BCR-ABL1, 

não foi possível realizar o teste estatístico, pois foi encontrada positividade para esses 

rearranjos em apenas 2 e 1 caso, respectivamente. Nos casos hiperdiploides, a maioria 

(84,2%) apresentou expressão baixa do CRLF2, no entanto, 2 casos (10,5%) foram altamente 

expressos e 1 (5,3%) teve percentual intermediário do CRLF2, não houve associação 

estatística entre esses casos. Em relação aos rearranjos gênicos, esses resultados já eram 

esperados já que o aumento da expressão do gene CRLF2 tem sido observado dentro de um 

grupo sem essas anormalidades frequentemente encontradas em LLA-cpB (RUSSELL, et al. 

2009; YODA, et al. 2010). No entanto, a presença de pacientes com expressão intermediária 

ou alta do CRLF2 no grupo com alta hiperdiploidia será melhor estudada, sendo avaliada 

nestes casos a expressão gênica e prognóstica. ENSOR, et al. (2011) mostrou presença da alta 
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hiperdiploidia e do iAMP21 em 10% e 12% respectivamente dos casos com rearranjos 

P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2.  

O índice de DNA foi utilizado com uma proxy dentro dos casos de LLA-cpB já que não 

foi avaliado o cariótipo em toda a população deste estudo. Não foi vista nenhuma relação 

entre as variáveis idade, leucometria, classificação de risco de acordo com o NCI, sexo, cor de 

pele e subtipo maturativo em LLA-cpB, além dos casos com a expressão aumentada do 

CRLF2. Ainda assim, o índice de DNA realizado por CFM é uma metodologia eficaz para 

identificar até clones minoritários aneuploides que não podem ser identificados no 

bandeamento G (NYGAARD, et al. 2006). Os subclones também foram avaliados em relação 

ao percentual de CRLF2, no entanto, os únicos dois casos hiperdiploides (ID = 1,17 e 1,19) e 

que também possuíam o alto percentual de expressão do CRLF2 possuíam clones únicos. Não 

foi possível confirmar a hiperdiploidia desses casos por outra técnica, pois eles não possuem 

resultados de cariótipo. Outro caso também plausível para a discussão e confirmação por uma 

técnica alternativa, é aquele com hiperdiploidia e a presença do rearranjo BCR-ABL1, no qual 

foi observado índice de DNA 1,32 em clone único. 

Crianças com SD possuem uma alta taxa de LLA, estes pacientes são principalmente de 

linhagem B e possuem imunofenótipo ao diagnóstico similares a alta hiperdiploidia e ETV6-

RUNX1. Além disso, podem ser especialmente sensíveis aos efeitos tóxicos das medicações. 

Ainda não é clara a razão pela qual os pacientes com LLA-SD não possuem resultado mais 

favorável do que pacientes com LLA sem SD, no entanto, tem sido sugerido que o ganho de 

sensibilidade aumentada de células leucêmicas para a quimioterapia é compensado por um 

aumento da toxicidade das células normais (MALINGE, et al. 2009). A toxicidade é marcada 

pelo aumento de infecções e morte durante os períodos de tratamento com a quimioterapia 

(WHITLOCK, et al. 2006; SHAH, et al. 2009). Em um estudo do Children's Cancer Group 

(CCG) foi demonstrado que a redução acentuada da quimioterapia pode ser um erro nesses 

pacientes, a sobrevida em crianças com LLA-SD tratados por protocolos intensivos de 

quimioterapia ajustados ao risco foi surpreendentemente boa. Os resultados desse trabalho 

sugerem que a intensificação da terapia para pacientes com SD é necessária para manter o 

resultado comparável com aqueles de LLA em pacientes sem SD. Sendo assim a importância 

de estratificar o risco do paciente com a SD (WHITLOCK, et al. 2005). Além disso, tem sido 

observado que em pacientes com SD a expressão gênica aumentada e/ou rearranjos 

moleculares envolvendo o CRLF2 ocorre em mais de 50% dos casos em LLA-cpB 

(RUSSELL, et al. 2009; IZRAELI, 2010; HERTZBERG, et al. 2010; MULLIGHAN, et al. 

2009b) e está associada com pior prognóstico (CARIO, et al.  2010; HARVEY, et al. 2010b; 
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YODA, et al. 2010; ENSOR, et al. 2011). Avaliamos em nossa população 5 casos de LLA-

SD, destes, 2 (40%) tiveram percentual alto/intermediário do CRLF2. Não foi possível 

realizar teste estatístico pelo pequeno número de casos com SD, no entanto, foi observado que 

8,1% dos casos sem SD tiveram alta expressão do CRLF2, sugerindo uma tendência nos casos 

com SD de possuírem uma frequência maior da expressão aberrante do CRLF2. Em nosso 

estudo também foi avaliada a presença das alterações moleculares mais frequentes em LLA-

cpB. De acordo com a literatura, a hiperdiploidia e a fusão ETV6-RUNX1 são mais frequentes 

neste grupo de pacientes com SD. Em 3 casos foi mostrado a ausência dessas duas alterações, 

nos outros dois casos a fusão ETV6-RUNX1 não foi realizada e a alta hiperdiploidia foi 

encontrada em um caso. De acordo com a estratificação de risco NCI, foram observados 4 

casos com risco padrão e 1 caso de alto risco, sendo neste último visto alto percentual de 

expressão do CRLF2. 

Não se sabe ainda porque a expressão aberrante do CRLF2 é tão comum em pacientes 

com SD em comparação com pacientes que não possuem essa síndrome genética. Foi 

sugerido que as células que expressam CRLF2 sejam selecionadas pelo aumento da produção 

de TSLP na MO, no entanto, isso ainda não foi demonstrado (IZRAELI, 2016). A ativação da 

via de sinalização CRLF2-JAK-STAT na maioria dos casos de SD sugere um potencial 

terapêutico para os inibidores de JAK, se confirmado em ensaios clínicos, esta terapia poderia 

ser utilizada como alvo terapêutico para essas crianças com SD. Mutações JAK2 estão 

presentes em aproximadamente 20% dos pacientes com SD, já foi relatado que pacientes com 

SD e mutação em JAK2 foram significativamente observados em pacientes mais jovens 

(média de idade, 4,5 vs 8,6, P <0,0010) no momento do diagnóstico (MALINGE, et al. 2007; 

BERCOVICH, et al.; 2008; KEARNEY, et al. 2009). Assim, estes resultados sugerem que as 

mutações de JAK2 são um evento genético adquirido após o nascimento, que surge em 

progenitores linfoides B já comprometidos, conferindo uma vantagem proliferativa a estas 

células. Juntos, estes resultados não apenas proporcionam lesões moleculares específicas de 

LLA-SD, mas também sugerem que estas leucemias são candidatas para terapia com novos 

inibidores de JAK2 (MALINGE, 2009). 

Em relação as amostras de recaída não foram observadas nenhuma associação entre o 

perfil de expressão do CRLF2 no diagnóstico nem na recaída, visto que a maioria dos casos 

possuem baixa expressão tanto por percentual, como por IMF. Esses casos também serão 

estudados em relação a mutações dentro do grupo BCR-ABL1-like, já que 5 pacientes (50%) 

estudados em nosso trabalho não apresentavam nenhum marcador de prognóstico. Dentro da 

série de casos estudados ao diagnóstico, verificou-se que 48 pacientes (37,5%) obteve a 
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classificação de risco NCI como baixo (risco padrão), no entanto, os pacientes que recaíram 

foram enquadrados em 80% como alto risco (de acordo com os critérios NCI).  

No segundo momento, estabelecemos através do RT-qPCR, quais casos com expressão 

gênica aumentada e finalmente procuramos estabelecer sse existe associações entre os 

resultados de forma a optimizar a CFM na identificação dos casos com expressão alta do 

CRLF2.  

Para definir o cutoff foi utilizado a mediana de expressão para distinguir do grupo 

CRLF2 alto do grupo de baixa expressão. PALMI e colaboradores consideraram como alta 

expressão gênica a quantidade de vezes que o valor estava maior que a mediana (PALMI, et 

al. 2012; 2016). Já outro grupo CHIARETTI, 2016 rastreou os casos que apresentam o 

rearranjo do CRLF2 (P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2) e que conhecidamente teriam alta 

expressão gênica e dessa forma estabeleceu um cutoff para distinguir os casos altamente 

expressos do grupo com baixa expressão. Outro estudo investigou a alta expressão gênica do 

CRLF2 em pacientes adultos, onde ele encontrou mediana do ∆Ct=9,98 (1,5-17,3) e 

estabeleceu um cutoff ∆Ct=8 previamente descrito por CHEN, et al. 2012. Em nosso trabalho 

utilizamos a mediana e posteriormente iremos confirmar e estabelecer o melhor ponto de corte 

de acordo com a positividade dos rearranjos envolvendo o CRLF2.  

Não houve uma correlação forte entre eles, o que pode ser explicado pelo baixo número 

de amostras realizadas por RT-qPCR, além disso, erros no controle pós-transcricional 

poderiam explicar a diferenças no padrão de expressão gênica e celular de algumas amostras. 

O aumento do N amostral poderia contribuir com uma melhor análise de nossos resultados. 

É difícil prever mais biomarcadores clinicamente possíveis emergentes do subgrupo 

BCR-ABL1-like embora muitos trabalhos têm estudado o prognóstico relevante das 

anormalidades secundárias presentes neste subgrupo genético como a deleção de IKZF1 e 

mutação na via RAS. Além disso, tem sido recentemente estudado o marcador CD127 ou 

como mais conhecido, IL7R em LLA-cpB, no entanto, já foi bem estudado em relação aos 

casos LLA-T, em que mutações de IL7R tem sido observada em 7,2% desses pacientes e 

também mais frequentemente em pacientes com LLA de células precursoras T precoces 

(LLA-ETP) ocorrendo em 27,3%, além disso, a expressão alta ou intermediária do marcador 

CD127 visto por CFM teve associação com casos com mutações N-KRAS (P=0,02) 

(NORONHA, 2016). Recentemente esse marcador tem sido explorado por estar envolvido na 

via da citocina TSLP. Em nosso trabalho estudamos a expressão deste marcador por CFM a 
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fim de verificar a correlação com os casos que apresentam alta expressão do CRLF2. No 

entanto, não foi vista nenhuma correlação entre a expressão das duas moléculas, tanto por 

percentual (r=0,0595) como pela IMF (r=0,0600). Ainda comparamos a expressão do CD127 

de acordo com as variáveis idade, leucometria, sexo, classificação de risco NCI e cor da pele, 

foi observada uma tendência nos casos com o percentual alto do CD127, entre os quais, 

71,4% (5/7) dos casos apresentam classificação de alto risco de acordo com o NCI, 

comparados a percentuais mais baixos entre os grupos com percentual baixo e intermediário, 

mas não houve resultado significativo (p=0,0547). 

Em nosso trabalho ainda não foi possível realizar o estudo de sobrevida dos pacientes e 

buscar o follow-up, no entanto, este trabalho ainda terá continuidade e isso será fundamental 

para o melhor entendimento da alta expressão do CRLF2 definida pela CFM e pelo RT-

qPCR. Além disso, também será avaliada a presença de mutações de JAK e IL-7R, o que 

contribuirá para melhor compreensão dos nossos casos, visto que foi demonstrado que casos 

com alta expressão do gene CRLF2 possuem associação com algumas translocações crípticas 

envolvendo outras tirosinas quinases (ABL1, EPOR, JAK) e mutações de ativação de JAK1 e 

JAK2 e deleções de IKZF1 e parece correlacionar-se com um perfil genético semelhante a 

BCR-ABL1-like e um desfecho desfavorável (ROBERTS, et al. 2011). Alguns trabalhos 

sugerem que mutações principalmente em JAK2 estão fortemente associadas com a expressão 

gênica aumentada do CRLF2 em LLA-cpB, incluindo casos de LLA-SD (RUSSELL, et al. 

2009; MULLIGHAN, et al. 2009; HERTZBERG, et al. 2009; HARVEY, et al. 2010). 

Embora ainda não exista consenso em relação a CRLF2 ser um marcador prognóstico 

robusto, ele é um alvo terapêutico atraente particularmente no contexto de pacientes com SD 

que são propensos aos efeitos secundários tóxicos da quimioterapia. Portanto, a inibição das 

vias JAK e PI3K representa estratégias terapêuticas potenciais nestes casos (ROBERTS, et al. 

2012; 2014). Várias novas terapias direcionadas podem contribuir para uma melhoria no 

resultado do tratamento em crianças de LLA-cpB. A expressão na superfície celular do 

CRLF2 pode ser um potencial alvo para terapias baseadas em anticorpos anti-CRLF2. Além 

disso, o uso da CFM poderia contribuir para identificação do grupo BCR-ABL1-like com 

maior rapidez, nos casos com alta expressão de CRLF2. O percentual apresentou resultados 

mais marcantes do que o IMF talvez pela maior variabilidade deste último. Porém, a IMF 

pode representar melhor a expressão gênica por representar o nível de expressão por células. 

Devem ser levados em consideração ao mesmo tempo o percentual e o IMF, pois o primeiro 

mostra a presença da molécula no total de células da amostra, enquanto o segundo indica o 

nível de expressão por célula, podendo ter uma maior relação com o nível de expressão 
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gênica. Além disso, a IMF alta com baixo percentual, indica a presença de um clone 

minoritário na amostra. De forma geral, os resultados na identificação da alta expressão do 

CRLF2 pela técnica de citometria demonstrou relação com os casos sem alterações genéticas 

(ETV6-RUNX1, r-KMT2A, TCF3-PBX1 e BCR-ABL1), o que está de acordo visto que a alta 

expressão do CRLF2 tem sido identificada através do grupo LLA-cpB negativos. Além disso, foi 

relacionado com subtipos de LLA-pré B e em pacientes maiores de 10 anos, e que dentro 

dessa população com alto percentual de CRLF2 foi visto uma frequência maior de pacientes 

com alto risco. 
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7. CONCLUSÕES 

 

• Sugerimos um algoritmo de testes com a utilização de CFM e métodos moleculares 

(Figura 5.17) para identificação de marcadores cuja associação preditiva de subgrupos 

de LLA-cpB serão beneficiados com a introdução de medicação alvo-molecular.  

• Foi possível estabelecer por CFM e RT-qCR a força de associação entre a expressão 

celular e molecular de CRLF2 em pacientes com LLA-cpB. Além disso, identificamos 

clones celulares minoritários dentre a heterogenicidade da LLA, em pacientes com 

baixa expressão da molécula de CRLF2; 

• Forte associação entre idade acima de 10 anos e LLA-cpB com alta expressão celular do 

CRLF2, quando comparados aos pacientes com idade inferior a 10 anos; 

• Alta expressão celular de CRLF2 e correlação positiva com LLA-cpB subtipo B-III; 

• Não foram encontradas diferenças significativas para expressão de CD127 entre as 

variáveis sexo, cor da pele, leucometria, além de não ter sido encontrada correlação com 

a expressão celular de CRLF2;  
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9. ANEXOS 

 

9.1 Instituições colaboradoras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Região Estado Instituição

Mato Grosso do Sul (MS) Hospital Regional de Mato Grosso do Sul Rosa Pedrossian - CETOHI

Hospital Araújo Jorge - Associação de combate ao câncer em Goiás

Hospital Santa Casa de Misericordia de Goiania 

Clínica CEBROM

Hospital da criança de Brasília José Alencar 

Alagoas (AL) Hospital do açúcar e álcool 

Santa Casa de Itabuna

Hospital Martagão Gesteira

Hospital Napoleão Laureano

Hospital Universitário Alcides Carneiro

Pernambuco (PE) Hospital Universitário Oswaldo Cruz

Rio de Janeiro (RJ) Hospital dos Servidores do Estado - HSE

Hospital Amaral Carvalho

Hospital Sarina Rolin

Hospital Infantil Darcy Vargas

Santa Catarina (SC) Hospital Infantil Joana de Gusmão

Rio Grande do Sul (RS) Hospital das Clínicas de Porto Alegre

Paraíba (PB)

São Paulo (SP)

Nordeste

Sudeste

Sul

Goiás (GO)
Centro-Oeste

Bahia (BA)
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9.2. Ficha de cadastro do paciente  
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9.4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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9.5. Produções durante o período de mestrado 
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