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RESUMO
Citometria de fluxo multiparamétrica na predicéo da alta expressao celular e molecular de
CRLF2 na leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B

Introducdo: A leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLA-cpB) apresenta
biomarcadores citogenético-moleculares classicos com prognostico bem definidos. Trinta por cento
desses casos ndo possuem nenhuma dessas anormalidades e sdo referidas como B-others e 50% desse
subgrupo possui perfil de expressdo génica semelhante a BCR-ABL1, sendo chamados entdo, de BCR-
ABL1-like. Este subgrupo possui diferencas genéticas caracteristicas como mutacdes nos genes
JAK1/2, IL7Ra, e CRLF2, além da expressdo génica aumentada deste ultimo. O CRLF2 forma um
heterodimero com a cadeia alfa do receptor de Interleucina 7 (IL- 7Ra) ou CD127 formando o receptor
da citocina TSLP. Estudos envolvendo o CRLF2 tém apresentado resultados controversos, devido a
ndo utilizacdo de técnicas padronizadas para sua detec¢do. Objetivo: Estabelecer um algoritmo de
testes combinados imunofenotipicos e moleculares capazes de predizer o status do CRLF2 e sua
associagdo com subtipos moleculares e celulares em amostras de criangas com LLA-cpB. Métodos:
Anélise do painel de anticorpos monoclonais CD10FITC/CD127PE/CD45PerCP-CY5.5/CD19PE-
CY7/CRLF2APC em 138 amostras de LLA-cpB ao diagndstico (< 18 anos), quanto a expressao
celular de CRLF2 e CD127 em blastos leucémicos, avaliando percentual e intensidade mediana de
fluorescéncia (IMF). Para avaliar a ploidia desses casos foi utilizado o indice de DNA por citometria
de fluxo multiparamétrica (CFM) e a expressdo génica do CRLF2 foi avaliada por RTg-PCR. Ja as
alteracfes moleculares ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, BCR-ABL1, r-KMT2A foram avaliadas por RT-
PCR. Para a avaliagdo da distribuicdo das variaveis categoricas foram aplicados os testes Exato de
Fisher e Qui-Quadrado. Para a comparacdo de variaveis continuas utilizou-se o teste ndo parameétrico
de Mann-Whitney (comparacgdo de dois grupos) ou Kruskal wallis (mais de dois grupos). Para analise
de correlacdo entre os dados foi utilizado o teste de Spearman e para analises pareadas entre as
amostras de diagnostico e recaida foi utilizado o teste Wilcoxon. Para todos os testes foi considerado o
nivel minimo de significancia de 5% (p < 0,05). Resultados: A mediana de expressdo do CRLF2 foi
3,5% (0,07-99,7). Os pacientes foram divididos quanto ao percentual de expressdo 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-I11) apresentou maior percentual de células positivas para 0 CRLF2 (mediana 6,7%) do que o
subtipo Pr6-B (B-1) (mediana 1,2%) (p=0,02). Casos ETV6-RUNX1 positivos apresentaram menor
percentual de células positivas (mediana 0,95%) do que ETV6-RUNXL negativos (mediana 4,1%)
(p=0,0298). N&o foi encontrado alteracbes 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 relagdo a expressdo do CD127 ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre varidveis analisadas, além de ndo ter sido visto associacdo com a
expressdo do CRLF2. A expressdo génica do CRLF2 foi realizada em 45 casos com o intuito avaliar a
correlacdo molecular e celular. Foi observada uma correlagéo fraca positiva (r=0,362)(p=0,014) entre
a expressdo génica do CRLF2 e a expressao celular avaliada por CFM. Conclusdo: Foi possivel
identificar através da expressao celular por CFM casos com expressdo diferencial do CRLF2 nas
amostras de LLA-cpB. Desta forma a CMF pode ser uma ferramenta pratica e rapida para avaliagdo do
CRLF2 e que possa ser introduzida no diagndstico clinico.
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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, IL7Ro, 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-7Ra) 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/CDA45PerCP-
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 RTg-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-I11) had a higher percentage of
CRLF?2 positive cells (median 6.7%) than the Pro-B (BI) subtype (median 1.2%) (p = 0.02). ETV6-
RUNXZ1 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.INTRODUCAO
1.1 Leucemia Linfobléastica aguda: aspectos clinicos-epidemiologicos

A leucemia linfoide aguda (LLA) é a neoplasia maligna mais comum nas criancas. E
uma doenga heterogénea que consiste em uma desordem do sistema hematopoiético
caracterizada pela proliferacéo de células linfoides de fendtipos imaturos denominados blastos
que podem ser identificados tanto na medula 6ssea (MO) como no sangue periférico (SP). E
resultado de um processo multifatorial, por associa¢do de fatores genéticos, ambientais e de
susceptibilidade individual (POMBO-DE-OLIVEIRA, et al. 1986; PERERA, 1996;
BELSON, 2007). Esta neoplasia é predominante em criancas menores de 15 anos e
correspondem 25%-35% de todas as neoplasias malignas deste grupo de idade. O pico de
incidéncia na faixa de 2 e 5 anos é basicamente decorrente da maior frequéncia de LLA neste
grupo. E 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 incidéncia especificas por idade para LLA é maior em criancas entre 3-6
anos de idade sendo semelhantes em ambos sexos. A variagdo entre as leucemias
correspondeu a 61-87,5% de todos os casos de leucemia de acordo com o Registro de Cancer
de Base Populacional (RCBP). Nesta analise observou que ha diferencas regionais de

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

Clinicamente, os sintomas mais comuns ao diagnoéstico em criangas com LLA ao
diagnostico sdo cansaco, febre, palidez, dor dssea e nas articulacdes, perda de peso que sdo
explicados pela supressdo da hematopoese normal devido a proliferacdo dos blastos na MO.
Ao exame fisico dos pacientes pode-se observar hepatoesplenomegalia e linfonodomegalia.
Os exames laboratoriais podem demonstrar trombocitopenia e anemia, além da leucocitose.
Manifestacdes menos frequentes sdo infiltracdo testicular e infiltracdo de células leucémicas
no sistema nervoso central (SNC) (ONCIU, 2009). Esses sintomas clinicos evidentes de LLA
geralmente estdo presentes apenas algumas semanas antes do diagndstico e raramente por
varios meses. O desenvolvimento da LLA, portanto, provavelmente envolve uma fase oculta
ou clinicamente silenciosa entre as primeiras etapas da leucemogénese e o inicio dos sintomas

da doenca.

Dada ao curto periodo de laténcia conferido pela idade da maioria das criangas que tem
LLA (< 5 anos) e a laténcia mais longa esperada para a evolugéo clonal do cancer em adultos
(>10 anos), é aceito que a leucemogénese se origine antes do nascimento, durante a vida intra-
uterina (WIEMELS, 1999).



As causas ainda sdo enigmaticas, porém alguns estudos apontam para fatores
etiologicos postulados que estariam associados com a leucemogénese (GREAVES, 2002).
Este processo é improvavel que seja o resultado de um Unico evento, mas sim de multiplos
eventos com uma interacdo complexa entre susceptibilidade do individuo (grupo étnico,
idade, sexo, fatores nutricionais e de salde), danos cromossémicos secundarios a exposicao
fisica ou quimica e o acaso (PERERA, 1996; GREAVES, 1999; KEBRIEAEI, 2003). Ha
evidéncias que a LLA resulta de alteracbes cromossémicas e mutagGes que interrompem o
processo normal das células progenitoras linfoides (Revisdo em PUI, 1995). No entanto, foi
proposto que essas mutacdes e alteracfes ocorram na fase intrauterina e que seria necessario
um segundo evento poés-natal para que ocorresse a proliferacdo de células leucémicas
(GREAVES, 1999). A partir desta hipotese, foram feitos estudos epidemioldgicos para
identificar os fatores associados ao segundo evento, dentre estes destacam-se a exposicao
materna durante a gestacdo como substancias quimicas (POMBO-DE-OLIVEIRA, 2006),
radiacdes ionizantes e ndo-ionizantes e hiper higienizagdo durante os primeiros anos de vida
da crianga (GREAVES, 1999; BELSON, 2007).

Além dos fatores de riscos ambientais, pacientes com disturbios genéticos hereditarios
associados a anormalidades cromossémicas estdo associadas a uma maior susceptibilidade a
leucemias, como a Sindrome de Down (SD), sindrome 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 niveis de
cortisol plasmatico na etiopatologia de Leucemia linfoblastica de células precursoras B (LLA-
cpB) ("hipdtese adrenal™), baseado nas linhas de evidéncia bioldgicas e perfil epidemioldgico
obtido a partir estudos de bases-populacionais em todo o mundo (EDGAR, 2008;
SCHMIEGELOW, et al. 2008). Esta hipotese adrenal é substanciada pelo papel do sistema
imune e das infec¢des na patogénese da LLA-cpB (GREAVES, 1999). A grande maioria das
taxas atuais de incidéncia de LLA demonstram a presenca de um pico mais elevado na
incidéncia de LLA-cpB em criangas entre 2-4 anos de idade de paises desenvolvidos com
elevados padrdes de higiene e vacinacGes de 3-6 anos nos paises com menores indices de
desenvolvimento. A combinagdo de homogeneidade étnica, saide publica gratuita com facil
acesso a assisténcia médica especializada, e registros de base-populacional abrangente com
todas as criancas diagnosticadas com LLA-cpB, tornaram os paises nordicos modelos de
exceléncia para testar esta hipdtese adrenal (HJALGRIM, et al. 2003). Os autores
argumentam que a higienizacdo elevada favorece através de mecanismos imunes uma

vantagem proliferativa as células com fendtipos leucémicos, enquanto, as constantes
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infecgdes virais da primeira infancia (<5 anos) estimulam o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
elevando niveis de cortisol plasmatico suficientes para eliminar estas células com fendtipos
leucémicos originadas durante a vida fetal (SCHMIEGELOW, 2008). Esta hipoGtese tem
fundamentos biologicos ja demonstrados (GREAVES, 2006) porém, poucas pesquisas e
estudos epidemiologicos com base-populacional foram realizados em paises pobres. Um
cenario diferente, vem surgindo, desde o inicio do ano 2000, com a participagdo de coortes de
estudos em paises como o Argentina, Chile, Brasil México e Turquia, permitindo
comparagOes internacionais (POMBO-DE- OLIVEIRA, 2009). No Brasil, em particular, o
desenvolvimento dos RCBP, incluindo a classificacdo imunofenotipica das LLA vem
melhorando os dados com estatisticas confiaveis. Em uma série de 1690 casos de LLA
(periodo de 2000-2007) foi observado que as frequéncias de LLA-cpB séo semelhantes ao que
foram descritos no México e na Argentina com a maior incidéncia nas criangas com idades
entre 3-6 anos (BERNALEZ-RIOS, et al. 2008; AZEVEDO-SILVA, 2010). Para explorar e
testar a hipotese adrenal, foram analisados os dados de areas endémicas para Calazar no Brasil
como, Bahia (Salvador), Pernambuco (Recife) e Paraiba (Jodo Pessoa), (AZEVEDO-SILVA,
2009) além de analisar as associacfes serologicas positivas para L. chagasi, como proxy da
exposicdo e avaliar a diferenca na frequéncia de LLA com ETV6/RUNX1 nas regides
endémicas como Paraiba e Bahia. Os dados cientificos existentes sugerem que a infeccdo
desempenha um papel critico no desenvolvimento de LLA-cpB, embora nenhum agente

infeccioso em particular esteja diretamente implicado.

E plausivel que uma carga elevada de episodios infecciosos graves e continuos possa
contribuir para reduzir a taxas de LLA devido a secrecdo enddgena de cortisol. A
compreensdo das implicacBes de tais doencas infecciosas em relacdo a leucemia aguda, com
intensa estimulacdo do sistema imunoldgico e outras exposi¢cbes ambientais de células
linféides, ajudaria a testar a hipdtese de Schmiegelow no Brasil. Uma vez a doenca
clinicamente instalada sdo necessarias as investigacGes referentes a fatores preditivos de
prognosticos e tratamentos adequados aos diferentes subtipos de varidveis importantes para

sobrevida.

Com estas evidéncias € muito importante diferenciar e diagnosticar precisamente as
LLAs pediatricas. Fatores de progndéstico foram identificados e incorporados ao diagnostico, e
indicacdes terapéuticas. A estratificacdo de risco utilizando marcadores especificos com
determinados fendtipos € fundamental para o sucesso do tratamento. Dessa forma abordagem
uniforme para a estratificagdo de risco vem hoje. Hoje, os critérios mais utilizados sdo do

National Cancer Institute (NCI) que séo baseados na idade e leucometria do paciente ao
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diagnostico, no qual pacientes sdo considerados de risco padrdo entre a idade 1-9 anos e
leucometria menor que 50x10%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 50x10%/L
(SMITH, et al. 1996).

O tratamento para LLA compreende trés fases: indugéo da remissédo, intensificacdo ou
consolidacdo e manutengdo. A maioria dos medicamentos utilizados foram desenvolvidos
antes de 1970, no entanto, suas doses e combinac¢Ges foram otimizadas utilizando-se
conhecimentos mais recentes como caracteristicas biologicas dos blastos leucémicos, além da
resposta ao tratamento utilizando a citometria de fluxo e técnica de biologia molecular na
identificacdo da doenga residual minima (DRM) resultando em uma alta taxa de sobrevida
(STANULLA, 2009).

1.2. Citometria de fluxo multiparamétrica

A citometria de fluxo é uma metodologia direcionada a caracteriza¢do fenotipica de
células podendo também ser utilizada para outros fins, como contetdo de DNA, producédo de
citocinas, DRM, entre outros. Tem como fundamento a mensuracdo de parametros
morfologicos e funcionais de células, por meio da deteccdo da dispersdo da luz e
fluorescéncia emitidas por fluorocromos ligadas a superficie 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 analises multiparamétricas de populacdes celulares (SALES,
2013).

No sistema Otico do citdmetro duas lentes sdo importantes para avaliar caracteristicas
morfologicas das células, uma de captacdo frontal e a outra de captacéo lateral, a dispersédo da
lente frontal (forward scatter — FSC) é proporcional ao tamanho das células, enquanto a
dispersdo lateral (side scatter — SSC) é usada para diferenciar populacfes celulares com base
em sua granularidade intracelular. Além da disperséo de luz, também é utilizada na citometria
a andlise de moléculas através da marcagdo com AcMo ligados a fluorocromos em diferentes
comprimentos de ondas (SALES, 2013). Portanto, 0s novos equipamentos tém configuraces
com 2-3 fontes de laser que capacitam a deteccdo de varios parametros de analises com maior

sensibilidade e resolucdo.



Os fluorocromos absorvem uma energia luminosa em determinado comprimento de
onda e emitem luz em um comprimento de onda maior. Assim, a cor da fluorescéncia
normalmente se refere & cor da luz que um fluorocromo emite no seu mais elevado estado
eletronico de excitacdo, como por exemplo o isotiocianato de fluorescina (FITC) que possui
espectro de luz verde. No entanto pode ocorrer sobreposicdo das cores emitidas, por isso é
importante a compensacdo das fluorescéncias para evitar anélise equivocada dos resultados
(SALES, 2013).

A imunofenotipagem é o teste inicial e mais eficiente no diagndstico e prognostico de
leucemias agudas. O uso de painéis de anticorpos monoclonais (AcMo) permitem classificar
as LLA conforme seus antigenos celulares. Em 1995, o grupo europeu EGIL prop6s que a
classificacdo imunofenotipica para as LLAs fosse padronizada de acordo com o perfil de
expressao antigénico associado a linhagens e estagios de diferenciacdo celulares utilizados
nos painés de AcMo (BENE, et al. 1995).

As expressdes celulares podem predizer algumas alteracbes moleculares e associadas a
resposta terapéutica, doenca residual minima (DRM) e estratificacdo de risco do paciente
(BENE, et al. 1995). A imunofenotipagem por citometria de fluxo tem papel fundamental no
diagnostico da LLA-cpB, uma vez que permite identificar o subclones celulares a partir do
nivel de expressao de alguns marcadores importantes no compartimento medular, permitindo
também diferenciar os blastos leucémicos de hematogbnias, como observado na figura 1.1.
sendo de grande relevancia para o diagnostico. Este perfil com distincdo de fendtipos
celulares anormais permite o seguimento do paciente para avaliacdo da resposta terapéutica
(VAN LOCHEM, 2004; BENE, 2005; ALVES, et al. 2012; SEDEK, 2014).

As hematogobnias sdo células linfoides B normais em desenvolvimento e podem ser
classificadas como H1, H2 e H3. As hematogonias do tipo H1 expressam um nivel elevado de
TdT, CD34, CD38 e também um nivel muito elevado de CD10. Os niveis de expressao de
CD45 e CD22 sao baixos. Na fase H2 a expressdo de TdT e CD34 se extingue e a expressao
CD10 e CD22 diminui ligeiramente e os niveis de CD20, CD45 e CD38 aumentam. J& na fase
H3 ha um aumento adicional da expressdo de CD20, CD45 e CD38, enquanto que a expressao
CD10 diminui. Nas células B maduras, o antigeno CD10 desaparece, 0 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 expressdes podem ser

visualizados também na figura 1.1
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Figura 1.1. Desenvolvimento de células B normais na MO. Estagios de diferenciacdo de hematog6nias
(H1/H2/H3) e células B maduras podem ser identificadas pelos principais marcadores na
imunofenotipagem. Os campos cinzentos marcados com letras A-C representam espacos onde
normalmente estas células (normais) ndo estariam localizadas, sendo possivel identificar os blastos
leucémicos nesses campos. As setas mostram a direcdo da via de maturagcdo nas células normais.
(Adaptado Sedek, 2014)



De acordo com a linhagem celular, B ou T, aproximadamente 20% dos casos sdo 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 hematoldgica clonal que se origina a partir de uma Unica
célula linfocitaria e é caracterizada pelo acimulo de blastos de fenodtipo B que entdo

suprimem a hematopoiese normal (PUI, 1998).

A LLA-cpB é classificada em quatro grupos de acordo com a sequéncia de maturacéo e
diferenciacédo das células B e segundo a proposta de classificacdo pelo Grupo Europeu para a
caracterizacdo imunofenotipica das leucemias agudas (EGIL) (BENE, 2005, PUI, 2008),
como mostrado na tabela 1.2. O diagnostico inclui a classificagdo morfoldgica e a
classificacdo imunofenotipica, de acordo com a recomendacdo recente publicada pela
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e a determinacdo da doenca residual minima (DRM)
gue é um marcador prognostico altamente informativo (HARRISON, et al. 2010). Em LLA-
cpB a translocacédo tem sido incorporado na estratificacdo de risco para escolha do tratamento
(SCHULTZ, et al. 2009; IZRAELLI, 2010;) Recentemente, estudos tem mostrado importante
avangco nas investigacdes genéticas, moleculares, cariotipos e anormalidades fendtipos
prevalente na LLA-cpB (MOORMAN, 2016).

Baseado na reatividade com antigenos presentes na superficie ou no citoplasma de
células leucémicas, a LLA-cpB ¢é classificada pela expressdo nos blastos leucémicos de
antigenos de elevada especificidade para a linhagem B e dessa forma podem ser divididas em
quatro subtipos de acordo com o estagio de diferenciacdo e de acordo com a classificacao
EGIL: LLA-pré B (B-1), LLA-B comum (B-II), LLA-pré B (B-IIl), LLA-B madura (B-1V)
(BENE, 2005; PUI, 2008; COBALEDA, 2009; YU, et al. 2013), como visualizado no quadro
1.1.

A LLA-pr6 B ou de acordo com a classificacdo EGIL B-I, é caracterizada pela auséncia
da expressdo do marcador CD10 e da IgM intracitoplasmatica. Presenca do marcador de
imaturidade CD34, além da marcacdo de CD19 e CD79a intracitoplasmatico. Este subtipo
representa cerca de 5% dos casos de LLA e ¢ mais frequente em pacientes <12 meses,
também esta associado com alta incidéncia do rearranjo do KMT2A (r-KMT2A) o qual é um
biomarcador de pior prognostico (BENE, et al. 1999; SALES, 2013; EMERENCIANO, et al.
2013).



A LLA-B comum ou B-Il é caracterizada pela expressdo do antigeno CD10 pelas
células B andmalas, além da expressdo de CD19, CD79a intracitoplasmatico, CD22, TdT
nuclear e o antigeno CD45 pode apresentar intensidade diminuida. Este subtipo é o mais
frequente, representando a maioria dos casos de LLA-cpB, cerca de 60%. Além disso, é
recorrente a fusdo génica ETV6-RUNX1 e a alta hiperdiploidia, que em muitos casos estéo
associados a um melhor progndstico, chegando a 85% dos casos alcangcando um longo tempo
de remissdo (BENE, 2005; YU, et al. 2013; SALES, 2013).

A LLA pré-B ou B-IlI, representa aproximadamente 25% dos casos de LLA-cpB.
Possui um perfil imunofenotipico com elevada intensidade do CD10 e do antigeno IgM
intracitoplasmatico, além disso, expressa os antigenos CD19, CD79a intracitoplasmético e
CD22 (BENE, et al. 1999; BENE, 2005; SALES, 2013).

A LLA-B madura ou B-1V representa 2 a 4% dos casos de LLA-cpB, é caracterizada
pela expressdo de cadeias leves de imunoglobulina na superficie da membrana (mIgM),
auséncia do marcador CD34 e presenca ou auséncia do antigeno CD10. Além disso, é descrita
pela classificagdo da OMS como linfoma de Burkitt com translocagdes cromossomicas
associadas a este. Apresenta prognéstico desfavoravel, havendo elevada incidéncia de
envolvimentos no SNC, resposta deficiente ao tratamento e menor sobrevida (ALVES, et al.
2012; KEBRIAEI, 2003).

Além da identificacdo do subtipo celular do clone leucémico predominante e presenca
de subclones celulares secundarios, o algoritmo de testes necessarios para caracterizacdo das
leucemias agudas se completa com a identificacdo de alteracBes genéticas somaticas

associadas aos diversos subtipos de leucemias.



Quadro 1.1: Marcadores especificos que estabelece a classificacdo EGIL(1995)/OMS(2008)
dos subtipos celulares nas LLA-cpB

c'assE':;'ffga" cyTdT CD34 cyCD79a CD19 CD10 cylgM slgM cyCD22
Pro-B (B-1) + + + + - - - +
B-comum (B-11) + -[+ + + + = - +
Pré-B (B-IlI) + -/+ + + + + - +
B-madura (B-1V) + - + + -[+ -[+ + +

Abreviactes: Cy, citoplasma; s-superficie; os circulos indicam os eventos determinantes de cada
estagio (Adaptado, Bene et al., 2005)

1.3. Marcadores celulares e moleculares em leucemias linfoblasticas de células

precursoras B que definem progndstico

A categoria de risco de um paciente pode ser modificada por fatores progndsticos
diferentes da idade e leucometria. As propriedades bioldgicas especificas das células blésticas
leucémicas (indice de DNA entre outras anormalidades genéticas) e a resposta precoce a
terapia fornecem informacGes prognoésticas adicionais que sdo incorporadas na avaliacdo
global preditiva do risco de falha do tratamento (SMITH, et al. 1996). O prognostico
favoravel associado as células blasticas altamente hiperdipléides (indice de DNA > 1,16
determinado por citometria de fluxo) foi visto pelo grupo aleméo Berlim-Frankfurt-Munique
(BFM), protocolos de maior notoriedade internacional que utiliza a estratificacdo dos
pacientes conforme grupos de risco para ocorréncia de recidiva. Independentemente da idade
e leucometria, o paciente com alta hiperdiploidia no diagndéstico possui bom prognostico
(SMITH, 1996). Outros estudos observaram que as alteracbes cromossdmicas primarias sao
marcadores genéticos de prognoéstico independente, sendo assim a t(12;21)/ETV6-RUNX1
além da alta hiperdiploidia sdo caracterizados como bom progndstico e inversamente o
rearranjo do gene KMT2A como indicador independente de pior prognéstico (MOORMAN, et
al. 2010; EMERENCIANO, et al. 2013; MOORMAN, 2016).

Aproximadamente 75% dos casos de LLA-cpB possuem aneuploidia ou rearranjos
cromossémicos recorrentes. O rearranjo mais comum é a t(12;21)(p13;922) que da origem a
fusdo génica ETV6-RUNX1 (SHURTLEFF, 1995). Esta fusdo é detectada por hibridizacdo

fluorescente in situ (FISH) ou por reagdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa



(RT-PCR), pois se trata de alteracdo cromossémica criptica. Ambos 0s genes ETV6 e RUNX1
s80 necessarios para a hematopoiese normal, a fusdo ETV6-RUNX1 unicamente ndo é capaz
de promover a leucemogénese sendo necessario a ocorréncia de eventos secundarios para
conduzir a leucemia. Tem sido observado que ha uma forte correlacdo entre as anormalidades
cromossémicas primarias e as aberra¢fes secundarias. Nos casos com a fusdo ETV6-RUNXI,
foram identificadas mutacGes ou delecbes em genes como PAX5, ETV6, BTG1, TBLXR1.
Além disso, o perfil imunofenotipico demonstrou que a auséncia ou a baixa expressdo do
marcador CD9 é um forte preditor da fusdo ETV6-RUNXL. Esta fusdo esta associada com bom
prognostico apesar de muitos trabalhos estudarem relevancia dessas anormalidades
secundarias (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
prognostico, possuindo uma excelente chance de cura em relacdo a outros pacientes com
alteracdes ja mencionadas de alto risco, portanto a identificacdo do fator de risco dentro deste
subgrupo genético é prioritaria. Frequentemente, 0 ganho cromossémico mais comum se
caracteriza pelas adi¢Ges dos cromossomos X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21. A frequéncia da alta
hiperdiploidia € de aproximadamente 35% dos casos de LLA-cpB. Controversamente ao bom
prognostico da alta hiperdiploidia, a near-haploidia (<30 cromossomos), a hipodiploidia (30 -
39 cromossomos) e near-triploidia (60 - 78 cromossomaos) possuem um pior prognostico estao
classificados no subgrupo de alto risco. Ainda hd um debate sobre o risco relacionado sobre o
limite em termos de nimero de cromossomos, como nos casos entre 40 - 45 cromossomos ou
indice 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).

E possivel utilizar metodologias diferentes para identificar anormalidades
cromossémicas numeéricas, como a citometria de fluxo, o cariétipo por bandeamento-G e
hibridizacdo gendmica comparativa de alta resolugdo. Utilizando a citometria de fluxo com
base na medicdo da marcacdo especifica de DNA de células na fase GO/G1, é possivel
estabelecer parametro capazes de determinar os subtipos de alta diploidia (hiperdiploide),
diploide (sem adicdo cromossdmica) e hipodiploidia. O uso dessa metodologia € rapida dando
uma estimativa do contetdo do DNA sem a necessidade de estabelecimento da cultura de
células. Dessa forma, foi mostrado que o uso da citometria para mensurar o indice DNA

detecta com sucesso, ndo SO clones majoritarios como também os minoritarios. O
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bandeamento G por conta do crescimento da cultura de células pode selecionar erroneamente
subclones. Sendo assim, o uso do indice de DNA por citometria de fluxo pode ser mais eficaz
por identificar clones minoritarios ndo detectaveis pelo bandeamento G e pela hibridagdo
gendmica comparativa. No entanto ainda permanece um desafio de determinar o impacto de
prognosticos desses subclones (FRIEDMANN, 2000; NYGAARD, et al. 2006; RACHIERU-
SOURISSEAU, et al. 2010).

As anormalidades cromossémicas, como as alteracbes KMT2A, t(9;22)/BCR-ABL1,
t(17;19)/TCF3-HLF, sdo reconhecidamente marcadores de prognostico de alto risco
independentemente da idade do paciente (PIETERS, 2010; HARRISON, 2011;
MULLIGHAN, 2012; MOORMAN, 2012a; 2016). O gene KMT2A que esta localizado na
regido 1123, geralmente sofre translocacdo com grandes quantidades de parceiros, no
entanto, em 85% dos casos essas transloca¢es com os parceiros AFF1 (AF4), MLLT1 (ENL),
MLLT4 (AF6), MLLT3 (AF9) e MLL10 (AF10). Todas as translocacfes do KMT2A, bem
como BCR-ABL1 e TCF3-HLF séo facilmente detectadas por citogenética, hibridizacao in situ
por fluorescéncia (FISH) ou por RT-PCR. A translocagdo KMT2A é altamente prevalente em
criancas menores de 1 ano (80% dos pacientes nesta faixa de idade). Além disso, como a
identificacdo dessa translocacdo é determinante para a estratificacdo da terapia, o uso da
citometria de fluxo é amplamente utilizado para sugerir a presenca desses rearranjos, ja que
foi demonstrada a expressdo positiva do marcador NG2 em superficie celular, este marcador
tem sido usado para predizer a presenca do KMT2A-r. Este marcador foi incorporado nos
painéis de diagndstico principalmente para lactentes. (EMERENCIANO, et al. 2011,
MOORMAN, 2012a; MEYER, et al. 2013). No entanto é essencial a confirmacdo de
KMT2A-r através de técnicas de citogenética molecular.

Cerca de 3% das LLA-cpB possuem a translocacdo t(1;19)(g23;p13), o0 que em mais de
95% dos casos resulta na fusdo de TCF3-PBX1 (também conhecido como E2A-PBX1).
Geralmente essa fusdo é observada em casos com um imunofenétipo de pré-B e pode ser
diagnosticada por FISH ou RT-PCR. Possui associacdo com a recaida no SNC e um desfecho
ruim apds a primeira recaida. Essa fusdo esta associada a um prognostico ruim com doses
convencionais de quimioterapia, porém, a recente intensificacdo da terapia demonstrou uma
melhora na sobrevida desses pacientes (PUI, 2008; MOORMAN, et al. 2010; 2016). O
marcador preditivo desta alteracdo através de citometria de fluxo € a presenca da cadeia IgM

intra-citoplasmatico.
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A LLA-cpB com a presenca da translocagao t(9;22)(934;q11), que resulta no gene de
fusdo BCR-ABL1, foi considerada como sendo de altissimo risco até recentemente. Com o
advento da terapia com inibidores tirosina-quinase este grupo foi reclassificado com alto
risco/ dependente do tratamento. A presenca de BCR-ABL1 esta associada a idade mais
avancada, maior contagem de leucdocitos e leucemia mais frequente no SNC ao diagndstico. A
proteina hibrida BCR-ABL1 é uma tirosina quinase constitutivamente ativa que
sucessivamente ativa multiplas vias de sinalizacdo, aumenta a proliferacdo celular e desregula
a diferenciacdo e adesdo. Mais recentemente foi observado que pacientes que possuem 0
cromossomo Philadelphia (Ph), apresentam melhoria apds tratamento com inibidor de
tirosina quinase o que resulta na ativagéo do fator de transcricdo BCL6, que pode influenciar
diretamente a responsividade ao tratamento com esses agentes. Sendo assim, a fusdo BCR-
ABL1 é um biomarcador preditivo para terapia dirigida por imatinib ou dasatinib (dois
importantes inibidores de tirosina quinase) que impossibilitam diretamente o efeito
leucemogénico da oncoproteina 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 doenca em 4 anos de seguimento (BIONDI, A.; CAZZANIGA, G., 2013).

Nos dltimos anos, a amplificagdo intra cromossdmica do cromossomo 21 (iIAMP21)
tornou-se desafio para comunidade cientifica por esta associado a recaidas precoces. Ocorre
em 2% dos casos e foi originalmente diagnosticada utilizando a técnica do FISH, como um
ganho de pelo menos trés cdpias do gene RUNX localizado em 2122.12. Pacientes tratados
como risco padrdo apresentam uma taxa de recaida muito alta (>80%), mas que esta é
significativamente reduzida (<20%) quando os pacientes sdo 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
diagnostico 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 identificacdo das principais anomalias citogenéticas

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

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

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

marcadores dentro deste grupo.

Tabela 1.1: Variaveis importantes para estratificagdo de risco em LLA-cpB

Baixo Risco (NCI) Alto Risco (NCI) LLA - Ph* Lactentes
Idade (anos) >1-<99 >10-18 V* <12 meses
Leucometria <50x10° > 50x10° V >50.000%*v
SNC (-3) ndo ndo — —v

Hipoploidia;Tetra

Sub-grupos Hiperdiploidia; ETV6 - Hiperdiploidia, ) :
Citogenéticos RUNX1 AFF1-KMT2A, BCR-ABL1 BCR-ABL, r-KMT2A
DRM - Sub- . Dois grupos sdo iguais
grupos BRV BRi AR ARV ARV ARV
D8 morfologia
(SP) <1000 > 1000 <1000 > 1000 <1000 > 1000
D15 (MO - CF= M; < [My/M;>0,01 |My/M,<10-
0,1%) 0,01 |<10 > 01 >10 >0,1-<10 >10
D35 <01 >0,1<10

Abreviagdes: BRV= baixo risco verdadeiro; BRi=intermediario; NCI= National Cancer Institut; AR=
Alto risco verdadeiro; v*, variavel verdadeira independente. M1 aspirado de medula &ssea;

Comunicagdo pessoal: encontro international BFM 2014

1.4. Desafio de identificacdo de marcadores fendtipos na era gendmica

As correlagbes entre imunofenétipo-genétipo foram bem estabelecidos através dos
amplos painéis de anticorpos utilizados na caracterizacdo celular das leucemias de modo
geral. Talvez um marco mais impactante tenha sido o trabalho do Hrusak que demonstrou as
diferencas de expressdes antigénicas celulares fortemente associadas aos principais subtipos
citogenéticos de LLA-cpB (HRUSAK, 2002).

A predicdo de algumas alteracGes pela expressdo de determinados marcadores, como
por exemplo o CD25, também conhecido como receptor o de interleucina 2 (IL2Ra) é
expresso em diferentes malignidades linfoides e vem sendo incluido em casos de LLA-cpB.
Foi visto que a expresséo desse marcador foi significantemente mais alta em casos de BCR-
ABL1 positivos sugerindo que o CD25 poderia ser um possivel marcador substituto para
identificacdo da presenca dessa alteracdo através de técnicas citogenética-moleculares
(OWAIDAH, et al. 2008).
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Outra molécula bastante estudada é o CD66¢c, também chamado de CEACAMSG,
antigeno KOR-SA3544 e NCA 90/50 ¢é expresso apenas em granuldcitos e seus precursores
na hematopoese normal. E um marcador mieldide, porém ¢é observada uma expressio
aberrante em LLA-cpB. Em um estudo foi visto que todos os casos BCR-ABL1 positivos
foram também positivos para a marcacao do CD66¢ e CD25 com sensibilidade de 100% e
especificidade de 87% (OWAIDAH, et al. 2008).

Foi observado um namero imenso de micro dele¢es que afetam 0s genes nas principais
vias, incluindo a diferenciacdo linfoide, o ciclo celular e a proliferacdo. Muitos estudos estéo
avaliando o papel das alteracbes no numero de cépias (CNA) como biomarcadores de
prognostico, estas sdo alteracdes secundérias, subclonais e podem ser adquiridas, perdidas ou
enriquecidas entre o diagnostico e a recaida. Além disso, esses estudos tambem d&o foco ao
perfil de expressdo génica, 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 delecdes de IKZF1 (IKAROS Family zinc finger 1) ocorrem em cerca de 15% dos
pacientes de LLA-cpB, mas sdo 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 delecdo de IKZF1 tem sido relacionada a fatores de pior progndstico
como idade avancada, alta leucometria e DRM persistente e pacientes com Sindrome de
Down (SD) (BUITENKAMP, et al. 2012; SCHWAB, et al. 2013;). Inicialmente foi sugerido
que pacientes com delecdo de IKZF1 tivessem um prognastico ruim, entretanto, estudos mais
recentes mostraram que as dele¢des envolvendo esse gene eram de progndstico desfavoravel
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 presenca da
delecdo de IKZF1 ndo anula o progndstico associado a outras anormalidades genéticas que
possuem baixo risco, como a fusdo 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 delecBes de IKZF1 possuem um prognostico ruim mesmo quando esses
pacientes sdo tratados com regimes contendo imatinib (VAN DER VEER, et al. 2014).
Portanto, é provavel que anormalidades secundarias também tenham um resultado
desfavoravel secundario, em vez de ser um importante biomarcador prognostico

independente.
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Outra anormalidade secundaria foi observada em estudos recentes dentro do subgrupo
das B-others, caracterizada por uma delecdo monoalélica do gene ERG. A frequéncia é 10-
15% dentre as B-others. Estes pacientes tém um resultado excelente de mais de 90% de
sobrevida em cinco anos apesar de terem uma incidéncia muito elevada de delectes de IKZF1
(cerca de 40%) (HARVEY, et al. 2010a; CLAPPIER, et al. 2014).

Entre todas as anormalidades presentes em LLA-cpB, possivel visualizar a frequéncias
das mesmas na figura 1.2, a superexpressdo e 0s rearranjos envolvendo o gene CRLF2
ocorrem em até 50% dos casos de BCR-ABLL like e cerca de 6% dos pacientes de LLA-cpB,
assim a definicdo de alteraces de ativacdo de quinase neste subgrupo de BCR-ABL1 like é
importante para identificacdo e tratamentos desses pacientes (HARVEY, et al. 2010b; PUI, et
al. 2011; MULLIGHAN, 2012).

Superexpressdao CRLF2 Alta hiperdiploidia
6% \ > 50 Cromossomos
25% g
Delecao ERG _
7%~ -
ETV6-RUNX1
iAMP21 — i 1(12;21),

259
2% %

Outros / 3 mMycC
7% A 1(8;14), 1(2;8), 1(8;22)
BCR-ABL1 k| L § E2A-PBX1
1(9;22) t(1;19)
3% 5%
LyL1 TAL1
L 19p13  1p32 MLL-ENL
t(4;22), t1(11;19), HOX11L2 o o, 0.3%
. 1.5% 7% 3%
t(9;11) 5935
8% 2.5% HOX11
. 10q24

0.3%

Figura 1.2. Frequéncia estimada dos genoétipos especificos em LLA. Anormalidades genéticas em
LLA-cpB com excecdo da cor lilas que representam as alteraces especificas presentes no grupo de
LLA-T. A superexpressdo do CRLF2 ocorre em 6% de todos os casos de LLA-cpB. (Adaptado Pui, et
al. 2011)
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1.5. Superexpresséao CRLF2

Dentre as novas anormalidades identificadas em LLA-cpB, foi descrita uma expressao
aumentada do gene CRLF2 sem a presenca de alteracdes genéticas mais recorrentes (este
subgrupo denominado B-others, aqui serd denominado a partir deste ponto como LLA-cpB
negativoy & somando a isto tem sido observado auséncia dessa expressdo nos outros grupos com
alteracOes genéticas mais frequentes (RUSSELL, et al. 2009; YODA, et al. 2010).

O gene CRLF?2 esté localizado na regido pseudoautossémica (PAR1) dos cromossomos
sexuais Xp22.3 / Yp1l1l.3. O CRLF2 ou também chamado de thymic stromal lymphopoietin
receptor (TSLPR), é membro da superfamilia do receptor de hematopoietina, forma um
receptor heterodimeérico com a cadeia alfa do receptor de Interleucina 7 (IL- 7Ra) ou CD127,
para a citocina TSLP. Na presenca do ligante TSLP hé ativacdo da JAK1 e JAK2 e STAT 5
que esta envolvido na ativacdo de células dendriticas, estimulando respostas inflamatdrias 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 séo
importantes reguladores de desenvolvimento linfoide normal e, portanto, pode influenciar a
proliferacdo e /ou sobrevida de células de LLA (SIMS, et al. 2000; LEONARD, 2001,
MILLER, et al. 2002).

Recentemente a mutacdo no IL-7R (ou CD127) tem sido identificado tanto em LLA-
cpB, como em LLA-T, incluindo casos de alteracGes/superexpressdo envolvendo o CRLF2
(SHOCHAT, et al. 2011; ZENATTI, et al. 2011). A IL-7 é uma proteina reguladora
imunitaria pleiotropica e a expressdo de IL7-Ra é fortemente regulada durante o
desenvolvimento linfoide (CORCORAN, et al. 1996; TAL, et al. 2014). E expressa em todas
as fases do desenvolvimento das células T, com excecdo de células T ativadas (TAL, et al.
2014). O IL-7R heterodimeriza quer com IL-2Ry para formar um receptor para IL-7 ou com
CRLF2 no receptor para TSLP (NOGUCHI, et al. 1993; LIU, 2007). A transducédo de sinal
através tanto do complexo IL-7R como do CRLF2 resulta na ativacdo de STATS5 e
subsequente proliferacdo celular (NOSAKA, et al. 1999; SATO, et al. 2001; ISAKSEN, et al.
2002).
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Figura 1.3. Vias de sinalizacOes e aberracBes em IL7-Ra e CRLF2. (A) O ligante TSLP induz a
dimerizagdo do receptor CRLF2 com IL-7Ra. (B) Mutagbes que introduzem cisteina no dominio
transmembranar foram encontradas em IL7RA e CRLF2. Estas mutagbes permitem a
homodimerizacéo de IL7RA ou CRLF2 resultando também em sinaliza¢éo constitutiva (adaptado Tal,
2014).
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Os rearranjos envolvendo o CRLF2 resultam na expressao génica aumentada do gene
por mecanismos ainda desconhecidos, como translocacdo cromossémica criptica, que justapde
CRLF2 ao locus enhancer da cadeia pesada da imunoglobulina (IGH) ocasionando em
IGH@-CRLF2 ou uma delecdo intersticial de parte da regido PARL resultando em P2RY8-
CRLF2 (RUSSELL, et al. 2009; CARIO, et al. 2010; YODA, et al. 2010; MOORMAN, et al.
2012b). A delecdo envolvendo P2RY8 sdo geralmente mais comuns que a transloca¢do IGH
(CARIO, et al. 2010; DYER, et al. 2010; HERTBERG, et al. 2010; ENSOR, et al. 2011). No
entanto, pacientes que ndo possuem estas alteracfes podem mesmo assim apresentar a
expressao aberrante do gene CRLF2. Sugere-se que na maioria dos casos de LLA-cpB com a
superexpressdo génica do CRLF2 ocorre mutacdes de ganho de fungdo em um componente do
complexo de sinalizagdo TSLP, como mutagdo em JAK2 e menos comum em JAK1 e a
substituicdo da cisteina em IL-7Ra que promove a homodimerizacdo ou a heterodimerizagédo
constitutiva com CRLF2. Outros mecanismos que conduzem a uma expressao elevada de
CRLF2 sdo a presenca de copias adicionais do locus CRLF2 ou uma rara mutacao pontual no
cédon 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 revisao de literatura, a LLA-cpB é uma doenca heterogénea e em 70% dos
casos pode ser caracterizada por apresentar alteracdes citogenéticas-gendmicas recorrentes
com progndstico bem definidos. No entanto ainda ha um subgrupo de aproximadamente 30%
dos casos que se destaca por ndo apresentar nenhuma das alteracOes capazes de justificar
medidas para estratificacdo de risco denominadas como LLA-cpB "9° e temporariamente
incluidas na categoria de risco intermediario. Para este subgrupo, a tecnologia molecular,
como micro-arranjos e sequenciamento de nova geracdo (NGS) demonstraram que alguns
destes pacientes ttm um perfil de expressdo semelhante a LLA-cpB com BCR-ABLI,
denominado de BCR-ABL1-like. Tem sido observado que até 50% desses pacientes BCR-

ABL1-like possuem alteracdes/expressdo 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 inconsisténcias de resultados em relacdo ao seu valor
prognostico. Alguns estudos sugerem que a expressdo aumentada de CRLF2 é um marcador
de progndstico desfavoravel enquanto outros sugerem que o CRLF2 ndo é um marcador
relevante no contexto de estratificacdo de risco, como em relacdo a proporcdo desses
pacientes que exibem essa alta expressdo 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 expressdo génica 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 ja que essa expressdo aumentada do CRLF2 também tem sido estudada
como um possivel marcador para alvo terapéutico com tirosina quinase. Sugere-se que a
expressdao aumentada do CRLF2 ocorre em pacientes sem nenhuma das alteracbes 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 expressdo de CRLF2 pode ser aumentada por mutacdes de ganho de fungdo no
proprio CRLF2 (CHAPIRO, et al. 2010), bem como no IL7-Ra que forma um heterodimero
com o CRLF2. (SHOCHAT, et al. 2011). Para compreender melhor os marcadores
envolvidos na alta expressdo do CRLF2, optamos por verificar também a expressao celular do
CD127, sendo o receptor envolvido juntamente com o CRLF2 e ativando vias importantes,

como JAK/STAT. Varios estudos utilizaram diferentes critérios de inclusdo dos casos

19



analisados e técnicas, como o RT-gPCR ou citogenética molecular para detectar a expressao
génica, no entanto ndo ha defini¢des padronizadas entre estudos. Diante disso, a identificagdo
e a associacdo da expressao génica (pela técnica RT-qPCR) e celular é de grande importancia
ja que CFM é uma metodologia bastante utilizado para identificacdo e classificacdo dos
diferentes subtipos da LLA-cpB além de identificar a expressdo celular de varios marcadores
imunofenotipicos que tem a capacidade de refletir ou predizer as caracteristicas genotipicas
dentro deste grupo de leucemia. O desafio, portanto, é propor um conjunto de testes de baixo
custo e de facil manuseio que sejam capazes de identificar com seguranca entre LLA-cpB

negativos aqueles pacientes com alta expressao celular em CRLF2.

A técnica CFM é uma ferramenta de extrema importancia no diagnostico de LLA, na
identificacdo de DRM, na identificacdo de clones celulares secundérios e na avaliagdo dos
marcadores que sdo alvos terapéuticos. As deteccOes das alteracbes génicas por micro-
arranjos ou por NGS ainda sdo de alto custo, sdo testes que podem ser demorados quanto aos
resultados, e podem ter resultados equivocados devido a escassez de material genémico
adequados. Portanto, a optimizacdo da CFM na identificacdo de expressao celular de alguns

antigenos de membrana, correspondentes ao status génico, é extremamente relevante.

Para melhor consolidar o uso de CFM, é necessario validar o modelo preditivo do
CRLF2 associado com diversas alteragdes genéticas, como ETV6-RUNX1, KMT2A, E2A-
PBX1, BCR-ABL1 incluindo alteracGes em ploidia (através de indice de DNA).

Apesar das altas taxas de cura em LLA-cpB ainda hd um grupo de aproximadamente
20% desses pacientes que possuem falha ao tratamento e consequentemente recorréncia de
recaida. Além disso pacientes sobreviventes muitas vezes sofrem com graves toxicidades,
principalmente pacientes com SD, sendo assim € necessario identificar importantes
biomarcadores que podem servir de fatores de progndstico 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

e Estabelecer um algoritmo de testes combinados imunofenotipicos e moleculares

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

3.2. Objetivos especificos

e Testar um painel de anticorpos monoclonais através de citometria de fluxo
multiparamétrica, incluindo CD66¢ e CD127 e identificar os casos de LLA-cpB com
expressdo celular diferencial do CRLF2 na superficie celular;

e Avaliar o indice de DNA das amostras de LLA-cpB, correlacionar a expressao do
CRLF2 e/ou as alteracGes genéticas mais frequentes associadas aos diferentes niveis
de ploidia celular;

e Correlacionar a expressao do gene CRLF2 com seus niveis de expressao proteica e

diferentes perfis imunofenotipicos de células precursoras B.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Desenho de estudo

Foram incluidas no estudo, as amostras com diagnostico de LLA-cpB enviados para o
Programa de pesquisa Hematologia-Oncologia Pediatrico (PHOP) na Coordenacdo de
Pesquisas no Instituto Nacional de Céancer (INCA), Rio de Janeiro, entre o periodo de 2014-

2016, para complementacéo e confirmacao diagnostica imuno-molecular.

As instituicGes que colaboram com este estudo sdo na maioria dos casos procedentes da
regido Centro-Oeste - Goias e Mato Grosso do Sul (42,2%), do Nordeste - Alagoas, Bahia,
Paraiba e Pernambuco (32%), do Sudeste - Rio de Janeiro e Sdo Paulo (17,2%) e da regido

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

As amostras de MO e/ou SP para caracterizacdo imunofenotipica-molecular foram
submetidas inicialmente as analises de imunofenotipagem através da citometria de fluxo
multiparamétrica conforme os protocolos ja bem estabelecidos vigentes (BENE, 2005;
IKOMA, 2014). Uma vez no laboratério do PHOP o processamento destas amostras foram
direcionados para os principais testes moleculares. Estas amostras foram enviadas juntamente
com as informacdes demogréaficas e clinicos de cada paciente, bem como os resultados da

imunofenotipagem de laboratorios locais.

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

investigadores envolvidos no estudo.

Uma demonstracao esquematica com as etapas do estudo foi sumarizada no fluxograma
da Figura 4.1. Concomitantemente os testes moleculares para a identificagdo das principais
alteracdes moleculares em LLA-cpB foram feitos a partir do RT-PCR para avaliacdo
qualitativa das mesmas e assim para a caracterizacdo completa das amostras e dessa forma

foram utilizados neste estudo para correlacdo com as expressdes celulares do CRLF2.
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Amostras

| Citometria de fluxo ‘

| Painel de triagem |

Painel indice ETV6-RUNX1
completo de KMT2A
de LLA-cpB DNA BCR-ABL1
E2A-PBX1

|

Caracterizagdo completa ‘

RTg-PCR

Figura 4.1. Fluxograma dos procedimentos laboratoriais realizados no estudo de acordo com 0s

critérios de inclusdo. Abreviagdes: RT-gPCR, PCR quantitativo em tempo real;

4.2. Casuistica

Essas amostras sdo procedentes dos centros de tratamento oncoldgico situadas em
cidades de 4 regides brasileiras (nordeste, sudeste, centro-oeste e sul) e que colaboram com

Nosso grupo.

As variaveis relevantes para o estudo foram: idade ao diagnostico; sexo; etnia; uso
prévio de corticoides (ou tratamento quimioterapico); leucometria; percentual de blastos;
presenca ou nao de sindrome genética e informacGes clinicas sobre recaida no qual foram

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

Critérios de inclusdo: Foram incluidas amostras de MO e/ou SP de pacientes com idade
inferior a 18 anos com diagnostico 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 exclusdo: Casos previamente tratados com cordicoide (> 3 dias) antes do

diagnostico. Pacientes em recaidas cujas amostras do diagnostico que ndo foram enviadas ao
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PHOP. Casos de leucemias com diagnosticos inconclusivos ou LLA-T, ou de origem

mieloide.
4.3. Etica

Todas as Instituicbes que colaboram com nosso grupo recolheram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado pelos pais ou representantes legais da
crianca (anexo 9.4). Este trabalho faz parte de um estudo denominado “Estudos multi-
institucional das leucemias infantis (EMILI): contribui¢do dos marcadores imuno-moleculares
na distincdo de seus subtipos e de fatores de riscos etiopatogénicos”. O projeto foi
devidamente aprovado dentro da Plataforma Brasil pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do
INCA e pela comissdo nacional de ética em pesquisa (CONEP) no dia 25/01/2016.
Certificado de Apresentagio para Apreciacio Etica (CAAE): 33243214.7.0000.5274.

4.4. Métodos

4.4.1 Marcacdo imunofenotipica

Para caracterizacdo imunofenotipica das leucemias agudas foram utilizados AcMo
marcados com até 6 fluorocromos por tubo: isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina
(PE), complexo-piridina-clorofil-proteina 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, Republica Checa). Os anticorpos CRLF2-APC (clone
1F11/TSLPR) e CD127-PE (clone HIL-7R-M21) foram utilizados da marca BD. A
metodologia de marcacéo esta descrita abaixo.

Para a marcacao utilizando anticorpos de membrana foram utilizadas 50uL das amostras
frescas de MO ou SP, incubadas por 20 minutos, com quantidade pré-estabelecida através da
titulacdo de cada anticorpo (1L e 2uL por teste para 0 CRLF2 e CD127 respectivamente), a
temperatura ambiente (TA) e protegidos da luz. Em seguida, adicionou-se 2mL da solucéo de
lise FACS Lysing Solution® (BD) diluida 1:10 em agua Milli-Q e incubou-se por 10 minutos
a TA. As células foram centrifugadas (Jouan C422, rotor fixo) a 1500 rota¢fes por minuto
(rpm) por 5 min, o sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 2mL de solugéo tampéo
fosfato salino (PBS) 1X (Ph =7,4). As amostras foram centrifugadas novamente, o PBS

descartado e o pellet foi ressuspendido em 200uL de PBS. Como mostrado no fluxograma, foi
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feito inicialmente o painel da triagem para identificar a presenca de LLA-cpB e
posteriormente foi feito o painel completo para caracterizar o subtipo dessa leucemia (Tabela
4.1).

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

PAINEL DE TRIAGEM
Tubo | FITC | PE | PerCP-CY.5.5 | PE-CY7 ‘ APC | APC-H?
1 CONTROLE NEGATIVO

2 cyMPO figgggz; CD45 CDI19 CD34 cyCD3

PAINEL COMPLETO

Tubo | FITC PE PerCP-CY.5.5 | PE-CY7 ‘ APC | APC-H?
1 CONTROLE NEGATIVO

2 | NuTdr CD20 CD45 CD19 CD10 CD38
3 CDY cD22 CD45 CD19 CD34

4 cyleM CD45 CD19 CD10

5 CD5s8 CD66e CD45 CD19 CD123

6 CDI13 +CD33 CD45 CD19 CD34

7 CD10 CD127 CD45 CD19 CRLF2

Abreviagdes: MPO, Mieloperoxidase; Cy, citoplasmatico; Nu, Nuclear; IgM, Imunoglobulina M.

Para a caracterizacdo da LLA-cpB alguns AcMo intracitoplasmaticos sdo importantes,
como a marcagdo do CD79a, MPO, CD22 e IgM, sendo com um painel completo com 21
AcMo conforme a tabela 4.2. Para a marcacgdo intracitoplamastica foi utilizado o protocolo
semelhante ao descrito anteriormente no entanto, na segunda centrifugacdo, 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 50uL de PBS/Tween20 0,5% para permeabilizar
a membrana celular, e esta solucdo foi homogeneizada e incubada por 5 minutos. Em seguida,
0s anticorpos para antigenos intracelulares foram acrescentados em combinacdes 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 caracterizacdo das leucemias linfoblasticas de
células precursoras B.

AcMo Fluorocromo Clone Fabricante
MPO FITC 5B8 BD
CD79a PE HM57 EXBIO
CD45 PerCP CY5.5 MEM-28 EXBIO
CD19 PE-Cy 7 4G7 EXBIO
CD34 APC 581 EXBIO
CD3 APC-H7 SK7 BD
CD20 PE B-Lyl DAKO
CD10 APC MEM-78 EXBIO
CD38 APC-H7 HB7 BD
IeM PE G20-127 BD
CD66¢c PE B6.2/CD66 BD
CD358 FITC 1C3 BD
CD123 APC 7G3 BD
CD13 PE WM-47 DAKO
CD33 PE WM-54 DAKO
CD10 FITC LT10 EXBIO
CD127 PE HIL-7R-M21 BD
TSLP APC IF11/TSLPR BD
TdT FITC HT-6 DAKO
CD22 PE 4KB128 DAKO
CD9 FITC M-L13 BD
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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 solucdo de lise de heméacias RBC na proporgédo
trés vezes o volume da amostra com incubagdo por 15 minutos, posterior centrifugacdo a
1500rpm por 5 minutos, descarte do sobrenadante e as células foram ressuspensas em até 5mL
de solucdo 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.

Apoés essa fase, foi feita a contagem celular através do microscopio dptico, utilizando-se
a camara de Neubauer com células diluidas em azul de trypan 0,2% para avaliacdo de
viabilidade celular. De acordo com contagem e com a viabilidade s3o separadas 10x10°células
para ser colocado em Trizol para posteriormente avaliagio molecular e o restante
ressuspendido em solucdo de congelamento gelada SFB/Dimetilsufoxido (DMSO) 10%.
Essas amostras foram mantidas no freezer de -80°C, 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 37°C. Posteriormente o criotubo é retirado do freezer -80°C e transferido
para o banho maria a 37°C por alguns segundos até descongelamento parcial da amostra. Esta
¢ transferida para o falcon contendo RPMI + SFB e homogeneizado gentilmente.
Subsequentemente centrifugou-se a suspensdo 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 camara de Neubauer e azul
de trypan 0,2%. Utilizou-se um volume aproximado de 80pL da suspensdo, contendo 1x10°

células para realizar a marcagdo com os AcMo para antigenos presentes no estudo.
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4.4.4. Aquisicao e analise das amostras por citometria de fluxo

As aquisicbes das amostras foram feitas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto 11 ™,
usando o programa BD FACSDiva™ v8.0.1. Foi utilizado beads (Cytometer Setup and
Tracking Beads — BD Biosciences — San Jose — USA) validado pelo grupo Euroflow para a
setagem didria e monitoramento da estabilidade para todos os parametros. Além disso,
também foi realizado posteriormente ao CSeT o controle di&rio com as beads para verificar o
limite de deteccédo dos fluorocromos para a maior sensibilidade dos sinais (valores de acordo
com o fabricante e validado Euroflow) e ajustavel a partir das voltagens de cada fluorocromo.
També, foi realizada a compensacéo utilizando-se sangue periférico e BD CompBeads (cat.
51-90-9001229, BD Biosciences) (KALINA, et al. 2012). As analises das amostras foram
feitas com auxilio do programa Infinicyt™ (Cytognos — Salamanca — Espanha), de onde
foram gerados os dados analisados (Figura 4.1), como porcentagem e a intensidade mediana
de fluorescéncia de eventos positivos para cada marcador. Inicialmente as células viaveis
foram definidas no dotplot FCS x SSC. Utilizou-se entdo dot plot CD45 x SSC para delimitar
a area especifica dos blastos, este dot plot discrimina as células blasticas leucémicas que se
localizam na regido de baixa complexidade, com intensidade moderada a negativa do CD45.
Os linfdcitos apresentam intensidade forte do CD45, os precursores eritroides sao
essencialmente negativos para CD45, 0os mondcitos apresentam maior complexidade interna e
intensidade forte do CD45 e os granuldcitos possuem alta complexidade, com intensidade
moderada do CD45 (CRAIG & FOON, 2008). Em seguida o dotplot CD19 x SSC foi
utilizado para definir a populacéo de blastos linfoides de linhagem B (representado em rosa),

a populagéo de linfoides maduros foi representado em azul (Figura 4.2a).
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Figura 4.2: Esquema de analise para avaliacdo de CRLF2 e CD127. (A) Células viaveis definidas no
primeiro dotplot de FSC x SSC. Populagdes de leucdcitos definidas pela complexidade interna e
marcacdo para CD45 (CD45 x SSC) e os blastos linfoides de linhagem B definidas pela marcagéo para
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CD45 e CD19. (B) Expressao dos antigenos CRLF2 e CD127 em blastos leucémicos e linfocitos. Os
linfécitos foram usados como controles negativos para marcagdo do CRLF2 enquanto para o CD127
foi usado o tubo ndo marcado. No histograma do CRLF2, em azul sdo os linfocitos e em rosa os
blastos positivos para 0 CRLF2. No histograma abaixo em cinza séo células do tubo ndo marcado e em

azul claro os blastos positivos para o CD127.

Para avaliacdo dos marcadores CRLF2 e CD127 os resultados foram expressos em
porcentual de células positivas e em intensidade mediana de fluorescéncia (IMF) das células
positivas. Para linfécitos maduros foram utilizados como controle negativo, enquanto que

para 0 CD127 foi utilizado o tubo de células ndo marcadas (como observado na figura 4.2b).

Para descartar o background de marcacao foi realizada a subtracdo do valor IMF dos
marcadores CRLF2 e CD127 pela IMF dos linfocitos e do controle negativo, respectivamente.
As expressoes celulares dos antigenos foram determinadas como alta, intermediaria ou baixa
de acordo com a distribuicdo dos percentis ou perfil de expressdo, apés avaliacdo de
distribuicdo de frequéncia. As analises desses marcadores também foram feitas através do

programa Infinicyt (BD).
4.4.5. Citometria de fluxo para anélise da ploidia celular

A citometria de fluxo também foi utilizada para determinacdo da ploidia celular através
do indice 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 saudaveis para
identificar um pico diploide na fase GO/G1 e as amostras frescas de SP ou MO EDTA de

pacientes para identificar a presenca da aneuplodia na mesma fase.

Para o preparo de 40mL do tampé&o de iodeto de propideo (PI), foi utilizado 136uL de
Tris-HCI a 1,0M pH 7,6, 400uL de NaCl a 1,0M, 40uL de NP40, 112uL de RNAse a
5mg/mL e 2,0mg de PI (VINDELOV, 1990).

As amostras de doadores e de pacientes foram separadas em 2x10° céls/mL apds a
utilizagdo do contador celular CELM CC 530 (Barueri, SP) e posteriormente utilizou-se 1mL
de FacsLysing da BD diluida 1:10 em agua milli-Q nas amostras e incubou-se por 10 min.
Apos esse tempo as amostras foram centrifugadas em 1500rpm por 5 min e subsequentemente
descartado o sobrenadante e resuspendido em 2mL de solugdo PBS 1x e novamente

centrifugado nas mesmas condigfes. Ao terminar, foi descartado o sobrenadante e
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cuidadosamente a ultima gota foi descartada sobre uma gaze para retirar 0 maximo de PBS.
Ao final foram adicionados 400pL da solugdo (mencionada acima) para cada tubo e o

material prontamente adquirido no citbmetro.

A aquisicdo foi feita no citdmetro FACSCanto I, utilizando-se o programa FACSDiva e
a analise foi feita no programa Summit versdo 4.3 (DAKO). A analise foi feita a partir do
dotplot FSC-A x SSC-A no qual foram identificados os blastos e linfocitos, posteriormente foi
utilizado dotplot PI-A x PI-H para identificar a fase GO/G1. Através do histograma é possivel
quantificar essa analise. Foram adquiridos 10.000 mil eventos no gate de interesse. O indice
de DNA foi calculado através da raz&o entre a mediana do contetdo de DNA em GO/G1 dos
blastos dos pacientes leucémicos e de celulas de doadores (controle). Foi identificada
aneuploidia quando o indice 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 elegiveis para este estudo tiveram que obter na caracterizacdo da
imunofenotipagem mais de 30% de blastos para evitar falso-negativo do teste e o percentual
de coeficiente de variacdo (CV) < 5 no pico GO/G1.
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Figura 4.3. Anédlise do indice de DNA. (A) Andlise de uma amostra representativa de células de
doadores saudaveis. O gate feito no dotplot FSC-A x SSC-A identifica a regido de blastos e linfocitos,
posteriormente ¢ visualizada essa mesma populacdo no dotplot de acordo com a area e altura (PI-A x
PI-H) para identificar a fase GO/G1, com essa fase ja identificada foi realizada a andlise através do
histograma (quantificar os resultados). (B) Andlise de uma amostra representativa de paciente
aneuploide. Foram utilizadas as mesmas condi¢Ges de analise sendo possivel visualizar através do
dotplot PI-A x PI-H duas populagdes na fase GO/G1. O gate posteriormente utilizado para a

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



4.4.6. Extracdo de RNA

Anteriormente a essa etapa, fez-se a lise de hemacias nas amostras em questdo visto no
topico 4.4.2. Ap6s a obtencéo do pellet com 10x10° células, acrescentou-se 1000uL de Trizol
ao pellet sendo entdo armazenado no freezer -80°C até a utilizacdo. Para a extracdo de RNA
destas amostras foi utilizado o protocolo descrito pelo fabricante do reagente Trizol
(Invitrogen). Foram adicionados 200ul de cloroférmio, pipetou-se vigorosamente por alguns
segundos e incubou-se por 3 minutos & temperatura ambiente. Depois as amostras foram
centrifugadas a 12000rpm por 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, retirou-se a fase de
cima (transparente) que é onde estd o RNA com cuidado para evitar contaminacdo por
proteinas e DNA, e transferiu-se para um tubo novo de 1,5mL. A esse tubo novo com a
solucdo contendo RNA adicionaram-se 500pl de &lcool isopropilico e foi incubado por 30
min a temperatura ambiente. Depois se centrifugou a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C e
posteriormente o sobrenadante foi descartado por inversdo até secad-lo totalmente.
Ressuspendeu-se com 20uL de H.O DEPC. Pipetou-se para homogeneizar e incubou-se por
10 minutos a 60°C.

O RNA extraido foi quantificado utilizando-se o espectrofotémetro (NanoDrop 1000)
no programa especifico para a quantificacdo de RNA. O fator de diluicdo foi ajustado e a
unidade de concentracdo utilizada foi pg/pL, as absorbancias utilizadas foram de 260/280nm.
Utilizou-se 1uL de RNA e a concentragdo do RNA foi dada automaticamente pelo aparelho.
Apbs a quantificacdo, 0 RNA foi conservado a —80°C até o seu uso nas reacdes de sintese de
cDNA.

4.4.7. Tratamento com DNAse e transcrigdo de RNA em cDNA

O tratamento com DNAse seguiu o protocolo do fabricante (BioLabs) no qual utilizou-
se a concentracdo de 3ug de RNA. Em um microtubo 0,2mL foi pipetado o RNA, sendo que o
volume final desta solucdo tem que ser 7,5ul, assim, quando foi necessario, acrescentou-se
agua DEPC. Acrescentou-se 1L de Buffer 10x e 1,5 pL de DNAse. Deixou-se na bancada a
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente adicionou-se 1ul EDTA (25mM) e
incubou-se a 75°C por 10 min. Subsequentemente o material foi resfriado no gelo por 1minuto
e dado uma répida centrifugacdo (spin). Apds esse procedimento foi iniciada a sintese de
cDNA.
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O protocolo de sintese de cDNA segue o ensaio comercial da Invitrogen. Acrescentou-
se 1uL de Oligo dT e 1pL de dNTP (10Mm). Incubou-se a 65°C por 5 minutos,
posteriormente as amostras foram rapidamente passadas no gelo e dado um spin. Adicionou-
se 4uL de tampdo 5%, 2uL de DTT e 1uL de SuperScript 1l e para finalizar foi incubado a
42°C por 50 minutos e depois a 70°C por 15 minutos. Apds a sintese, 0s cDNAs foram

testados atraveés de PCR para verificar a expressao do gene constitutivo GAPDH.

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

Para testar a integridade dos cDNAs, realizou-se uma reacdo de RT-PCR (Reacdo em
cadeia da polimerase por transcriptase-reversa) para verificar a amplificagdo do gene
constitutivo GAPDH. As condigdes da reagdo foram: 20uL de volume final; 3,5uL de cDNA,;
dNTP 0,2mM; tampédo para PCR 10X; MgCl, 2,5mM; 0,2uM de oligonucleotideos (Senso —
5" TGACCCCTTCATTGACCTCA 3’ e Anti-senso — 5° AGTCCTTCCACGATACCAAA
3’); uma unidade da enzima Taq polimerase (Invitrogen - Califérnia, EUA) e H>O estéril para
completar o volume. Os ciclos e as temperaturas da reacdo foram: desnaturacdo inicial a 94°C
por 1 minuto.; 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 55°C por 30
segundos; extensdo a 68°C por 1 minuto; extensdo final a 68°C 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 ndo amplificou, 0 cDNA néo foi considerado integro e dessa

forma néo foi utilizada para os testes posteriores.

100pb CN 1 2 3 4 5 6

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

controle negativo (CN) é uma aliquota de &gua e a amostra 5 foi a Unica que ndo amplificou.
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4.4.9. Reacdo em cadeia da polimerase para teste de amplificacdo do gene CRLF2

A sequéncia dos oligonucleotideos do CRLF2 utilizada foi de acordo com CHIARETT]I,
et al. 2016 sendo a seguinte: Senso — 5> ATACCCAAGCGACTGGTCAGA 3’ e Anti-senso
-5 GGGAGGCGTTGGTGTCTCT 3°.

Foi realizada padronizacéo das condices ideais para realizacdo da técnica de PCR para
verificar a amplificacdo do CRLF2, como temperatura de anelamento e ciclagem. A
padronizagéo final foi a seguinte: para o volume final de 25 pL; 2 pL de cDNA; 0,5 pL de
dNTP de concentracdo final 10mM; 0,5uL dos oligonucleotideos; Buffer PCR 10X; 1 pL de
MgClz; 0,2 pL da enzima Taq polimerase. Os ciclos e as temperaturas da reacdo foram:
desnaturacdo inicial 94°C por 1 minuto; temperatura de desnaturagdo 94°C por 30 segundos;
temperatura de anelamento 55°C por 30 segundos; temperatura de extensdo 68°C por 1
minuto; e depois de 40 ciclos uma extensdo final a 68°C por 3 minutos. A revelacdo da reacao

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

4.4.10. Reacao em cadeia da polimerase em tempo real

A expressdo génica do CRLF2 foi testada através da reacdo de RT-qgPCR no
equipamento Viia7 (Applied Biosystems, Walthan, MA, USA) e calculada com auxilio do
software v.1.1 ExpressionSuite (Thermo Fisher, Carlsbad, Califérnia, USA). Foram realizadas
49 amostras e todas testadas em triplicata e os valores quantitativos foram expressos
utilizando-se a média do ACt (Figura 4.5). As amostras foram avaliadas pelo valor de ACt,
sendo adotado o limite de até 0,2 do ACt entre as triplicatas. Além disso também foi avaliado
a Curva de Melt, para CRLF2 ficou em aproximadamente 83°C e para 0 GAPDH 85°C. O
valor utilizado para a identificar a expressdo foi através da subtracdo da média dos valores
ACT do CRLF2 pelo GAPDH e posteriormente 1/ACT.

Para o volume final de 15uL para cada reacao foram utilizados 7,5uL do corante SYBR
green (Applied Biosystems, Foster City, CA); 0,75 uL dos oligonucleotideos (GAPDH ou
CRLF2); 1,5uL do cDNA e H20 para completar o volume. As condi¢6es da reacao foram de
acordo como descrito por CHIARETTI, et al. 2016. Um ciclo de 50°C por 2 minutos, 1 ciclo
de 95°C por 10 minutos, 1 ciclo de 95°C por 15 segundos, um ciclo de 60°C por 1 minuto, em

um total de 40 ciclos.
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Figura 4.5: O plot de amplificacdo do CRLF2 e GAPDH. Para definir a expressao génica foi utilizada
as médias do ACt, sendo que entre as triplicatas o limite de varia¢ao foi de até 0,2. Em azul o gene

CRLF2 e em vermelho o gene GAPDH.

4.4.11. Anélise estatistica

Foi feita a analise exploratdria e descritiva inicial dos dados para avaliacdo de
diferengas na distribuicdo de subgrupos de pacientes de acordo com a faixa etéria, subtipo
imunofenotipico (CD10-, CD10+), ter ou ndo SD. As variaveis estudadas apresentaram
distribuicdo assimétrica, assim, utilizaram-se testes ndo paramétricos. Para a avaliacdo da
distribuicdo das variaveis categdricas foram aplicados os testes Exato de Fisher e Qui-
Quadrado. Para a comparacdo de variaveis continuas utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney (comparacdo de dois grupos) ou Kruskal wallis (mais de dois grupos). Para
correlacdo nao paramétrica entre os dados foi utilizado o teste de Spearman e para analise ndo
paramétrico com teste pareado entre as amostras de diagndstico e recaida foi utilizado o teste

Wilcoxon.

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

Para todos os testes foi considerado o nivel minimo de significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas clinico-demogréficas das amostras

No periodo de estudo (2014-2016), uma série de 151 amostras foram incluidas para
analises, conforme a figura 5.1. Dentre essas amostras, 32 foram excluidas por néo
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

criangas com SD (Figura 5.1).

2014 -2016
n=170
\
Excluidos LLA-cpB
n=32 n=138
Diagnostico Recaidas
n=128 n=10

Figura 5.1: Representagdo esquematica dos casos do estudo. Dentre os 151 casos, 13 casos foram
excluidos por auséncia de blastos, baixa viabilidade e marcagdo inespecifica. Cento e trinta e oitos
amostras foram utilizadas no presente estudo, sendo 128 casos ao diagnéstico, incluindo 5 casos de

SD. Além de 10 amostras de recaidas sequenciais.

As caracteristicas demograficas e clinicas estdo enumeradas na tabela 5.1. A média de
idade foi de 6,2 anos (0,1 — 17 anos). Foi observado discreto predominio do sexo masculino e
de cor da pele ndo branca. Em relacdo ao subtipo celular, os casos mais frequentes eram LLA-
cpB comum (com CD10 +). Foram analisadas 81 (58,7%) amostras quanto ao indice de DNA,
como proxy para categorizar os casos hiperdiploides (>1,16), principalmente nos casos que
ndo foram realizados estudos citogenéticos (bandeamente G). As alteragdes citogenético-
moleculares mais frequentes nos casos sdo 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 "9ves Og cinco casos de SD com LLA-cpB tem as mesmas caracteristicas das
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demais LLA-cpB sem SD com maior frequéncia de casos dentro do grupo de risco padrédo

(baixo risco).

Tabela 5.1: Caracteristicas clinico-demograficos dos casos ao diagndstico

o Casos totais ao diagnostico  LLA-cpB SD
Variaveis

n(%o) 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)
N&o-branca 67 (52,3) 1 (20)
Na&o informado 4(3,2) 1 (20)
Leucometria (x10%/L)
<50.000 99 (77,3) 4 (80)
> 50.000 29 (22,7) 1 (20)
EGIL*
B-1 (Pr6- B) 15 (11,7) 0(0)
B-11 (B-comum) 91 (71,1) 5 (100)
B-111 (Pré-B) 15 (11,7) 0 (0)
Né&o informado 7 (5,5) 0 (0)
Alteragdes 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 "eeativos 26 (20,3) 1 (20)
N&o classificados 65 (50,8)
Classificacao de risco NCI
Alto 48 (37,5) 1 (20)
Padréo 80 (62,5) 4 (80)

Abreviaces: * N&o foram obtidas informacgdes em todos os casos. ** Neste item foram ilustrados
apenas 0s casos que apresentaram as alteragdes cromossémicas mais recorrentes. S8o considerados
casos LLA-cpB m%tves aqueles com resultados negativos para todas as outras alteracdes citogenéticas;
0s casos nao classificados sdo aqueles que ndo foram possiveis realizar o teste de uma ou mais

alterac0es citogenéticos moleculares acima. SD, sindrome de Down; NCI, National Cancer Institute.
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As recaidas foram analisadas de acordo com a marcacgé@o imunofenotipica dos anticorpos
CRLF2 e CD127 ao diagndstico. As caracteristicas clinico-laboratoriais estdo enumeradas na
tabela 5.2. A média de idade foi de 12,3 anos (1 — 17 anos). Predominio 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 fusdo TCF3-PBX1. A média de duragdo entre o

diagndstico e a recaida foi de 1,9 anos (1 — 4 anos).

Tabela 5.2: Caracteristicas clinico-demogréaficas das amostras de recaida.

Alteragéo Alteragéo
Subtipo  citogenética-  citogenética- NCI a0
EGIL  molecularao  molecularna  diagndstico

Leucometria Leucometria

Localizagdo  x10°a0  x10°na
diagndstico  recaida

Idade  Duragdo entre
Casos  (anos)na  diagnstico e
recaida  recaida (anos)

diagnostico recaida
1 16 3 B-Il ETV6-RUNX1 Ausente Alto Risco MO 37.000 2.000
2 12 4 B-l Ausente*® Ausente? AltoRisco MO 74,000 142,500
3 1 2 B-I KMT2A KMT2A Alto Risco MO 102.000 33.800
4 I 1 B-Il Ausente? Ausente Risco padrdo MO 28.300 4.900
5 12 1 B-| Ausente® Ausente* Alto Risco MO 53.500 10.700
6 9 2 Bl ETV6-RUNX1®  Ausente* Risco padrdo MO 47400 16.800
7 16 2 B-l Ausente? Ausente? Alto Risco MO 5.300 5.600
8 16 2 B-Il Ausente? Ausente AltoRisco MO 127.000 83.000
9 7 1 B-I Ndorealizado ~ Néorealizado  AltoRisco MO 82.000 43900
10 i 1 B-1II TCF3-PBX1®  TCF3-PBX1 Alto Risco MO 20.140 1820

Abreviagdes: As alteragdes citogenética-molecular foram realizadas para ETV6-RNX1, KMT2A,
TCF3-PBX1, BCR-ABL1 e indice de DNA. Néo foi realizado o teste para alteracdes citogenética-
molecular no caso 9. *Nao foi realizado o teste para o rearranjo KMT2A. #Né&o foi realizado o indice

de DNA. No caso 9 foi realizado o indice de DNA apenas na recaida sendo analisado como diploide.

5.2. Analises de imunofenotipagem para CRLF2 e perfil de expresséo celular

As analises de expressdo celular da molécula CRLF2 foram realizadas nas 138 amostras
do estudo, incluindo os casos com SD e as recaidas. Foram incluidos todos os casos de LLA-
cpB, com e sem alteragOes citogenética-molecular recorrentes. Inicialmente a avaliagdo do
CRLF2 consistiu em estabelecer os valores correspondentes aos niveis de cutoff entre os
percentuais e IMF conforme ilustrado na figura 5.2. Embora ja seja convencionado que o
cutoff de 20% de celulas marcadas positivamente defina os padrbes de leucemias (BENE, et
al. 1995; WANT, et al. 2010), foi observado que o CRLF2 apresenta diferentes perfis de
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expressao (Figura 5.3). Dessa forma, foram definidos casos fortemente positivos,
moderadamente positivos e negativos (Figura 5.3a), essa analise foi utilizada para definir
grupos com diferentes niveis de expressdo do CRLF2, que serdo descritos a frente (Figura 5.3
e Tabela 5.2). Os casos com baixa expressao (nomeados no histograma abaixo como
negativo) representam percentual abaixo de 20%. Observamos que 21 casos possuem esse

perfil de expressdo, mas que possuem IMF intermediéria ou alta.

CD1%PE-Cy7-A LOGICAL
qEZ 0 1E2 1E3

1 1E1 162 1E:
CRLFZAPC-A LOGARITHMIC

Figura 5.2: Esquema de analise do CRLF2 através de dotplot com CD45xCD19. A marcacdo foi
visualizada em regido de células viaveis definidas previamente. Em azul os linfécitos (utilizados como
controle negativo) e em lilds os blastos leucémicos. A IMF dos blastos leucémicos foi mensurada a
partir das células positivas mostrados em linhas pontilhadas no histograma.

40



A

Fortemente
positivo

Blastos
% IMF
96,9 3.109

T i wr
CRLFZAPC-A LOGARITHMIC

Moderadamente

# positivo
EE Blastos

% IMF
8 23 1493
5
5
FLE
g
a.

Negativo

Blastos
%  IMF

14

1 11 162 1E3
CRLFZAPC-A LOGARITHMIC

541

I €1 182 13
CRLFZAPC-A LOGARITHMIC

B
Blastos
% IMF
0,9 463
# Negativo

T i " s
CRLFZAPC-A LOGARITHMIC

Blastos
% IMF
2,1 1921

' 1 e e
CRLFZAPC-A LOGARITHMIC

i 181 1 [t
CRLFZAPC-A LOGARITHMIC

Blastos
% IMF
'\\‘J 1 2455

CRLFZAPCA LOGARITHMIC

Figura 5.3: Perfil de expressdo dos casos analisados para o CRLF2. (A) histogramas representativos
com a expressdo de CRLF2 em blastos linfoides e a marcacdo negativa para CRLF2 em linfécitos
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 sdo observados aqueles que possuem IMF também baixos (primeiro histograma a
direita), que possuem uma IMF intermediaria (histograma do meio) e aqueles que possuem um clone
minoritario com alta IMF (mostrado no Gltimo histograma a direita). Em lilas os blastos leucémicos e

em azul os linfdcitos utilizados como controle negativo.
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5.2.1. Distribuicdo de frequéncia do percentual e intensidade mediana de
fluorescéncia do CRLF2

A distribuicdo de frequéncia (percentual e IMF) dos casos marcados para 0 CRLF2
pode ser visto na Figura 5.4. Observou-se que o perfil de expressdo em relacéo ao percentual
de células marcadas é muito heterogéneo com mediana 3,5% (0,07% - 99,7%). Nessa
distribuicdo foi possivel visualizar 3 grupos distintos de expressdo celular categorizados
como, percentual baixo (<20%), percentual intermediario (>20% e <70%) e percentual alto
(=70%), conforme visto na figura 5.4a. Esta definicdo de cutoff foi utilizada em todas analises
posteriores. Nesta série de casos, a maioria (85,2%) possuem percentual baixo de células

marcadas para CRLF2.

Quanto a distribuicdo de frequéncia dos casos em relacdo a IMF conforme mostra a
Figura 5.3b. Verificou-se que a mediana de expressao foi 1.015, com variacéo de 226 a 6.677.
Nesta andlise de IMF utilizamos os valores de percentis para categorizar essas expressoes:
menor que 75 percentil (< 1.480) foi considerado como baixa expressdo; > 75 percentil e
menor que 90 percentil (>1.480 e <2.438) foi considerada expressao intermediaria; valor igual

ou acima de 90 percentil (= 2.438) foi considerada expressao alta (Figura 5.4c).
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Figura 5.4. Distribuicdo de frequéncia do CRLF2 em blastos leucémicos de LLA-cpB. (A) A
distribuicdo em relacdo ao percentual, foi possivel dividir a expressao em baixa, intermediéria e alta.
(B) A distribuicdo em relacdo ao IMF de células positivas para o CRLF2 foi dividida através dos
percentis em baixa, intermediario e alta expressdo em relagcdo ao IMF. (C) Valores categoricos de
acordo os percentis para a IMF. As barras horizontais nos boxplots representam mediana, valores

minimo e maximo. P-valor calculado pelo teste Kruskal-Wallis.

5.2.2. Perfil de expressdo celular do CRLF2 de acordo com o percentual e a

intensidade mediana de fluorescéncia nas variaveis clinico-demograficas

Realizou-se o teste de Mann Whitney e Qui-Quadrado, para verificar o perfil de
expressdao celular em relacdo as varidveis idade (meses), sexo, etnia, leucometria,

classificacdo de risco preditivo. Inicialmente foram comparados dois grupos de cada variavel
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(idade, sexo, dor da pele, classificacdo de risco e leucometria) de acordo com o percentual
(Figura 5.5) e IMF (Figura 5.6) do CRLF2.

Posteriormente foi realizado a andlise para o percentual, dividido entre baixo percentual
(<20%), percentual intermediario (=20 e <70%) e percentual alto (>70%), mostrou valor
estatistico na varidvel idade, no qual foi possivel observar que aproximadamente 20% dos
pacientes maiores de 10 anos possuem um percentual de expressdo mais alto (>70%). Foi
observado também um maior nimero de casos (63,6%) com alto risco entre 0 grupo com
percentual alto de CRLF2 (=70%), resultado bem diferente dos grupos com percentual baixo e
intermediario nesse grupo de risco. Apesar desse aumento, ndo foi observada diferenca
estatistica significante, assim como nas outras variaveis (leucometria, sexo e cor da pele)
analisadas (Tabela 5.3). Também foi realizado o mesmo teste para verificar o perfil de
expressdo do CRLF2 a partir da IMF (Tabela 5.4). Foi encontrada uma tendéncia de aumento
no numero de pacientes com idade acima de 10 anos no grupo com IMF alta, conforme
também visto em relacdo ao percentual, apesar de néo ter tido significancia estatistica. Em
relacdo a leucometria, risco preditivo, sexo e cor da pele, ndo houve nenhuma diferenca

estatistica.
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Figura 5.5: Analise do percentual do CRLF2 de acordo com as varidveis idade em meses (A), sexo

(B), cor da pele (C), classificagdo de risco (D) e leucometria x10° (E). As barras horizontais nos

boxplots representam mediana, valores minimo e maximo. P-valor calculado pelo teste Kruskal-

Wallis.
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Figura 5.6: Analise da IMF do CRLF2 de acordo com as variaveis idade em meses (A), sexo (B), cor
da pele (C), classificacdo de risco (D) e leucometria (x10® (E). As barras horizontais nos boxplots

representam mediana, valores minimo e maximo. P-valor calculado pelo teste Kruskal-Wallis.
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Tabela 5.3: Comparacdo das varidveis clinico-demogréaficas de acordo com o perfil de

expressao celular em percentual do CRLF2

<20% >20% e <70%  =70%

Variaveis n (%) n(%) n(%) (%) P valor
N° 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 (455)
Cor da pele* 0,9845
Branca 57 (44)5) 49 (44,9) 3(375) 5 (454)
N&o branca 67 (52,3) 57 (52,3) 4 (50) 6 (54,5)
Leucometria 0,7373
< 50.000 99 (77,3) 84 (77,1) 7(875) 8(72,7)
>50.000 29 (22,7) 25(22)9) 1(12)5) 3(273)
Classificagdo NCI 01712
Alto risco 48 (37,5) 38(34,9) 3(37,5) 7 (63,6)
Risco padrdo 80 (62,5) 71 (65,1) 5 (62,5) 4 (36,4)

*Informagdo ndo obtida em 4 casos. A analise foi feita a partir dos 124 casos com informagédo

disponivel. Analise estatistica efetuada através do teste do Qui-Quadrado.
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Tabela 5.4: Comparacdo das variaveis clinico-demograficas de acordo com o perfil de
expressao celular em IMF do CRLF2

<1.480 >1.480 e <2.438 >2.438

Variaveis n (%) n(%) n(%) n(%) P valor
N° 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(417)
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 (474) 4 (36,4)
Na&o 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)
Classificagdo NCI 0,4021
Alto risco 48 (37,5) 33 (34,4) 10 (50) 5(41,7)
Risco padrdo 80 (62,5) 63 (65,6) 10 (50) 7 (58,3)

*Informacgdo ndo obtida em 4 casos, a analise foi feita a partir dos 124 casos com informacédo

disponivel. Analise estatistica efetuada através do teste do Qui-Quadrado
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5.2.3. Correlacgéo entre o percentual e a intensidade mediana de fluorescéncia

Verificou-se a correlacdo 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 correlacdo 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).

P=0,0365
r=0,1850

IMF CRLF2

% CRLF2

Figura 5.7: Correlacdo entre o percentual e a IMF do CRLF2. Para esta analise foi utilizado o teste

Spearman, mostrando baixa correlagdo entre as duas variaveis.

5.2.4. Expressao celular e os subtipos maturativos

Realizou-se os testes comparativos entre os subtipos maturativos de LLA-cpB, com a
finalidade de verificar alguma associacdo entre possiveis niveis de expressdo celular do
CRLF2 e os estagios maturativos da LLA-cpB. Foram excluidos sete casos porque ndo foram
completamente caracterizados com painel de anticorpos que definem os subtipos. Quinze
casos (12,4%) foram caracterizados como LLA-pré B (B-I), 91 casos (75,2%) como LLA-B
comum (B-I1) e 15 casos (12,4%) como LLA-pré B (B-I1I).

Foi observada diferenca estatistica quando avaliado o percentual de células positivas
para 0 CRLF2 (p=0,0237) entre o subtipo LLA-pr6 B (B-I) e LLA-pré B (B-11l) (Figura 5.8a).
Observou-se que no grupo B-I a mediana de expresséo foi de 1,2% (0,1-4,8%) e no grupo B-
I1, a mediana foi 3,8% (0,07-97%), j& o subtipo B-I11 apresentou uma mediana de 6,7% (0,4-
99,7%). Néo foi observado nenhuma associacdo significativa entre eles (p=0,8037) (Figura
5.8b). A mediana da IMF dentre os casos de B-1 foi 917,0 (226-2.709), a mediana dos casos
B-1l foi 1.046 (227,6-3.700) e ja nos casos de B-Ill foi 863,2 (252,8-6.578). A tabela 5.5
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mostra os diferentes niveis de percentual e a tabela 5.6 mostra em relacdo a IMF entre 0s

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-1ll) apresentam um maior percentual de casos (26,6% e 20%

respectivamente) entre os grupos com alto percentual e alta IMF do CRLF2.

A B
* P=0,0237 P=0,8037
7000- .
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Subtipos de LLA-cpB Subtipos de LLA-cpB

Figura 5.8: Perfil de expressdo de células positivas para 0 CRLF2 em subtipos de LLA-cpB. As barras
horizontais nos boxplots representam mediana, valores minimo e maximo. P-valor calculado pelo teste
Kruskal-Wallis. (A) Em relacdo ao percentual houve diferenga estatistica entre subtipos Pro-B (B-I) e
Pré-B (B-Ill) (*p=0,0237) (B) N&o houve associa¢do estatistica quando avaliada a IMF entre o0s
subtipos de LLA-cpB.

Tabela 5.5: Perfil de expressdo do CRLF2 em LLA-cpB de acordo com percentual entre os subtipos

maturativos

0 >720° 0 >70%
Subtipos n (%) <20% 220% e <70% 270%

n(%) n(%) n(%)

B-l  15(12,4) 15(100) 0(0) 0(0)
B-Il 91(752) 78(85,7) 6 (6,6) 7(7,7)
B-Il 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 expressdo do CRLF2 em LLA-cpB de acordo com a IMF entre os subtipos

maturativos

<1.480 21.480 e <2.438 22.438
Subtipos n (%)

n(%) n(%) n(%)

B-I  15(12,4)  12(80) 2(13,3) 1(6,7)

B-Il 91(752) 68(74,7) 15 (16,5) 8(8,8)

B-Il 15(12,4) 10(66,7) 2(13,3) 3(20)
Total 121(100)  90(74,4) 19 (15,7) 12(9,9)

5.2.5. Avaliagdo imunofenotipica do CD66c com a expressdo diferencial do CRLF2

A expressédo na superficie do marcador CD66c¢ foi realizada em 67 pacientes, utilizando
0 mesmo protocolo de marcacdo mencionado anteriormente. Foi utilizado o cutoff de 20% de
marcacdo em células leucémicas para definir a positividade do marcador. Foi identificado os
casos positivos e negativos para 0 CD66¢c e posteriormente avaliado o perfil de expresséo
(percentual e IMF) do CRLF2 nesses casos (Figura 5.9). A média do percentual de expressao
do CRLF2 nos casos positivos para o CD66c foi de 19,1% (0,9-99,7) e nos casos negativos
para CD66¢c foi 9,7% (0,9-83,1). Em relacdo a IMF da expressdo do CRLF2 nos casos
positivos para a molécula CD66¢ foi 1.575 (534-6.578) e nos casos negativos foi 1.199
(227,6-3.644).
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Figura 5.9: Perfil de expressédo do CRLF2 nos casos com percentual positivo e negativo do
CD66c. (A) Percentual de expressdo da molécula CRLF2 nos casos positivos e negativos do CD66c¢, p
valor =0,6878. (B) IMF do CRLF2 nos casos positivos e negativos para CD66¢, P valor =0,3307. As
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barras horizontais apresentam média com 95% de intervalo de confianca. P-valor calculado pelo teste
Mann Whitney test.

Né&o foi observado associacdo da marcagdo do CD66¢ com a expresséo diferencial do
CRLF2 quando observados nos diferentes perfis de marcacdo (baixo, intermediario e alto)
tanto em relacdo ao percentual, quanto em IMF (Tabela 5.7 e Tabela 5.8). No entanto pode ser
verificado que 71,4% dos casos com alta expressao (percentual e IMF) do CRLF2 possuem a

marcagao positiva (>20%) do CD66c.

Tabela 5.7: Marcacdo do CD66c em baixo, intermediario e alto percentual de expressdo do
CRLF2

Percentual n (%) CD66c+  CDebe- P valor
° n(%) n(%)

0,3284
Baixo 56 (83,5) 27(48,2) 29(51,8)
Intermediario 4(6) 3(75) 1(25)
Alto 7(10,5) 5(7L,4) 2(28,6)
Total 67 (100) 35(52,2) 32(47,8)

Tabela 5.8: Marcacdo do CD66¢ em baixo, intermediario e alto IMF de expressdo do CRLF2

CDhe6c+  CD66cC -

IMF n (%) (%) (%) P valor
0,4558
Baixo 48(71,6) 25(52,1) 23(47,9)
Intermediario 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. Andlises da expressao celular de CRLF2 de acordo com subtipo de leucemia
linfoblastica aguda de células precursoras B com alteragcbes fundadoras da

leucemogénese

As principais alteracdes 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 marcacdo com o CRLF2 (Figura 5.10a). Os casos
cujo valores de ploidia avaliado por indice de DNA (81 amostras, sendo 73 casos analisados
ao diagnostico), cujos indices de DNA >1,16 foram categorizados como hiperdiploides. A
maioria dos casos possuem baixo percentual de expressdo do CRLF2, no entanto foram
encontrados 2 (10,5%) casos que possuem a superexpressdo do CRLF2 (>70%). Nao foi
possivel 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 fusdo ETV6-RUNX1 apresentaram uma expressao mais
baixa (mediana 0,95%) (p=0,0298); Os casos com o rearranjo KMT2A tiveram uma expressao

menor do CRLF2 (mediana 1,4%), no entanto, ndo houve valor estatistico.

Quando os casos foram analisados em relacdo a ter ou ndo a presenca das alteracOes
(ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, KMT2 e BCR-ABL1) foi encontrado um valor estatistico
significante (*p=0,0221) no qual foi observado que os casos com alguma das alteracGes
mencionadas acima possuiam um menor percentual de células marcadas (mediana 1,4%)
qguando comparados com 0s casos sem essas alteracdes (mediana 5,5) (Figura 5.10b). A
tabela 5.9 mostra mais claramente que pacientes com as alteracbes ETV6-RUNX1, E2A-PBX1,
KMT2 e BCR-ABL1 possuem baixo percentual de células marcadas para 0 CRLF2 e para os
casos altamente hiperdiploide (=1,16), 16 (84,2%) casos possuem baixo percentual, no
entanto 1 (5,2%) possuem expressao intermediaria e 2 (10,5%) possuem percentual alto >
70%.
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Figura 5.10: Comparagdo do percentual de células positivas para 0 CRLF2 em casos com a presenca e
auséncia de alteracGes moleculares mais frequentes. (A) Os casos foram estatisticamente significantes
quando comparados entre oS casos com a presenca e auséncia ETV6-RUNX1 (*p=0,0298). (B) Perfil
de expressdo de células positivas para 0 CRLF2 em casos com auséncia e presenca das alteracoes
ETV6-RUNX1. E2A-PBX1, KMT2 e BCR-ABL1 (*p=0,0221). As barras horizontais nos Box plots

representam mediana, valores minimo e maximo; p-valor calculado pelo teste de Mann Whitney.

Tabela 5.9: Presenca das alteragdes moleculares mais frequentes em LLA-cpB de acordo com o

percentual de expressdo de CRLF2

Alteragdes moleculares <20%  220%e <70%  270%

n (%) n (%) n (%) n (%)

ETV6-RUNX1 10 (27) 10(100)  0(0) 0 (0)

E2A-PBX1 2(55) 2 (100) 0(0) 0(0)

KMT2A 5(1355) 5(100) 0(0) 0(0)

BCR-ABL1 1(27) 1(100) 0(0) 0(0)
Hiperdiploidia 19(513) 16(84,2) 1(53) 2 (10,5)

Foram realizados os mesmos testes para analisar a IMF de células positivas para o
CRLF2 na presenca e auséncia das alteracbes moleculares mais frequentes de LLA-cpB

(Figura 5.11). N&o foi observada nenhuma diferenca estatistica entre eles.
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Figura 5.11: Comparacdo da IMF de células positivas para 0 CRLF2 em casos com a presenca ou
auséncia das alteragdes moleculares e indice de DNA. N&o houve nenhuma diferenga estatistica. As
barras horizontais nos Boxplots representam mediana, valores minimo e maximo; p-valor calculado

pelo teste de Mann Whitney.

Nesta série de casos ndo foi possivel obter analises de caridtipo em todas as amostras,
estas, no entanto, foram avaliadas através de indice de DNA, utilizado como uma proxy para
avaliacdo da ploidia nesses casos. Sendo assim foi realizado o indice de DNA em 81 amostras,
sendo 73 casos. Foi avaliado o indice de DNA em relacdo aos dados clinicos dos pacientes
(tabela 5.10). Né&o foi possivel realizar o teste estatistico para as alteracbes moleculares por
conta do nimero de casos positivos para estas alteraces, 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
indice de DNA altamente hiperdiploide.
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Tabela 5.10: Caracteristicas clinico-demograficas nos casos com identificacdo da ploidia

Casos ao L Altamente
Variaveis diagnéstico  Dipléide  near-Diploide | . o P valor
n (%) hiperdiploide

N° 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(474) 8(421)

Cor da pele* 0,7096
Branca 32 (44.4) 17 (48,6) 7 (36,8) 8 (444)
Né&o 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)

Classificacdo NCI 0,9125
Alto risco 26 (35,6) 13 (37,1) 7 (36,8 6 (31,6)
Risco padrédo 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-111 7(10,3) 5(15,6) 1(5,6) 1(5,6)

*Informagdo ndo obtida em 1 caso, analise foi feita em 72 casos com informacédo disponivel. ** Néao
foram possiveis a identificacdo do subtipo em 5 casos, analise feita em 68 casos. Analise estatistica

efetuada através do teste do Qui-Quadrado.

5.2.7. Expressdo celular do CRLF2 em leucemia linfoblastica aguda de células

precursoras B nas criancas com Sindrome de Down

Nos 5 casos de LLA-cpB em criancas com SD, 40% apresentaram maiores valores nos
niveis de expressdo celular de CRLF2, porém, pelo baixo nimero de casos ndo foi possivel
gerar poder estatistico para comparacdo com os casos de LLA-cpB sem SD e variaveis como
idade, leucometria, estratificacdo de risco e alteracdes moleculares recorrentes, entre os niveis
de expressdo (baixa, intermediaria ou alta) do CRLF2. No entanto, observou-se 1 caso (20%)
entre o grupo de percentual intermediario, e 1 caso (20%) entre o grupo de percentual alto.

Em relagdo a IMF, 1 caso (20%) apresentou IMF intermediario e nenhum caso foi
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identificado como alto (>2.438). Apesar do numero restrito de amostras, ¢ um percentual de

casos com expressdo mais alta de CRLF2 do que entre pacientes sem SD.

5.2.8. Niveis de expressdo celular do CRLF2 entre pacientes com recaida de

leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B

Foram analisados 10 casos com recaidas, dessa forma essas amostras foram avaliadas de
acordo com o percentual e IMF de células positivas para a molécula CRLF2. Observou-se que
em relacdo ao percentual, 8 (80%) casos foram identificados como baixo percentual tanto no
diagnostico como na recaida. Apenas 1 (20%) caso possuia no diagnostico 0,8% (baixo
percentual) de células positivas para 0 CRLF2 e 93% na recaida, ja em relacdo a IMF tanto no
diagnostico como na recaida esse caso foi caracterizado como baixa expressdo. Foi
identificado neste caso, alto risco, no diagnostico o caso foi positivo para KMT2A e
caracterizado como uma LLA-pré B. Em outro caso foi observado a expressao intermediaria
com 22% de células positivas para 0 CRLF2 e na recaida foi identificado 4,7% (baixo
percentual) e em relagdo a IMF foi observado o mesmo perfil (expressdo intermediaria no
diagnostico e expressao baixa na recaida). Além disso, outros dois casos foram identificados
de acordo com IMF a expressao intermediaria no diagnostico e expressdo baixa na recaida, no
entanto, estes casos tiveram baixo percentual no diagnéstico e recaida. Nenhum caso no
diagndstico foi identificado como alto percentual de CRLF2 e IMF, assim ndo foi possivel
demonstrar alguma relacdo com a presenca de CRLF2 na recaida. Portanto ndo houve uma

associacdo entre os casos ao diagnostico e as recaidas (como observado na figura 5.12).
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Figura 5.12: Analise de expressdao de CRLF2 em amostras de diagnostico e recaida em relacdo aos
niveis de expressdao em percentual (A) e IMF (B). Ndo houve correlagdo quando analisado pela IMF.
p-valor calculado pelo teste de Wilcoxon. Abaixo, os valores de percentuais e IMF das amostras

analisadas tanto no diagndstico, como na recaida.

5.3. Analise de expressédo génica do CRLF2

Setenta e cinco amostras foram direcionadas para as analises por RT-qPCR. No entanto,
foram possiveis analisar 45 casos de diagnostico, incluindo 2 de Sindrome de Down. Também
foram analisadas 4 amostras de recaida 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 variacéo estipulado entre 0 GAPDH e o CRLF2 e excluidas das

analises.

58




Realizou-se inicialmente a distribuicdo de frequéncia dos 45 casos analisados conforme
visto na figura 5.13. A mediana da expressao génica foi 0,152 (0,085 — 4,819). O cutoff foi
baseado através da mediana de expressdo desses casos, sendo utilizado como baixa expressao

valor < 0,152 e expressdo alta > 0,152.
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Figura 5.13: Distribuicéo de frequéncia da expressao génica do CRLF2 nos casos de LLA-cpB. Foram
analisados quanto a expressdo génica do CRLF2 dos 45 casos de diagndstico

Posteriormente analisamos a expressdo génica de acordo com o0s trés subtipos
maturativos de LLA-cpB (B-I, B-Il, B-I1l). Dessa forma, foram analisados 44 casos, sendo
um caso excluido porque ndo foi possivel identificar o subtipo; 8 casos (18,2%) de LLA-pré
B, 28 (63,6%) de LLA-B comum e 8 (18,2%) casos de LLA-pré B. A média da expressdo
génica dentre os casos B-1 foi 0,1650 (0,0977-0,2810), de B-II foi 0,3674 (0,0960-4,819), ja
nos casos B-I1l foi 0,5399 (0,0850-2,230). Os resultados foram semelhantes ao encontrado
quando avaliada a expressdo celular. Ndo houve estatistica significante (P=0,7127), no
entanto, pode ser observado que os casos de LLA-pré B possuem uma expressao génica maior

que em relacdo ao subtipo Pro-B (Figura 5.14).
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Figura 5.14: Perfil de expressdo génica 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 correlagdo entre a expressdo génica do CRLF2 e o percentual e

IMF da molécula (Figura 5.15). Observou-se através do teste de correlagdo um valor

estatistico significante entre expressao génica vs percentual (p=0,0144) e expressao génica vs

IMF (p=0,0313). Nas duas correlagdes, de acordo com o teste utilizado, foi observada uma

correlacdo positiva fraca.
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Figura 5.15: Correlagdo da expressao génica com os nives de expressdo celular do CRLF2. (A)

Analise de correlagdo entre a expressao génica e o percentual de células positivas, observou-se uma

correlacéo positiva fraca (r=0,3626) e p valor significativo (p=0,0144). (B) Andlise de correlacéo entre

a expressao génica e a IMF de células positivas com correlacdo positiva fraca (r=0,3214) e p valor

significativo (p=0,0313). Utilizou-se o teste de Spearman.



Realizamos a analise levando em consideracdo os cutoff estabelecidos para percentual
baixo, intermediario e alto, verificamos a mediana de expressdo génica dentro da populacéo
de baixo percentual foi 0,139 (0,085-2.230) e média 0,238. No grupo de expressao
intermediaria a mediana foi 0,179 (0,170-1,144) e média 0,497, j4 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-gqPCR, 5 casos foram identificados com alto percentual e IMF por CFM.
Dentre esses casos, 4 casos (80%) também possuiam expressdo génica alta.

5.4. Andlises de imunofenotipagem para CD127

A molécula CD127 ou IL-7Ra forma com o CRLF2 um heterodimero que se liga a
citocina TSLP. Dessa forma juntamente com a marcacdo do CRLF2 nas amostras incluidas no
presente estudo, também foi realizada a marcagdo da molécula CD127. Dos 128 casos aqui
estudados, apenas um caso foi excluido das andlises subsequentes por marcacdo inespecifica
da molécula. A avaliacdo desse marcador também foi obtida a partir do programa de analise
Infinicyt utilizando o percentual e a IMF de células positivas atraves de dotplots e histograma
para melhor observar as populac@es. Para identificar o percentual e IMF foi utilizado como
controle negativo o tubo de células ndo marcadas para 0 CD127. O percentual de células
positivas do CD127 foi avaliado dentro da populagdo dos blastos linfoides, os quais

identificados pela marcacdo dos antigenos CD45 e CD19.

5.4.1. Distribuicao de frequéncia do perfil de expressdo do CD127 em relacédo ao

percentual e intensidade mediana de fluorescéncia

Em relacdo ao marcador CD127 foi realizado inicialmente as andlises de distribuicéo de
frequéncia (Figura 5.16). Em relagdo ao percentual foi observada a mediana de expressao
14,1% (0,0-99%). J& em relacdo a IMF foi observada a mediana de 257,0 (130-5.699).
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Figura 5.16: Distribuicdo de frequéncia do CD127 em relagéo ao percentual (A) e IMF (B) em blastos

linfoides de pacientes com LLA-cpB. Foram analisados 127 casos de diagndstico.

5.4.2. Correlacdo entre o percentual e a intensidade mediana de fluorescéncia

Posteriormente foi realizada a anélise de correlacdo entre o percentual e a IMF dos
casos de CD127. Verificou-se que existe uma correlagdo de r=0,2511 com p valor
significativo (p=0,0044) (Figura 5.17). E possivel observar que existe uma variagdo bastante
expressiva em relacdo ao percentual, no entanto, em relacdo a IMF, ha pouca variacao, sendo

a maioria dos casos (aproximadamente 95%) com um nivel de expressao abaixo de 500.
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Figura 5.17: Andlise de correlacdo entre o percentual e a IMF das células positivas para 0 CD127. Para

esta anélise foi utilizado o teste Spearman.
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5.4.3. Perfil de expressdo celular do CD127 de acordo com as varidveis clinico-
demogréficas

Foram utilizados os valores de percentis (75 e 95) para identificar os niveis de expressao
em relacdo ao percentual e IMF de células positivas para a molécula, abaixo de 75 percentil €
expressdo baixa, entre >75 e <90 € intermediario e >90 é alto. Dessa forma dividimos as
populagbes em baixo percentual (<30%), percentual intermediario (=30 e <70%) ¢ alto
percentual (>70). Em relagdo a IMF 0s niveis de expressdo foram caracterizados como baixa
IMF (<325), intermediaria (>325 ¢ <424) e alta (>424). Assim, comparamos esses niveis de
expressdo com as varidveis idade, leucometria, sexo, estratificacdo de risco e cor da pele
(tabela 5.12 e 5.13).

Foi realizado a analise do percentual de células positivas do marcador CD127 de acordo
com as variaveis idade em meses, sexo, cor da pele, leucometria e classificacdo de risco
(Figura 5.17). Também foi feita a mesma analise com a IMF para essas varidveis (Figura
5.18).

Né&o foi possivel realizar o teste Qui-Quadrado dos subtipos (B-1, B-1l e B-Ill) e das
alterac6es moleculares. Dos 15 casos de LLA-pr6 B foram observados 11 (73,3%) casos com
baixo percentual da molécula CD127, 3 (20%) de percentual intermediaria e 1(6,7%) de
percentual alto. Dos 90 casos de LLA-B comum, 70 (77,8%) possuem percentual baixo, 16
(17,8%) percentual intermediario e 4 (4,4%) percentual alto. Dos 15 casos de LLA-pré B, 9
(60%) possuem percentual baixo, 5(33,3%) percentual intermediario e 1 (6,7%) percentual

baixo.

Nas demais varidveis clinico-demograficas foi possivel observar que dentro da
populacdo com alto percentual (>70%) a maioria dos casos (71,4%) sdo crianga abaixo de 11
anos, do sexo masculino e da cor branca. No entanto, ndo foi obtido nenhum valor estatistico
entre elas (tabela 5.12).

J& nos casos de acordo com a IMF dos casos analisados, foi observado que a maioria
(91,7%) possuem alta leucometria. Apesar de nédo ter obtido valor estatistico pode destacar a
tendéncia em relacdo 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 variavel de classificacdo de risco de acordo com o NCI, 83,3%
dos casos com IMF alto possuem risco padréo diferentemente do que visto quando analisados

em relacéo aos percentuais do CD127 (Tabela 5.13).
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Figura 5.17: Analise do percentual do CD127 de acordo com as variaveis idade em meses (A),
sexo (B), cor da pele (C), classificagio de risco (D) e leucometria (x10° céls/mL) (E). As
barras horizontais nos boxplots representa mediana, valores minimo e maximo. P-valor calculado pelo

teste Kruskal-Wallis.
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Figura 5.18: Analise da IMF do CD127 de acordo com as variaveis idade em meses (A), sexo

(B), cor da pele (C), classificagdo de risco (D) e leucometria (x10° céls/mL) (E). As barras
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Tabela 5.12: Comparacdo das variaveis clinico-demograficas de acordo com o perfil de

expressao celular em percentual do CD127

<30% 230% e <70% >70%

Variaveis n (%) n(%) n(%) n(%) P valor
N° de pacientes 127 (100) 93 (77,2) 27 (21,3) 7 (55)
Idade (meses) 0,6716
0-120 103 (81,1) 77 (82,8) 21 (77,8) 5 (71,4)
>120 24 (189) 16 (17,2 6 (22,2) 2 (28,6)
Sexo 0.7381
Masculino 73 (575 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)
N&o 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 (204) 7(25,9) 3(429)
Classificacdo NCI 0,0547
Alto risco 48 (37,8) 30(32,3) 13 (48,1) 5(71,4)

Riscopadrio  79(622) 63(67,7)  14(519) 2 (28,6)

Observacao: *Informacdo ndo obtida em 4 casos, a andlise foi feita a partir dos 124 casos sobre 0s

quais tinhamos informacéo. Analise estatistica efetuada através do teste do qui-quadrado
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Tabela 5.13: Comparacdo das variaveis clinico-demograficas de acordo com o perfil de

expressao celular em IMF do CRLF2

<325 >325e <424 >424

Variaveis n (%) n(%) n(%) (%) P valor
NC°de pacientes 127 (100) 96(75,6) 19 (15) 12 (9,4)
Idade (meses) 0,0751
0-120 103 (81,1) 80(833) 12(632) 11 (91,7)
>120 24 (189) 16 (16,7) 7 (36,8) 1(83)
Sexo 0,9969

Masculino 73 (575) 55(57,3) 11(579) 7 (583)
Feminino 54(425) 41(427) 8(421)  5(417)

Cor da pele* 0,1104
Branca 57 (46,3) 39 (424) 13(684) 5(41,7)
N&o 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)
Classificacdo NCI 0,1313

Alto risco 48 (37,8) 36(375)  10(52,6) 2 (16,7)
Risco padrdo 79 (62,2) 60 (62,5) 9 (474) 10 (83,3)

Observacao: *Informacdo ndo obtida em 4 casos, a andlise foi feita a partir dos 124 casos sobre 0s

quais tinhamos informagéo. Analise estatistica efetuada através do teste do qui-quadrado.

5.4.4. Correlagdo entre os niveis de expressao das moléculas CRLF2 e CD127

Realizou-se a correlacdo entre os niveis de expressao dos marcadores CRLF2 e CD127
de acordo com os percentuais (Figura 5.19a) e a IMF (Figura 5.19b). N&o houve nenhuma

correlagéo entre os dois marcadores.
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Figura 5.19: Correlagdo entre a expressdo dos marcadores CRLF2 e CD127. (A) Feita a correlacdo
entre os percentuais de células marcadas para CRLF2 e CD127. Néo tendo sido observada diferenca
estatistica significante (p=0,5062) e auséncia de correlagdo (r=0,0595). (B) Feita a correlacdo entre as
IMF de células positivas para 0 CRLF2 e CD127. N&o tendo sido observada diferenga estatistica
significante (p=0,5023) e auséncia de correlagdo (r=0,0600). Para esta analise foi utilizado o teste

Spearman.

Dessa forma foi proposto um algoritmo de testes, com inser¢cdo de marcadores
imunofenotipicos para caracterizar a LLA-cpB e abordagens moleculares importantes para

definicdo completa desses casos (Figura 5.20).
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Diagnéstico
LLA-cpB

Citometria de fluxo

Tube | FITC PE PerCP-CY.5.5 | PE-CY7 I APC | APC-HT

1 CONTROLE NEGATIVO
NuTdT CD20 CD4s D19 CD10 CD3g
CD9 CD22 CD45 D19 D34

4 - cylgM CD4s D19 D10

CDs8 CD66e CD4s D19 D123

6 - CD13 +CD33 CD4s D19 CD34

Defini¢des de diagnostico completo e presenga
ou ndo de clones secundarios

| RNA, cDNA - RT-PCR |

CD10 D127 CD45 D19 CRLF2

RTq-PCR Avaliacdo de painel de DRM incluindo CRLF2

CRLEF2

FISH
P2RYS-CRLF2
IGH-CRLF?2

Reavaliagao do CRLF2 por CFM (DRM)
e RTg-PCR

Mudanga de grupo de risco
e indicagdo para
terapia-alvo

CRLF2 positivo

Figura 5.20: Algoritmo de testes para a identificacdo da alta expressdo do CRLF2. O diagnostico
imunofenotipico é realizado no DO com a realizagdo do painel completo para defini¢cdo de subtipo de
LLA-cpB, posteriormente ao processamento da amostra sera realizado os testes moleculares utilizando
0 RT-PCR para as alteragfes mais frequentes dentro desse grupo (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-
ABL1 e r-KMT2A). Visto a importancia do RT-qPCR, sera realizado para verificar a expressao
diferencial do CRLF2 e o FISH para os rearranjos mais comuns envolvendo este gene (P2RY8-CRLF2
e IGH-CRLF2). Por fim, sera reavaliado a expressdo do CRLF2 por CFM e 0 RT-gPCR na DRM D30.
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6. DISCUSSAO

As LLA-cpB possuem anormalidades genéticas somaticas consideradas como alteracdes
fundadoras no processo de leucemogénese. Estas alteracdes identificadas através das técnicas
de CFM, citogenética convencional ou molecular sdo relevantes para estabelecer valor
prognostico. Apesar do sucesso ao tratamento em LLA-cpB, demonstrado por diversos
protocolos internacionais, ainda existe um subgrupo de pacientes que evoluem com recaidas
(precoces ou tardias) com falha no tratamento e consequentemente sobrevida média diminuida
(MOORMAN, et al. 2015). No Brasil, o panorama ainda é sombrio, pois as taxas de
sobrevida e mortalidade ainda estdo com indices inferiores aos obtidos com os resultados dos
paises mais desenvolvidos (BRANDALISE, et al. 2010; FERMAN, et al. 2012). Enquanto a
frequéncia e relevancia da identificacdo de alteracbes gendmicas adicionais vém sendo
extensivamente investigadas e incorporadas na pratica dos protocolos internacionais, muito
pouco se conhece sobre a frequéncia e impacto da expresséo celular de CRLF2 como fator de

prognaostico.

A partir da analise dos dados da literatura foi possivel verificar diferentes resultados
sendo descritos em relacdo a expressdo de CRLF2. Nesse aspecto, a frequéncia da presenca
dos rearranjos envolvendo o CRLF2 e a alta expressdo 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; CHIARETT], et al., 2016). Para prognostico também tém
sido descritos resultados discrepantes, alguns estudos sugerem que a expressao aumentada do
CRLF2 é um marcador de prognostico com desfecho desfavoravel (CARIO, et al. 2010;
HARVEY, et al. 2010b), enquanto outros discutem que o CRLF2 n&o 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 expressdo génica de CRLF2 pode
ser determinada sé pela presenca dos rearranjos génicos onde o CRLF2 esta envolvido, como
P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2 (RUSSELL, et al. 2009; MULLIGHAN, et al. 2009). No
entanto, ja foi demonstrado que pacientes que ndo possuem estes rearranjos génicos tém a
expressao génica aberrante do CRLF2, portanto, a auséncia desses rearranjos em uma
abordagem unica ndo exclui a possibilidade do paciente possuir a expressdao 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 definicdo da expressdo de CRLF2, seja pela presenca dos rearranjos P2RY8-
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CRLF2 e IGH-CRLF2 (por FISH), a alta expressdo génica de CRLF2 por RT-qPCR e
aumento da expressdo celular quantitativa e qualitativa por CFM, o que enfatiza assim o
requisito de definigdes nas padronizagdes dos protocolos terapéuticos. Nesse contexto, nosso
estudo teve como foco principal a utilizacdo da CFM para identificar os casos com alta
expressao de CRLF2 comparado com RT-qPCR para compreender a melhor forma de

identificar o status do CRLF2 na superficie celular nas amostras de LLA-cpB no nosso meio.

Portanto, testamos a frequéncia da expressdo celular diferencial do CRLF2 em uma
série de casos de LLA-cpB no Brasil. As analises 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 € positiva para
CRLF2. Encontramos diferentes padrdes de expressdo tanto nas analises utilizando o
percentual de expressao e IMF. Os resultados foram entdo categorizados como de percentual
baixo ou negativos nos niveis <20%, percentual intermediario e alto. Nem todos os padrdes
do IMF foram correspondentes as categorias pré-estabelecidas nos valores percentuais, o que
foi traduzido pela correlacdo fraca encontrada. Levando-se em conta esse resultado, €
importante mencionar que entre 0s pacientes com alto percentual observamos agueles com
IMF também alto/intermediario, 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/intermediaria, temos claramente a presenca de duas populacbes com
diferentes niveis de expressdo, nestes casos consideramos estes resultados como um clone
minoritario, que apresenta uma alta densidade de expressao celular. Assim como utilizado no
trabalno BUGARIN, et al (2015), avaliou a expressao de superficie do CRLF2 em 421 casos
de diagndstico e realizou a mesma estratégia de analise, sendo também explorada a IMF e
observados 3 padrdes de expressdo nos casos negativos (no qual o cutoff de positividade do
CRLF2 foi definida em <10%), sendo denominados como casos totalmente negativos quando
a populacdo blastica sobrepde o controle negativo, moderadamente positivo quando uma
populacdo de blastos estava deslocada para a direita e o terceiro padrao mostrando claramente
duas populagdes de blastos, uma totalmente negativa e uma pequena populagéo deslocada
para a direita, sendo positiva. Este perfil de expressdo esta de acordo com o que observamos
nas amostras com percentual baixo. Neste trabalho também foi visto que em alguns dos casos
negativos, com presenga de subclones identificados por citometria, foi encontrado um

pequeno nivel basal de fosforilagdo no STAT5 (pSTATS), que seria o final da via de
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sinalizacdo do CRLF2, sugerindo de forma mais forte a presenca de subclone com alta
expressdo do CRLF2 (BUGARIN, et al. 2015).

Demonstramos também a diferenca entre os casos LLA-pré B (B-1) e LLA-pré B (B-111)
(p=0,0237), tendo sido observado que os casos B-I possuem uma mediana de expressao mais
baixa (1,2%) e em 15 (100%) casos com este subtipo foi visto baixa expressao (<20%)
enquanto pacientes B-1l1l1 possuem mediana mais alta (6,7%). Encontramos também uma
associacdo positiva entre a alta expressédo celular do CRLF2 em pacientes com idades
superiores a 10 anos (p=0,0482), o que colabora com o fato deste grupo ja ter caracteristicas
de alto risco pela classificacdo NCI. Para complementar nossa investigacdo incluimos analises

incorporando o CD66c.

A molécula CD66¢c tem sido alvo de estudos onde estd é relacionada a expressdo
aumentada de CRLF2. Foi observada uma alta frequéncia da expressdo do CD66¢c em casos
com alta expressao para 0 CRLF2, conforme descrito por Kiyokawa ilustrado na figura 6.1.
Além disso, também foi observado que casos apresentando outras alteragdes moleculares
encontradas no grupo PH-like tendem a expressar frequentemente o CD66¢ identificado pelos
painéis de CFM. (KIYOKAWA, et al. 2014).
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Figura 6.1: Expressdo do CD66¢c e correlacdo com anormalidades genéticas. (adaptado Kiyokawa,
2014)
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Em nosso estudo verificamos que 71,4% dos casos com alta expressao do CRLF2
possuem marcagdo positiva para o0 CD66c. Embora a expressdéo do CD66¢ sozinho no
diagnéstico de LLA-cpB ainda ndo seja diretamente vinculada ao prognostico, as
anormalidades genémicas que acompanham a expressdo do CD66¢ sao importantes fatores de
prognostico em LLA-cpB. A identificagdo de novos marcadores genéticos hoje € fundamental
para evidéncias de prognosticos e preditivos em LLA-cpB com indicagbes de estratégias
terapéuticas. A identificacdo de um perfil preditivo de alteracGes genémicas somaticas podem
ser realizadas por uma técnica mais rapida e direta como a citometria de fluxo. Por exemplo, 0
CD66¢c também possui uma forte correlacdo com a auséncia 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 CD66¢c estd envolvida na adeséo,
contribui com a sinalizacdo mediada por Ca2+ e esta envolvida com a inducdo da apoptose,
no entanto, o significado bioldgico dessa molécula para intervencéo terapéutica em LLA-cpB
ainda ndo é totalmente compreendida (KANDEROVA, et al. 2010; KLEIN, et al. 1996).

Em nosso estudo verificamos os diferentes perfis de expressdao do CRLF2 nas alteracdes
moleculares mais frequentes em LLA-cpB, como ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1, r-
KMT2A e hiperdiploidia. Encontramos valor significativo em pacientes sem a fuséo ETVG6-
RUNX1, sendo mostrado que o CRLF2 € pouco expresso na presenca desta anormalidade
(p=0,0298). Este resultado esta de acordo com dados da literatura, onde foi demonstrada
relacdo significativa entre pacientes com a alta expressdo de CRLF2 e auséncia da fuséo
ETV6-RUNX1 (CARIO, et al., 2010). Em relagdo aos casos com r-KMT2A, ndo foram
encontrados casos com alta expressdo de CRLF2 na presenca desse rearranjo, no entanto, essa
diferenca ndo foi estatisticamente significante. Nos pacientes com TCF3-PBX1 e BCR-ABL1,
ndo foi possivel realizar o teste estatistico, pois foi encontrada positividade para esses
rearranjos em apenas 2 e 1 caso, respectivamente. Nos casos hiperdiploides, a maioria
(84,2%) apresentou expressdo baixa do CRLF2, no entanto, 2 casos (10,5%) foram altamente
expressos e 1 (5,3%) teve percentual intermediario do CRLF2, ndo houve associacao
estatistica entre esses casos. Em relacdo aos rearranjos génicos, esses resultados ja eram
esperados ja que o aumento da expressdo 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 presenca de pacientes com expressdo intermediaria
ou alta do CRLF2 no grupo com alta hiperdiploidia sera melhor estudada, sendo avaliada

nestes casos a expressdo génica e prognoéstica. ENSOR, et al. (2011) mostrou presenca da alta
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hiperdiploidia e do iIAMP21 em 10% e 12% respectivamente dos casos com rearranjos
P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2.

O indice de DNA foi utilizado com uma proxy dentro dos casos de LLA-cpB ja que ndo
foi avaliado o cariotipo em toda a populacdo deste estudo. Nao foi vista nenhuma relacéo
entre as variaveis idade, leucometria, classificacdo de risco de acordo com o NCI, sexo, cor de
pele e subtipo maturativo em LLA-cpB, além dos casos com a expressdo aumentada do
CRLF2. Ainda assim, o indice de DNA realizado por CFM é uma metodologia eficaz para
identificar até clones minoritarios aneuploides que ndo podem ser identificados no
bandeamento G (NYGAARD, et al. 2006). Os subclones também foram avaliados em relacéo
ao percentual de CRLF2, no entanto, os Unicos dois casos hiperdiploides (ID = 1,17 e 1,19) e
que também possuiam o alto percentual de expressdo do CRLF2 possuiam clones Gnicos. Néo
foi possivel confirmar a hiperdiploidia desses casos por outra técnica, pois eles ndo possuem
resultados de cariotipo. Outro caso também plausivel para a discussao e confirmacdo por uma
técnica alternativa, é aquele com hiperdiploidia e a presenca do rearranjo BCR-ABL1, no qual
foi observado indice de DNA 1,32 em clone unico.

Criancas com SD possuem uma alta taxa de LLA, estes pacientes sdo principalmente de
linhagem B e possuem imunofen6tipo ao diagnostico similares a alta hiperdiploidia e ETV6-
RUNX1. Além disso, podem ser especialmente sensiveis aos efeitos toxicos das medicacoes.
Ainda ndo é clara a razdo pela qual os pacientes com LLA-SD ndo possuem resultado mais
favoravel do que pacientes com LLA sem SD, no entanto, tem sido sugerido que o ganho de
sensibilidade aumentada de células leucémicas para a quimioterapia € compensado por um
aumento da toxicidade das células normais (MALINGE, et al. 2009). A toxicidade é marcada
pelo aumento de infecgdes e morte durante os periodos 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 reducdo acentuada da quimioterapia pode ser um erro nesses
pacientes, a sobrevida em criancas com LLA-SD tratados por protocolos intensivos de
quimioterapia ajustados ao risco foi surpreendentemente boa. Os resultados desse trabalho
sugerem que a intensificacdo da terapia para pacientes com SD é necessaria para manter o
resultado comparavel com aqueles de LLA em pacientes sem SD. Sendo assim a importancia
de estratificar o risco do paciente com a SD (WHITLOCK, et al. 2005). Além disso, tem sido
observado que em pacientes com SD a expressdo génica aumentada e/ou rearranjos
moleculares envolvendo o CRLF2 ocorre em mais de 50% dos casos em LLA-cpB
(RUSSELL, et al. 2009; 1IZRAELI, 2010; HERTZBERG, et al. 2010; MULLIGHAN, et al.

2009b) e esta associada com pior prognostico (CARIO, et al. 2010; HARVEY, et al. 2010b;
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YODA, et al. 2010; ENSOR, et al. 2011). Avaliamos em nossa populacdo 5 casos de LLA-
SD, destes, 2 (40%) tiveram percentual alto/intermediario do CRLF2. N&o foi possivel
realizar teste estatistico pelo pequeno nimero de casos com SD, no entanto, foi observado que
8,1% dos casos sem SD tiveram alta expressdao do CRLF2, sugerindo uma tendéncia nos casos
com SD de possuirem uma frequéncia maior da expressdo aberrante do CRLF2. Em nosso
estudo também foi avaliada a presenca das alteracdes moleculares mais frequentes em LLA-
cpB. De acordo com a literatura, a hiperdiploidia e a fusdo ETV6-RUNX1 s&o mais frequentes
neste grupo de pacientes com SD. Em 3 casos foi mostrado a auséncia dessas duas alteragdes,
nos outros dois casos a fusdo ETV6-RUNXL ndo foi realizada e a alta hiperdiploidia foi
encontrada em um caso. De acordo com a estratificacdo de risco NCI, foram observados 4
casos com risco padrdo e 1 caso de alto risco, sendo neste ultimo visto alto percentual de

expressao do CRLF2.

N&o se sabe ainda porque a expressao aberrante do CRLF2 é tdo comum em pacientes
com SD em comparagdo com pacientes que ndo possuem essa sindrome genética. Foi
sugerido que as células que expressam CRLF2 sejam selecionadas pelo aumento da producéo
de TSLP na MO, no entanto, isso ainda ndo foi demonstrado (IZRAELLI, 2016). A ativacdo da
via de sinalizacdo CRLF2-JAK-STAT na maioria dos casos de SD sugere um potencial
terapéutico para os inibidores de JAK, se confirmado em ensaios clinicos, esta terapia poderia
ser utilizada como alvo terapéutico para essas criancas com SD. Mutagfes JAK2 estdo
presentes em aproximadamente 20% dos pacientes com SD, ja foi relatado que pacientes com
SD e mutacdo em JAK2 foram significativamente observados em pacientes mais jovens
(média de idade, 4,5 vs 8,6, P <0,0010) no momento do diagnéstico (MALINGE, et al. 2007;
BERCOVICH, et al.; 2008; KEARNEY, et al. 2009). Assim, estes resultados sugerem que as
mutacdes de JAK2 sdo um evento genético adquirido ap0s 0 nascimento, que surge em
progenitores linfoides B ja& comprometidos, conferindo uma vantagem proliferativa a estas
células. Juntos, estes resultados ndo apenas proporcionam lesdes moleculares especificas de
LLA-SD, mas também sugerem que estas leucemias sdo candidatas para terapia com novos
inibidores de JAK2 (MALINGE, 2009).

Em relagdo as amostras de recaida ndo foram observadas nenhuma associagéo entre o
perfil de expressdo do CRLF2 no diagndstico nem na recaida, visto que a maioria dos casos
possuem baixa expressao tanto por percentual, como por IMF. Esses casos também serdo
estudados em relagdo a mutagdes dentro do grupo BCR-ABL1-like, j& que 5 pacientes (50%)
estudados em nosso trabalho ndo apresentavam nenhum marcador de prognoéstico. Dentro da

série de casos estudados ao diagnostico, verificou-se que 48 pacientes (37,5%) obteve a
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classificacdo de risco NCI como baixo (risco padréo), no entanto, 0s pacientes que recairam

foram enquadrados em 80% como alto risco (de acordo com os critérios NCI).

No segundo momento, estabelecemos através do RT-gPCR, quais casos com expressao
génica aumentada e finalmente procuramos estabelecer sse existe associacfes entre 0s
resultados de forma a optimizar a CFM na identificacdo dos casos com expressdo alta do
CRLF2.

Para definir o cutoff foi utilizado a mediana de expressao para distinguir do grupo
CRLF2 alto do grupo de baixa expressao. PALMI e colaboradores consideraram como alta
expressao génica a quantidade de vezes que o valor estava maior que a mediana (PALMI, et
al. 2012; 2016). Ja outro grupo CHIARETTI, 2016 rastreou 0s casos que apresentam o
rearranjo do CRLF2 (P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2) e que conhecidamente teriam alta
expressao génica e dessa forma estabeleceu um cutoff para distinguir os casos altamente
expressos do grupo com baixa expressdo. Outro estudo investigou a alta expressdo génica do
CRLF2 em pacientes adultos, onde ele encontrou mediana do ACt=9,98 (1,5-17,3) e
estabeleceu um cutoff ACt=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.

N&o houve uma correlacdo forte entre eles, o que pode ser explicado pelo baixo nimero
de amostras realizadas por RT-gPCR, além disso, erros no controle pds-transcricional
poderiam explicar a diferencas no padrao de expressdo génica e celular de algumas amostras.

O aumento do N amostral poderia contribuir com uma melhor anélise de nossos resultados.

E dificil prever mais biomarcadores clinicamente possiveis emergentes do subgrupo
BCR-ABL1-like embora muitos trabalhos tém estudado o prognéstico relevante das
anormalidades secundarias presentes neste subgrupo genético como a delecdo de IKZF1 e
mutacdo na via RAS. Além disso, tem sido recentemente estudado o marcador CD127 ou
como mais conhecido, IL7R em LLA-cpB, no entanto, ja foi bem estudado em relacdo aos
casos LLA-T, em que mutacGes 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 expressdo alta ou intermediaria do marcador
CD127 visto por CFM teve associacdo com casos com mutagfes 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 expressédo deste marcador por CFM a
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fim de verificar a correlagdo com 0s casos que apresentam alta expressdo do CRLF2. No
entanto, ndo foi vista nenhuma correlagdo entre a expressao das duas moléculas, tanto por
percentual (r=0,0595) como pela IMF (r=0,0600). Ainda comparamos a expressao do CD127
de acordo com as variaveis idade, leucometria, sexo, classificacdo de risco NCI e cor da pele,
foi observada uma tendéncia nos casos com o percentual alto do CD127, entre os quais,
71,4% (5/7) dos casos apresentam classificagdo de alto risco de acordo com o NCI,
comparados a percentuais mais baixos entre os grupos com percentual baixo e intermediario,

mas ndo houve resultado significativo (p=0,0547).

Em nosso trabalho ainda ndo foi possivel realizar o estudo de sobrevida dos pacientes e
buscar o follow-up, no entanto, este trabalho ainda terd continuidade e isso sera fundamental
para o melhor entendimento da alta expressdo do CRLF2 definida pela CFM e pelo RT-
gPCR. Além disso, também serad avaliada a presenca de mutacdes de JAK e IL-7R, o que
contribuird para melhor compreensdo dos nossos casos, visto que foi demonstrado que casos
com alta expressdo do gene CRLF2 possuem associacdo com algumas translocagdes cripticas
envolvendo outras tirosinas quinases (ABL1, EPOR, JAK) e mutacdes de ativacdo de JAK1 e
JAK2 e delecdes de IKZF1 e parece correlacionar-se com um perfil genético semelhante a
BCR-ABL1-like e um desfecho desfavoravel (ROBERTS, et al. 2011). Alguns trabalhos
sugerem que mutagOes principalmente em JAK2 estdo fortemente associadas com a expressao
génica 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 ndo exista consenso em relacdo a CRLF2 ser um marcador prognostico
robusto, ele é um alvo terapéutico atraente particularmente no contexto de pacientes com SD
que sdo propensos aos efeitos secundarios toxicos da quimioterapia. Portanto, a inibicdo das
vias JAK e PI3K representa estratégias terapéuticas potenciais nestes casos (ROBERTS, et al.
2012; 2014). Varias novas terapias direcionadas podem contribuir para uma melhoria no
resultado do tratamento em criancas de LLA-cpB. A expressdao na superficie celular do
CRLF2 pode ser um potencial alvo para terapias baseadas em anticorpos anti-CRLF2. Além
disso, 0 uso da CFM poderia contribuir para identificacdo do grupo BCR-ABL1-like com
maior rapidez, nos casos com alta expressdo de CRLF2. O percentual apresentou resultados
mais marcantes do que o IMF talvez pela maior variabilidade deste ultimo. Porém, a IMF
pode representar melhor a expressdo génica por representar o nivel de expressdo por células.
Devem ser levados em consideragdo ao mesmo tempo o percentual e o IMF, pois o primeiro
mostra a presenca da molécula no total de células da amostra, enquanto o segundo indica o

nivel de expressdo por célula, podendo ter uma maior relacdo com o nivel de expressao
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génica. Além disso, a IMF alta com baixo percentual, indica a presenca de um clone
minoritario na amostra. De forma geral, os resultados na identificagdo da alta expressdo do
CRLF2 pela técnica de citometria demonstrou relagdo com os casos sem alteragdes genéticas
(ETV6-RUNX1, r-KMT2A, TCF3-PBX1 e BCR-ABL1), 0 que esta de acordo visto que a alta
expressdo do CRLF2 tem sido identificada através do grupo LLA-cpB "%vos Além disso, foi
relacionado com subtipos de LLA-pré B e em pacientes maiores de 10 anos, e que dentro
dessa populagdo com alto percentual de CRLF2 foi visto uma frequéncia maior de pacientes

com alto risco.
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7. CONCLUSOES

e Sugerimos um algoritmo de testes com a utilizacdo de CFM e métodos moleculares
(Figura 5.17) para identificacdo de marcadores cuja associacdo preditiva de subgrupos
de LLA-cpB serdo beneficiados com a introdugdo de medicacédo alvo-molecular.

e Foi possivel estabelecer por CFM e RT-qCR a forca de associacdo entre a expressao
celular e molecular de CRLF2 em pacientes com LLA-cpB. Além disso, identificamos
clones celulares minoritarios dentre a heterogenicidade da LLA, em pacientes com
baixa expressdo da molécula de CRLF2;

e Forte associacdo entre idade acima de 10 anos e LLA-cpB com alta expressao celular do
CRLF2, quando comparados aos pacientes com idade inferior a 10 anos;

e Alta expressdo celular de CRLF2 e correlacdo positiva com LLA-cpB subtipo B-111;

e Nao foram encontradas diferencas significativas para expressdo de CD127 entre as
variaveis sexo, cor da pele, leucometria, aléem de ndo ter sido encontrada correlagdo com

a expresséo celular de CRLF2;
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9. ANEXOS

9.1 Instituicdes colaboradoras

Regido

Estado

Instituicdo

Mato Grosso do Sul (MS)

Hospital Regional de Mato Grosso do Sul Rosa Pedrossian - CETOHI

Centro-Oeste

Goias (GO)

Hospital Araujo Jorge - Associagdo de combate ao cancer em Goids

Hospital Santa Casa de Misericordia de Goiania

Clinica CEBROM

Hospital da crianga de Brasilia José Alencar

Alagoas (AL)

Hospital do agucar e alcool

Santa Casa de Itabuna

Bahia (BA) - — -
Nordeste Hosp!tal Martagalo Gesteira
Paraiba (PB) Hosp!tal Na.polea.lo L.aurea.no .
Hospital Universitario Alcides Carneiro
Pernambuco (PE) Hospital Universitario Oswaldo Cruz
Rio de Janeiro (RJ) Hospital dos Servidores do Estado - HSE
Sudeste i Hospital Amaral Carvalho
S3o Paulo (SP) Hospital Sarina Rolin
Hospital Infantil Darcy Vargas
sul Santa Catarina (SC) Hospital Infantil Joana de Gusmao

Rio Grande do Sul (RS)

Hospital das Clinicas de Porto Alegre
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9.2. Ficha de cadastro do paciente

Exames - Requisicio - Inchuir

Tipo de Exame * Hematologico Tumor Pediatrico

Dados do Paciente
Home Paciente®

Home da Mie*

Identificacio da | | Telefone da
Mbe" | | Mbe

HNonie do Pai

[ [ buscar Idade Falza
Data nascimente*  dd/mm/aaaa . e

PROETIE |
Data diagnostice®  dd/mm/aaaa Sexo" 0 Cor® | = Lol — ¥

Registro Hospilalar

Sindrome Down* Sim Mo

Dutras Sindremes
Geniticas® Sim M

Residéncia®

CEP Bairre
Rasidinciat | Resadéncia*
f‘mdc_- . — estado — ¥ . unicipio = — municipio = b

:‘P""‘I . - [BQiag = ¥

Logradours Himmers Complemente
Rasiudbnc s 14

:mmq - estado - ¥ ::I:cnm. - MUnicipio — v

Dados da Instituicko/Médico
Tnstituicio” — inshituigdes - v | ur
Midico® = medicos - v

Dados Clinicos

Suspaita Diagdstica

Tratamento

Utilizado

Cliniens " |

Bago® M Nk
Figada® Sm s
Linfonodos® Sam Nis
Tumoragio® gm U N
Sistema Nervoso Central Compromaetide® Sim NE2
Alargamento de Mediasting® S Nis
Medicamentos sendo usados pelo paciente*
Use Privie de Corticdide® Sam Nz
Tem irmifo] gemelar?* Sim Nio
Tem irmifo] ndo gemelar ou primo de 1° grau com cincer?* Sim Niks

Sim HNio
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Dados Laboratoriais

Leucometria®

| e

Hemoglobina Plaguetas |

N

Blastos*

Dados da Amaostra
Amastra Enviada®

) sangue Periférica Anticoagulante: || ppTa ) Heparinz
) Medulz Gzzez Anticoagulante: || ppoTa (] Heparinz

) outros
Laminas Medula Ossea EI Laminas Sangue Periférico EI

Motivo da Coleta*
[ Diagnéstico I Recaida L prm

) Amostra da M3e ) outros

ata da Coleta® proeto]  projefos — .
oat do v da Amstra’

Dados da Entrevista

— Data da entrevista
| Entrevista com a mie com a mae dd/mm/azaa

Follow-up
ot ——
Observacio

*Itens de preenchimento obrigatorio

[ enviar |
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9.4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PRCMETD Emil| - Aprovacn pedo Comill oa
Elicaom Posquessem ¢ F

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Responsiivel pelo Pacienic Pedidinco (Idade < 18 anos)

NOME DO PROJETO DE PESQUISA: <ESTUINS MULTE- INSTITUCKINAL DAS LEUCEMIAS
INFANTIS: CONTRIBUICAQ INIS MARCAINIRES IMUNO-MOLECUIARES NA DISTINCAQ
IE SEUS SUBTIFOS E DE FATORES DE RISCOS ETIOPATOGENICOS™.

Seu (sua) filho (a) estd sendo convidado (a) a participar de um estodo porque ele (ela) lem diagndstico de
lencemia apinda, . Estamos consultando voct sobre a possibilidade de que as amostras excedentes de
samgue efon meduby Gssen de sew (sua) filho (a), que seriom descartados nommeldmente, possim ser
utilizadas neste projete de pesquisa. Para vocl decidir se estamos autnizados a usar esias sobras de
amosiras boldgicars  nes investigagiies proposias neste projelo de pesquisa, vood precisa conhecer os
objetivos deste projeto de pesquisa, os beneffcios, rscos ¢ consequiéncias para seun (sua) flho (&)
envelvidos em sua amlorizagio. Apds receber todis as infonmagies abaige vood poderi lomecer o sen
consentimento por escrito para a participsgio do seu (sua) filho (a), através de sea assinatura e data neste
Tenmo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido ( TCLE).

PROPOSITO (OBJETIVOS) DO PROJETO DE PESQUISA

O objetive deste projeto de pesquisa ¢ de identificar os defeilos que ocorreram no DNA (meterial
genélien) que Mea dentro das célule eecémicas. A levcemin agoda alets o DINA de células presentes no
sangue. Dependendo do tpe de defeilo encontrado, pretendemos avaliar se esse defeilo pode cstar
associxdo com a doenga. Para iss0, se vocg concordar com a participagio do sen (sua) filho (o), serfio
realizados 0s lestes pendlicos nas amosiras biolipicas que j4 foram coletadas para diapndstico ¢
scompanhamenio do sew (sua) Nlbo (a). Esies iestes penéiicos penmiiem ideniiflicar o5 defeiios adguiridos
na doenga.

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESOQUISA

Se voc concordar a participaciio do seu (sua) filho (a) peste projeto de pesquisa, os pesquisadores
congullario of dados clinicos dele  (a), para identificar se poderio wtilizar uma pare do material
binldgico, j4 obtida para realizagdo de exames rotineiros do diagnéstico ¢ acompanhamento da doenga do
sen (sua) filho (a). Fste material biolégico somente serd usado se estiver disponivel @ néo interferir nas
armostras bioldeicas necessiarias ao diagndstico clinico, de acordo com o médico responzsivel do seu (sua)
filho (a). A partir deste matenal biolégico retiraremos o material genético (chamado de DNA) das oflulas
doentes (lescémicns), ¢ realizaremos exames laborloriais que nos permilam Wentificar os defeitos das
células leucémicas. Avaliaremos também o papel desses defeilos na evolugdo da doenga do seu (sua) filho
(). Pora isto pretendemos estudar os sepuinles penes, que siio identificados stravés de belms e nimenos
pelos peaquisadores, tals como: ETVE, RUNXT, RUNX3, NUP9S, HOXIDI 3, ETO, PMI, RARA, MTHFR,
TS, SHMTI, RECE, CYPs, G5, STIE, HOX, c-Kir, FLT3, PTPNT, RAS, MYHI), CBFBR MYST3,
CREBRP, MLI, PLFF, NPMI, STATSh, NuMA, FIPIL] ¢ BCOR, () médico do seu (sua) Alho () poderd
explicar luncionalidade ou efeilo do pene coso sea de se inberesse.

Piigina 1 de &

Fubrica go Pesquisador Rubricn do responsivel pelo participanie da pesquiss
TOLE para responsdve peie paciente Pedidirion (< 1§ anos) . Versao Fmal de 13 o Deemibro de 2005,
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PROFTO Fml | - Apovann pels Coamild oo
Eicaom Pesquessom  § 0

USD E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Apis a primeira clapa de identificacio dos defeios das offulas loocimicas, o restamle do material
pesquiza. Todss as amostras de sangoe ofon medula dssea de sen (zua) filho (3) sorSo wilizadss apenas
para os propdsitos descritos neste Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido. Se voct autorizar, estas
amosiras biolfpicas serfo enviadas para o Programa de Hematologia-Oncologia Pedidnico no Instituio
Nacional de Ciancer — INCA, ¢ armazenado no Laboratdrio desta Instiuigio. Nos pesquizadores vamos ler
o controle destes envios, assim como o local de ammarenamento @ a pessoa que devemos fazer contsio
para qualquer mudanca cm sua opimido. \’mmm“t:“mmﬂcnmm
de comumicarmos a wocd csle envio, vamos apresentar uma justificativa ao Comité de Ftica em Pesquisa
(CEP) de nosza Instituigio, Estas amostras bioldzicas sorfio amooensdss por até 10 anos para serem
utilizadas em pesguisss fores. Quando houver necessidade de ontros estndos, diferenles dos explicados
aqui, vook sord contatado novamenle para consentin o0 nEo, o w0 des amostras biokigicas amorensdas
de seu (sua) filho (a). Estes movos estndos deverdo ser aprovados pelo Comité de Flica em Pesquisa
(CEP) desta institui@o ¢ vook receherd um nove Termo de Consentimento Livie ¢ Esclarecido para
profissionais que avaliam indas as propostas de pesquizas em seres homonos, ¢ foram crisdos para
defender os interesses dos participanics das pesquisss em sua inlegridade ¢ dignidade, & para contribuir o
mmmmmumm.ﬁwmwmmmmm
poderi participar desie projeto de pesquiss mesmo que VooE n&0 anlonze o ammarenamenio das amosics
biolégicas que sobraram. Pam o, no final deste docomenty vood poderd escolher entre estas
do sew (sua) filho (a), vool serd mfomado. Apis a realivacio dss andlises propostas neste Projeto de
Pesqguiza, ¢ considerando 10} anos a contar da daia do recebimenio no laboratonio do Instituio Nacional de
Ciincer (INCA), estas amostras ali armarensdss serSo micgralmente dectruidss, de acondo com
procedimentos inlemos ¢ regulamenlagies nacionais de formacio de bioreposilanios.

RISCOS

Toda pesquisa com seres humanos tom alpuma possibiidade de nsco. Mas como néo estd previsio
nenhum exame ou procedimento mvasivo nesie projelo de pesquisa, enlfio nbo csliio previsios riscos
imediatos para sen (=) filho (3) pela participacio neste projeto de pesquisa, por cansa da otilizacio de
apemss uma parke das amostras bioldgicas que Ja foram coleladas rolinciramenie para o diasnéstico dele
(dela). A posmibilidade de qualguer tpo de dano, de dimensSo fisica, peiquica, moral, imelecial, social,
cultural, ou espiritil, por causa da participacio do seu (s flbo (2) neste projeto de pesquisa, & minin,
seja individual ou coletiva. As pungies venosas (retiradas de sangue da veia) coletadas como parie do
tratamento regular do seu (sua) Albo (a), podem resultar em dor o local da puncsio oo manchas fos
tardio, que comprometa a salide do sew (swa) flbo (2) estd previsio neste projelo de pesquisa. ()
pesquizsador  responssivel por esie projelo de pesguisa st compromets 3 suspender a3 pesquisa
imediatamente a0 perccher qualquer nsco on dano significativo & sside do seu (su) Albo (3), previsios
ou nSo neste Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido (TCOLER O problema serd comumicado
diretamentc ao médico responssivel pelo diagndstico do seu (sua) filho (a), que comunicari 3 vocE, assm
como ambém a0 Comilé de Fica em Pesguisa (CEP) da sy Instvicio, so Comilé de Eiica em Pesguisa
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do nsiiivio Nacional de Cincer (CEP-INCA) ¢ a Comissio Nacional de Frica em Pesquisa (CONEP) ¢ as
dievidas providéncias sero lomadas em cariter imediato,

TRATAMENTO MEIMCO EM CASO DE DANDS

Todo e qualquer dano decorrente, diretamente ou nio, da paricipagEio do seo (sua) Dilho (8) neste projeio
de pesquiza, ¢ que venha acompanhado da necessidade de stendiments médico, ficard a cargo da
Institwigdio de ongem, aquela onde o s (zu) flho () iem o diagndsticn ¢ irntamenio, Ressaltanos que o
tratamento do sen (sua) filho (2) serd exatamente o mesmo, caso voo decida pela participagiio dele (dela),
o i, neste projets de pesguisa.

BENEFICIOS

Este projeto de pesquiza niio oferece benelicios dirclos a sen (sua) fillo {a). (O beneficio principal da
participagio do sen (zua) Olho () ¢ possibilitar que no future, com of resuliados alcangados com esta
pesquisa, o diagndstico ¢ trlamento para esta doenga possam beneficiar oulras pessoas com lewcemia
(eriangas, adolescentes e adulios jovens).

CUSTOS

5z vool concordar com o uso de uma parle da amostra biolgica do sen (sua) filho (a), como descrilo
acime,  esclarecemos que vool ndo lerd quasgquer custos ou forma de pagamento por anborizar a
participagio do seu (sua) filho (a) neste projeto de pesquisa. A participagio dele (dela) neste projeto de
pesquisa ¢ volunbiria, nem vocs oo sen (sua) Tilho (a) solredio penhuma penalidade caso niio aulorize a
utilizagio da amostra biolgica dele (dela) neste projet de pesquisa. Novamente, reforgamos que o
tratamento do seu (sua) Olbo (1) ¢ scompanbamento médico serfio o8 mesmos, independenies de sua
decisio de autorizar ou nfdo, a ulilizagio da amostra bioldgica neste projete de pesquisa_

ASSISTENCIA INTEGRAL GRATUITA E INDENIZACAC - DANO DIRETO OU INDIRETO
Caso comcorde com o uso de parie dois amostras biologicas do seu (sua) Tilho (o) para esie projeto

diz pesquisa, mesmo estas sendo sobras de material biokgico para diagndstioo ¢ acompanhamento, por
Favor esteja ciente de que vamos garnir o direito do sen (sua) flho (a) & assisénein imedistzardia
micgral grafmita ¢ indenizagio, em caso de gualguer danofevenlo adverso decorrente direla oo
imdiretmmente com a pariicipagio dele (dela) nesta pesquisa. Sendo assim, por favor eer contalo com o
midico responsdivel pelo diagndstico ¢ acompanhamento do seu (sua) fiho (a) para identificar as melhores
opgies ¢ o8 detalhes sobre esta aszisiéncia imediatiandia integral pratiia ¢ indenizagio

CONFIDENCIALIDADE

Como medidas de protegio de dados  individuais, contra qualquer Gpo de  discriminsgio ou
esligmalizagio, scja esta mdividual ou coletiva, lodos os documenios referenies a0 acompanbamento
clinico de seu (soa) Alho (a), tais como resulisdos de exames, esies, TOLE oo prontedno por exemplo,
serdo peessivels somente a0 médico responsdvel efou equipe autorizada pa Instituicio onde realiza este
scompanhamento, ¢ quando aplicivel, aos pesquisadores, sendo proibide o acesso a teroeirs. Todas as
mformagies desie projeio de pesquiza seriio confidenciais, nem vocl ou seu (sua) flhe (o) serio
identificados em nenhum momento duranie o desenvolvimento desta pesquisa, nem na divelgagio dos
dados do miesman, O material biologico do seo (sua) (lho (a) serd processado de forma que o privecidade
¢ identidade do scu (sua) filho (a) scjam todalmenie preservadas. O nome de scu (soa) filho (a) ndo sera
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Pesquisador Responsivel:

Moame: Dra. Maria do Socomo Pombo-de-Ohiveira

Fe-tmavil: gk mca. pov . br

Tebefone: (21) 3207-6532 (direto ou 2 cobrar)

Fax.: (21) 30076566

Endesego: Instituio Nacional de Clncer — [INCAMS,

Programa dee Hemsiobogia-Oneologia Pediatricod Cpog-Instituo Macional de Clincer
Rua André Cavalcant, 37 — 6° andar — CEP 20231050 - Rio de Janeiro, Brasil.

Este pesquisador responsivel também se compromele em oferecer  informaghes atializadas a0 longoe do
desenvolvimento deste projeto de pesquisa, caso este scja o scu descjo. Vool pode optar em tomar
conhecimeito, o o, dos resuliados dos exames realizados no materal boldgioo do seu (saa) Al (),
Para isto, voof deve farer conlalo sempre que precisar, com o médico responsivel na Instiicio onde sen
{2} filo (a) tem o diagndsiico @ acompanbamento, alravés das sepointes informagies abaixo:

Mome do Médico responsivel pelo disgndstico ¢ acompanhamento:

Telefomes:

Enderegn do Centro de Pesguisa participante:

Se tver perguntas com relagio aos direios do sen (2u) fllwe da), como porticipmte deste projeto de
pesquiza, lambém pode contar com wm contato imparcial, no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)y de sua
Imstituigzio, através dos sepuinies contatos ¢ duranie o hordno de Timclonamenio:

MNome do CEP ¢ Enderego:

E-mail:
Telefones:
Horsirio de funcionamenio:

Este documenio serd elaborado em duas vias originais, sendo gue wma via original serd arquivado
com o pesquisador responsiivel, ¢ a segunda via original deve ser entregoe a vool,

Piigina 5 de 6

Rubrics go Pesquisadar Rubricu do responsivel pelo participsnie de pesquiss
TOLE paira respomsdve pebi paclinte Pelliircs (< 18 anos) . Virsae Fmsl d¢ 18 o Desembirs o 2005,

100



PROETO Bl l- mﬂ_ﬂ
thcaom Posquesem  § 0

PAGINA DE ASSINATURAS E CONSENTIMENTO

Fu, declaro que li as informaghes acima, entendl o propésito deste projeio de pesguisa, bem como os
Mm:mmhwhmhdﬁgmhmtlﬂjﬁhmh
informaghices foram fomecidas para mim de forma clara e acessivel, en Ove a oportumidsde de Taver
pergunias, ¢ indas foram respondidas. Ficon clare para mim gue néo ierel qualgquer despesa por aulonzar a
participacio do men (minha) filbo (a), ¢ que se eveninalmente elas ooofrerem por causa deste projeto de
mmmmﬁduhlmdl‘mmtnm Eu entendi que néio recchercd
nenhinie compenssEo monckirk por permitc 3 wilizscEo des amostras holdgicas do men (minba) Gillo
{a) mesic projcio de pesquiza. Enlendi também que icoho indas as informacics nocessinas nesic documenio
aqui apreseniado  para o men consenlimento na particpacio do men (minha) flbo (3), e, cm caso de
qualquer diivida ou desisifncta co posso procursr os pesquisadores alravis dos conialos negisirados.
Tamibém ficon clare para mim que co posso desisir 3 qualgoer momento da panicipacio do meo (minha)
filho{a) nesie projeto de pesquisa, scm nenhum prejuiso para o seu diagndstios ¢ acompanhamento. Sendo
assim, cu, por mlermédio deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido { TOLE):

{ ) Awmonzo a participacio de men (mimha) flho{a) nesie projeto de pesquisa & CONCORIN gque s
amostras de sangoe oo medula dssea sejam anmarenadas para uso om pesguisas [ulurs aprovadas pelo
L‘uﬂcdﬂﬁlﬂmh@uﬂ[ﬂ?jdﬁhmcmmmmmlﬂ-mume
de Consentimento Livre e Esclarecido ( TCLE), s en concordar.

ol
{ ) Autorizo a participacio de men (minha) filho (2) neste projeto de pesquisa, mas NAOG CONCORIDO
QU Sias amostras de sazoe oo medula dess el amoarcnodas pora e om pesquises Tl

MNome do Pacicnic {com idade < 18 anos):

Mome ¢ Assinatlura do Responsavel pde Pacienic Daia

Nome ¢ Assinsturs da Testemonhs Imparcial Dhaits

En, como médico responsivel pelo diagndstion ¢ acompanhamenio desic pacienie, ¢ também delegado pelo
pesqusador responsivel por csie projeio de pesquisa, confirmoe que exphiges completamenic os detalhes
rekevanles desle projeio de pesquizsa a0 responsivel pelo paciente menor de idade, efou 3 pessoa aulorisda
em consentir pelo mesmo. Declaro gue obtive, de fonma apropniads ¢ volunténa, ss devidss ssematorss
nesle Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido (TCLE) para a participacio desie pacienle nesie
projeto de pesquisa.

Nome ¢ Assinaiora do Pesquisador (a) [ada
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9.5. Producdes durante o periodo de mestrado

Rio de Janeiro, 19 de novembro de 2016

— -
AR A s ile fote
Dra. Sima Ferman Dra. Teresa Cristina Cardoso Fonseca
Presidente do XV Congresso Brasileiro de Oncologia Pediatrica dente da dad de Oncologia Pediétrica

oope #%
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© TERAPIA CELULAR
19 a 22 de novembro de 2015 - Sao Paulo/SP/Brasil CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado “CITOMETRIA DE FLUXO MULTIPARAMETRICA NA PREDIGAO DA ALTA EXPRESSAO
CELULAR E MOLECULAR DE CRLF2 NA LEUCEMIA DE CELULAS PRECURSORAS B” de autoria de “Ferreira PMS, Terra-
Granado E, Noronha EP, Faro AJ, Blunck CB, Andrade CF, Pombodeoliveira MS” foi apresentado no Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular — HEMO 2015, realizado no periodo de 19 a 22 de novembro de 2015, no

Transamérica Expo Center em Sdo Paulo/SP, na categoria apresentacdo em painel com visita guiada.

S&do Paulo, 22 de Novembro de 2015.
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r‘a:cﬂ DIMAS TADEU COVAS CARM!&C{ANTONIO DESOUZA
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