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Anormalidades genéticas e de metilagdo de DNA em uma coorte de leucemia
linfoblastica aguda pediatrica com alteracées no cromossomo 21
RESUMO

TESE DE DOUTORADO

TALLITA MECIANY FARIAS VIEIRA

A leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLA-CPB) € uma neoplasia
heterogénea. Aproximadamente 60% das LLA-CPB apresentam alteragdes envolvendo o
cromossomo 21, incluindo hiperdiploidia, fusdo génica ETV6-RUNX1 e amplificacdo
intracromossomal do cromossomo 21 (IAMP21). Mecanismos epigenéticos contribuem para a
leucemogénese e a metilagdo do DNA, por sua vez, pode ser modulada por polimorfismos na
via do folato. Portanto, este estudo tem como objetivo caracterizar o perfil genético e de
metilacdo de DNA em LLA-CPB com alterag6es no cromossomo 21. Este estudo partiu de
uma série de 1006 casos de LLA-CPB diagnosticados de 2002-2016 e foi desenhado em 3
fases: 1) Identificacdo dos casos com alterac6es em numero de cépias (CNA) no cromossomo
21 usando multiplex ligation probe amplification (MLPA) e FISH (RUNX1 e sondas para 0s
cromossomos 4, 8, 10, 14, 17, 18, X e Y); 2) Caracterizacdo do perfil de metilacdo e CNA por
meio da técnica de microarranjo. Para tanto, o DNA foi modificado com EZ DNA Methylation™
Kit e o perfil de metilacdo analisado pelo Infinium HumanMethylation450 BeadChip Kit; e 3)
Andlises comparativas de metilagdo de DNA gene-especifica, metilagdo em LINE-1
(pirosequenciamento) e genotipagem para o polimorfismo MTHFR rs1801133 (PCR-RFLP)
entre os diferentes subtipos moleculares de LLA-CPB, controles e amostras em remissao.
Encontramos evidéncias de ganhos em CNA no cromossomo 21 em 83/374 (22%) das
amostras (MLPA). Dentre as amostras com ganho do cromossomo 21, 11/83 (13%)
apresentaram 25 sinais de RUNX1, avaliado por FISH. Ainda, usando as sondas
centroméricas, caracterizamos 53/83 (64%) das amostras como hiperdipléides. Além das
cépias extras do cromossomo 21, identificadas em todas as amostras, também foram
identificados ganhos nos cromossomos 4 (58%), 10 (57%), 14 (84%), 17 (53%), 18 (60%), X
(86%) e Y (46%). Perda nos cromossomos 17 (2%) e Y (4%) foram identificadas. Dois casos
apresentaram a fusdo ETV6-RUNX1 e ganho do cromossomo 21. Foi identificado um caso
IAMP21, confirmado por FISH usando sondas centroméricas para os cromossomos 13/21 e
21q. A partir do microarranjo, também foi verificado o perfil de CNA em 24 casos, 87% foram
hiperdiploides, 4% hipertripléides, 4% dos casos ETV6-RUNX1 +21 e 4% iAMP21. Na analise
de metilacdo caso vs controle, foram identificados 30.046 sitios CpG diferencialmente
metilados (p ajustado <0,001). Nas analises de validacdo dos achados do microarranjo em
amostras dos diferentes subtipos moleculares de LLA-CPB, os genes ARID3A, ERG, PDE9A,
PRDM9 e PRDM15 foram encontrados hipermetilados no grupo hiperdiploide e os genes
ARID3A, PDE9A, PRDM9 e PRDM15, hipermetilados nos casos com rearranjo de KMT2A
(KMT2A-r). Os casos ETV6-RUNX1 tiveram niveis intermediarios de metilacdo em ARID3A e,
por ultimo, o subtipo TCF3-PBX1 apresentou hipermetilacdo em PRDM15, porém, esses
niveis foram inferiores aos casos KMT2A-r. De acordo com o nivel de metilagdo em LINE-1,
os casos hiperdipléides apresentaram-se hipermetilados em relacdo aos demais subgrupos
de LLA-CPB, controles e remissfes. N&o houve associacdo entre metilacdo global e o
polimorfismo MTHFRrs1801133. De acordo com nossos dados, recomendamos a analise de
FISH com sondas centroméricas/teloméricas para a identificacdo da iIAMP21 em casos sem
informacédo de cari6tipo. Além disso, demonstramos que os casos de LLA-CPB apresentam
assinaturas de metilagcéo global e génica subtipo-especificas.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

TALLITA MECIANY FARIAS VIEIRA

B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) is a heterogeneous disease.
Approximately 60% of BCP-ALL present alterations involving chromosome 21 (chr 21),
including high hyperdiploid, ETV6-RUNX1 fusion and intrachromosomal amplification of the
chromosome 21 (iIAMP21). Contributing with this process, epigenetic mechanisms could
regulate the transcription and induce leukemogenesis. Polymorphisms in genes involved in
folate metabolism could influence this aberrant methylation. This study aimed to characterize
the genetic and DNA methylation profile of BCP-ALL with chr 21 aberrations, as well as to
identify the DNA methylation signatures of different BCP-ALL molecular subgroups. This study
enrolled 1006 BCP-ALL diagnosed between 2002-2016 and was performed in tree steps: 1)
Identification of copy number alterations (CNA) regarding the Chr 21 by multiplex ligation probe
amplification (MLPA) and FISH (“LPHO12 TEL/AML1 translocation, dual fusion probe and
centromere probes to chr 4, 8, 10, 14, 17, 18, X and Y); 2) DNA methylation and CNA
characterization by DNA methylation array. DNA from BCP-ALL cases, controls and remission
samples was modified with EZ DNA Methylation™ Kit and analyzed by the Infinium
HumanMethylation450 BeadChip Kit; 3) Comparative gene methylation, LINE-1 methylation
(pyrosequencing) and MTHFR rs1801133 genotype (PCR-RFLP) analysis between the
different BCP-ALL subgroups. We found evidence of gains in chr 21 in 83/374 (22%) of the
samples analyzed by MLPA. Among the BCP-ALL with chr 21 gains, 11/83 (13%) had =5
RUNX1 signals and 53/83 (64%) were classified as hyperdiploid. Besides the gain of an extra
copy of chr 21, confirmed in all cases, other gains were identified in hyperdiploid samples: chr
4 (58%), 10 (57%), 14 (84%), 17 (53%), 18 (60%), X (86%) and Y (46%). Losses of the chr 17
(2%) and Y (4%) were identified. Two BCP-ALL with ETV6-RUNX1 had an extra copy of the
chr 21. One patient had iIAMP21 identified by MLPA and confirmed by FISH with telomere
probe targeted to chr 13 and 21. The comparison of the DNA methylation profile between
cases and controls showed 30.046 differentially methylated CpG sites (adjusted p <0.001). In
the validation analysis, the ARID3A gene was confirmed to be hypermethylated in controls
when compared with BCP-ALL and remission samples. The hyperdiploid group presented
lower methylation levels in ARID3A, ERG, PDE9A, PRDM9 and PRDM15 genes while BCP-
ALL with KMT2A rearrangements (KMT2A-r) showed a higher methylation level for ARID3A,
PDE9A, PRDM9 and PRDM15 genes. The ETV6-RUNX1 cases had an intermediate ARID3A
methylation level and, lastly, the TCF3-PBX1 cases presented higher PRDM15 methylation
when compared with the other BCP-ALL subtypes, but lower than the KMT2A-r group. The
gene-specific methylation can predict ALL subtypes with good accuracy. For LINE-1, the
hyperdiploid group presented a distinct profile of increased methylation level in comparison
with the other BCP-ALL subtypes and heathy controls. MTHFR rs1801133 was not associated
with methylation changes. Based on our findings, we recommend the use of centromeric and/or
telomeric FISH probes to discriminate the iAMP21 from the hyperdiploid samples. Finally, we
showed that BCP-ALL presents a distinct global and gene-specific DNA methylation signature,
which are also molecular subtype-specific.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEUCEMIAS

As leucemias constituem o principal tipo de cancer na infancia, correspondendo
a aproximadamente 30% de todas as malignidades diagnosticadas até os 15 anos de
idade e sdo menos comuns em adultos (PUI et al., 2004; BRANDWEIN, 2011). A
incidéncia no Brasil, de acordo com o registro de cancer de base populacional, varia
de 2,2 casos por 100.000 habitantes em Palmas a 8,1 casos por 100.000 habitantes
em Cuiaba(DE SOUZA REIS et al., 2011).

Considerando que as neoplasias malignas séo mais frequentes na vida adulta,
as leucemias pediatricas de modo geral, tém como caracteristica um curto periodo de
laténcia entre 0 nascimento e o diagnéstico da doenca, o que leva a crer que consiste
em uma doenca de origem embrionaria(GREAVES, M., 2005). Alguns subtipos de
leucemia tém alta taxa de sobrevida, o que para casos com bom progndstico
corresponde a uma sobrevida superior a cinco anos em 90% dos individuos com
leucemia linfoblastica. Mais recentemente, as taxas de sobrevida das leucemias
pediatricas em geral vém aumentando, isto se deve ao desenvolvimento tecnolégico
aplicado as técnicas diagndsticas com maior conhecimento da heterogeneidade e
patogénese da doenca, com evidéncias de drogas alvo-especificas e consequente
melhoramento dos protocolos terapéuticos (PUI et al., 2012).

Do ponto de vista clinico, celular e molecular, as Leucemias Agudas (LAS) sédo
heterogéneas, tém como caracteristica o0 acumulo de blastos ou células precursoras
hematopoiéticas imaturas na medula éssea (MO) e/ou sangue periférico (SP) com
proliferacdo descontrolada, apoptose diminuida, e/ou diferenciacdo bloqueada. Os
mecanismos que induzem as LAs incluem a expressao aberrante de proto-oncogenes
e ativacao dos fatores de transcricdo. As leucemias podem ser de origem linfoide ou
mieloide, de acordo com a linhagem que obteve vantagem proliferativa. As leucemias
linfoblasticas podem ainda ser divididas em dois grupos, de células B ou T. As
leucemias linfoblasticas agudas de células precursoras B (LLA-CPB) sdo as mais
comuns em criancas (PUI; EVANS, 1998) e serdo descritas adiante neste capitulo.

As transformacdes leucémicas sdo decorrentes de alteragbes somaticas em
células precursoras hematopoiéticas que resultam no distarbio do processo de auto
renovacao celular, bloqueando a diferenciacdo e promovendo resisténcia aos sinais
de morte (GREAVES, M. F.; WIEMELS, 2003; TAYLOR, G. M. et al., 2003; PUI,
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2009). A desregulacao no controle do ciclo celular pode ser decorrente de alteracoes

gendmicas numericas ou estruturais (Figura 1.1).

iAMP21
Baixa hiperdiploidia

® Near hapléide Alto risco
— ® t(17;19)/TCF3-HLF
t(9;22)/BCR-ABL1
® KMT2A-r

B-Other

Risco intermediario

| @ Translocacdes no IGH
t(1;19)/TCF3-PBX1

Alta Hiperdiploidia

Baixo risco

t(12;21)/ETV6-RUNX1

Figura 1.1: Anormalidades citogenéticas e moleculares em LLA pediatrica. As anormalidades
citogenéticas e moleculares estdo representadas em diferentes cores com suas respectivas
frequéncias e relevancia na determinacao do risco preditivo.

Modificado de Moorman, 2016.

As alteracbes citogenéticas e gendmicas em LLA-CPB incluem: alta
hiperdiploidia com ganho de quatro ou mais cromossomos, incluindo o X, 4, 6, 10, 14,
17, 18, e 21, hipodiploidia, com numero de cromossomos inferior a 44, t(12;21)
(p13;922), que codificam ETV6-RUNX1 (TEL-AML1); t(1;19)(g23;p13)/TCF3-PBX1
(E2A-PBX1); 1(9;22)(g34;911)/ BCR-ABL1; rearranjos do gene KMT2A(KMT2A-r)
localizado na regido 11923 com uma ampla gama de parceiros. Essas alteragdes séao

fundamentais na determinagcédo do prognostico e resposta terapéutica (Tabela 1.1) e



apresentam diferentes frequéncias de acordo com a idade (Figura 1.2) (MOORMAN,

2016).

Tabela 1.1: Classificacao de risco das LLAs pediatricas

Grupo derisco
Baixo

Intermediério

Alto

Muito alto

Critério

Idade 21 e <10 anos

Leucometria < 50.000/mm?*

Trissomia do 4, 10 e 17 ou ETV6-RUNX1 (+)

Todas as caracteristicas acima (do baixo risco) exceto
trissomia do 4, 10 e 17 ou ETV6-RUNX1 (+)

Qualguer uma das caracteristicas abaixo:

Idade 210 e <15 anos

Leucometria 250.000/mm?3 e <100.000/mm?
Envolvimento do SNC? ou testicular

LLA-CPB com resposta pobre ao tratamento inicial com
corticoides®

TCF3-PBX1 (+)

Rearranjo do gene KMT2A

DRM (+) ao final da inducéo?

LLA-T com resposta ao tratamento inicial com corticoides
Qualguer uma das caracteristicas abaixo:

Idade <1 ou 215 anos

Leucometria 2100.000/mm?

BCR-ABL1 (+)

Hipodipléide com >45 cromossomos

LLA-T com resposta pobre ao tratamento inicial com
corticoides

Auséncia de remissdo completa apos a primeira inducao

1 A DRM néo é mensurada em todos os pacientes, esta é feita pela técnica de RQ-
PCR para pacientes com anormalidades genéticas recorrentes.

2 Contagem elevada de blastos no liquido cérebro-espinhal (=5 células/?l) e citologia
apresentando blastos linfoides séo os critérios usados para determinar o envolvimento

do SNC.

3 Resposta pobre ao tratamento inicial com corticoides indica contagem de blastos no
sangue periférico 21,000/mm? ap6s 7 dias de tratamento com corticoide.
Abreviacdes: LLA-CPB, leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B; LLA-
T, leucemia linfoblastica aguda de células T; SNC, sistema nervoso central; DRM,
doenca residual minima.

Modificado de (LEE et al., 2016).
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Figura 1.2: Distribuicdo dos subgrupos citogenéticos em LLA de acordo com a idade.
Abreviagbes: HeH, Alta hiperdiploidia. Figura fornecida por Anthony Moorman. Modificado de
HARRISON (2009).

Além das alteracdes primarias, existem alteracdes adicionais ou secundarias que
cooperam para a expansao do clone leucémico. Por outro lado, nem sempre essas
alteracdes secundarias sdo necessarias. Os KMT2A-r, por exemplo, sdo de alta
penetrancia, de modo que ndo sao necessarias alteracbes adicionais, e sdo capazes
de conferir o fendtipo leucémico em um curto periodo de laténcia. Por este motivo,
esses rearranjos sdo encontrados em leucemia de lactentes em alta frequéncia. Em
contrapartida, a fusdo génica ETV6-RUNX1 € de baixa penetrancia e necessita de
alteracOes adicionais, sendo comuns em criancas mais velhas(INABA; GREAVES;
MULLIGHAN, 2013).

Atualmente, diversos estudos dao énfase a presenca de subclones, como por
exemplo, aqueles com mutagdes no gene lkaros (IKZF1), que conferem resisténcia
ao tratamento e aumentam o risco de recaida (Figura 1.3). De modo geral, o clone
associado a recaida apresenta as mesmas alteracbes do clone predominante no
momento do diagndstico, porém, em diversos casos, o0 clone de recaida é menos
frequente ao diagndstico, ou seja, representa um subclone. Isto sugere que as
alteracdes que tal subclone carrega conferem resisténcia ao tratamento e, por isso,
ele passa a ser o clone dominante no momento da recaida. Além disso, varias
alteracdes encontradas em recaidas sdo de mau prognostico, como dele¢cdes no
IKZF1 e CDKN2A/CDKN2B. Raramente o clone de recaida € completamente diferente
do que é observado ao diagnostico (INABA et al., 2013).
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Figura 1.3: Modelo da patogénese das LLA-CPB no diagnéstico e recaida. A figura destaca
0s eventos iniciadores, eventos que cooperam na ocorréncia do fenétipo leucémico (eventos
secundarios) e as alteracdes em subclones que conferem resisténcia e sdo encontradas no
momento da recaida. AbreviagBes: RAG, recombinase activating gene.

Modificado de INABA et al., (2013).

As alteracdes somaticas e translocacfes sao bem descritas como elementos
fundadores na leucemogénese. Entretanto, sé mais recentemente, as alteracdes
epigenéticas vém ganhando destaque nos estudos de LLA-CPB, uma vez que
também contribuem significativamente na regulacao do ciclo celular e expanséo do
clone leucémico (SCHOLZ; MARSCHALEK, 2012).

Além destes subtipos de LLA-CPB ja citados, ha também os casos com
amplificagéo intracromossomal do cromossomo 21 (IAMP21), um subgrupo pouco
frequente (1,5-2,0% dos casos de LLA-CPB), que, apesar de raro, merece destaque
pois esta associado a um alto risco de recaida para os pacientes (INABA et al., 2013).
1.2. O PAPEL DO CROMOSSOMO 21 NA DIFERENCIACAO CELULAR E
LEUCEMOGENESE



Os estudos envolvendo o cromossomo 21 ganharam destaque nos ultimos 150
anos, desde quando foi descrita uma cépia adicional de um pequeno cromossomo na
sindrome entdo denominada como “Mongolismo” (NIZETIC; GROET, 2012). A
sindrome de Down (SD) consiste na presenca de uma cépia extra do cromossomo 21
ou de parte dele a nivel constitutivo e representa uma das principais alteracdes
genéticas ao nascimento, com prevaléncia entre 1 em 1000 e 1100 nascidos vivos no
mundo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (www.who.int). Em estudo
de sequenciamento gendmico foi observado que o segmento da regido 21922 é
relevante no fendtipo da SD, ja que contém genes que codificam proteinas
importantes para o metabolismo do folato, regides de ligacdo de DNA e interacao
proteina-proteina (HATTORI; FUJIYAMA; SAKAKI, 2001). O sequenciamento do
cromossomo 21 identificou 224 genes codificantes neste cromossomo, porém, apenas
parte destes genes estao envolvidos hos mecanismos que desencadeiam a SD. Neste
aspecto, Arron JR, et al. (2006) defendem a hipotese de que os genes DSCR1 e
DYRKZ1A sé&o responsaveis pela maior parte das manifestaces clinicas da SD. Por
outro lado, Korbel et al. (2009) demonstraram que alguns pacientes com SD severa
apresentam trissomia em segmentos que nao incluem o gene DSCR1, indicando que
nao existe uma Unica regido responsavel por todas ou a maioria das caracteristicas
da SD.

A SD esta associada com alto risco de desenvolver leucemias na infancia,
contrastando com a diminuicdo na chance de desenvolver alguns tumores sélidos. A
incidéncia de leucemia mieloide aguda (LMA) da primeira infancia (até 4 anos de
idade) é 150 vezes maior em criancas com SD quando comparadas com crian¢as da
mesma faixa etaria sem SD, enquanto a incidéncia de LLA-CPB é 33 vezes maior
(ZIPURSKY, 2000).

Pacientes com SD também apresentam uma condicdo particular, a desordem
mieloproliferativa transitoria (DMT), comum em pacientes de até trés meses de vida,
mas que sofre remissdo espontanea na maioria dos casos. A alta prevaléncia de
leucemias e DMT em pacientes com SD evidenciam a relevancia de genes presentes
no cromossomo 21 na leucemogénese, no entanto, a trissomia do 21 por si s6 ndo é
capaz de explicar a alta frequéncia de LMA nas criangas com SD. Como destaque,
mutac¢des adquiridas no dominio de ativagdo N-terminal do fator de transcricdo de
megacariécitos, GATAL, localizado no cromossomo X, levam a expressao da isoforma

GATAI1s, resultando na traducdo de uma proteina truncada, que afeta progenitores
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hematopoiéticos e bloqueiam a maturagéo dos eritro-megacariocitos. Estas mutagdes
sao encontradas em quase um terco dos casos de SD. Ja foram reportados casos de
DMT em pacientes ndo-SD. Nesses casos, foram identificadas trissomia do 21 e
GATA1 mutado no clone leucémico (WECHSLER et al., 2002; XU, G. et al., 2003;
VYAS; CRISPINO, 2007; CHOU et al., 2008).

Um estudo recente com camundongos duplo transgénicos expressando ERG
e GATAls demonstrou que, de modo semelhante ao que ocorre na SD, a
superexpressdo de ERG por si s6 é suficiente para induzir megacariopoiese e
expansao de progenitores megacariociticos e de células eritréides (PME), de modo
semelhante ao que ocorre na SD. A expressao de GATA1s em sinergismo com ERG
favorece a expansédo de PMEs, resultando em fibrose hepética, trombocitose poés-
natal e anemia. Este € um perfil de expressao génica semelhante ao descrito nas DMT
humanas do neonato (£ 3 meses) e progressao para progenitores mieldides aos 3
meses de idade. Esse modelo transgénico ERG/GATALs também demonstrou o papel
fundamental da regido N-terminal de GATAL na eritropoiese e o0 papel antagonista de
ERG na diferenciacéo eritréide fetal e sobrevivéncia (BIRGER et al., 2013).

Outro gene de grande importancia para a hematopoese também localizado no
cromossomo 21 (21g22) € o RUNX1(runt related transcription factor 1). Este gene é
necessario para o desenvolvimento normal de todas as linhagens hematopoiéticas e
alteracdes em sua funcéo levam a profundas desordens deste processo (MICHAUD;
SCOTT; ESCHER, 2003; ESCHER et al., 2004).

A fusao génica t(8;21)(q22;922) foi a primeira translocacédo descrita envolvendo
o cromossomo 21 em 1973 por Rowley. Esta ocorre em LMA e tem como
consequéncia o rearranjo entre os genes anteriormente chamados AML1 e ETO,
atualmente RUNX1 e RUNX1T1 (ROWLEY, 1973). A proteina RUNX1-RUNX1T1
resultante desta translocacédo bloqueia a diferenciacdo de progenitores mieloides e
promove a ocorréncia da leucemia. RUNX1 regula negativamente a transcricdo do
DNA ribossomal, enquanto RUNX1-RUNX1T1 exerce o efeito oposto, ou seja, € um
regulador positivo. Esta fuséo génica € encontrada em 30-40% das LMASs subtipo M2,
de acordo com a classificacdo do grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico
(FAB) e esta associada com prognéstico favoravel (BAKSHI et al., 2008).

Além da fusdo RUNX1-RUNX1T1 em LMA, a fusédo t(12;21)(p13;922)/ ETV6-
RUNX1e hiperdiploidia sdo as anormalidades citogenéticas mais comuns nas LLA-
CPBs, enquanto séao raras em leucemias com SD (FORESTIER et al.,, 2008;

BUITENKAMP et al., 2014). Até 60% das LLAs-SD apresentam expressao aberrante
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do receptor de citocina CRLF2, que estd associado com as mutacfes adicionais de
ativacdo na via de JAK-STAT (BERCOVICH et al., 2008; MULLIGHAN et al., 2009).
A expressao aberrante do receptor CRLF2 é causada por rearranjos génicos, tanto na
regido de controle de IgH quanto em micro dele¢cdes upstream no gene CRFL2. Essa
delecdo provoca a fusdo de CRLF2 com o promotor upstream do gene P2RYS,
expresso constitutivamente. Analises de ponto de quebra sugerem que esse rearranjo
€ mediado por RAG1 ou RAG2 em LLA-CPB (BERCOVICH et al., 2008; MULLIGHAN
et al., 2009).

1.2. ALTERACOES ENVOLVENDO O CROMOSSOMO 21 EM LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA PEDIATRICA

Conforme mencionado no topico anterior, o cromossomo 21 é o alvo mais
importante de alteracfes nas LLAs pediatricas, sofrendo tanto alteracbes numéricas
guanto estruturais ao longo de toda a sua extensdo no cromossomo. Alta
hiperdiploidia e a fusdo génica ETV6-RUNX1 correspondem a aproximadamente 50%
dos casos de LLA-CPB em criancas. Ambas as alteragdes recorrentes sao de bom
prognaostico e apresentam evidéncias de origem intrauterina (MOORMAN, 2016).

A fusdo ETV6-RUNX1 resulta da translocacédo entre os cromossomos 12 e 21,
consiste em uma translocacao criptica e reciproca e ndo pode ser identificada atraves
do bandeamento G (ROMANA et al., 1995). J4 a alta hiperdiploidia é caracterizada
por ganho modal dos cromossomos X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21, sendo que o perfil de
alteracdes numéricas € heterogéneo entre os pacientes (HEEREMA et al., 2000;
HARRISON et al., 2003). Apesar da heterogeneidade dos ganhos cromossémicos, a
distribuicdo entre eles ndo é aleatéria, ou seja, existem cromossomos que Sao
adicionados em maior frequéncia que outros. Por exemplo, de acordo com Heerema
et al., (2007), aproximadamente 96% das LLAs hiperdipldides (51-60 cromossomos)
apresentam ganho do cromossomo 21 (+21). A razdo biologica para a diferente
frequéncia de ganhos cromossémicos nas LLA-CPB altamente hiperdiploides ainda
nao é clara (HEEREMA et al., 2007). No entanto, € questionado o porqué da alta
frequéncia do ganho do cromossomo 21 em 30% das LLA-CPB, que corresponde aos
casos altamente hiperdiploides, bem como, o acometimento de genes localizados no
cromossomo 21 em outros subtipos de LLA, apontando para a relevancia dos mesmos
nos mecanismos de patogénese das leucemias agudas (CHOU et al., 2008; VYAS;

CRISPINO, 2007; WECHSLER et al., 2002; XU et al., 2003).
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Além das alteracdes recorrentes no cromossomo 21 ja citadas que conferem
bom prognéstico, existe um outro subgrupo menos frequente com relevancia clinica
que compreende as LLA-CPB com iAMP21. Este subgrupo de LLA foi descrito e sua
importancia deve-se as fortes associa¢des com progndéstico adverso (HAREWOOD et
al., 2003; HARRISON, 2015b). Por definicdo convencionada a partir da aplicacéo da
técnica de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), a IAMP21 € identificada a partir
da presenca de trés ou mais coépias adicionais do gene RUNX1 em ndcleos
interfasicos. Até recentemente, esta técnica vem sendo considerada como o método
padrdo-ouro para identificacdo da iIAMP21.No entanto, as novas técnicas genémicas
como, single nucleotide polymorphism (SNP) array-based Comparative Genomic
Hybridization (SNP array) ou outros microarranjos usados para alteracdes em nimero
de cépias (CNA) de DNA também sao utilizados (RAND et al., 2011), porém, este
conceito baseado apenas no FISH necessita ser revisitado.

Em se tratando de epidemiologia clinica, LLA-CPB com iAMP21 & mais
frequente em criancas com média de idade de 9 anos, esta associada com contagem
leucocitaria inferior a 50.000 células/mL ao diagnéstico. Os resultados de varios
estudos indicaram uma sobrevida significativamente inferior nestes pacientes quando
tratados no grupo de risco padrdo em comparacdo com os demais subtipos de LLA-
CPB e o alto risco de recaida esta associado a doenca residual minima (DRM) positiva
no D30 (ROBINSON et al., 2003a; MOORMAN et al., 2007; ATTARBASCHI et al.,
2008; HEEREMA et al., 2013; HAAS; et al., 2014). Dentre diversos protocolos, 0s
resultados dos protocolos ingleses (The United Kingdom ALL 97/99 trial)
demonstraram que 28 pacientes com LLA-CPB com iAMP21 apresentaram sobrevida
livre de eventos (SLE) de 26%, e sobrevida global (SG) de 69% em cinco anos, ou
seja, apresentaram altos indices de recaida (MOORMAN et al., 2007; ATTARBASCHI
et al., 2008). O grupo do protocolo The Austrian and German ALL Berlin-Frankfurt-
Munster (ALL-BFM) 86, 90, 95, and 2000 trialsdemonstrou praticamente 0s mesmos
indices de SLE e SG (MOORMAN et al., 2007; ATTARBASCHI et al., 2008;
HARRISON, 2009). Os pacientes de LLA-CPB com iAMP21 apresentam menores
taxas de recaida no protocolo do grupo International studies of Berlin-Frankfurt-
Munster (I-BFM) quando comparado ao protocolo Inglés, fato que pode ser resultado
da terapia de induc&o e reintensificacdo precoce mais intensivas neste protocolo
(ATTARBASCHI et al., 2008). Do ponto de vista dos mecanismos de patogénese, a
IAMP21 ainda é alvo de vérias pesquisas no contexto celular e genémico. Alteracdes

adicionais nos genes IKZF1 (22%), CDKN2A/B (17%), PAX5 (8%), ETV6 (19%) e RB1
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(37%) foram encontradas em LLA com iAMP21, porém, a investigacdo da arquitetura
clonal forneceu a evidéncia de que essas anormalidades, assim como P2RY8-CRLF2,
foram secundarias a IAMP21 (RAND et al., 2011).

Através da andlise genbmica Array-based Comparative Genomic Hybridization
(aCGH) foi demonstrada a presenca de uma regiao comum de amplificacdo (RCA) ao
longo do cromossomo 21 e uma regido comum de delecdo (RCD) na regido
telomérica, as quais compreendem 6 MB e 9 MB, respectivamente (principalmente no
braco longo do cromossomo 21). A RCA se encontra amplificada em todos os
pacientes com iAMP21, enquanto que a RCD foi detectada em 88% dos casos (RAND
et al., 2011). Na RCA foram encontrados 47 genes que codificam proteinas, incluindo
0 gene RUNX1 e genes localizados na Down Syndrome critical region (DSCR), além
de 20 pseudogenes, 18 RNAs ndo-codificantes e um tnico microRNA (miRNA), o miR-
802. Adicionalmente, 66% dos genes localizados na RCA foram identificados como
superexpressos (STREFFORD et al., 2006). Entre eles encontram-se IFNGR2, GART,
SON, DSCR1, RUNX1, DYRK1A, ERG e ETS2, cujas funcdes sdo importantes na
patogénese e na resposta terapéutica de outros subtipos de LAs. No entanto, as
fungbes interativas desses genes na LLA-CPB com iAMP21 ainda sao alvo de
pesquisas (ZAZA et al., 2004; GE et al., 2008; KIM, D. H. et al.,, 2010; BIRGER,;
IZRAELLI, 2012; AHN et al., 2013; CHEN, D. W. et al., 2013).

Recentemente, Li et al. (2014) descreveram um modelo evolutivo nas LLA-CPB
com iAMP21 que pode ser sumarizado da seguinte forma: o processo chamado
breakage-fusion-bridge (BFB) € iniciado a partir de uma quebra na dupla fita de DNA
na regiao telomérica, que consequentemente fica desprotegida. No final da fase S, as
regibes teloméricas duplicadas sdo fundidas por um processo de reparo de DNA
chamado non-homologous end joining. Isto cria um cromossomo dicéntrico em que 0s
dois centrébmeros sdo puxados para polos opostos durante a mitose, formando uma
ponte de anafase. Com a citocinese, as pontes quebram, e o processo pode se repetir
no proximo ciclo celular (LI et al., 2014). Devido a esse processo de BFB, um outro
processo chamado chromotripsis pode ocorrer. Durante um evento catastrofico,
regibes cromossdmicas sédo fragmentadas e, independente das localizag8es iniciais,
0s mecanismos de reparo de DNA ligam alguns fragmentos, enquanto outros podem
ser perdidos. Consequentemente, o chromotripsis leva a um grande namero de
rearranjos gendmicos. Esse conjunto de alteragbes combinadas possibilita a
ocorréncia de muitas perdas e ganhos de material genético, como é visto nos casos

com iAMP21 (LI et al., 2014).
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Os ciclos de BFB contribuem para delecbes, amplificagcbes génicas e
translocacdes néo reciprocas. Neste contexto, a deficiéncia de folato, um dos
principais intermediarios para a sintese do doador de grupamentos metil S-adenosil
metionina (SAM), induz formacdo de pontes nucleoplasmicas (NPB), enquanto a
perda de metilacdo do DNA resulta em aumento da recombinagdo telomérica.
Portanto, se faz necessario investigar se as NPBs sao induzidas por reparo errbneo
de quebras na dupla fita de DNA ou pela disfuncéo de teldmeros, que podem causar
amplificacdo de sequéncia e fusdes teloméricas (MOORES; FENECH,;
O'CALLAGHAN, 2011).
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1.3. ETIOLOGIA DAS LEUCEMIAS PEDIATRICAS

Os estudos epidemiologicos que buscam compreender os fatores etioldgicos
das leucemias pediatricas sdo consensuais no que se refere a complexidade das vias
de patogénese. As LLAs de modo geral apresentam origem multifatorial resultante da
combinacéao entre susceptibilidade genética e exposicdo ambiental (GREAVES, M. F.,
1999). Os fatores genéticos correspondem a apenas 5% dos casos, sendo as demais
relagbes causais atribuidas aos fatores ambientais que interagem com as
caracteristicas genéticas de cada individuo (suscetibilidade), podendo modular o risco
para o surgimento de neoplasias (PERERA, 1997).

Antes de falar dos fatores de risco para as leucemias pediatricas, se faz
necessario pensar no momento no qual elas tém origem. Existem fortes evidéncias de
que a maior parte das leucemias pediatricas tém origem intrauterina. Inicialmente,
diversos estudos demonstraram alta concordancia entre leucemias de gémeos (FORD
etal., 1997; FORD etal., 1998; WIEMELS et al., 1999; KEMPSKI et al., 2003; MAIA
et al.,, 2003; TEUFFEL et al., 2004), apontando para uma origem clonal comum
durante a vida intrautero. Além disso, dentre outros estudos citados anteriormente,
Greaves et al. demonstraram que o periodo de laténcia varia entre os gémeos, sendo
gue nos casos com KMT2A-r o periodo de laténcia € mais curto e as leucemias
ocorrem gquase que simultaneamente.

Mais recentemente, Gruhn et al. (2008) demonstraram a origem intrauterina de
LLA-CPB a partir de material coletado no teste do pezinho. Este estudo buscou
rearranjos na cadeia pesada de imunoglobulina que sédo especificos para LLA-CPB,
encontrando uma frequéncia de 59% de casos com alteracbes presentes jA no
momento do nascimento.

Para reforcar mais ainda esta hipotese, foi realizado um grande estudo na
Inglaterra, em que foi observada em amostras de sangue de corddo umbilical a
presenca da fuséo génica ETV6-RUNX1 em 1% dos nascidos vivos. O achado aponta
para a origem da fusdo ainda durante a vida intrauterina, mas um fato permaneceu
intrigante, a frequéncia de recém-nascidos com a fusdo génica ETV6-RUNX1 era
muito maior que a incidéncia cumulativa da fusdo ETV6-RUNX1 em LLA (1/10.000),
ou seja, apenas 1 em 100 recém-nascidos com ETV6-RUNX1 desenvolveria
leucemia. Desse modo, foi possivel concluir que eram necessarios eventos adicionais

para a ocorréncia do fenétipo leucémico (MORI et al., 2002).
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Até aqui é possivel entender que a maior parte das leucemias pediatricas 1)
apresentam origem intrauterina, 2) necessitam de eventos adicionais para a
ocorréncia da doenca. As leucemias obedecem a um modelo de carcinogénese
semelhante ao descrito por Knudson em 1971, no qual ocorrem dois hits, sendo um
primeiro evento durante a vida intrauterina e um segundo evento poés-natal
(KNUDSON, 1971), Os fatores que desencadeiam estes hits ainda ndo sao
completamente esclarecidos, porém, estudos epidemiolégicos sugerem alguns
mecanismos que apresentam associacdo causal com as leucemias pediétricas, sendo
gue a exposicdo aos fatores de risco pode ocorrer indiretamente, a partir da exposi¢cao

materna no periodo gestacional, e/ou diretamente durante a infancia.

1.3.1. Fatores ambientais

Dentre os estudos epidemioldgicos observacionais de associacdo causal com
leucemias pediatricas, o fator de risco mais consistente, além da exposi¢ao a radiacao
na vida intrauterina, € o alto peso ao nascer (APN). A razdo pela qual o APN esta
associado ao risco para alguns tipos de cancer permanece desconhecida (KOIFMAN;
POMBO-DE-OLIVEIRA, 2008). A plausibilidade biologica e a hipotese mais provavel
€ de que a alta expressao de insulin-like growth factor-1 (IGF-1) pode estimular a
proliferacdo celular e a leucemia. Por outro lado, células pré-leucémicas podem
produzir IGF-1 e provocar o APN (ROSS, 2012). Além disso, a idade materna
avancada aumenta moderadamente o risco dos canceres infantis mais frequentes,
enguanto etilismo e tabagismo podem ser levados em consideracdo como fatores de
risco para leucemia pediatrica, apesar de estudos apresentam resultados
contraditorios (JOHNSON et al., 2009) Outro fator de risco é a exposi¢ao a pesticidas
(PYATT; HAYS, 2010; METAYER et al., 2011); (ROSS et al., 1994; GREAVES, M.
F., 1997; MEINERT et al, 2000; INFANTE-RIVARD; WEICHENTHAL, 2007;
METAYER; BUFFLER, 2008; TURNER; WIGLE; KREWSKI, 2010; VAN MAELE-
FABRY et al., 2011; FERREIRA et al.,, 2012; SEILER, 2012) e a exposicédo a
horménios (POMBO-DE-OLIVEIRA; KOIFMAN, 2006);(GLASS et al., 2012). além da
exposicdo a infecgbes. Neste Ultimo, os coadjuvantes sdo a hiperhigienizacéo e a
formacdo da resposta imune (WIEMELS, 2012). Entretanto, a maior parte desses
estudos tem as limitacdes proprias de estudos retrospectivos.

Em se tratando de exposicdo a agentes quimicos, alguns tipos de exposi¢ao

estdo diretamente associados com marcadores moleculares especificos para
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determinados tipos de leucemias. Por exemplo, a exposicdo ao benzeno e seus
derivados esta associada com LMA, enquanto agentes inibidores de topoisomerase Il
(Topoll) estdo associados com LAs e KMT2A-r (COGLIANO; BAAN; STRAIF, 2011).
As evidéncias epidemiologicas vém sendo confirmadas em estudos consecutivos
tanto com leucemias secunddrias a tratamentos quimioterdpicos com etoposideos,
como em leucemias de novo. Recentemente, foi encontrada associacdo entre a
ingestao de alimentos ricos em flavondides e a ocorréncia de leucemias com KMT2A-
r (VANHEES et al., 2011). Os flavondides e etoposideos sdo potenciais inibidores de
Topoll, enzima cuja principal funcédo é se ligar a sitios especificos na dupla-fita de DNA
para a quebra transitoria e religacdo dos fragmentos de DNA gerados durante a
replicacdo. Desta forma, a inibicdo na acédo da Topoll desempenha um papel crucial
na replicacdo do DNA e parece ser importante também na leucemogénese (SKIBOLA;
SMITH, 2000). Neste mesmo sentido, foi encontrada associagcdo entre a exposicao a
tintas no periodo gestacional e aumento no risco para a fusdo génica ETV6-
RUNX1(SCELO et al., 2009).

Os estudos epidemioldgicos por vezes apresentam resultados discordantes
que, embora sejam avaliados do ponto de vista metodoldgico, podem ser indicativos
de que a relacéo entre a exposicéo a elementos quimicos e biologicos seja modulada
por susceptibilidade genética. Por exemplo, polimorfismos em genes que participam
do metabolismo de xenobidticos em interacdo com a exposicdo modulam o risco
conferido pelos agentes quimicos (URAYAMA et al., 2013). Genes envolvidos no
metabolismo do folato constituem um outro exemplo, tendo sido descritos como uma
peca importante na patogénese (WIEMELS et al., 2001) e na reposta terapéutica das
leucemias agudas (DE JONGE et al., 2009; ONGARO et al., 2009).
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1.4. IMPLICACOES DA CARENCIA DE FOLATOS NA LEUCEMOGENESE

1.4.1. Metabolismo do acido félico

Em geral, o termo folato se refere ao &cido folico e demais derivados que
compdem o complexo vitaminico B. O acido pteroilmonoglutamico é a forma sintética
do folato, utilizada como suplemento nutricional. O folato ingerido na alimentacéo
(natural, exogeno), principalmente sob a forma de poliglutamato, quando em
concentragdes fisiologicas, é absorvido principalmente no primeiro tergco do intestino
delgado por processo ativo saturavel dependente de pH (inferior a 6,3) e de sdadio.
Além disso, a absorcédo também ocorre ao longo de todo o intestino delgado, sendo
gue apenas 0s monoglutamatos sdo absorvidos no intestino delgado (ta repetido
intestino delgado). O folato é absorvido como monoglutamil folato, apds a remocao da
cadeia de poliglutamil pela y-glutamil hidrolase (HALSTED, 1989).

O folato sob a forma de poliglutamato € metabolizado a monoglutamato pela
enzima folil conjugase do pancreas e conjugase na mucosa da parede intestinal. Os
monoglutamatos sdo absorvidos nas células da mucosa por difusdo passiva e
transporte ativo por transportadores de folato préton-acoplados (PCFT). Além disso,
0 acido félico é absorvido como tal via PCFT. Nas células da mucosa, o folato
moglutamato absorvido é, eventualmente, convertido para 5-metiltetrahidrofolato
pelas enzimas OCM (metabolismo de um carbono), e o &cido félico é também
convertido a 5-metilTHF apdés duas etapas de reducdo para dihidrofolato (DHF) e
subsequentemente tetrahidrofolato (THF) pela dihidrofolato redutase (DHFR). A
difusdo passiva através da membrana celular é limitada e ocorre apenas nas altas
doses.

O folato circulante, principalmente como metil-THF, em sua maioria €
transportado ligado a proteinas de baixa afinidade, como albumina, globulina e
hemoglobina, e apenas uma pequena parte do folato plasmatico esta ligado a proteina
ligante especifica de alta afinidade (folate binding proteins, FBPs). O folato esta
presente no plasma em trés fracdes: o folato livre e os ligados aos transportadores de
baixa e de alta afinidade, que sédo responsaveis pelo transporte do folato para as
células da MO, reticuldcitos, figado, fluido cérebro-espinhal e células tubulares renais.
O 5-metilTHF transportado na circulacdo entra na célula via carreador de folato
reduzido (RFC) ou receptor de folato (FR) e se incorpora nas OCMs. A enzima
metileno tetra-hidrofolato redutase (MTHFR) € uma peca fundamental no metabolismo

de folato, pois catalisa a produgcédo de 5,10-MTHF em 5-metiltetra-hidrofolato (5-
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MTHF), o principal doador de grupamentos metil para o0 metabolismo de homocisteina
em metionina (SELHUB; MILLER, 1992). A MTHFR ¢ inibida alostericamente pela
AdoMet (S-adenosilmetionina); dessa forma, altos niveis de metionina previnem a
formacéo de 5-MTHF e, indiretamente, a sintese de metionina a partir da homocisteina
(BYDLOWSKI; MAGNANELLI; CHAMONE DDE, 1998). A serino
hidroximetitransferase 1 (SHMT1), enzima citosélica dependente de vitamina B6, é
codificada pelos genes SHMT1 e SHMT2. Essa enzima contribui para a
compartimentalizacdo do metabolismo de carbono entre o citoplasma, mitocondria e
ndcleo (CHRISTENSEN; MACKENZIE, 2006). Ela catalisa a transferéncia reversivel
de um carbono da serina para THF, para em seguida formar a 5,10-metilenoTHF e
glicina usando o piridoxal 5’-fosfato (PLP; derivado da vitamina B6) como um cofator
(GARROW et al., 1993); a forma 5,10 metilenoTHF é reduzida para 5-metilTHF pela
metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR). Apés metabolizado, o folato segue para
ser armazenado e reutilizado.

O local de armazenamento de folato é o figado, o sitio regulatério do folato,
onde 90% deste é reabsorvido nas células epiteliais do tubulo proximal e os 10%
restantes sdo excretados pela urina. A circulacdo enterohepética é encarregada de
reabsorver e reutilizar esses folatos, sendo este processo fisioldgico responséavel pela
manutencdo dos niveis de folato mesmo quando ele ndo estda sendo ingerido. A
manutenc¢ao do nivel sérico de folato é essencial, pois a reducéo de tais niveis pode
interferir no fornecimento do mesmo para a MO e outros tecidos que necessitam de
grande aporte de folato. Vale ressaltar que o folato ndo é estocado em grandes
guantidades, sendo assim, caso 0 consumo seja interrompido, havera caréncia em
poucas semanas (MEDICI; HALSTED, 2013). O folato apresenta importancia critica
no metabolismo da metionina, aminoacido essencial. Além disso, AdoMet € o maior
doador de grupamentos metil para as reacdes de metilacdo, incluindo a metilacéo do
DNA (ROBERTSON, 2005; DOLINOY:; JIRTLE, 2008) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Metabolismo do folato.

Em azul, estdo destacadas as enzimas envolvidas no processamento do folato no trato digestivo,
transporte e retencao celular (pela adicdo de glutamatos).Em amarelo, esta destacada a maior parte
do ciclo envolvendo a transferéncia de um grupo carbono necessdrio para a sintese de purinas e
pirimidinas. Em rosa, estdo destacadas as reacdes de metilagdo. Abreviagbes: GCPII,
Carboxypeptidade glutamato;PCFT transportador de folato préton-acoplado; THF, tetrahidrofolato;
RFC1, carreador de folato reduzido 1; FR, folato reduzido; FPGS, folilpoliglutamato sintetase;
MTHFR,metilenotetrahidrofolato redutase;SHMT,serinohidroximetiltransferase;
MTHFD,metilenotetrahidrofolato  desidrigenase;GART, fosforibosil glicinamida formiltransferase,
AICART, aminoimidazol-carboxamida ribonucleotideo formyltransferase;DHFR, dihidrofolato
redutase;DHF, dihidrofolato;,dUMP, deoxiuracilamonofosfato,dTMP, deoxitimidinamonofosfato;TS,
timidilato sintase; MTR, metionina sintase, MTRR, metionina sintase redutase;BHMT, betaina-
homocisteina metiltransferase;MAT, metionina adenosil transferase;DNMT, DNA metiltransferases;
RNA  metiltransferases;PCMT, L-aspartato = O-metiltransferase;PRMT, proteina  arginina
metiltransferase;AHCY, S-adenosilhomociateina hidrolase;CBS, cistationina beta-sintase;CTH,
cistationase. Na biossintese do DNA,5,10 metilenoTHFé usado como doador de grupo metil para a
metilacdo e conversdo da deoxiuridina monofosfato (dUTP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP).
Metilenotetrahidrofolato  desidrogenase @ (MTHFD)  converte5,10 metilenoTHF em  10-
formiltetrahidrofolato (10-formilTHF), que é necessaria para a sintese de purinas (IKEDA, KOYAMA et
al. 2012). Adicionalmente, 5-metiltetrahidrofolato (5-metil THF)fornece um grupamento metil para a
vitamina B12, que transfere este para a homocisteina, evitando o acumulo de homocisteina celular e
mantendo a sintese de aminoacidos(OHRVIK, BUTTNERet al. 2010). A demetilacdo do 5-
metilTHFaTHFé catalisada pela — metionina sintase (MTR), tendo como cofator a vitamina B12. Nesta
reacdo, o grupo metil do 5-metilTHF, é usado para metilar a homocisteina, que liga o ciclo do folato
com o ciclo da metionina (PIETRZIK, BAILEY et al. 2010). Modificado de GREENE, STANIER, COPP
(2009).
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1.6.2. Implicagdes bioldgicas da caréncia de folato

A fortificacdo com acido félico previne ma formacdo congénita, defeitos no
fechamento do tubo neural e diversos tipos de cancer (DUNLAP et al., 2011). No
Brasil, o Ministério da Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, Resolucao RDC n° 344, Dec 13-2002; http://e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/), regulamentou a adicdo de 100 microgramas de
acido félico para cada 100 gramas de farinha de trigo e milho partir de maio de 2002.
Os Estados Unidos tomaram a mesma medida bem antes, em 1996. No ano de 2008,
67 paises tinham como mandatoria a fortificacdo de acido félico na farinha de trigo
(BELL; OAKLEY, 2009).

A deficiéncia na ingestéo de doadores de grupamento metil como colina, folato,
metionina e vitamina B12, esta associada com o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular. Dietas deficientes em diferentes combinacfes de intermediarios do
metabolismo do folato induzem hipometilacdo genémica e em proto-oncogenes (MYC,
FOS, HRAS), elevados niveis de expressao de alguns mRNAs, e hipometilacao sitio-
especifica no gene TP53 no figado de ratos. Deficiéncias em doadores de
grupamento metil também tém como consequéncia a superexpressdo de DNMTs
(DNA metiltransferases) (KIM, 1999). Outra consequéncia hdo menos importante da
deficiéncia de folato, de modo geral, € dano ao DNA. Segundo Giovannucci, a
deficiéncia promove aumento de 30% em quebras na dupla-fita de DNA
(GIOVANNUCCI et al., 1998).

Além de variacBes da dieta, os niveis de folato também podem variar de acordo
com as caracteristicas genéticas de cada individuo (MOYERS; BAILEY, 2001).
Fatores genéticos que conhecidamente modificam os niveis de acido folico sédo os

polimorfismos em genes que participam do metabolismo do folato.

1.5. POLIMORFISMOS EM GENES DA VIA DO FOLATO NA
SUSCEPTIBILIDADE PARA LEUCEMIAS

Fatores de susceptibilidade genética sdo importantes como moduladores de
risco na leucemogénese. Neste contexto, podem ser destacados os polimorfismos
genéticos. Os polimorfismos podem modificar a susceptibilidade de desenvolvimento
de tumores, mas sao considerados de baixa penetrancia. As principais abordagens

de associacgdo causal em cancer dizem respeito a polimorfismos de genes envolvidos
18



no metabolismo de xenobidticos (ex., CYP1Al, GSTM1, GSTT1, NQO1), genes
envolvidos no reparo de DNA (ex., XRCC1, ERCC2, ATM), genes envolvidos na
regulacdo do ciclo celular (ex., CDKN2A, CDKN2B, CDKN1A,CDKN1B, TGFB1) e
genes envolvidos no metabolismo do &cido félico (ex., MTHFR, MTRR, SHMT1,
RFC1) (SHERBORNE et al., 2010; URAYAMA et al., 2013).

Os polimorfismos MTHFR rs1801133(677C>T), SHMT1 rs1979277(1420C>T)
e RFC1rs1051266(80G>A) tém como consequéncia substituicdes de aminoacidos nas
respectivas proteinas codificadas. Entretanto, as implicagdes na atividade da proteina
sdo bem descritas apenas para o polimorfismo MTHFR rs1801133, que gera uma
proteina termolabil com reducéo de até 60% da atividade. Alguns estudos sugerem
gue os polimorfismos em genes do metabolismo do folato podem ter impacto na
tumorigénese de maneira tecido-especifica e a predisposicao genética esta ligada a
fatores ambientais, como a suplementacéo de folato (WIEMELS et al., 2001; FRISO;
CHOI, 2002).

Os polimorfismos nos genes MTHFR, SHMT1 e RFC1 podem ter associacao
causal como fatores de protecdo ou risco para neoplasias. O efeito protetor
hipoteticamente se da pelo acimulo de substrato para a sintese de timidina, evitando
a incorporacéo errbnea de uracila, quebra de DNA para a excisdo de base e reparo,
0 que aumenta a probabilidade de mutacdes e rearranjos génicos. O efeito de risco
pode se dar por duas vias: 1) metilacdo aberrante de DNA favorecendo a ativagao de
proto-oncogenes e/ou inativacao de genes supressores de tumor (CHIANG; WANG,;
TANG, 2007); e 2) pela incorporacdo errbnea de uracila, promovendo quebras na
dupla fita de DNA pelo sistema de reparo, colaborando na formacdo de fusbes
génicas, mutacdes e alteracbes numeéricas nos cromossomos (WIEMELS et al., 2001,
FRISO; CHOI, 2002). Estes dois processos estao ligados entre si.

Em 2011, Crider et al. realizaram um ensaio clinico randomizado duplo-cego a
fim de mensurar a metilacdo global de DNA em um grupo com suplementacao de
acido félico. Eles observaram que ao final de 6 meses, 27% dos individuos com o alelo
polimoérfico MTHFRC6E77T apresentaram aumento nos niveis de metilagdo em <5%,
ndo foi observada alteracdo nos niveis de metilacdo nos individuos com genaétipo
selvagem (MTHFR CC). Segundo esse estudo, a suplementacdo com &cido folico leva
a mudanca nos niveis de metilacdo de DNA tempo, dose e gendtipo MTHFR-
dependentes. Apesar disso, Narayanan et al.(2004) ndo identificaram qualquer
associacao entre MTHFR C677T, marcadores de estabilidade de DNA e status de
metilacéo.
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Mais recentemente, Burghardt et al.(2012) demonstraram associacao entre o
polimorfismo MTHFR rs1801133 e metilacdo em Long interspersed nuclear element-
1 (LINE-1). Estes sao retrotransposons de classe I, correspondem a aproximadamente
17% do genoma humano, e sdo essenciais na estrutura e fungdo da cromatina,
servindo como um elemento epigenético critico no remodelamento da cromatina
(CHUEH et al., 2009). Neste sentido, o genotipo MTHFRTT foi associado com
diminuicao nos niveis de metilacdo em LINE-1 (56%), quando comparado aos demais
genotipos (75%) em pacientes com esquizofrenia (BURGHARDT et al., 2012).

Em leucemia pediatrica, foi sugerido que polimorfismos que alteram o
metabolismo do folato sdo importantes candidatos na etiologia das LLAs com fusdes
ETV6-RUNX1 e KMT2A-r, alteracdes que ocorrem, na maioria das vezes, durante a
vida intrauterina (GREAVES, M. F.; WIEMELS, 2003). De modo mais especifico, tem
sido proposto que o polimorfismo MTHFR rs1801133 tem efeito protetor para o
desenvolvimento de leucemias (WIEMELS et al., 2001). Uma meta-analise brasileira
demonstrou que o polimorfismo MTHFR rs1801133 contribui para uma diminuicdo no
risco de desenvolver LLA em adultos, mas nao altera a susceptibilidade para LLA
pediatrica (PEREIRA et al., 2006). Além da variante MTHFR rs1801133, diferentes
estudos investigaram outras variantes genéticas envolvidas no ciclo do folato,
demonstrando um aumento de risco para LLA conferido pelo polimorfismo RFC1
rs1051266. Ja os polimorfismosSHMT1 rs1979277 e MTHFR rs1801133, apresentam
resultados controversos, enquanto o polimorfismo MTHFR rs1801131 demonstra
efeito nulo na maioria dos estudos (PEREIRA et al., 2006; VIJAYAKRISHNAN;
HOULSTON, 2010; YAN et al., 2012).

Durante o desenvolvimento da minha dissertacdo de mestrado, identificamos
um aumento de risco para LLA em criancas com variantes polimérficas de modo
isolado e combinado. Encontramos aumento no risco com significancia estatistica
para os polimorfismos RFC1 rs1051266[razdo de chances (OR), 1,82; intervalo de
confianca de 95% (IC 95%), 1,07-3,09], SHMT1 rs1979277 (OR 1,95; IC 95%, 1,12-
3,38) e MTHFR rs1801133 (OR, 1,78; IC 95%, 1,17-2,71). Quando fizemos o céalculo
do fator de sinergia, o efeito combinado destas variantes polimérficas aos pares
apresentou um risco adicional, ou seja, maior que o risco de cada variante
isoladamente (RFC1 GA+AA e SHMT1 CT+TT, OR de 2,72, IC 95% 1.25-591 e, a
combinacéo entre SHMT1 CT+TT e MTHFR 677 CT+TT, OR 2,97, Cl 95% 1.50-5.85).

Portanto, ndés encontramos associacdo entre os polimorfismos MTHFR rs1801133,
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RFC1 rs105126 e SHMT1 rs1979277e o desenvolvimento de LLA-CPB da primeira
infancia (VIEIRA, 2013).

As implicacdes dos polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo do
folato na metilagdo de DNA € um tema pouco abordado quando associados aos
padrées de metilacdo aberrante em LLA-CPB.

1.6. MECANISMOS DE REGULACAO EPIGENETICA

O termo epigenética é usado para descrever 0s processos moleculares
herdaveis que afetam a expressao génica sem causar mudancas na sequéncia de
bases na molécula de DNA (BIRD, 2002). Os mecanismos epigenéticos de regulacéo
da expresséo génica incluem modificacbes de histonas, metilacdo de DNA e RNAs
nao codificantes (Figura 1.5) (SAWAN et al., 2008).

A metilacdo de sitios CpG é um processo importante no silenciamento génico
e manutencado da estabilidade genbmica, estando envolvida em uma ampla gama de
processos fisiologicos e patoldgicos em mamiferos, incluindo a embriogénese,
imprinting gendmico e tumorigénese (JONES; BAYLIN, 2002). Este mecanismo
epigenético esta associado também a fenébmenos tais como reparo de DNA (WALSH,;
XU, 2006), iniciacdo do dimorfismo sexual, programacdo da divisdo celular e
supressao de elementos transponiveis e elementos retrovirais no genoma (YODER,;
WALSH; BESTOR, 1997; HOWARD et al., 2008). Metilagdo de novo em genes
especificos e demetilacao ocorrem durante a diferenciacdo de linhagens celulares, por
exemplo, durante a diferenciacdo de progenitores hematopoiéticos (JI et al., 2010).

A metilacdo do DNA, uma modificacdo epigenética necessaria para a regulacédo
normal da expressédo génica e manutencao da integridade cromossdmica, depende
do fluxo metabdlico no ciclo do folato (ROBERTSON, 2005; DOLINOY; JIRTLE, 2008).
A adicao do grupamento metil ao DNA ocorre na posicdo C5 da citosina, tanto por um
processo de novo, mediado principalmente pelas enzimas DNA metil-transferases 3A
e 3B (DNMT3A e DNMT3B), quanto por manutengdo replicativa, catalisada
primordialmente pela DNMT1 (VERTINO et al.,, 1996; JAIR et al.,, 2006). A
metilacdo/demetilacdo de DNA, acompanhada de modificagbes na cromatina,

controlam a acessibilidade ao DNA, sendo determinantes na expressao génica.
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Figura 1.5: llustracao esquematica dos processos envolvidos nos mecanismos de regulacéo
epigenética. De cima para baixo, a figura ilustra os mecanismos bésicos de regulagéo
epigenética que consistem na modificacdo de histonas que atuam na compactacdo da
cromatina, RNAs de interferéncia que regulam negativamente a expressao génica pela ligacao
ao RNA mensageiro e, por ultimo, a metilacdo de DNA, cujo papel ha expressao génica é um
pouco mais complexo.A metilagdo em regides promotoras regula negativamente a expressao
génica.

Modificado de (SAWAN et al., 2008).

22



1.7. ALTERACOES DE METILACAO EM DESORDENS HEMATOLOGICAS

As transformacdes leucémicas sdo decorrentes de alteracBes somaticas em
células precursoras hematopoiéticas que resultam no distirbio do processo de
autorrenovagao celular, bloqueando a diferenciacdo e promovendo resisténcia aos
sinais de morte. Além das alteracbes primarias, existem alteracdes adicionais ou
secundarias que cooperam para a expansao do clone leucémico. Em LLA-CPB, as
alteracdes mais comuns incluem: hiperdiploidia, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-
re BCR-ABL1.Porém, mais recentemente, tem sido demonstrado que alteracfes
epigenéticas podem contribuir ndo sé para o desenvolvimento, mas também para a
progressao da doenca (FIGUEROA, 2014). Diante deste panorama, um dos objetivos
do presente trabalhar foi caracterizar o perfil de metilacdo do DNA nos diferentes
subtipos citogenético a fim de melhor compreender o papel de tais alteracdes em LLA-
CPB.

Ainda, diferentes estudos epidemioldgicos tém indicado que a exposi¢cao a
elementos quimicos e bioldgicos pode contribuir para o desenvolvimento de LLA-CPB.
Entre eles, o folato se destaca e ja foi descrito que polimorfismos em genes envolvidos
no seu metabolismo sdo uma peca importante na patogénese e na resposta
terapéutica das leucemias agudas. Segundo Moores et al., (2011), é possivel que a
deficiéncia de folato (1) cause aumento de uracila no teldmero, favorecendo quebras
na dupla fita de DNA, a exciséo de bases e tentativa de reparo, favorecendo também
o encurtamento dos teldmeros; (2) induza hipometilacdo subtelomérica podendo,
conforme o grau de modificacdo epigenética, afetar o tamanho e funcéo do telémero;
e (3) favoreca pontes nucleoplasmicas ou fusées cromossémicas que envolvem
especificamente a regido telomérica e/ou sequéncias subteloméricas. Além disso,
polimorfismos genéticos que alteram a atividade das enzimas necessarias na
absorcéo de acido félico podem estar associados com hipometilacédo global do DNA e
favorecer a leucemogénese. Os polimorfismos MTHFRrs1801133, MTHFR 1298A>C,
SHMT1 rs1979277 e RFC1 rs1051266 levam a substituicdo de aminoacidos e
diminuicdo na atividade dessas enzimas com implicacdes em metilacédo e sintese de
DNA.

O risco associado a combinacéo entre os polimorfismos na via do folato pode
ser explicado pela diminuicdo na atividade das enzimas com consequente diminuicéo
na disponibilidade de substrato para a etapa seguinte do ciclo, levando a deficiéncia

de metabolitos do folato. Em estudo anterior realizado durante o meu mestrado,
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identificamos uma associagéo de risco elevado entre LLA-CPB em lactentes com as
variantes MTHFR 677C>T, RFC1 80G>A e SHMT1 1420C>T. Nés especulamos,
entdo, que o efeito combinado entre essas variantes poderia favorecer mudancas em
células progenitoras, promovendo mutacdes e metilacdo aberrante ainda durante a
vida intrautero.

Os marcadores de regulacéo epigenética encontram-se amplamente alterados
em células tumorais quando comparadas a controles normais. Metilacdo aberrante,
por exemplo, € comumente vista em LMA e tém implicacdes clinicas. Recentemente,
Figueroa et al. demonstraram que diferentes subtipos de leucemias pediatricas se
distinguem quanto ao padrdo de metilacdo e perfil de expressdo génica. Pela
integracdo entre os perfis genéticos e epigenéticos, foi demonstrado que esses dois
mecanismos desempenham um papel-chave na regulacdo da programacgao
transcricional em LLA, contribuindo para a caracterizacdo do fenétipo da doenca. Tais
alteracdes na metilacdo do DNA ndo parecem ser apenas uma consequéncia das
alteracdes genéticas, e sim alteracdes necessarias para a ocorréncia e vantagem
proliferativa nas leucemias (FIGUEROA, 2013).

Um estudo recente realizado na Suécia demonstrou que é possivel predizer o
subtipo de LLA de acordo com o perfil de metilacdo com maior eficiéncia em
comparacao aos métodos tradicionais (citogenética molecular), com um consenso
superior a 90%. Por isso, 0s autores sugerem o uso de microarranjo de metilacdo na
pratica diagnostica devido a eficacia do teste, por ndo haver necessidade de amostra
com viabilidade celular e pelo teste ser realizado com pequena quantidade de DNA
(~250 ng). Entretanto, em momento algum o alto custo da técnica € citada como
desvantagem (NORDLUND et al., 2015b).

Recentemente, estudos buscaram correlacionar alteragcdes na metilacdo do
DNA e instabilidade cromoss6mica nas regifes subteloméricas (ricas em CpG). Neste
sentido, Zhang et al. demonstraram que demetilacdo das regides subteloméricas
induzidas pelo tratamento com 5-azacitidina foi correlacionado com encurtamento dos
telébmeros, bem como diminuicdo na expressédo de hTERT em células cancerigenas
(ZHANG et al.,, 2012). Dessa forma, a metilacgdo do DNA parece desempenhar
importante papel na regulacdo do tamanho dos telémeros. Modelos experimentais
também demonstraram que demetilagcéo nas regides subteloméricas estéa relacionada
com encurtamento dos telébmeros. Esses teldbmeros desprotegidos, por sua vez,
podem se ligar, favorecendo a ocorréncia de breakage-fusion-bridge cycles,

mecanismo envolvido na iAMP21 (LUOet al. 2014).
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1.8. JUSTIFICATIVA

Em estudo anterior realizado durante o meu mestrado, identificamos uma
associacao de risco, ou seja, aumento de risco para LLA-CPB em lactentes com as
variantes MTHFR 677C> T, RFC1 80G> A e SHMT1 1420C> T em diferentes
combinacgdes de sinergismos(VIEIRA, 2013). Este subgrupo particular de LLA-CPB
em idade precoce esta associado a origem durante o desenvolvimento embrionario,
conforme evidéncias de alteracbes gendmicas recorrentes encontradas em clones
pré-leucémicos de sangue de corddo umbilical, tais como alta hiperdiploidia, ETV6-
RUNX1 e KMT2A-r (MAIA et al., 2004).

Segundo Moores et al., 2011, a deficiéncia de folato pode (1) causar aumento
de uracila no teldmero, favorecendo quebras na dupla fita de DNA, a exciséo de bases
e tentativa de reparo, favorecendo também o encurtamento dos teldmeros; (2) induzir
a hipometilagdo subtelomérica e conforme o grau de modificacdo epigenética, afetar
o tamanho e funcdo do teldmero; e (3) favorecer a ocorréncia de pontes
nucleoplasmica ou fusdes cromossémicas especificamente na regido telomérica e/ou
sequéncias subteloméricas (MOORES et al., 2011). Desta forma, os polimorfismos
genéticos que alteram a atividade das enzimas necessarias no metabolismo de acido
félico poderiam estar associados com hipometilagdo global do DNA devido a menor
disponibilidade de doadores de metil, consequentemente favorecendo a ocorréncia de
clones com alteracbes somaticas(CHIANG et al, 2007). Os polimorfismos
MTHFRrs1801133, MTHFR 1298A>C, SHMT1 rs1979277 e RFC1rs1051266 levam a
substituicio de aminoacido e diminuicdo na atividade dessas enzimas com
implicacbes em metilagdo e sintese de DNA. Noés especulamos que o efeito
combinado entre essas variantes pode estar relacionado com mudancas em células
progenitoras, promovendo metilacdo aberrante ou muta¢gdes durante a vida intradtero
e origem das células com alta hiperdiploidia.

Alteracdes na metilacdo de DNA sao associadas com instabilidade genémica
devido a mobilizacéo de elementos transponiveis, como LINE-1 ou elementos Alu em
diferentes regides do genoma (RODIC; BURNS, 2013; LUO; LU; XIE, 2014). Outra via
que correlaciona metilagdo de DNA e instabilidade genémica é o processo de
demetilacdo por si s6 e suas implicacdes nos mecanismos de reparo. Alteracdes na
metilacdo do DNA também podem resultar em desregulardo transcricional em LLA-
CPB com alteragdes no cromossomo 21(TAYLOR, K. H. et al., 2007; DAVIDSSON et

al., 2009; STUMPEL et al., 2009; SCHAFER et al., 2010; FIGUEROA et al., 2013).
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Baseado nessas evidéncias, nés hipotetizamos que a metilacdo aberrante do DNA
pode ndo apenas dirigir mutagdes pontuais, mas também variagdes em nameros de
cromossomos ou iIAMP21 e, consequentemente, em clones leucémicos.

N&o se sabe ao certo o motivo pelo qual o cromossomo 21 esté envolvido na
maior parte das LLA-CPB, seja com alteragfes numéricas ou estruturais. A expressao
aberrante de genes localizados nesse cromossomo pode ser consequéncia de dois
fatores: i) devido ao ganho de material genético na regido amplificada; ii) resultante
de modificagdes epigenéticas, como a metilagdo aberrante do DNA. Semelhante aos
achados dos estudos anteriores que caracterizaram subtipos leucémicos de acordo
com o perfil de metilacdo (TAYLOR, K. H. et al., 2007; DAVIDSSON et al., 2009;
STUMPEL et al.,, 2009; SCHAFER et al., 2010; FIGUEROA et al., 2013), nés
hipotetizamos também que perfis de metilacdo podem levar a instabilidade gendmica,
como uma etapa necessaria para a iAMP21 e iniciacdo da LLA-CPB. E possivel que
as LLA-CPB com alteracbes no cromossomo 21 apresentem um perfil préprio de
metilacdo distinto de células B normais. A identificacdo desses genes com metilacédo
aberrante podera indicar novos alvos terapéuticos, possibilitando sua utilizagcdo em

futuros estudos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil gendmico e de metilagdo de DNA em uma coorte de LLA-
CPB com alteracdes no cromossomo 21.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer uma sequéncia de testes capaz de identificar IAMP21 dentre as
demais LLA-CPBs com ganhos no cromossomo 21.

e Identificar alteracdes em namero de copias em casos LLA-CPB.

e Caracterizar o perfil de metilagdo global e gene-especifico dos diferentes
subtipos de LLA-CPB.

e Verificar se 0s subtipos acima apresentam uma assinatura de metilagéo
especifica.

e Investigar a inter-relacéo entre o polimorfismo MTHFR rs1801133 e a metilacao
global em LINE-1 nos casos de LLA-CPB.
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3. MATERIAL E METODOS
2.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental a partir de uma série de casos de LLA-
CPB. A representacao esquematica do desenho do estudo encontra-se na Figura 3.1.
O estudo foi dividido em trés etapas: 1) identificacdo dos diferentes niveis de ganho
em numero de copias no cromossomo 21; 2) andlise de metilacéo e alteracbes em
namero de copias acessando todo o genoma; e 3) analises comparativas entre 0s
diferentes subtipos de LLA-CPB.

2.1.1. Selecédo do grupo de estudo

Casos: Foram avaliadas amostras de MO colhidas para diagndéstico e enviadas
para o Programa de Hematologia e Oncologia Pediatrico (PHOP) diagnosticadas com
LLA-CPB conforme recomendac¢cfes da OMS(JAFFE et al., 2008). Foram incluidos
pacientes com idade <18 anos diagnosticados no periodo de 2002-2016.Foram
avaliadas amostras disponiveis dos casos com suspeita de iIAMP21 que entraram em
remisséo completa. Além disso, foram incluidos casos de LLA-CPB com SD apenas
para analises de validacdo de resultados do MLPA. Para a estratificacdo entre o risco
prognéstico padrdo ou alto foram usados os critérios do National Cancer Institute
(NCIH(SMITH et al., 1996).

Apenas 0s sujeitos de pesquisa cujos responsaveis legais autorizaram o
estudo, através da concordancia expressa pela assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE) obtidos nos centros de tratamento foram incluidos no grupo
de estudo.

Critérios de exclusado: a) pacientes com LLA-CPB associada as fusdes génicas
ETV6-RUNX1, BCR-ABL1, TCF3-PBX1 e KMT2A-r, pois estas alteracdes, em regras
gerais, s4o mutuamente exclusivas, ou seja, ndo ocorrem concomitantemente nos
casos com iIAMP21 ou hiperdiploidia. Este critério de exclusao foi aplicado apenas na
primeira fase do estudo (Figura 3.1); b) Leucemias bi-fenotipicas e pacientes com
baixa porcentagem de blastos (<30%).

Controles: Amostras de sangue de corddo umbilical e placentario (SCUP) de
doadores saudéaveis foram utilizados como controles das reacdes e padrbes
comparativos para as analises de metilacéo e expressao génica. Estas amostras sao
provenientes do banco de SCUP do INCA com permissdo para utlizagdo em
pesquisa.
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Figura 3.6: Representacdo esquemética do desenho do estudo.

1) Identificagdo dos casos com alteragfes em numero de cépias (CNA) no cromossomo 21
identificados por MLPA. Nesta etapa, 0s casos positivos no MLPA seguiram para a analise
por FISH. 2) os casos selecionados para o microarranjo de metilacao incluiram o grupo
controle, casos com ganho em numero de cépias envolvendo o cromossomo 21 detectados
por MLPA e/ou por FISH e amostras de LLA-CPB em remissdo completa e/ou fora de
tratamento; 3). As analises comparativas foram realizadas entre os diferentes subgrupos de
LLA-CPB incluindo casos com ganho no cromossomo 21, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1,
KMTT2A-r, com cariétipo normal, iAMP21, amostras em remissao e controles. SCUP, sangue
de cordao umbilical e placentério.

O presente estudo foi desenhado em trés etapas (Figura 3.1): na primeira fase,
foi feita a identificagdo dos casos com ganhos em CNA envolvendo o cromossomo 21;
na segunda etapa, foram selecionados casos com ganhos em CNA envolvendo o
cromossomo 21, controles e amostras de LLA-CPB em remissdo completa para a
caracterizacao do perfil de metilacdo e CNA usando a técnica de microarranjo; por
altimo, foram feitas analises comparativas de metilacdo gene-especifica, metilacao
em LINE-1 e genotipagem para o polimorfismo MTHFR 677C>T nos diferentes

subtipos de LLA-CPB, controles e amostras em remissao.
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2.1. ALGORITMO DE TESTES PARA DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO DOS
SUBTIPOS DE LLA

As amostras de medula éssea e/lou sangue periférico foram enviadas ao
laboratorio dos diversos centros de tratamento de leucemia pediatrica no Brasil para
diagnéstico imunomolecular e utilizacdo em pesquisa, apos a devida anuéncia (Anexo
). As amostras seguiram o fluxograma descrito na Figura 3.2. As andlises
morfolégicas foram realizadas apds coloragdo convencional utilizando “May-
Grunwald-Giemsa”, aspecto morfologico e diagnostico imunofenotipico foram
realizados preferencialmente em amostra de MO em EDTA. As amostras foram entao
incubadas com anticorpos monoclonais (AcMo) conjugados direcionados para
antigenos celulares de superficie e intracelulares. Inicialmente foi feito um painel de
triagem para direcionar a linhagem dos blastos com os AcMo, MPO
intracitoplasmatico, CD79a intracitoplasmatico, CD45, CD19, CD34, CDS3
intracitoplasmatico. Em seguida, foram usados AcMO direcionados para antigenos de
membrana especificos de linhagem e maturacéo celular, sendo eles, cyTdT, CD20,
CD45, CD19, CD10, CD9, cylgM, CD19, CD58, CD66¢c, CD123, CD38 e CD13+CD33.

Apds a marcacao, a leitura foi realizada no citbmetro de fluxo FacCanto-6 cores 3.0.

Amostras

Esfregacode SP ou MO

Leucometria

<16.000 >16.000
Tubo 1
Lise Ficol
Tubos2,3,4,5
. Tubos de amostas
Congelamentos de células 1-RNA e DNA
em DMSO 2-Células para cultura
3-Imunofenotipagem
Laudo final com Caracterizagdo completa 4-indice de DNA
da amostra 5-Citogenética/FISH

Figura 3.7: Fluxograma de andlise das amostras direcionadas para os diferentes tipos de
testes, congelamento e preparo para pesquisas posteriores.
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Apos o diagnéstico imunofenotipico, as amostras seguiram para a
caracterizacdo molecular dos subtipos. Para tal, foi realizada a técnica de RT-PCR
com iniciadores especificos para cada translocacdo/fusdo génica associada a bom
prognostico (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1) ou prognéstico adverso (KMT2A-AF4 e
BCR-ABL1). O RNA extraido foi tratado com a enzima DNAse para eliminacdo de
possivel DNA gendmico usando o kit Deoxyribonuclease |1, Amplification Grade
(Invitrogen, EUA; n° cat. 18068-015). Em seguida, foi realizada a sintese de DNA
complementar (cDNA) com o kit ImProm-IITM Reverse Transcriptase (PROMEGA,
EUA,; n° cat. A3802), de acordo com instrucdes do fabricante. Para avaliar se o cDNA
foi devidamente sintetizado, foi feita a amplificacdo do gene constitutivo, GAPDH
(Gliceraldeido-3-fosfasto desidrogenase). A identificacdo das fusdes génicas ETV6-
RUNX1 e KMT2A-AF4 também foram realizadas pela técnica de FISH com as sondas
LPHO12 TEL/AML1 Translocation, Dual Fusion Probe (Cytocell, Cambridge, UK) e
KMT2A Breakapart Probe (Cytocell, Cambridge, UK), respectivamente.

IDENTIFICAC}AO DOS DIFERENTES NIVEIS DE GANHO DO CROMOSSOMO 21
3.1.1. Isolamento de DNA

As amostras de DNA foram isoladas com o auxilio do Blood DNA isolation kit,
de acordo com o manual de instru¢cdes (Qiagen, Hilden, Holanda) ou com TRIzol
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), também de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Foi feita a quantificacdo pelo método de espectrofotometria usando
NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware), e as amostras com

concentracdo abaixo de 20 ng/uL foram excluidas.

3.1.2. Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

Inicialmente, a identificagdo das CNAs no cromossomo 21 foi avaliada usando o
kit MLPA SALSA P327_Al (lote A1-0101) que, em seguida, foi reatestada com o
conjunto de sondas P327_B1 (lote B1-0613) (MRC Holland, Amsterdam, Holanda) em
algumas amostras, conforme descrito por Fuka, Farias Vieira et al. (2015). O conjunto
de sondas foi desenhado a fim de avaliar o status do numero de copias entre a regiao
centromeérica e telomérica do braco longo do cromossomo 21 (q11.2-g22.3, 14.668-
46.356). A comparagao entre os dois kits (P327_A1 e kit P327_B1) foi realizada para

avaliacao dos resultados obtidos no MLPA. Foram selecionadas amostras com 0s
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maiores picos obtidos na primeira etapa, além de amostras negativas e SD.O kit
P327_B1 representa uma versao modificada do kit P327_Al, com a adicdo de 12
novas sondas para o gene ERG e 3 sondas adicionais para o cromossomo 21. Quatro
sondas especificas para o gene RUNX1 (éxon 10; 7; 6 e 4b) foram substituidas,
enquanto duas sondas para o mesmo gene (éxon 9 e 2), permaneceram no segundo
kit. ApGs a identificacdo inicial em uma série de casos de 2002-2012 (FUKA et al.,
2015), o teste continua sendo aplicado nos casos novos. A separacao dos fragmentos
é feita por eletroforese capilar de acordo com as instru¢ées do fabricante (ABI 3130xl,
Life Technologies, Carlsbad, CA). O numero relativo de coOpias foi obtido apds a
normalizac&o dos picos tendo como controles amostra de SCU. As sequéncias foram
analisadas usando Gene Marker 2.2.0 softwares (Soft Genetics LLC, State College,
PA).A Figura 3.3 mostra a imagem gerada pelo GeneMarker apés normalizagdo com
os fragmentos considerados normais (entre 0,75 e 1,3) (Figura 3.3A) e com perda ou
ganho de material (<0,75 e >1,3), (Figura 3.3B).
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Figura 3.8. Eletroferogramas do MLPA de DNA de sangue de corddo umbilical e placentario
(painel superior) comparado com o paciente P4 (painel inferior).

O perfil dos picos de MLPA demonstra o que foi considerado como perfil de normalidade
(painel superior) e um exemplo cujas diferencas nas alturas dos picos sugerem ganhos no
cromossomo 21 (painel inferior).

32



3.1.3. Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Foram selecionados 83 casos com padrdo preconizado como positivo pela
técnica de MLPA para a analise por FISH. Esta foi realizada preferencialmente em
amostra de MO e, quando nao foi possivel, as amostras de SP com contagem de
blastos superior a 30% foram testadas. O FISH foi realizado usando a sonda LPH012
TEL/AML1 Translocation, Dual Fusion Probe (Cytocell, Cambridge, UK), desenhada
para detectar a fusdo génica ETV6-RUNXL1 e apresenta duas cores, verde e vermelha.
A técnica foi realizada de acordo com as instru¢des fornecidas no protocolo pelo
fabricante. As amostras em EDTA ou congeladas em DMSO foram lavadas em PBS
e fixadas em solucdo de Carnoy e, em seguida, aplicadas em forma de gotas sobre
as laminas até a completa obtencdo da quantidade de nucleos suficientes,
possibilitando uma contagem superior a 200 ndcleos em interfase. ApdOs o preparo, as
laminas foram submetidas a uma série de lavagens. Primeiro, em uma solucdo com
2X Saline-sodium citrate buffer (SSC pH 7.0), durante 2 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, as laminas foram lavadas em concentragdes crescentes de etanol (70%,
90%, 100%), por um minuto em cada concentracdo. Em seguida, a lamina com a amostra,
alaminula e 2,5uL de sonda foram entéo pré-desnaturados a 37°C por 2 min no escuro.
A sonda foi aplicada na lamina, na area previamente demarcada, e coberta pela
laminula de vidro. Em seguida, foi feita a desnaturacdo a 75°C. As laminas foram
incubadas em camara umida a 37°C por 16 horas, no escuro.

No dia seguinte, a laminula foi removida cuidadosamente e foi feita a lavagem
em solugédo 1X SSC a 75°C (+/- 1°C) por 2 min, eem solucdo 2X SSC com 1% de Tween
20 por 1 min. A lamina foi colocada para secar e foi feita a aplicacdo da contra-
coloracdo DAPI, tendo sido aplicados 3,5 uL de DAPI, de modo a permitir a visualizacédo
das células em azul brilhante.

A visualizacdo do FISH foi feita em microscépio Olympus BX41 TR/URA/DP2
equipado com lampada de HBO 100 W. Para visualizacdo da passagem de luz das
sondas e contra coloracdo foram utilizados os filtros Olympus nos espectros DAPI, FITC
e TEXAS RED. Foram analisados, no minimo, 200 nucleos sem interfase e 0S casos
foram considerados positivos para iAMP21 quando apresentaram =3 sinais adicionais

(=5 sinais ao todo) de RUNX1 em 7% dos nucleos (desvio padréo de +/- 2%).

3.1.4. Andlise de alteragcdo em numero de copias cromossdmicas por FISH
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Apés o FISH com sonda para os genes ETV6-RUNX1, as alteracbes em
namero de copias foram confirmadas nos casos analisados no MLPA, nas amostras
com ganho do cromossomo 21 com material biolégico ainda disponivel. Para
caracterizar os diferentes subtipos com ganho no cromossomo 21, foram também
usadas sondas para os cromossomos mais frequentemente adicionados nas LLA-
CPB hiperdiploides. O FISH foi, entéo, realizado em uma outra etapa usando sondas
para os seguintes cromossomos:4, 10, 14, 17, 18, 21, X e Y. A especificacdo das

sondas encontram-se apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.2. Descricdo das sondas usadas para a técnica de FISH

Cromossomo Sonda Fabricante Cat n.

4 4q subtelomere Appligene

10 CEP 10 Cytocell LPEO10G
14 IGH Breakapart Cytocell LPH 014-A
17 CEP 17 Cytocell LPEO17R
18 CEP 18 Cytocell LPEO18R
21 TEL/AMLL1 Translocation Cytocell LPHO12
13/21 CEP 13/21 Cytocell LPEO13G
21 Subtelomere 21q Cytocell LPT21QR
X CEP X Cytocell LPEOXG
Y CEPy Cytocell LPEOYCR

Abreviacdes: CEP, sonda centromérica.

Para a classificacdo da distribuicdo modal do nUmero de cromossomos neste
estudo, foram seguidas as normas do Sistema Internacional para Nomenclatura
Citogenética, do inglés, International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(2013) (ISCN, 2013).Afaixa entre 47 e 57 cromossomos foi classificada como

hiperdiploide e 70-80 cromossomos, hipertripléide.
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2.2. CARACTERIZACAO DO PERFIL DE METILACAO

2.2.1. Tratamento com bissulfito

Ap0s a extracdo do DNA, a quantidade final de 600ng de DNA foram tratados
com bissulfito usando o EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research, Califérnia,
Estados Unidos). Apos o tratamento, as citosinas nao metiladas foram convertidas em

uracila e as citosinas metiladas permaneceram inalteradas (Figura 3.3).

gggg_atg - _ttCGgtgatgg (fita superior)
gta“ggaaGClga‘tga (fita inferior)

1 Conversao de bissulfito

gggglatgl/ttCGglitga . itgg (fita superior)
gtal/ggaaGCiigal'tga (fita inferior)

Figura 3.9: Principio basico da converséo de bissulfito. Por meio deste processo, as citosinas
nao metiladas (em azul) sédo convertidas a uracilas (azul, p6s-conversao).
Modificado de ILLUMINA (2010).

2.2.2. Microarranjo de metilacao

O chip usado para o0 microarranjo de metilacdo foi o Infinium
HumanMethylation450 BeadChip Kit (lllumina, Califérnia, Estados Unidos). Apés a
reacdao de conversao com bissulfito de sodio, 250 ng das amostras tratadas foram
preparadas para a aplicacdo no chip. A preparacdo das amostras foi feita
criteriosamente de acordo com as instrucdes do fabricante em trés dias, e consiste no
processo descrito na Figura 3.4 nas etapas seguintes:

- Desnaturagao: As amostras foram preparadas para a amplificacdo, para isso
foram desnaturadas e neutralizadas.

- Incubagéo para amplificagdo: O DNA desnaturado foi amplificado em uma

mesma temperatura durante a noite. O genoma completo foi amplificado, aumentando
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de modo uniforme a quantidade de DNA em alguns milhares de vezes sem introduzir
grande viés de amplificacao.

- Fragmentacdo: O produto amplificado foi fragmentado com um processo
enzimatico controlado que nao requer gel de eletroforese.

- Precipitacdo: Apos uma precipitacdo com isopropanol, os fragmentos de DNA
foram centrifugados por 20 minutos a 4° C.

- Ressuspensao: O DNA precipitado foi ressuspendido em tampéo fornecido
pelo fabricante.

- Preparo do chip: Os fragmentos ressuspendidos no tampdo foram
dispensados no chip.

- Hibridizacdo: Os chips com as amostras foram incubados durante a noite no
forno de hibridizagdo (16-20 horas). Os fragmentos de DNA anelam de forma
especifica por ligacbes covalentes durante a hibridizac&o. Este kit apresenta dois tipos
de sondas direcionadas a cada locus CpG: |I) uma sonda anela de forma especifica a
regido no estado metilado (C) e outra a mesma regido, se estiver nao metilada (T); II)
A sonda hibridiza tanto com o alelo metilado quanto ndo metilado e é feita a extenséo
de uma Unica base complementar ao sitio CpG. Os dideoxinucleotideos sdo marcados
com fluoréforos especificos, sendo ddCTP e ddGTP marcados com biotina, enquanto
ddATP e ddUTP sdo marcados com 2,4-dinitrofenol (DNP).

- Lavagem do chip: A fim de remover o DNA que né&o foi hibridizado ou que foi
hibridizado de forma inespecifica, foi feita uma série de lavagens no chip, e 0 mesmo
foi preparado para a marcacéo e extensao.

- Extensdo e marcacdo: A extensdo e marcacao ocorreram em camaras de
escoamento capilar. A extensdo de base Unica dos oligos no chip usou o DNA
capturado como molde, incorporou marcacdo detectavel no chip e determinou os
niveis de metilacao dos sitios CpG em questéo.

- Escaneamento do chip: O escaneamento foi feito no iScan Systems (Illumina)
usando um laser para excitar o fluoroforo referente ao produto da extensao de uma
base Unica nas oligos. O scanner recupera as imagens da luz emitida pelos fluoréforos

em alta resolucao.
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Figura 3.4: Etapas da preparacdo do chip para o microarranjo de metilagdo. Adaptado de
ILLUMINA (2010).
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Todas as analises do microarranjo foram feitas com auxilio do software RStudio
com diferentes pacotes do Bionconductor. Para importacdo dos dados brutos, foi
utilizado o pacote "methylumi". Em seguida, foram removidas as sondas de reacao
cruzada, sondas presentes nos cromossomos sexuais e aquelas que contém SNPs
conhecidos com uma frequéncia alélica de pelo menos 5% na populagdo em geral
(CHEN, Y. A. et al., 2013). Além disso, foram removidas as sondas de baixa qualidade
com um valor de p de deteccédo < 0,05 e amostras que contivessem mais de 1% das
sondas com valor de p de deteccdo < 0,05 (pacote "wateRmelon"). Entretanto,
nenhuma amostra foi excluida. Apés a correcdo de background e ajuste de viés de
fluoréforo (pacote "lumi®), foi feita a correcéo para o viés de tipo de sonda (tipo | e tipo
II) utilizando o pacote "wateRmelon".

O valor de beta (beta-value) representa a razédo entre a intensidade do alelo
metilado e a soma das intensidades dos alelos metilado e ndo metilado. A partir do
beta-value, foi calculado o valor M (M-value), que nada mais é do que sua
transformacao logaritmica, ou seja, o log2 da razdo das intensidades da sonda para o
alelo metilado versus a sonda do alelo ndo metilado. A partir destes valores, foi feita
uma regressdo linear utilizando o pacote "limma", sendo os diferentes grupos
avaliados (controle, caso e remisséo) variaveis categoricas. Para a determinacéo dos
sitios diferencialmente metilados (SDM) nas comparacdes controle vs caso e
remissao vs caso, foi utilizado como ponto de corte um valor de p ajustado < 0,001.
Ja para a comparacao Controle vs Remisséo, o ponto de corte foi de < 0,05.

Para as analises de enriquecimento, foi usado o programa MetaCore™ (versao
5.0). Para a analise, foi carregada a lista contendo os 34.046 SDM na analise caso-
controle. A partir dai, dentro de “Enrichment Ontologies”, foi selecionada a opgao
“‘Pathway Maps” e “IL7 Synalization in B lymphocytes”, “Neoplasms by Hystologic
Type”, “precursor B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia-Lymphoma” e em seguida

selecionadas a via de FLT3, lkaros e JAK2.

2.2.3. Andlise de alteragdo em namero de copias pelo microarranjo de metilacéo

A andlise de CNA foi feita a partir do chip Infinium HumanMethylation450
BeadChip Kit (lllumina, Califérnia, Estados Unidos), conforme os procedimentos
metodoldgicos ja descritos acima e ilustrados na Figura 3.4. Foram feitas
comparacdes entre casos vs controles e remissdes vs controles. Os ganhos e perdas

em numero de coOpias foram determinados a partir da variagcdo de intensidade de
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fluorescéncia entre o grupo analisado e o grupo controle, utilizando o pacote ChAMP
(Bioconductor) (MORRIS et al., 2014). Apos a normalizacao e remocéo de sondas de
baixa qualidade, as diferentes regides foram consideradas amplificadas quando a
média do segmento (seg. mean) > 0,3 e deletadas quando esta média < -0,3, ou seja,
guando o ganho ou perda foi de pelo menos 2,5 vezes.

3.4.4. Validacao do microarranjo de metilacéo

Para a escolha dos genes para a validacdo, foram levados em consideragéo
genes previamente descritos como sendo cruciais na leucemogénese, dando
preferéncia aos genes localizados no cromossomo 21. Na analise controle vs
remisséo, o gene ARID3A foi selecionado. J& na analise caso vs controle, SDM dos
genes ERG, ETS2, PBX1, PDE9A, PRDM9, PRDM15 e RUNX1 foram selecionados
para validacdo. O genoma de referéncia foi o GRCh37. A descricdo das regifes

analisadas encontra-se na Tabela 3.2.

Tabela 3.3: Descricdo dos genes cujas regides foram escolhidas para a analise de
validacéo

Gene Sonda Cromossomo: Regido génica

Localizagcdo no genoma

ARID3A €g12713583 19:94072 Corpo
ERG Cg27471246 21:39776434 Corpo
ETS2 cg06958537 21:40176950 TSS1500
PBX1 €g00222472 1: 164545783 Corpo
PDEY9A €g13879523 21: 44088948 Corpo
PRDM9 cg02444433 5: 23507469 TSS1500
PRDM15 €cg18113101 21: 43221756 Corpo

Abreviagdes: TSS, transcrition start site.

Foi feito o desenho de primers (Tabela 3.3), os produtos foram amplificados
usando 1,5 mM de MgClz, 1x de tampéo, 200 uM de DNTP, 10 pmol de primer, uma
unidade de Tagq DNA Polimerase Platinum e 25 ng de DNA tratado com bissulfito em
um volume final de 50 pL. A ciclagem compreendeu uma desnaturacao inicial a 95°C
por 15 minutos, desnaturacdo a 95°C, anelamento (Tabela 3.3) e extensédo a 72°C,

ambos os trés pelo tempo de 40 segundos, repetidos em 50 ciclos, seguida por
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extensao final a 72°C por 10 minutos e armazenadas a -20 °C. Os produtos de PCR
foram analisados por pirossequenciamento no PyroMark Q96 ID Software 2.5

(Qiagen, Hilden, Holanda)

Tabela 3.4: Descri¢cédo dos primers usados na validagéo do perfil de metilagcéo

Gene Primers Tanel. Amplicon
°C (pb)
ARID3A  S:5GGTTTAGGTAGGAGTAGAAGAGGTTAATAYZ 58 321

AS: 5' biotina-ACCAAATACCCAAAAAACTTCCC 3'
SEQ: 5' TGTGTTTGTTAAGAGAGT 3'
ERG S: GGGGAGAAGGAGTAGGTGAT 58 147
AS: 5' biotina-ACTCCCTACCCATATATCTCT 3
SEQ: 5 GGAGTAGGTGATTTTTAATAGAA

ETS2 S: TAGGGGGTGGTTTTGATTAGG 56 402
AS: 5' biotina-ACCCCATTCTTAAACCTCT 3
SEQ: 5' TTATTTTGAATTTTTTATTAATTTG 3

PBX1 S: 5' biotina-ATTAGAGGAGAGGGTTAGGG 3' 58 549

AS: 5CCCCTCTACCTCAAAAACTCTAAATATY
SEQ: 5 CTTAAAAAACACTTAACTT 3'
PDE9A S:5 GGGGGAAATGGGTTTTGAAA 3’ 58 486
AS: 5' ACCCTACCCACACCTAAATT 3
SEQ: 5 GATTTGGAGGGTTGTTTA 3'
PRDM9 S: 5' AGTGTAAGAATTTTGGTAATTTAAAAAGAT 3' 58 245
AS: 5' biotina-
AACTCAAAAAATAAAAAAAAAACCTAACTC 3
SEQ: 5 TGGGGAAAATTAAGTAATAAAAT 3'
PRDM15 S:5 AGGTTGATGAAATGGGTTATAGA 3 58 280
AS: 5' biotina-ACCCAAATATAACCACACCA 3'
SEQ: 5 GTTTAGGGGTGGTAAG 3
Abreviacdes: S, senso; AS, anti-senso; SEQ, sequenciamento; T anel.°C, temperatura de
anelamento em graus Celsius.

3.4.5. Polimorfismos em genes da via de metabolismo do folato
O grupo total de casos foi genotipado para o polimorfismo MTHFR rs1801133

(677C>T). A genotipagem foi realizada através de PCR-RFLP, com a enzima de

restricdo Hinfl conforme descrito previamente (WIEMELS et al., 2001).
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3.4.6. Analise de metilacao global pela avaliacdo do status de LINE-1

A amplificacéo de LINE-1 foi feita utilizando tampé&o de reacao 1X, MgClz2 5 mM,
dNTPs 200 pM, 10 pmol de cada primer, uma unidade de Platinum Tagq DNA
Polymerase (Invitrogen) e 25 ng de DNA tratado com bissulfito de s6dio em um volume
final de 50 pL. A ciclagem foi a mesma usada no PCR de validacdo, sendo que a
temperatura de anelamento foi de 56°C. As analises de metilacdo em LINE-1 foram
realizadas por pirossequenciamento usando oligonucleotideos especificos
previamente descritos (LIMA et al., 2011). As andlises foram realizadas utilizando o
equipamento PyroMark Q96 e o PyroMark Q96 ID Software 2.5 (Qiagen, Hilden,

Holanda).

3.4.7. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas usando os pacotes Statistical
Package for Social Sciences (SPSS), 18 (Chicago, IL), Graph Pad Prism 4.02 (La
Jolla, Ca) e R (Foundation for Statistical Computing, Auckland, Nova Zelandia). Testes
de Chi-square exato de Fisher foram usados nas analises comparativas entre as
variaveis clinicas e demogréficas. Nas analises de correlacdo dos dados dos dois
conjuntos de sondas de MLPA foram usados testes de correlacdo de Pearson e testes
de Kappa, perfil de metilagdo (LINE-1 e gene especifico) mediante as variantes
polimorficas de MTHFR. Andlises de cluster hierarquico e componente principal foram
realizadas usando o R.

Os pacientes agrupados no heatmap (analise supervisionada) gerado nas
analises de microarranjo de SDM caso-controle, caso-remissdo e controle-remisséo
foram comparados por andlise de T-teste ndo pareado bicaudal. A analise de
componente principal (PCA)dos diferentes perfis de metilacdo no grupo de casos foi
realizado a partir de valores ordenados usando a fung¢do prcomp. Todos os testes
tiveram como base IC 95%, admitindo uma significancia de p<0,05. Para avaliar a
validade dos perfis de metilagao na distingdo dos subtipos de LLA-CPB, foi realizada
a curva ROC. Para determinar a acuréacia, foi tomada como base a area sobre a curva
(HAJIAN-TILAKI, 2013). Como ponto de corte foi considerado o ponto que mais se
afasta da chance de se obter o resultado ao acaso, além disso, foram observados os

valores de maior sensibilidade e especificidade.
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3.4.8. Etica

Todas as instituicbes que colaboram com o0s estudos epidemiolégicos de
leucemias infantis por meio do estudo multicéntrico (Anexo I) que assinaram o termo
de anuéncia de participacéo no estudo e aplicaram o TCLE assinado pelas maes ou
representantes legais da crianca. Este trabalho faz parte de um estudo epidemioldgico
denominado “ESTUDOS DE POLIMORFISMOS DE GENES DO METABOLISMO DE
FOLATO E METILACAO GLOBAL EM LEUCEMIAS PEDIATRICAS” aprovado pelo
comité de ética em pesquisa do Instituto Nacional de Céancer (CEP#626.268 em
28/04/2014) (Anexo ll).
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4. RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO CLINICO-DEMOGRAFICA DOS
CASOS

Inicialmente, 606 casos diagnosticados com LLA-CPB foram selecionados.
Destes, foram excluidos 238 casos por se tratarem de LLA-CPB com fusfes génicas,
comoETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1eKMT2A-r, portanto, 374 casos
seguiram no estudo para as analises de MLPA. Os resultados da identificacdo de
ganhos no cromossomo 21 utilizando o MLPA ja se encontram publicados. A Figura
4.1 exemplifica o perfil de MLPA encontrado em amostras sem ganho em numero de
copias (4.1A) e trés amostras com evidéncia de ganho no cromossomo 21, P4 (4.1B),
P79 (4.1C) e P82 (4.1D).
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Figura 4.10: Dados representativos do MLPA demonstrando a janela do software de analise
Gene-Marker 2.2.0.

A. Pontos de dispersdo do MLPA em DNA de sangue de SCUP. B. Amostra P4 com evidéncia de
ganhos em numero de copias ho cromossomo 21, assim como P79 (C) e P82 (D).As sondas de
referéncia entdo representadas em pontos azuis e as sondas-teste em pontos vedes ou vermelhos.
As sondas teste e controles encontram-se distribuidas entre as linhas verdes para a amostra controle.
Quando ha ganho ou perda em nimero de cOpias, as sondas testes séo representadas em vermelho
e ficam localizadas fora das linhas verdes.
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Dentre os pacientes submetidos a nova analise (n=64), ndo foram observadas
diferencas qualitativas quanto a presenca ou auséncia de CNA no cromossomo 21.
Através do teste de coeficiente de correlacdo de Pearson, foi verificada a correlacéo
positiva entre os dois conjuntos de sondas dos kits A1 e B1 (r=0,9101, r2=0,8287,
p<0,0001). O teste de Kappa [k=0.661, erro padrdo (SE) = 0.083, IC 95% =0.498-
0.825] foi aplicado para avaliar o numero de concordancias e demonstrou que houve
apenas pequenas diferencas entre as alturas dos picos obtidos usando os Kkits
P327_Al e P327_B1 (Figura 4.2).
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Figura 4.11: Analise de coeficiente de correlacdo de Pearson dos dados obtidos pelo SALSA
MLPA P327_Al e P327_B1 probe sets.

Média das taxas de picos do MLPA para todas as sondas do cromossomo 21 (pontos pretos)
foram plotadas para cada paciente; a linha preta demonstra a correlacéo linear dos dados e
a linha tracejada os pontos extremos na disperséo. Correlacéo de Pearson (r), r-quadrado (r?).
FUKA et al., (2015).

Dos pacientes avaliados, 291 casos ndo apresentaram CNA nas regides do
cromossomo 21. Por outro lado, em 83 pacientes, foi observado ganho de material
genético no cromossomo 21. As caracteristicas clinicas e demogréaficas desses
pacientes encontram-se apresentadas na Tabela 4.1. Os pacientes positivos no MLPA
foram predominantemente da faixa etaria entre 2-10 anos e expressam CD10. As
demais caracteristicas sdo semelhantes entre os grupos com resultado positivo e

negativo no MLPA.
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Tabela 4.5: Caracteristicas clinico-demogréficas dos casos com resultado positivo e
negativo no MLPA

- MLPA positivo MLPA negativo P valor
Caracteristicas

n (%) n (%)
Total 83 (22) 291 (78)
Sexo
Masculino 45 (21) 164 (79)
Feminino 37 (23) 127 (77) 1,000
Faixa etéaria, (anos)
<1 4 (11) 34 (89)
2-10 66 (27) 177 (73)
>10 12 (13) 80 (87) 0,004**
Cor da pele
Branco 42 (26) 117 (74)
N&o-branco 39 (20) 157 (80) 0,163
Leucometria, x10%L
<50.000 59 (23) 198 (77)
>50.000 21 (19) 88 (81) 0,242
Immunofendtipo
CD10- 0(0) 29 (100)
CD10+ 83 (24) 262 (76) <0,001***
Grupo de risco (NCI)
Risco padréo 47 (25) 139 (75)
Alto risco 35 (19) 152 (81) 0,127
Status
Vivo 26 (48) 28 (52)
Obito 7(32) 15 (68) 0,306

Abreviacdes: n, nimero;**, p< 0,005. *** p< 0,001.

A fim de analisar a concordancia entre os dois conjuntos de sondas
disponiveis para a identificacdo das alteracfes de numero de copias ho cromossomo
21, parte dos casos (68 amostras) foi avaliada pela versdo mais recente do kit de
MLPA, SALSA MLPA P327_B1. Na segunda analise, foram incluidas48 amostras
positivas na primeira analise, trés amostras hiperdipldides com ganho do
cromossomo 21 (Hyp+21) avaliadas pela técnica de citogenética convencional, 5

amostras de LLA SD e 12 casos negativos na primeira analise.
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Para facilitar o entendimento, os resultados do MLPA foram ilustrados em um
heatmap ordenados da regido centromérica para a regido telomérica. Foi possivel
agrupar os pacientes com anormalidade no cromossomo 21 em 3 principais grupos
pelo agrupamento hierarquico (Figura 4.3). O grupo 1 (inferior, n=8) contemplando os
pacientes que apresentaram taxa nos picos de MLPA pouco elevadas, semelhantes
aos casos de LLA-CPB sem CNA no cromossomo 21. Ja no grupo 2 (intermediario,
n=15), podemos observar pacientes com picos intermediarios, similares aos casos
com SD ou Hyp+21; e no terceiro grupo (topo, n=26), temos pacientes com taxas de
picos altos ou muito altos no MLPA. O paciente P5 néo foi alocado em nenhum grupo
de acordo com a taxa de picos, demonstrando alta variabilidade em relacdo aos

demais pacientes.

Cor chave e histograma

R' I

Valor

Contagem

AR ERE R R RRLERERRE R AR
dANIEARERNESINARYRIRY

APP

8TCH
SAMSN1
MIR99A
BTG3
PRSST
NCAM2
MIR155
CYYR1
\DAMTSS
BACH1
TIAM1
ouGz

Figura 4.12: Agrupamento hierdrquico dos pacientes com e sem CNA no cromossomo 21,
controles com SD e Hyp+21 (n=68).

Os resultados foram organizados horizontalmente da regido centromérica para a regido
telomérica no cromossomo 21 e verticalmente de acordo com a similaridade nos picos do
MLPA. Esta figura ja esta publicada em FUKA, FARIAS-VIEIRA, HUMMELet al.(2015).
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Os pacientes com alteragbes no MLPA foram analisados por FISH, de acordo
com a disponibilidade de amostra (70 casos, 84,3%) conforme mostra a Tabela 4.2.
Trés casos apresentaram perfil normal na técnica de FISH com dois sinais para o
geneRUNX1; em 44 pacientes, foram observados 3-4 sinais de RUNX1, enquanto
11pacientes apresentaram 25 sinais para RUNX1 (Figura 4.4 A). Os pacientes com
25 sinais de RUNX1 tém média de idade de 55 meses (22-120 meses) e leucometria
de 15,85 x10%/L (7,2-92,0 x10%/L).

Levando em consideracdo os critérios do NCI, trés pacientes, P5, P6 e P9,
foram alocados no grupo de alto risco (33,3%). Os pacientes P1, P3, P4 e P5 estavam
vivos e em remissao completa até o ultimo follow-up em novembro de 2016. Os
pacientes P8 e P9 evoluiram para 6bito, enquanto as informac¢des dos pacientes P2,
P6 e P9 ndo foram disponibilizadas.

Ambas as metodologias de identificagdo de CNA no cromossomo 21, MLPA e
FISH, foram comparadas em uma analise supervisionada de acordo com o numero
de sinais para RUNX1 (Figura 4.4 B). Os casos com =25 sinais de RUNX1
apresentaram picos mais altos no MLPA tendo como referéncia as sondas
direcionadas para o cromossomo 21. Os picos de MLPA dos genes que compreendem
a RCA foram analisados separadamente. Quando comparados os pacientes com =5
sinais de RUNX1 com o grupo de 2-4 sinais, foi possivel observar que os ultimos
apresentaram picos mais baixos, semelhante ao que foi visto nos controles com SD
(PT1-5) e em Hyp+21(PH1-3) (Figura 4.4 C).
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Figura 4.13: Subdivisdo dos pacientes com CNA no cromossomo 21 de acordo com 0s
resultados do FISH.

A. FISH em interfase detectando ETV6 (vermelho) e RUNX1 (verde) em pacientes com
elevados picos no MLPA. O numero de sinais de RUNX1 foi como evidéncia da diferenca
entre LLA-CPB com cdpias adicionais do cromossomo 21 e 25sinais deRUNX1. B. Heat map
das taxas de picos do MLPA obtidos pelo kit P327_B1. No heat map estdo destacados os
pacientes com 2-4 sinais de RUNX1 (n=31), =5 sinais de RUNX1 (n=8), sem informacdes do
FISH (n=10), controles com SD e Hyp+21 (n=8), assim como 12 casos com picos normais
no MLPA (n=12). C. Diagramas Scatter plot apresentando a taxa média dos picos no grupo
contendo todas as sondas do cromossomo 21 (esquerda) e apenas com as sondas da RCA
(direita). As linhas tracejadas indicam a média dos valores para cada grupo de pacientes. *,
P < 0,05; *** ** P < (,01; ** P < 0,001 (Teste ndo pareado bicaudal). Modificado FUKA,
FARIAS-VIEIRA, HUMMEL et al.(2015).
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Também foram feitas PCA para ilustrar a distribuicdo dos casos de acordo com
os picos de MLPA. Os pacientes foram classificados da seguinte forma: 1) Casos com
>sinais de RUNX1 por FISH, 2) <5 sinais de RUNX1, 3) sem informacdes do FISH, 4)
SD e Hyp+21 e 5) sem alteragbes no cromossomo 21 (Figura 4.5).

Do total de 66 pacientes, sessenta e trés foram segregados em trés grupos, de
acordo com a analise de PCA: o primeiro grupo consiste de todos 0s pacientes
classificados com=5 sinais de RUNX1 no FISH, ou seja, os casos com 25 sinais de
RUNX1 por FISH; alguns pacientes classificados com3 ou 4 sinais de RUNX1 no FISH
e quatro pacientes sem resultado no FISH. O segundo grupo consiste em todos 0s
pacientes classificados com SD, a maior parte dos casos com 3-4 sinais de RUNX1 e
4 pacientes sem dados de FISH. O terceiro grupo contempla 0s casos negativos no
MLPA e um caso sem dados de FISH. Os pacientes que apresentaram perfil no MLPA
semelhante ao grupo dos pacientes com 25 sinais de RUNX1, foram denominados de
“IAMP21-like”.
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Figura 4.14: Pacientes agrupados pela analise de componente principal.

Os individuos foram distribuidos de acordo com a similaridade entre os perfis de picos do
MLPA. Os circulos em vermelho demonstram a presenca de trés principais grupos:1)
corresponde aos casos com picos mais altos no MLPA e é onde estéo localizados os casos
com ganho de cromossomos 21; 2) casos positivos no MLPA, mas com perfil de picos mais
baixo, evidenciando um ganho menor em nimero de copias, esse grupo contempla os casos
hiperdiploides, casos com Sindrome de Down e casos com 3-4 sinais de RUNX1 no FISH que
séo possiveis hiperdipldides; 3) casos negativos no MLPA. Modificado de FUKA, FARIAS-
VIEIRA, HUMMEL et al. (2015)
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4.2. PANORAMA GERAL DE ALTERACOES EM NUMEROS DE COPIAS

A andlise de CNA realizada a partir do microarranjo e metilagcdo incluiu
inicialmente 24 casos com ganho no cromossomo 21, trés amostras em remissao
completa e fora de tratamento e sete controles de SCUP. Todos 0s casos
apresentaram ganho envolvendo o cromossomo 21. Também foram observados
ganhos comuns em mais de 80% dos casos para 0S CromossSomos sexuais e para o

cromossomo 14 (Figura 4.6).

Fragcdo de amostras com ganho ou perda (n=24)

1 2 3 4 5 6 | 8 9 10 1 12 13 15 16 17 19 2021 XeY

Cromossomo
Figura 4.15: Alteracdes em numero de cépias nos casos com ganho no cromossomo 21.

Foram considerados como ganhos amostras com a média de seguimento >0,03 e como perda,
média de seguimento < -0,03.
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Dentre as amostras de remissao, € possivel observar um volume nitidamente
menor de CNA (Figura 4.7). Nao foram observados ganhos comuns entre as amostras,
porém, todas as remissfes apresentaram delecdo no cromossomo 11. Para a
realizacdo desta analise foram removidas as sondas contendo SNPs, porém as

sondas dos cromossomos sexuais foram mantidas.
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Figura 4.16: Alteracdes em numero de cépias das amostras de remissdo em comparagao com
0s controles.

Foram considerados como ganhos amostras com a média de seguimento >0,03 e como perda,
média de seguimento < -0,03.
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A fim de melhorar o entendimento das CNA, n0s analisamos caso a caso
individualmente. Nas figuras 4.8 e 4.9 podemos observar diferentes perdas e ganhos
cromossomicos. A Figura 4.8A ilustra um caso com ganho dos cromossomos 4, 8, 10,
14, 17, 21, e X, ou seja, trata-se de um caso hiperdiploide. Dando seguimento as
andlises de numero de copias, além de casos hiperdipléides, também foram
identificados casos com delecdes (Figura 4.8B). E importante ressaltar que este caso
apresenta delecdo completa do cromossomo 7, no qual esta localizado o gene IKZF1.
Esta amostra também apresenta dele¢des dos cromossomos 9, 15, 19 e 20 e ganho
dos cromossomos 10, 14, 17, 18 e 21. O caso apresentado na Figura 4.8C, apesar de
ser hiperdipléide, apresenta delecdo telomérica del3q, delecdo da regido 15q,
delecdo del7p e amplificacdo de quase todo o cromossomo 17. Outro caso
interessante com alteragBes pouco frequentes esta ilustrado na Figura 4.9.Trata-se
de uma amostra com a fusdo ETV6-RUNX1, +21 e de delegao no 6q.
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Figura 4.17: Gréfico da analise de CNA por microarranjo demonstrando diferentes ganhos e
perdas cromossdmicas em trés diferentes casos.

A. Amostra P01 com hiperdiploidia classica envolvendo ganhos dos cromossomos 4, 8, 10,
14, 17 e 21. B. Amostra P05 com dele¢des nos cromossomos 7, 9, 19 e 20. C. Amostra P64,
hiperdipléide apresentando dele¢des nos cromossomos 15 e 17.
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Figura 4.18: Gréfico evidenciando alterag6es complexas da amostra P66.

A. CNA de todos os cromossomos. B. Gréfico demonstrando dele¢éo no cromossomo 6q. C.
Ganho no cromossomo 12 envolvendo o gene ETV6. D. Grafico demonstrando o ganho do
cromossomo 21, com ponto de quebra envolvendo o gene RUNX1.

Dentre as 34 amostras analisadas, foi identificado um caso com IAMP21 (P79).
A amostra apresenta 47 cromossomos e o perfil de ganho no cromossomo 21 é
compativel com a amplificacdo. A Figura 4.10A demonstra que, numericamente, esta
amostra apresenta nimero cromossémico normal para quase todos 0S cromossomos,
sendo que no cromossomo 21 (Figura 4.10B), ha uma regido com padrdo normal de
CNA, seguida por uma regido com alto nivel de ganho (mais de 2x) envolvendo os
genes RUNX1 e ERG, seguida por uma regido de delecdo na regiao telomérica. Ou
seja, o caso IAMP21 nao apresenta um padrao linear de ganho e numero de copias,
mas sim um alto nivel de ganho na RCA e delecdo na RCD.
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Figura 4.19: Gréfico de das CNAs da amostra P79 (IAMP21).

A. Perfil geral demonstrando que existe ganho apenas envolvendo o cromossomo 21. B.
Cromossomos 21 apresentando uma por¢do normal, uma regido com alto nivel de
amplificagdo envolvendo o RUNX1 e delegdo na regido subtelomérica. C. Andlise do
cromossomo sexual em separado evidenciando ganho do cromossomo Y. Neste gréfico foram
plotados também as CNA dos cromossomos 1 e 21 apenas para servirem de referéncia.
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Na Figura 4.11, encontra-se o sumario dos resultados do microarranjo. Houve
ganho do cromossomo 21 em todos 0s casos, a segunda alteracdo mais frequente foi
0 ganho dos cromossomos X, 14, 18, 17 e 4, respectivamente. Portanto, 0s casos
foram classificados como hiperdipldides (47-57cromossomos) em sua maioria, exceto
pelos casos P66 com a fusdo ETV6-RUNX1 +21 e o caso P47 com iIAMP21.

Amopstra/

Cromossomo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X ¥
P75 70X HEE B B H EEN H B
P64 57, XX - - - - o -- - -

P62 54, XY || L] | n H B

POL 54, XX - - - - - - -

P76 59, XX - - - -- - - -
P7759, XY H B B Bl | H B

PO6 53, XX - - - - - -
P72,55, XX e - - - - - -

PS5 56, XX - - - - - -
P7852, XX - - - - ---

P02 52, XX - -- - - ---

P51 62, XY - - -- - --
PO4 54, XY H B || H B

PO3 54, XX B B [ H B

P59 53,X -- - - --
P1853, XX - - - -

P69 52 XY - - --
POS 48, XY H N Nl NS e
P08 52, XY - - --
PO7 51, XY - --- - --
P7154, XY - - --

P49 49, X - - -

P66 48, XY ETV6/RUNX1 G - o

P79 47, XYY - -

Normal - Ganho - Perda - Ganho e perda -iAMP21 - ETV6/RUNX1, +21

Figura 4.20: Sumario das alterac6es em numero de cépias obtidas pelo microarranjo.
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4.3. ANALISE DE ALTERACOES EM NUMERO DE COPIAS POR FISH

Mediante os achados de numero de coépias cromossdmicas por meio do
microarranjo de metilagdo, nos quais verificamos que a maior parte das amostras com
25 sinais de RUNX1 identificados no FISH foram classificadas como hiperdipléides,
aliados a caréncia de resultados de citogenética convencional na nossa série de
casos, nés confirmamos os resultados do microarranjo e reatestamos 0S casos
positivos na andlise de MLPA usando a técnica de FISH com sondas direcionadas
para os cromossomos 4, 10, 14, 17, 18, 21, X e Y, 0s principais cromossomos
adicionados nas LLAs hiperdiploides, para assim determinar a ploidia dessas
amostras. Esta escolha foi feita devido ao fato da caréncia de resultados pela
citogenética convencional. O fluxograma (Figura 4.12) ilustra o nimero de casos

iniciais e os que foram incluidos em cada etapa de avaliagdo do FISH.

[ LLA-CPB
analisados
por MLPA
n=374

| _ ] ] ]

MLPA | |  mMLPA |
positivo | negativo

n=83 ] n=291

| ) |

-

Casos sem FISH
FISH ETV6-RUNX1

n=14 n=69

|

I e

FISH para X, Sem novas |

Y, 4,10, 14, analises de
17 e 18 n=43 FISH n=26

47-57 chr

% - =~ '

7

Hiperdipléide ETV6-RUNX1 iAMP21
n= 38 n=2 n=1

. . (N —

Figura 4.21: Sumario dos casos incluidos nas andlises de FISH com sondas cetromeéricas e
teloméricas. O numero pode variar devido as falhas na realizagao do teste.

Dez casos foram caracterizados por todas as abordagens, ou seja, foram
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analisadas por MLPA, pelas diferentes sondas de FISH, ETV6-RUNX1 e direcionadas
aos cromossomos 4, 10, 14, 17, 18, 21, X e Y, e pelo microarranjo de metilacdo. Visto
que a andlise de numero de copias usando o Infinium HumanMethylation450
BeadChip ainda € recente, realizamos a comparagdo entre os dois métodos.
Conforme apresentado na Figura 4.13, houve apenas um resultado discrepante, pois,
a amostra P49 apresentou ganho do cromossomo 14 apenas na analise de
microarranjo. Os demais resultados foram todos concordantes.

Devido a similaridade dos resultados, nés consideramos as frequéncias de
ganhos ou perdas cromossOmicas em 54 casos, conforme a Tabela 4.2, independente
se 0 CNA foi analisado pela técnica de microarranjo e/ou por FISH. O nimero total de

casos varia devido a falha na analise de FISH em algumas amostras.

Amostra/

Cromossomo 4 10 14 17 18 21 X Y
S, P
P02
g P03
q P04
P05
< PO7
Po4
Z P49
O P69
a P66
Amostra/ 14 Y
Cromossomo 4 10 17 18 (RUNX1) Y
P01
I P02
U) P03
— P04
L ros
< Po7 Normal
P — . Garo
Z e
O P69 Falha
b. PE6 B ETV6/RUNX1

Figura 4.22: Comparacao do perfil de alteragbes em numero de copias usando a técnica de
microarranjo e FISH com sondas especificas para cada cromossomo.

A. Heat map das alteracdes em numero de copias obtidas na técnica de microarranjo. B. Heat
map das alteracdes em numero de cépias obtidas na técnica de FISH.
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Tabela 4.6: Frequéncia de ganhos cromossdmicos de acordo com as analises de FISH
e CNA por microarranjo para 0s principais cromossomos adicionados nas LLA-CPB
hiperdipléides

Hiperdiploide ETV6-RUNX1 IAMP21

n (%) n (%) n (%)
Cromossomo 4 28/48 (58) -- --
Cromossomo 10 27147 (57) -- --
Cromossomo 14 42/50 (84) -- -

Cromossomo

Cromossomo 17 23/43 (53) 1/2 (50) --
Cromossomo 18 28/47 (60) 1/2 (50) --
Cromossomo 21 50/50 (100) 2/2 (100) --
Cromossomo X 43/50 (86) 1/2 (50) --
Cromossomo Y 11/27 (41) -- 1/1 (100)

Abreviacdes: n, nimero.

A frequéncia de ganhos cromossémicos foi variavel dentro do grupo de casos
(Tabela 4.2). O ganho do cromossomo 21 foi observado em todos os casos, seguido
pelo ganho do X (86%), cromossomo 14 (84%), cromossomo 18 (60%), cromossomo
4 (58%), cromossomo 10 (57%) e cromossomo 17 (53%). Dois pacientes (P48 e P52)
apresentaram a fusdo ETV6-RUNX1. Em ambos os casos, também houve ganho do
cromossomo 21. Por outro lado, o caso P52, além do ganho do 21, apresentou ganho
dos cromossomos 17, 18, X e 21 (Figura 4.14A). As perdas dos cromossomos Y (P49)
e 17 (PO7) também foram observadas.

Além da realizagdo de FISH usando sonda direcionada ao gene RUNX1,
também foram usadas as sondas centroméricas e teloméricas para o cromossomo 21,
permitindo a determinacao da quantidade de nimeros de cOpias cromossémicas nos
casos que sao hiperdiploides com ganho do 21. O Unico paciente IAMP21 também
apresentou ganho do cromossomo Y e delecao de21q (Figura 4.14B e C), ao passo
que o ganho do cromossomo 21 foi confirmado nos casos hiperdiploides (Figura 4.14D
e E).
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Sonda: TEL/AML1 Translocation
Sinal vermelho: ETV6
Sinal verde: RUNX1

C

Sond:a: CEP 13/21 e Subtelomere 21q
Sinal vermelho: 21q
Sinal verde: CEP 13/21

D.

Sonda: CEP 13/21 e Subtelomere 21q
Sinal vermelho: 21q
Sinal verde: CEP 13/21

Normal

Ganho

- Perda

Fusdo ETV6-RUNX1

- IAMP21

Figura 4.23: llustragéo do perfil de alteragbes em numero de cOpias na série de casos de LLA-

CPB.

A. Heatmap ilustrando o niumero de cépias para os principais cromossomos adquiridos nas
LLAs hiperdipléides. B. FISH interfasico demonstrando duas copias do gene ETV6 (vermelho)
e sete coOpias do gene RUNX1 (verde) na amostra P79 (iIAMP21). C. FISH interfasico
apresentando 6 sinais para os centrébmeros (cromossomos 13/21-verde) e um sinal de
teldomero (21g-vermelho) da amostra P79. D. FISH interfasico de uma amostra hiperdipléide
com 6 sinais de centrébmero (cromossomos 13/21) e quatro sinais de teldomero (21q).
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Os resumos das caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos nas diferentes

analises de CNA encontram-se apresentados na Tabela 4.3. A técnica de MLPA serviu

como ferramenta inicial para identificar os ganhos e perdas no cromossomo 21,

portanto, apenas casos positivos na andlise de MLPA seguiram para as andlises

adicionais. Estes casos foram caracterizados quanto as altera¢cdes cromossomicas e

considerados como padréo para as analises de perfil de metilacéo.

Tabela 4.7: Frequéncia absoluta e relativa dos casos de LLA-CPB incluidos nas
diferentes abordagens para identificacdo das alteraces em nimero de copias

Caracteristicas MLPA + FISH ETV6- FISH CNA _
n (%) RUNX1 centr/telom microarranjo

Total 83 (100,0) 70 (100,0) 44 (100,0) 24 (100,0)

Sexo

Masculino 47 (56,6) 41 (58,6) 26 (59,1) 13 (54,2)

Feminino 36 (43,4) 29 (41,4) 18 (40,9) 11 (45,8)

Faixa etéria,

(anos)

<1 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

2-10 71 (85,5) 61 (87,1) 39 (88,6) 23 (95,8)

>10 12 (14,5) 9(12,9) 5(11,4) 1(4,2)

Leucometria,

x10°/L

<50.000 59 (72,8) 50 (73,5) 33 (76,7) 17 (70,8)

>50.000 22 (27,2) 18 (26,5) 10 (23,3) 7 (29,2)

Immunofendtipo

CD10- 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

CD10+ 83 (100,0) 70 (100,0) 44 (100,0) 24 (100,0)

Grupo derisco

(NCI)

Risco padrao 49 (60,5) 42 (61,8) 28 (65,1) 16 (66,7)

Alto risco 32 (39,5) 26 (38,2) 15 (34,9) 8 (33,3)

Status

Vivo 30 (71,4) 22 (66,7) 16 (72,7) 7 (58,3)

Obito 12 (28,6) 11 (33,3) 6 (27,3) 5(41,7)

Abreviacdes: MLPA+, MLPA positivo; n, nimero; centr, centromeérico; telom, telomérico. As frequéncias
relativas foram distribuidas em colunas visto que uma categoria (coluna) € parte da outra.
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4.4. PERFIL DE METILACAO DAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS
AGUDAS COM ALTERACOES NO CROMOSSOMO 21

4.4.1. Analise de metilacdo génica

O perfil de metilacdo das LLA-CPB nos casos ja caracterizados com ganhos no
cromossomo 21 foi realizado usando a técnica de microarranjo de metilacdo de DNA,
conforme o desenho do estudo. Na analise de componente principal com os 10.000
sitios CpG mais variaveis entre as amostras, foi possivel observar a formacao de dois
grupos distintos, sendo que o primeiro compreende 0s controles e as remissdes e o
segundo grupo é composto pelos casos com ganhos no cromossomo 21 (Figura 4.15).
Podemos observar que as amostras de controle e de remissdo apresentaram alta
similaridade entre si e sdo claramente distintas dos casos de LLA-CPB com ganho no

cromossomo 21, que formam um grupo mais heterogéneo.
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Q@ 7 ETVe-RUNX1 0
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2
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Figura 4.24: Pacientes agrupados pela analise de componente principal de acordo com a
similaridade do perfil de metilagdo das 10.000 sondas mais variaveis.

Na analise supervisionada entre casos e controles foram encontrados 34.046
sitios CpG diferencialmente metilados (p ajustado <0,001). A fim de facilitar a
visualizacdo, a partir dos 5.000 sitios com menores valores de p, foi gerado um
heatmap, porém ndo foi possivel visualizar todas as sondas diferencialmente
metiladas devido a limitagdes do software. Nele, é possivel observar que os perfis de
metilacdo dos casos e controles sdo muito distintos, enquanto os controles e
remissdes apresentam perfil semelhante para estes 5.000 sitios (Figura 4.16A).
Apesar da semelhanca entre esses dois ultimos grupos, também foram feitas analises

comparativas entre 0os casos ao diagnéstico e na remissdo e entre controles e

61



remissdo. Quando os casos foram comparados com as remissdes, foram observados
9.101 sitios diferencialmente metilados (p ajustado <0,001) e, mais uma vez, controles

e remissdes apresentaram perfil bastante semelhante entre si (Figura 4.16B).

Chave da cor

lve)
c2
c5
Cc4
c8
Cc1
Ccé
c7
R

R1
R2
P62
PO7
P51
P75
P71
P66
P69
P78
P79
POS
P55
P02
PO3
P76
P06
P49
P72
PO1
P59
P18
P04
P77
P08
P64

Figura 4.25: Agrupamento hierarquico dos casos, controles e amostras de remisséo de acordo
com os sitios diferencialmente metilados.

A. Analise caso vs controles com os 5.000 sitios diferencialmente metilados (p ajustado
<0,001). B. Andlise caso vs remissdo com 5.000 sondas diferencialmente metiladas (p
ajustado <0,001). As regibes hipermetiladas encontram-se destacadas em vermelho e as
regides hipometiladas em verde. Abreviagéo: C, controle; R, remissé&o; P, caso.
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Quando as remissdes foram comparadas aos controles, foram encontrados
apenas 19 sitios diferencialmente metilados com um ponto de corte de valor de p
ajustado < 0,05 (Figura 4.17). Apesar de essa diferenca ser sutil, gera especulacdes
interessantes no sentido de que o perfil de metilagdo em regides do gene ARID3A sao

semelhantes entre caso e remissao.

Chave da cor
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€g2168441 HCP5
¢g0269119
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€92549155
0263728
cg0781003 TGFB2
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Figura 4.26: Agrupamento hierarquico dos controles e amostras de remisséo de acordo com
os sitios diferencialmente metilados.

Na andlise controle vs remissao, foram identificados 19 sitios diferencialmente metilados (p
ajustado <0,05). As regifes hipermetiladas encontram-se destacadas em vermelho e as
regides hipometiladas, em verde.

Tomando como base a analise caso vs controle e caso vs remissédo, com o
intuito de identificar se houve predominio de sitios diferencialmente metilados (SDM)
em alguma regido génica, comparamos a frequéncia da distribuicdo de sondas no chip
com a frequéncia da distribuicdo dos SDM em nossa andlise. De acordo com a regido
génica (Figura 4.18A e B), verificamos que ndo houve predominio de regido com
alteracdes no perfil de metilagdo. Também analisamos a distancia entre os sitios CpG
alterados e as ilhas, comparando com a distribuicdo dessas regidbes no chip.
Observamos que no grupo de casos, a maior parte dessas alteracdes encontra-se em
ilhas CpG (Figura 4.18C). O contrario foi visto na anéalise caso vs remisséo, nas quais
houve uma discreta diminuicdo de SDM nas ilhas CpG (Figura 4.18D).
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Neste mesmo sentido, uma vez que o nosso estudo tem como foco LLA-CPB com
CNA no cromossomo21, também verificamos se houve predominancia de SDM por
cromossomo, comparando a frequéncia esperada ao acaso, de acordo com o niumero
sondas por cromossomo, com a frequéncia observada na analise caso vs controle. A
distribuicdo de SDM por cromossomo nao foi uniforme, sendo que o nimero de SDM
foi menor que o esperado para os cromossomos 1, 16, 17, 19, 22, X e Y, e maior que
0 esperado para 0s cromossomos 2, 3, 4, 5, 8, 10, 14 e 21. Nao houve diferenca entre
as frequéncias observadas e esperadas de SDM para os cromossomos 7, 9, 11, 12,
13, 15 e 20 (Figura 4.18E). Também foram vistas diferengas entre as frequéncias
observadas e esperadas na analise caso vs remissdo, também com aumento na

frequéncia observada de SDM no cromossomo 21 (Figura 4.18F).
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Figura 4.27: Distribuicdo das frequéncias observada e esperada de sitios diferencialmente
metilados.

A. Frequéncia dos sitios diferencialmente metilados na analise caso-controle.B. Frequéncia
dos sitios diferencialmente metilados na andlise caso-remisséo. C.Frequéncia da distribui¢éo
de regibes CpG de acordo com a disténcia das ilhas CpG em todas as sondas contidas no
microarranjo e na analise caso-controle e D. Caso-remissdo. E.Frequéncia observada e
esperada dos sitios diferencialmente metilados por cromossomo na analise caso-controle e
F. Caso-remisséo.

Abreviagdes: 3' UTR, 3' untranslated region; 5’ UTR, 5' untranslated region; TSS, Transcription
start site. llhas CpG, regido com >50 CG; Shore, até 2Kb de distancia da ilha CpG; Shelf, 2-4
Kb de distancia da ilha CpG.
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Uma vez que as sondas encontradas diferencialmente metiladas na
comparacao entre casos e controles encontravam-se preferencialmente em ilhas
CpG, também comparamos a frequéncia de regifes hipometiladas e hipermetiladas
nessas regioes. Curiosamente, a série de casos foi caracterizada por hipermetilacéo
de ilhas CpG tanto na andlise caso-controle, com 94,1% dos SDM em ilha CpG
hipermetiladas, quanto na analise caso-remissdo, com 87,9% de regibes
hipermetiladas. Este achado aponta para uma regulacdo negativa da expressao

génica (Figura 4.19).
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Figura 4.28: Frequéncia de hipometilacdo e hipermetilacdo dos sitios diferencialmente
metilados em ilhas CpG, analise caso-controle e caso-remissao.

Em seguida, identificamos o0os genes que sdo alvos comuns de alteracdes
estruturais e numéricas em leucemias agudas e que tiveram alteragdo no perfil de
metilacdo nas nossas analises. Foram identificadas 51 regifes envolvendo genes
importantes no desenvolvimento e progressédo das leucemias, como IKZF1, ETV6,
TCF3, PAX5, entre outros (Tabela 4.4).
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Tabela 4.8: Genes com lesbes recorrentes em LLA que foram encontrados
diferencialmente metilados na série de casos, em comparac¢ao aos controles

Cédigo da Sonda Gene Alteracéo Localizacao Enhancer
€g14362370 ABL1 Hipermetilado | 5’UTR, 1° Exon N&o
cg06315974 ADAR Hipermetilado @ TSS 1500 N&o
cg07660114 ADARB2 Hipometilado  Corpo N&o
cg17000076 ADARB2 Hipometilado  TSS 1500 Nao
€g2740482 ADARB2 Hipometilado  Corpo N&o
cg06083652 ADARB2 Hipometilado  Corpo N&o
€g04930661 ADARB2 Hipometilado  Corpo N&o
cg06028247 ADARB2 Hipermetilado = Corpo N&o
€g11189134 ADARB2 Hipometilado  Corpo N&o
cg00972313 ADARB2 Hipometilado  Corpo N&o
cg00525508 ADARB2 Hipometilado  Corpo N&o
€g11704601 ADARB2 Hipometilado  Corpo Sim
€g14698025 ADARB2 Hipometilado  Corpo Sim
€g20151301 ADARB2 Hipometilado  Corpo Nao
€g27566842 ADARB2 Hipometilado  Corpo Nao
cg07162000 ADARB2 Hipermetilado = Corpo N&o
cg04374015 ADARB2 Hipometilado Nao
cg01433914 ADD3 Hipometilado  5’UTR N&ao
€g02619834 ADD3 Hipermetilado  5'UTR Sim
€g20603106 ARHGAP24 Hipometilado  TSS 200, corpo N&ao
€Qg22866565 ARHGAP24 Hipometilado  Corpo, 5UTR Sim
cg05688618 ARHGAP24 Hipometilado  Corpo, 5’'UTR, 1° Exon Né&o
€g12417466 ARPP21 Hipometilado  TSS 200 Nao
€g18183671 ARPP21 Hipometilado = 5’'UTR, TSS 200 Nao
€g18749990 ARPP21 Hipometilado N&o
€g12886494 ARPP21 Hipometilado 5'UTR, TSS 1500 N&o
€g05615150 ARPP21 Hipometilado @ TSS 200 N&ao
€g20582941 ARPP21 Hipometilado  5’UTR, 1° Exon N&ao
€g10730398 ARPP21 Hipometilado Sim
cg01307174 ARPP21 Hipometilado Néo
€g11442052 ARPP21 Hipometilado  Corpo N&o
€gl16370778 ARPP21 Hipometilado Néo
€g24785473 ARPP21 Hipometilado N&o
€g02208504 ATP10A Hipometilado  Corpo Sim
€g15338782 ATP10A Hipometilado  Corpo Sim
cg07986058 ATP10A Hipometilado  Corpo Sim
€g13356455 ATP10A Hipometilado  Corpo Sim
€g13356455 ATP10A Hipometilado  Corpo Sim
€g13361023 ATP10A Hipometilado  Corpo N&o
€g16605633 ATP10A Hipometilado  Corpo Sim
€g26062856 ATP10A Hipometilado  TSS 1500 Nao
€g16779976 BLNK Hipometilado  1° Exon N&o
cg03281335 BLNK Hipometilado  Corpo N&o
€g18448570 BLNK Hipometilado = TSS200 N&o
€g25263238 BLNK Hipometilado  TSS 1500 N&o
€g16779976 BLNK Hipometilado  1° Exon N&o
€g03281335 BLNK Hipometilado  Corpo N&o
cg08901339 BLNK Hipometilado  5’UTR; 1° Exon N&o
€g02980499 BLNK Hipometilado  TSS 1500 N&o
cg07397033 BLNK Hipometilado  TSS 1500 N&o
€g20540372 BLNK Hipometilado  TSS 1500 N&o
€g03995631 BTLA Hipometilado @ TSS200 N&o
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€g18263166
€g25156198
cg05278074
cg08300570
€g27035480
€g05557932
€g04545079
€g04949225
€g05191839
cg00373763
€g13212435
€g20733077
€g15491102
€g25304198
€g06228828
€gl4177924
cg04647039
€g24903893
€g18043514
€gl11690724
€g23465650
€g18816534
€g11898646
cg01192077
cg00210856
cg17811857
cg06908379
€g11922066
cg01551441
€g21188858
cg09172244
cg00594129
€g26117521
cg02485328
€g12125772
€g22586996
€g22790839
cg04248271
CQ27471246
€g17228105
cg00990740
cg03609488
cg06516865
€g24438354
cg00001793
cg06225767
€g14830166
€g21535657
€g18907610
cg08064997
€g23738760
€g21223094
€gl14569771
€g21987515
€g05052463
cg05647891

CDK®6
CDK®6
CDK6
CDK®6
CREBBP
CREBBP
CTCF
DLEU1
DLEU1
DLEU1
DLEU1
DLEU1
DLEU1
DLEU1
DLEU2
DMD
DMD
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
ERG
ERG
ERG
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
ETV6
FBXW?7
FBXW?7
FBXW?7
FBXW?7

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado

Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
5" UTR

TSS 1500

Corpo

Corpo, TSS 200
Corpo

Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo

Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo

Corpo

Corpo
Corpo
Corpo, TSS 1500
Corpo, TSS 1500
J'UTR
Corpo

Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo

Corpo, TSS 200
Corpo; 1° Exon; 5’UTR
5UTR
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Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Néao
Néao
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim
Néao
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim



cg01094351
€gl3745692
cgl7894779
cg05709770
€g19282443
€g02854288
cg01556706
€g15931943
cg03479209
cg05093811
€g10227830
€g06855485
€g25404454
€g19159011
cg07103517
€gl18743793
cg08052546
€g26925669
cg00716716
€g13878456
€g14688652
€g02283535
cg06927864
€g20350671
€g22522299
€g18230558
cg01757402
€g26791231
€g23384620
cg08848171
cg00691671
€g15208832
€g12075498
cg03980424
€g25580581
€g24420366
€g03917666
cg09676171
€g12048965
€g24287110
€g25749254
€g03216580
€g23680451
€g22984894
cg06048750
€g24023289
cg08460812
cgl2271317
€g12623364
€g25437531
€g25006077
cgl7878501
€cg15488194
€g02061820
€g13702222
cg10639811

FBXW7
FHIT
FHIT
FHIT
FHIT
FHIT
FHIT
FHIT
FLNB
FLNB
GAB1
GAB1
GAB1
IKZF1
IKZF1
IKZF1
IKZF1
IKZF3
IKZF3
IKZF3
ILARAP2
ILARAP2
ILARAP1
ILIRAP1
ILIRAP2
ILIRAP1
ILIRAP1
ILARAP1
ILARAP2
ILARAP2
JAK1
JAK1
JAK1
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
KLF6
LEF1
LEF1
LEF1
LEF1
LMO2
MBNL1
MBNL1
MBNL1
MBNL1
MBNL1
MBNL1

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado

Corpo
Corpo

5UTR
5UTR
Corpo
5UTR
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
5 UTR
5 UTR
Corpo

TSS 1500
Corpo

5 UTR

5 UTR, 1° Exon
TSS 1500
TSS 200
TSS 200
TSS 200
TSS 200
TSS 200
TSS1 500
5 UTR

5 UTR

Corpo
Corpo
Corpo, 3UTR
Corpo

Corpo

TSS 1500, Corpo
TSS1500, Corpo
3'UTR, Corpo
Corpo

3J'UTR

Corpo

TSS 1500, 5'UTR
Corpo

1° Exon, 5UTR
Corpo
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€g06835212
€gl16173529
cg01043583
€g23400122
€g06620390
€g00629382
cg02750234
€g21850879
€g09395195
€g22473770
cg08845721
cg07733851
€g18998365
€g06613263
€gl7342132
€g27107893
€g21185255
cg02786966
cg15757019
€gl13753527
€g14383078
€g13751548
€g14317609
cg06671450
€g19754554
€g22488256
cg00046625
€g24637364
€g26963271
€g22336004
€g26832142
cg04704294
€g16294013
cg02867102
€g16155207
cg02307823
€g21149466
cg07665575
cg06288355
€g25154959
€g18422371
cg08285589
€g23324787
€g11494699
cg07297964
€cgl16071713
€g21172011
cg00291213
€g18546236
cg02824983
cg10121601
cg04911180
€g17578639
€g03290752
€g12183032
€g24940706

MEF2C
MSRA
MSRA
MSRA
MSRA
MSRA
NF1
NF1
NF1
NF1
NR3C1
NR3C1
NR3C1
NR3C1
NR3C1
NR3C1
NR3C2
NR3C2
NR3C2
PAX5
PAX5
PAX5
PAX5
PAXS5
PDE4B
PDE4B
PDE4B
PDE4B
PDE4B
PDE4B
PDE4B
PDE4B
PDE4B
PECAM1
PIK3AP1
PTEN
PTPN2
RAG1
RAG1
RAG1
RAG1
RAG1
RAG1
RAG1
RB1
RUNX1
RUNX1
RUNX1
RUNX1
SPRED1
STIL
TBL1XR1
TBL1XR1
TBL1XR1
TCF3
TCF3

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado

5UTR
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo, 3URT
Corpo
5'UTR, Corpo
5UTR
5UTR
5UTR
Corpo
Corpo
Corpo

Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
5 UTR, TSS 200

TSS 200, TSS 1500

5 UTR, TSS 200
5 UTR

5 UTR

TSS 200

5 UTR, TSS 200
TSS 1500

Corpo

Corpo

5 UTR

TSS 200

Corpo

5 UTR

3 UTR

5 UTR, 1° Exon
TSS 1500
Corpo

TSS 1500, Corpo

Corpo

Corpo

5 UTR

TSS 200

TSS 200, 5 UTR
Corpo
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cg08430680 TCF3 Hipometilado  TSS 200, 5 UTR N&o
cg09432758 TCF3 Hipometilado  Corpo N&o
€g11170796 TCF3 Hipometilado  Corpo, 1° Exon N&o
€g21458030 TCF3 Hipometilado  Corpo, 1° Exon N&o
€g13457790 TCF3 Hipometilado  Corpo N&o
€g14304014 TCF3 Hipometilado  Corpo N&o
cg08643005 TCF3 Hipermetilado = TSS 1500 Nao
€g26928195 TCF3 Hipometilado  Corpo N&o
€g26615224 TCF3 Hipometilado  Corpo Sim
€g12165782 TCF3 Hipermetilado | 1° Exon, 5’UTR N&o
€g14807446 THADA Hipometilado  Corpo Sim
€g25938803 THADA Hipermetilado = Corpo Sim
€g24998197 TOX Hipometilado Sim
€g13601957 TOX Hipometilado Sim
€cg06419601 TOX Hipometilado Sim
€g26140802 TOX Hipometilado Sim
cg06779553 TOX Hipometilado  Corpo Sim
€g01891260 VPREB1 Hipometilado  TSS 1500 Nao
cg04776489 VPREB1 Hipometilado  TSS 1500 Nao
€g18441959 VPREB1 Hipometilado  Corpo N&o
€g25330366 VPREB1 Hipometilado  TSS 200 Néo
€g18899220 ZMYM5 Hipermetilado N&o

5 UTR, 5' untranslated region; TSS, Transcription start site

A fim de melhor compreender as implicagBes biologicas relacionadas aos perfis
de metilacdo encontrados, foram realizadas analises de enriquecimento usando o
programa MetaCore. Foram selecionados os SDM em regides de sitios de inicio de
transcricdo (TSS) na analise caso-controle, visto que alteracbes nessas regides
(promotores) geralmente estdo associadas com alteragdes na expressao génica.

Na andlise dos mapas de via, a via do sistema imune apareceu entre as dez
principais vias com maior probabilidade de associacdo com o0s genes cujo perfil de
metilacdo na regido promotora foi alterado na nossa série de casos (p<0,05). Dentro
desta via, exploramos a via de sinalizagéo de IL7em linfécitos B (Figura 4.20).0 ligante
de IL7 esta hipermetilado. A partir do enriquecimento realizado, n6s podemos
especular que as alteracdes nos perfis de metilagdo estdo levando a bloqueio na
diferenciacdo celular e estimulo proliferativo. Isto pode ser explicado pela
hipermetilacdo de promotores que regulam E2A, PAX5 e N-Myc, bloqueando a funcao
regulatéria dessas proteinas, cuja expressao é estimulatéria das recombinac¢des VDJ
no locus IgH, conduzindo a célula para diferenciacéo. A possivel supressdo desses
genes por hipermetilagdo do promotor poderia, portanto, levar ao bloqueio da
diferenciacéo celular de linfocitos B. Por outro lado, os promotores que regulam
GRB2,S0S, MEK1/2 envolvidos na ativagcao da proliferacdo, foram encontrados

hipometilados na nossa série de casos, o0 que pode resultar em uma regulacao positiva
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destes genes e consequente estimulo proliferativo de linfocitos B. O guia completo

com as referéncias das figuras geradas no MetaCore encontra-se no Anexo lll.
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Figura 4.29: Via de sinalizagédo de IL7 em linfocitos B destacando os genes com perfis de
metilacdo alterados na série de casos de LLA-CPB.
A figura foi gerada pela andlise de enriquecimento de mapas de vias (MetaCore) baseada nos
sitios diferencialmente metilados em regides de inicio de transcricdo (TSS) na comparacéo
casos vs controles. As proteinas destacadas em cores mais vivas sdo as que tiveram genes
diferencialmente metilados na série de casos de LLA-CPB. O term6metro em azul indica a
hipometilacdo em regides de TSS e, em vermelho, a hipermetilacao.

Nas analises de enriquecimento por biomarcadores de doengas, 0s genes com

perfil de metilacdo do promotor alterado em nossas analises estavam fortemente

associados a cancer de um modo geral. Dentre as diferentes opcdes de explorar as

redes de cancer, selecionamos neoplasias por subtipo histolégico que nos direcionou

para a rede de LLA-CPB como uma das doencas com maior numero de
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biomarcadores alterados (N=32), dentro do total de biomarcadores considerados para
LLA-CPB (N=32), tendo como destaque as proteinas Ikaros, PBX1e JAK1,que sao
reguladores da hematopoese. Os genes que codificam tais proteinas apresentaram
hipometilacdo nos sitios de inicio de transcricdo na nossa série de casos (Figura 4.21),
mostrando que nado so lesdes genéticas, mas também que a ativacdo desses genes
através da hipometilacdo também sdo observados nas LLA-CPB. Outro fato
interessante € que proteinas hiperexpressas em células precursoras B, como CD19 e

CD79a, estdo com os promotores hipometilados.
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Figura 4.30: Rede demonstrando a interagdo de proteinas associadas a LLA-CPB cujos
promotores apresentaram alteracéo no perfil de metilacéo na série de casos de LLA-CPB. A
rede foi gerada pelo enriqguecimento de doengas por biomarcadores, neoplasias por subtipo
histolégico, LLA-CPB apresentando 50 no6s de interacdo. Os circulos em vermelho
representam hipermetilagdo e em azul, hipometilacdo. Os circulos com as duas cores indicam
que existem membros da mesma familia com diferentes perfis de metilagéo.

4.4.2. Validagao do microarranjo de metilagéo
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Para as analises por pirossequenciamento, foram selecionados 7 genes
encontrados diferencialmente metilados na analise caso vs controle (ERG, ETS2,
PBX1, PDE9A, PRDM9, PRDM15) e também na analise controle vs remissao
(ARID3A). Foi realizado o pirossequenciamento dos fragmentos de DNA amplificados
referentes aos genes acima citados. Em seguida, foi calculada a média das
porcentagens de metilacdo dos sitios analisados para cada gene a entédo realizadas
as analises estatisticas comparando casos com controles, casos com remissoes e
remissGes com controles.

Inicialmente, as analises de validagdo foram feitas apenas nas amostras que
foram incluidas no microarranjo de metilacdo. Foram incluidas 34 amostras no
microarranjo e esses casos foram classificados como hiperdipléides (n=21; 47-57
cromossomos) e hipertripldide (n=1, 70cromossomos), hiperdipléide com a fuséo
ETV6-RUNX1 (n=1) e iAMP21 (n=1). Destes, trés controles e um caso (caribtipo: 48,
XY, P05, Figura 4.11) ndo dispuseram de material suficiente para as analises de
validacdo. Além disso, o niumero de amostras analisadas variou de acordo com o
sucesso obtido nas rea¢cfes de PCR. A Tabela 4.5 apresenta o nUmero de amostras
incluidas na validacao de cada gene.

Tabela 4.9: Classificagdo dos casos incluidos nas analises de validacdo do
microarranjo.

Gene N N N p Cas. p Cont. Regido Status do
Cas. Cont. rem. vsCont. vsRem. génica gene

ARID3A 22 4 3 0,002 0,057 Corpo Hipometilado
ERG 23 5 3 0,002 0,071 Corpo Hipometilado
ETS2 21 5 2 0,035 TSS1500  Hipometilado
PBX1 19 5 3 0,001 0,025 Corpo Hipermetilado
PDE9A 16 6 2 0,002 Corpo Hipometilado
PRDM9 17 2 0 TSS1500 | Hipermetilado
PRDM15 23 5 3 0,001 0,571 Corpo Hipometilado

Abreviacdes: N, numero; Cas., casos; Cont., controles; Rem., remissdes; p Cas. vs
Control., valor de p obtido na analise caso vs controle; P Cont vs Rem., valor de p
obtido na anélise controle vs remissao; ---, ndo foi possivel fazer o célculo devido ao
pequeno numero de amostras; negrito, valor de p<0,05.
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Na andlise caso vs controle, todas as diferencas encontradas no microarranjo
foram confirmadas pela analise de pirossequenciamento (Tabela 4.5), exceto no caso
do gene PRDMY, para o qual ndo foi possivel realizar o teste estatistico devido ao
baixo ndmero de controles. J& na analise controle vs remissédo, houve uma tendéncia
de diferenca entre os grupos para o gene ARID3A (p=0,057) e diferenca significativa
para o perfil de metilacdo do gene PBX1 (p=0,025*) (Tabela 4.5). Apesar disso, 0
namero de amostras foi reduzido, portanto, incluimos um maior nimero de amostras

a fim de realizar a validade externa do microarranjo.

4.4.3. Andlise comparativa da metilagdo gene-especifica em amostras de leucemia

linfoblastica aguda, controles e remissfes

Visando realizar a validacdo dos achados do microarranjo em um grupo
independente de amostras, avaliar a associacdo dessas alteracbes com as
caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes e realizar analises entre os
diferentes subtipos citgenético-moleculares de LLA-CPB, foi incluida nas analises de
pirossequenciamento uma série de casos com perfis que representam as LLA-CPB:
hiperdiploides, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-r e cariotipo normal, além de
amostras comparativas de SCUP e casos que também foram incluidos na remisséo,

totalizando 149 amostras especificadas na Figura 4.22.

Amostras

n=149
| I |
Controles Remissoes LLA-CPB
n=27 n=5 n=117
[
[ [ [ \ |
Ganhos no ETV6-RUNX1 TCF3-PBX1| | KTM2A-r Cariétipo normal
Chr 21 - - - =
! n=18 n=16 n=21 n=3
n=60
|
| | l !
B FISH na
Hiperdiploide/alta ETV6-RUNX1 +21 IAMP21 rean;ZSg
[tamente n=1 n=1
hiperdipldide n=15

n=43

Figura 4.31: Fluxograma com a descricdo das frequéncias das alteracdes citogenéticas e
moleculares da série de casos incluidos nas analises de validacdo e metilagdo. Em 15
amostras, ndo foi possivel realizar analises adicionais de FISH para os cromossomos 4, 10,
17, 18,21, XeY.
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As caracteristicas clinico-demograficas dos casos encontram-se especificadas
na Tabela 4.6. A maioria dos pacientes sdo LLA-CPB CD10*(85%) e com leucometria
>50.000x108células/L (64%). As demais caracteristicas apresentaram distribuicdo

homogénea entre os pacientes.

Tabela 4.10: Caracteristicas clinico-demograficas dos casos de leucemia linfoblastica
aguda incluidos nas analises de metilacdo, Brasil, 2002-2015

Caracteristicas N (%)
Total 117 (100)
Género
Masculino 61 (52)
Feminino 56 (48)
Idade (anos)
<1 25 (21)
2-10 78 (67)
>10 14 (12)
Etnia
Brancos 56 (50)
N&o-brancos 57 (50)
Leucometria,
x10°/L
<50 72 (64)
>50 41 (36)
Imunofendtipo
CD10 - 17 (15)
CD10 + 100 (85)
Grupo derisco
Risco padrao 52 (46)
Alto risco 60 (54)
Status de
sobrevida
Vivo 31 (57)
Obito 23 (43)
Genotipo MTHFR
CC 75 (53)
CT 56 (40)
TT 10 (7)

Abreviagdes: n, nUmero.
*Os numeros podem variar devido a falta de informacao referente aos dados.
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A fim de demonstrar a validade externa dos achados do microarranjo,
realizamos analises de pirossequenciamento no grupo total de casos. Inicialmente,
essas analises foram feitas de acordo com o diagnostico, sendo que as amostras
foram divididas em casos, controles e remissdes (Tabela 4.7). A porcentagem de
metilacdo ndo apresentou distribuicdo normal para nenhum dos genes analisados,
portando, foram feitos testes ndo paramétricos. Usando o teste de Mann-Whitney, foi
confirmada a diferenca no perfil de metilacdo na analise caso vs controle para todos
0s genes selecionados (Tabela 4.7). Na analise controle vs remissdo, além da
confirmacdo da diferenca no perfil de metilagdo do gene ARID3A, também foram
observadas diferencas estatisticamente significativas no perfil de metilacdo dos genes
ERG e ETS2 (Figura 4.23A, B e C). Na analise caso vs remissao, foram observadas

diferencas significativas para os genes ERG, PBX1 e PDE9A (Figura 4.23B, D e E).

Tabela 4.11: Classificacdo dos casos incluidos nas analises de validacao externa do
microarranjo

Gene N N N p Cas.vs p Cont. Regido Status do
Cas. Cont. rem. Cont. vs Rem. génica gene

ARID3A 109 24 5 <0,001 <0,001 Corpo Hipometilado
ERG 115 26 5 <0,001 0,020 Corpo Hipometilado
ETS2 111 25 4 0,002 0,284 TSS1500 Hipometildao
PBX1 100 19 5 <0,001 0,010 Corpo Hipermetilado
PDE9A 74 24 3 <0,001 0,006 Corpo Hipometilado
PRDM9 96 16 1 <0,001 NR TSS1500 | Hipermetilado
PRDM15 114 25 4 <0,001 0,397 Corpo Hipometilado

Abreviagdes: N, numero; Cas., casos; Cont., controles; Rem., remissdes; p Cas. vs
Control., valor de p obtido na analise caso vs controle; P Cont vs Rem., valor de p
obtido na anélise controle vs remissdo; NR, ndo realizado o calculo devido ao
pequeno numero de amostras; negrito, valor de p<0,05.
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4.4.4. Relevancia clinica do perfil de metilagdo dos genes ARID3A, ERG, ETS2,
PBX1, PDE9A, PRDM9 e PRDM15

Visando o melhor entendimento do papel dos genes acima descritos na
leucemogénese, verificamos se havia diferenca no perfil de metilacdo de acordo com
as caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes. Nesse sentido, o gene ARID3A
apresentou-se hipermetilado na faixa etaria <1 ano (p<0,001), como mesmo perfil
sendo associado ao imunofen6tipo com expressao negativa de CD10 (p<0,001) e ao
alto risco prognéstico (p=0,012) (Tabela 4.8). Por outro lado, a metilagdo nos genes
ERG, ETS2 e PBX1 nado foi associada com qualquer caracteristica clinica e
demografica dos pacientes (Tabela 4.8).

O gene PDEY9A apresentou-se hipermetilado nos casos com idade <1 ano (p=
0,037) e que néo expressavam CD10 (p= 0,049), seguindo o mesmo padréao do gene
ARID3A (Tabela 4.9). Este mesmo perfil de hipermetilacéo foi ainda observado para
o0 gene PRDM9, idade <1 ano (p= 0,002) e CD10- (p= 0,049) (Tabela 4.9). O gene
PRDM15, além de hipermetilado na faixa etaria <1 ano (p <0,001) e CD10- (p <0,001),
também foi encontrado hipermetilado no grupo de alto risco progndéstico (p <0,001)
(Tabela 4.9). Ou seja, blastos leucémicos com estagios maturativos mais precoces

apresentaram hipermetilacdo nos genes acima citados dentro da coorte estudada.
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Tabela 4.12: Perfil de metilacdo dos genes ARID3A, ERG, ETS2 e PBX1de acordo com as caracteristicas clinico-demograficas dos

pacientes com leucemia linfoblstica aguda, Brasil, 2002-2015

Caracteristicas % metila(;a(? P valor % metila.géo P valor % metilagéo P valor % metila(?éo P valor
ARID3A (min-max) ERG (min-max) ETS2 (Min-Max) PBX1 (min-max)

Sexo

Masculino 6,6 (0,6-93,1) 6,6 (0,0-71,4) 2,0 (0,0-96,5) 96,9 (59,0-100,0)

Feminino 5,9 (0,0-97,0) 0,59 6,3 (0,0-85,1) 0,48 0,0 (0,0-25,2) 0,40 94,0 (39,6-100,0) 0,54
Idade (anos)

<1 86,4 (7,5-97,0) 6,0 (4,0-81,1) 0,0 (0,0-37,8) 95,2 (82,8-100,0)

2-10 5,6 (0,0-90,3) 6,1 (0,0-79,9) 0,0 (0,0-25,2) 98,5 (71,5-100,0)
>10 5,6 (0,6-90,2) <0,01 7,1(71,4-71,4) 0,55 0,0 (0,0-7,1) 0,35 98,5 (71,5-100,0) 0,07
Leucometria, x10°/L
<50.000 5,8 (5,8-93,1) 6,7 (0,0-71,4) 0,0 (0,0-12,7) 97,6 (71,5-100,0)
>50.000 6,7 (0,3-97,0) 0,09 5,9 (1,2-85,1) 0,11 0,0 (0,0-37,8) 0,72 97,8 (82,8-100,0) 0,89
Imunofendtipo

CD10 - 83,3 (5,3-97,0) 6,0 (3,0-85,1) 0,0 (0,0-5,7) 95,9 (82,8-100,0)

CD10 + 5,6 (0,0-90,3) <0,01 6,3(0,0-79,9) 0,85 0,0 (0,0-37,8) 0,10 98,0 (71,5-100,0) 0,08
Grupo de risco

Risco padréo 5,8 (0,0-90,3) 6,6 (0,0-61,3) 0,0 (0,0-12,7) 96,4 (79,3-100,0)

Alto risco 7,4 (0,4-97,0) 0,01 6,4 (1,2-85,1) 0,63 0,0 (0,0-37,8) 0,51 98,2 (39,6-100,0) 0,95
Status

Vivo 4,5 (0,0-24,6) 6,5 (0,0-37,1) 0,0 (0,0-12,7) 97,3 (79,2-100,0)
Obito 51(1,5-5,8) 0,81 60,4 (2,8-45,6) 0,47 0,0 (0,0-25,2) 0,37 98,2 (88,9-100,0) 0,93

Abreviacdes: n, nimero; min, minimo; max, maximo; O valor da porcentagem de metilacao é referente as medianas de cada distribuicdo por categoria;
as associages estatisticamente significantes encontram-se destacadas em negrito. Foi usado o teste de Mann-Whitney (2 categorias) ou Kruskal-

Wallis One-way anova (mais que duas categorias diferentes).
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Tabela 4.13: Perfil de metilagdo dos genes PDE9A, PRDM9 e PRDM15de acordo com as caracteristicas clinico-demograficas dos
pacientes com leucemia linfoblastica aguda. Brasil, 2002-2015.

Caracteristicas % metilagéo P valor % metilagég P valor Mediana da % metilacdo P valor
PDE9A (min-max) PRDM9 (min-max) PRDM15

Sexo

Masculino 27,7 (0,0-98,9) 90,0 (50,6-100,0) 74,2 (0,0-94,5)

Feminino 25,6 (0,0-100,0) 0,65 88,4 (55,13-99,2) 0,51 62,8 (0,0-94.9) 0,60
Idade (anos)

<1 68,2 (0,0-100,0) 88,7 (63,7-95,60) 93,9 (92,8-94,9)

2-10 21,9 (0,0-97,75) 85,8 (50,58-99,2) 49,6 (0,0-95,9)
>10 24,3 (71,5-100,0) 0,04 92,7 (75,1-100,0) <0,01 84,9 (12,8-96,5) <0,01
Leucometria, x x108/L
<50.000 41,4 (0,0-99,87) 87,4 (55,1-100,0) 53,0 (0,0-96,5)
>50.000 24,5 (0,0-100,0) 0,68 91,3 (50,6-96,5) 0,08 90,0 (0,0-94,9) 0,05
Imunofenétipo

CD10 - 54,7 (0,0-100,0) 91,5 (63,7-95,6) 93,9 (29,6-94,9)

CD10 + 22,9 (0,0-99,9) 0,05 87,6 (50,6-100,0) 0,12 52,9 (0,0-96,5) <0,01
Grupo de risco

Risco padréo 25,4 (0,0-99,8) 84,4 (55,1-99,2) 42,7 (0,0-95,9)

Alto risco 30,4 (0,0-100,0) 0,56 91,5 (50,6-100,0) <0,01 91,8(0,0-96,5) <0,01
Status

Vivo 20,9 (0,0-54,4) 83,4 (56,7-88,6) 21,5 (6,5-78,1)

Obito 23,0 (0,0-53,4) 0,88 90,1 (50,6-100,0) 0,08 28,3 (5,8-93,5) 0,42

Abreviacdes: n, nimero; min, minimo; max, maximo; O valor da porcentagem de metilacdo é referente a mediana de cada distribuicdo por categoria;
as associages estatisticamente significantes encontram-se destacadas em negrito. Foi usado o teste de Mann-Whitney (2 categorias) ou Kruskal-
Wallis One-way anova (mais que duas categorias diferentes).
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4.4.5. Andlise de metilacdo gene-especifica por subtipo de LLA-CPB

Dando seguimento as analises de metilacdo gene-especificas, verificamos se
havia distincéo no perfil de metilagdo dos genes ARID3A, ERG, ETS2, PBX1, PDE9A,
PRDM9, e PRDM15 nos diferentes subtipos citogenético-moleculares de LLA-CPB
incluindo ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-r, cariotipo normal e hiperdiploidia. Esta
analise foi realizada tendo cada subtipo de LLA-CPB como grupo de referéncia e
comparando com 0s demais casos, ou seja, casos positivos para os outros subtipos
de LLA-CPB. Por exemplo, o grupo com a translocacdo ETV6-RUNX1 (ETV6-
RUNX1+) foi comparado contra os demais subtipos de LLA-CPB (ETV6-RUNX1-) que
compreendem os casos TCF3-PBX1, KMT2A-r, com cariétipo normal e hiperdipléides,
assim como, foi também comparado ao grupo controle. A Figura 4.24 apresenta 0s
graficos com a distribuicdo da porcentagem de metilacéo entre controles, casos ETV6-
RUNX1- e casos ETV6-RUNX1+. Analises comparativas entre estes grupos
demonstraram que os casos ETV6-RUNX1+ apresentam hipometilacdo dos genes
ARID3A (p=0,001), ERG (p<0,001), PDE9A (p<0,001) e PRDM15 (p<0,001) em
comparacao com os controles (Figura 4.24A, B, E e G), enquanto os genes PBX1 e
PRDM9 apresentaram-se hipermetilados (p<0,001) (Figura 4.24D e F).

Na analise comparativa entre os casos ETV6-RUNX1+vs ETV6-RUNX1-, foi
observado um perfil de metilacdo distinto apenas para o gene ARID3A, no qual os
niveis de metilacdo foram mais altos nos casos ETV6-RUNX1+ que nos casos ETV6-
RUNX1- (Figura 4.24A).
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Da mesma forma que os casos ETV6-RUNX1, foram realizadas andlises
comparativas entre os casos TCF3-PBX1+, TCF3-PBX1- e controles. Nestas, a fusédo
génica foi associada a perfis de hipometilacdo nos genes ARID3A (p<0,0001), ERG
(p<0,0001), PDE9A (p<0,0001) e PRDM15 (p=0,025) quando comparados ao grupo
controle (Figura 4.25A, B, E e G), ao passo que o perfil de metilacdo do gene PBX1
foi de hipermetilagdo nos casos TCF3-PBX1+ (p<0,0001) (Figura 4.25D). Ja nas
analises caso vs caso, a fusdo TCF3-PBX1 foi associada com hipermetilacdo no gene
PRDM15 (p=0,025) (Figura 4.25G).

Ja os casos KMT2A-r, quando comparados ao grupo controle, apresentaram
hipermetilacéo dos genes ARID3A (p<0,0001), PBX1 (p<0,0001), PDE9A (p<0,0001),
PRDM9 (p<0,0001) e PRDM15 (p<0,0004) (Figura 4.26A, D, E, F e G). Por outro lado,
para os genes ERG (p<0,0001) e ETS2 (p=0,030), foi observado um perfil de
hipometilacdo (Figura 4.26B e C). Nas analises caso vs caso, 0 KMT2A-rfoi associado
com a hipermetilacdo dos genes ARID3A (p<0,0001), PDESA (p=0,034), PRDM9
(p=0,007) e PRDM15 (p<0,0001) (Figura 4.26A, E, F e G).
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Os casos com cariétipo normal e sem qualquer alteracdo criptica entre as
testadas ao diagndstico apresentaram menores niveis de metilacdo para os genes
ARID3A (p=0,001), PDE9A (p=0,012) e PRDM15 (p=0,025), quando comparados ao
grupo controle (Figura 4.27A, E e G). Este mesmo grupo apresentou maiores niveis
de metilacdo para o gene PBX1 (p=0,003; Figura 4.27D). Na analise entre os casos
com caridtipo normal e os demais subtipos de LLA-CPB, os casos com cariétipo
normal apresentaram maiores niveis de metilacdo no gene PBX1 (p=0,009) (Figura
4.27D).

Por dltimo, foram feitas as analises dos perfis de metilacdo nos casos
hiperdiploides. Nas andlises hiperdiploide vs controles, foram observados menores
niveis de metilacdo nos genes ARID3A (p<0,001), ERG (p<0,0001), ETS2 (p=0,015),
PDE9A (p<0,001) e PRDM15 (p<0,001) (Figura 4.28A, B, C, E e G). O perfil oposto,
ou seja, de hipermetilacdo, foi observado nos genes PBX1 (p<0,001) ePRDM9
(p=0,002) (Figura 4.28D e F).

Quando comparados aos demais subtipos de LLA-CPB, o0s casos
hiperdipléides apresentaram menores niveis de metilacdo nos genes ARID3A
(p<0,001), ERG (p=0,021), PDE9A (p=0,036), PRDM9 (p=0,026) e PRDM15
(p<0,001) (Figura 4.28A, B, E e G). Vale ressaltar que os perfis de hipometilacdo nos
genes ARID3A, PDE9A, PRDM9 e PRDM15 se contrapdem aos perfis de
hipermetilagéo encontrados nos casos KMT2A-r para os mesmos genes (Figura 4.26),
e ainda se relacionam com as caracteristicas clinicas apresentadas nas Tabelas 4.7
e 4.8, de modo que as leucemias na faixa etaria <1 ano e a expressao negativa de
CD10 sao caracterizadas por blastos em estagio maturativo precoce, com a maior

parte desses casos (16/18=89%) apresentandoKMT2A-r.
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Visto que o perfil de metilagdo dos genes escolhidos para a validagédo sao
distintos entre os diferentes subtipos de LLA-CPB, investigamos a validade da analise
de metilacdo gene-especifica em predizer as caracteristicas citogenéticas e
moleculares dos casos incluidos no estudo. Para tanto, realizamos a curva ROC,
calculamos a acuracia, sensibilidade e especificidade dos genes diferencialmente
metilados na analise caso vs caso por subtipo de LLA-CPB.

A curva ROC teve significancia estatistica para todos os genes analisados
(Figura 4.29A-M). Dado o perfil de hipermetilagdo nos genes em questdo nos casos
ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1 e KMT2A-r, e a porcentagem de metilacdo gene-
especifica, o teste foi considerado positivo quando os valores foram maiores que o
cut-off estabelecido (Figura 4.29A-G).Ja nos casos hiperdipléides, devido ao perfil de
hipometilacdo observado, o teste foi considerado positivo quando a porcentagem de
metilagéo foi inferior ao cut-off estabelecido (Figura 4.29H-M).

Os perfis de metilacdo foram capazes de distinguir os subtipos com boa
sensibilidade e especificidade, de um modo geral. Os casos ETV6-RUNX1 puderam
ser identificados pela metilacdo do gene ARID3A com acuracia de 67% usando o cut-
off de 6,37 (Figura 4.29A). Porém, visto que os casos KMT2A-r também foram
caracterizados por hipermetilacdo no gene ARID3A, sendo que os Ultimos
apresentaram niveis bem mais altos de metilacdo (mediana= 86,28;
minimo=5;maximo=97) (Figura 4.26A) em comparacado com o0s casos ETV6-RUNX1
(Mediana= 9,06; minimo=4,0; maximo=90,0) (Figura 4.24A), observando que a maior
parte dos casos apresentam porcentagem de metilacdo distinta. A fim de definir um
nivel de positividade intermediario, determinamos uma faixa de positividade para a
metilagéo no gene ARID3A, entre 6,37% e 36,28%, deste modo, o perfil de metilagéo
€ capaz de predizer este subtipo com acuracia de 82%, sensibilidade de 59% e
especificidade de 87%.

Os casos com a fusdo TCF3-PBX1 foram associados a hipometilagdo no gene
PRDM15. Estes puderam ser identificados usando o ponto de corte de 77,83% com
acuracia de 68% (Figura 4.29B).
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Metilag8o PBX1 nos casos com caridtipo normal
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Figura 4.38: Curva ROC dos genes diferencialmente metilados nos subtipos de LLA-CPB.
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A. Curva ROC da metilacdo no gene ARID3A nos casos ETV6-RUNXL. B. Curva ROC da metilacdo no gene PRDM15 nos casos TCF3-PBX1. C.
Curva ROC da metilacdo no gene ARID3A nos casos KMT2A-r. D. Curva ROC da metilacdo no gene PDE9A nos casos KMT2A-r. E. Curva ROC da
metilacdo no gene PRDM9nos casos KMT2A-r. F. Curva ROC da metilagdo no gene PRDM15 nos casos KMT2A-r. G. Curva ROC da metilagdo no
gene PBX1 nos casos com cariétipo normal. H. ARID3A nos casos hiperdipléides. I. Curva ROC da metilacdo no gene ERG nos casos hiperdipléides.
J. Curva ROC da metilagdo no gene PDE9A nos casos hiperdipléides. L. Curva ROC da metilagdo no gene PRDM9 nos casos hiperdiploides. M. Curva

ROC da metilagdo no gene PRDM15 nos casos hiperdipldides. A linha em verde representa a probabilidade ao acaso. A linha azul representa a curva
ROC propriamente dita.
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Assim como no gene ARID3A, o gene PRDM15 esta hipermetilado nos casos
com a fusdo TCF3-PBX1 (Figura 4.29A) e nos casos KMT2A-r (Figura 4.29F). Apesar
de ndo serem dois grupos tédo distintos, € possivel definir também uma faixa de
positividade entre 77,83 e 92,71. Dependendo do objetivo ao aplicar o teste,
restringindo o grupo de casos positivos, é possivel aumentar a especificidade e a
acuracia do teste. A mediana da metilacdo no gene PRDM15 foi de 91,86 (minimo=
7,00; maximo= 96,00) nos casos TCF3-PBX1 e 93,90 (minimo= 30,00; maximo=
95,00) nos casos KMT2A-r. Usando como critério de positividade os valores entre
77,83 e 92,71, acuracia do teste sobe para 87%, 61% de sensibilidade e

especificidade 91%.

Dando seguimento as analises do teste de validacao, os casosKMT2A-r foram,
dentre todos os subtipos estudados, os que melhor puderam ser caracterizados
guanto ao perfil de metilacdo. Estes apresentaram os niveis de metilacdo mais altos
para os genes ARID3A, PBX1, PDE9A, PRDM9 e PRDM15 (Figura 4.26A-D, E, F e
G). Tendo como base apenas a porcentagem de metilacdo no gene ARID3A, usando
o cut-off de 36,67, foi possivel predizer o KMT2A-r com acuracia de 94%, sensibilidade
de 90% e especificidade de 96% (Figura 4.29C). Por outro lado, os perfis de metilacao
dos genes PDE9A e PRDM9 foram menos sensiveis e especificos para o rearranjo, o
primeiro com acuracia de 67%, sensibilidade de 65% e especificidade 64% (Figura
4.29D) e, o segundo, com acuracia de 70%, sensibilidade de 80% e especificidade
64% (Figura 4.29E). Ja os niveis de metilacdo no gene PRDM15 acima de 92,71%
foram capazes de identificar o rearranjo com acuracia de 90%, sensibilidade de 91%
e especificidade 87% (Figura 4.29F).

Apesar de termos incluidos poucos casos com cariétipo normal neste estudo,
estes puderam ser caracterizados pelos niveis de metilacdo no gene PBX1 a partir de
99,98% com acuracia de 91%, sensibilidade de 100% e especificidade 87% (Figura
4.29G).

Por fim, porém ndo menos importante, o subtipo com os casos hiperdipléides
corresponde ao subgrupo com maior nimero de casos analisados. Este, diferente dos
demais subtipos, teve como caracteristica hipometilacdo dos genes ARID3A, ERG,
PDE9A, PRDM9 e PRDM15. A metilagédo no gene ARID3A abaixo de 6,83 foi capaz
de identificar os casos hiperdipléides com acuracia de 81%, sensibilidade de 85% e
especificidade 72% (Figura 4.29H). Ja a metilagdo no gene ERG abaixo de 5,89, teve
acuracia de 64%, sensibilidade de 54% e especificidade 66% (Figura 4.291).A
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hipometilacdo no gene PDE9A apresentou acurécia de 66%, sensibilidade de 70% e
especificidade 60% (Figura 4.29J). O gene PRDM9 apresentou acuracia de 65%,
sensibilidade de 67% e especificidade 65% (Figura 4.29L). Por ultimo, e com os
melhores resultados para a hiperdiploidia, a metilagdo no gene PRDM15 abaixo de
73,65% identificou este subtipo de LLA-CPB com acuracia de 92%, sensibilidade de
90% e especificidade 87% (Figura 4.29M).

4.4.6. Analise de metilacéo global

A metilacdo global foi inferida a partir da avaliacdo dos niveis de metilacdo de
regides de LINE-1. Nesta etapa do estudo, foram incluidos os mesmos casos e
controles incluidos nas analises de validacéo, sendo eles 117 casos de LLA-CPB, 27
controles de SCUP e 5 amostras de remissdo. O numero de amostras incluidas e as
especificacdes dos diferentes niveis de ganho envolvendo o cromossomo 21
encontram-se especificados na Figura 4.22. A média do tempo de sobrevida para
todos os casos foi de 12,19 anos (IC 95%, 9.98-14.60) e a mediana foi de 3,7 anos.

Em seguida, foi avaliado o perfil de metilacdo em LINE-1 nos casos e controles.
Para realizar as andlises, foram usados os valores médios obtidos dos sitios CpG.

A mediana do perfil de metilagéo observado foi semelhante entre casos (72%),
controles (71%) e remissdes (70%) (Figura 4.30A.), porém, os casos de LLA
apresentaram variabilidade maior quanto a porcentagem de metilacdo, com o minimo
de 61% e maximo 79%. Analises pareadas entre os casos de LLA ao diagndstico e no
momento da remissdo demonstraram que a porcentagem de metilacdo em LINE-1 foi
menor na remissdo para trés dos cinco casos avaliados (Figura 4.30B), nos outros

dois pacientes, a porcentagem de metilagdo pouco difere no diagnéstico e remissao.
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Figura 4.39: Perfil de metilagdo em LINE-1 nos casos, controles e remissoes.

A. Box plot da porcentagem de metilagdo nos casos, controles e remissfes. B. Gréfico de
linhas ilustrando a porcentagem de metilacdo dos casos ao diagnostico e no momento da
remissao.

Mediante a variabilidade encontrada no perfil de metilacdo dos casos,
decidimos realizar andlises pelos diferentes subtipos de LLA. Estas analises
demonstraram que os subtipos ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-r e de cariotipo
normal ndo apresentaram diferencas no perfil de metilacdo quando comparados aos
casos negativos para cada alteracdo citogenética-molecular (Figura 4.31A-D). O
mesmo resultado foi obtido quando estes grupos foram comparados as amostras de
remissao (Figura 4.31A-D). Por outro lado, as amostras hiperdipléides apresentaram
niveis mais altos de metilacdo em LINE-1 quando comparadas aos casos nao
hiperdipléides (p=0,0004), ao grupo controle (p=0.0013), assim como com as
remissodes (p=0.0198) (Figura 4.31E).

Uma vez que essas diferencas foram observadas, nds realizamos a anélise
decurva ROC para avaliar se os niveis de metilacdo em LINE-1 sdo capazes de
discriminar o grupo hiperdiploide frente aos demais subtipos de LLA. Usando o ponto
de corte de 71,5%, LINE-1 é capaz de distinguir o grupo de hiperdiploides com uma
acuracia de 70,56%, sensibilidade de 69,8% e especificidade de 57,6% (Figura 4.31F).

No6s também verificamos se os niveis de metilacdo em LINE-1 diferem de
acordo com o género, idade, leucometria, classificacdo de risco do NCI e status de
sobrevida global, porém, ndo foi observada qualquer diferenca estatisticamente

significativa (Tabela 4.10). Por outro lado, a metilagdo em LINE-1 foi diferente quanto

102



ao imunofendtipo, sendo que o grupo CD10+ apresentou maiores niveis de metilagdo

em comparacao ao grupo CD10- (p= 0,004) (Tabela 4.10).
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Figura 4.40: Metilacdo em LINE-1 em controles, remiss@es e nos diferentes subtipos de LLA-
CPB.A. Boxplot mostrando os niveis de metilacdo de LINE-1 em controles, remissfes, casos
ETV6-RUNX1- eETV6-RUNX1+. B. Boxplot mostrando os niveis de metilacao de LINE-1 em
controles, remissdes, casos TCF3-PBX1- eTCF3-PBX1+. C. Boxplot mostrando os niveis de
metilacdo de LINE-1 em controles, remissdes, casos KMT2A-, KYM2A+. D. Boxplot mostrando
os niveis de metilacao de LINE-1 em controles, remissfes, casos cariétipo normal- e cariétipo
normal+. E. Boxplot mostrando os niveis de metilacdo de LINE-1 em controles, remissoes,
casos hiperdipldides- e hiperdipldides+. F. Curva ROC demonstrando a validade da analise
de metilagdo em LINE-1 na distingdo dos casos hiperdipldides.
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Tabela 4.14: Mediana da metilacdo em LINE-1 de acordo com as caracteristicas
clinico e demograficas dos pacientes com leucemia linfoblastica aguda, Brasil, 2002-

2015
Caracteristicas Mediana da metilacdo P valor
em LINE-1 (Min-Max)

Sexo

Masculino 72 (66-79)

Feminino 72 (61-79) 0.804
Idade (anos)

<1 71 (69-76)

2-10 72 (66-79)
>10 72 (61-77) 0.233
Leucometria, x10°/L
<50 72 (61-79)
>50 72 (68-78) 0.672
Imunofendtipo

CD10 - 71 (69-72)

CD10 + 72 (61-79) 0.004
Grupo de risco

Risco padrao 72 (66-79)

Alto risco 72 (61-78) 0.781
Status

Vivo 72 (69-76)
Obito 74 (69-78) 0.129

Abreviac¢des: Min, minimo; Max, maximo; negrito, valor de p<0,05.

4.4.7. Associacao entre o polimorfismo MTHFR rs1801133e a metilacdo global do
DNA

Neste estudo, nds buscamos avaliar se existe associacao entre o polimorfismo
no gene MTHFR rs180113e diferentes perfis de metilacédo global e gene-especifico. A
frequéncia genotipica para o polimorfismo MTHFR rs1801133 esta apresentada na
Tabela 4.6. A maior parte dos casos apresentou 0 gendétipo homozigoto selvagem
(53%), enquanto 40% dos casos apresentaram 0 genoétipo em heterozigose e 7%
foram homozigotos mutantes. As distribuicbes alélicas estdo em consisténcia com o

equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor do teste de x?>= 0,79).

Para demonstrar tais associacfes, testamos se as variantes genotipicas
estavam associadas com diferentes niveis de metilacdo dentro do grupo controle e do

grupo de casos.

104



Os casos e controles incluidos nessa analise foram os mesmos da analise de
metilacdo global e gene-especifica. O grupo controle foi composto por 27 amostras
com a seguinte frequéncia genotipica: 17CC, 9CT e 1TT. Aplicando o teste nao
paramétrico, visto que as frequéncias de metilacdo ndo tiveram distribuicdo normal
(Kruskal Wallis anova one way), comparando a metilacdo entre os trés diferentes
genaotipos, houve significancia estatistica para a metilacdo no gene PDE9A (p=0,032)
(Tabela 4.11), porém, esta analise incluiu apenas um caso homozigoto mutante.
Desse modo, comparamos a metilacdo entre os casos homozigotos selvagens
(genodtipo MTHFR 677CC) e heterozigotos (genétipo MTHFR 677CT) (teste de Mann
Whitney), e a significancia se manteve (p=0,019). Curiosamente, o genotipo
heterozigoto foi associado com hipermetilacdo neste gene (Figura 4.32). Porém,
guando analisamos o grupo de homozigotos selvagens vs heterozigotos e homozigoto
mutante juntos (CC vs CT+TT), ndo houve diferenca estatisticamente significativa na

metilacdo do gene (p=0,056).

Tabela 4.15: Associagédo entre o polimorfismo MTHFR rs1801133e a metilagdo de
DNA no grupo controle

Genoétipo/ MTHFR CC MTHFR CT MTHFR TT P valor
Gene % metilacao % metilacao % metilagdo
Med (min-max) Med (min-max) Med (min-max)

ARID3A 52,24 (26,12-80,50) 53,34 (39,90-69,78) 62,37 (62,37-62,37) 0,625
ERG 40,09 (25,92-87,45) 38,10 (30,29-45,32) 46,82 (46,82-46,82) 0,139
ETS2 0,00 (0,00-7,89) 5,20 (0,00-14,03) 0,00 (0,00-0,00) 0,316
PBX1 70,40 (51,28-99,99) 71,07 (39,58-78,71) 61,34 (61,34-61,34) 0.764
PDE9A 94,65 (71,08- 99,03 (94,52-100) 90,16 (90,16-90,16) 0,032
PRDM9 %8%20()58,49—79,40) 73,48 (68,72-84,47) 78,45 (78,45-78,45) 0,215
PRDM15 93,11 (91,13-94,04) 93,18 (82,09-94,61) 91,94 (91,94-91,94) 0,371
LINE-1 71,60 (65,40-74,40) 71,20 (66,20-73,00) 73,00 (73,00-73,00) 0,559

Abreviacfes: Med, mediana; min, minimo; max, maximo; negrito, valor de p <0,05.
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Figura 4.41: Metilagdo no gene PDE9A de acordo com o gendtipo do gene MTHFR. As
categorias foram comparadas aos pares pelo teste de Mann-Whitney.

Dando seguimento a influéncia do polimorfismo na metilacdo, também
verificamos se existia alguma diferenca entre essas caracteristicas no grupo de casos.
Porém, ndo houve qualquer significancia estatistica entre os niveis de metilagdo em
genes especificos ou em LINE-1 e os diferentes genétipos para o gene MTHFR
(Tabela 4.12) nas comparacdes entre os trés gendtipos (CC vs CT vs TT), nas
comparacdes 2 por 2 (CCvs CT,CCvs TT, CT vs TT) ou na comparacao homozigoto
selvagem vs o somatoério dos heterozigotos e homozigotos mutantes (CC vs CT+TT).
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Tabela 4.16: Associagao entre o polimorfismo MTHFR rs1801133e a metilagcéo de
DNA no grupo de casos LLA-CPB

Genétipo/ MTHFR CC MTHFR CT MTHFR TT P valor
Gene % metilacao % metilacao % metilacdo

Med (min-max) Med (min-max) Med (min-max)
ARID3A 5,78 (0,00-97,02) 9,00 (0,00-90,28) 5,36 (0,83-82,22) 0,108
ERG 6,05 (0,00-85,13) 6,37 (0,00-79,88) 5,49 (2,05-50,00) 0,749
ETS2 0,00 (0,00-25,23) 0,00 (0,00-37,75) 0,00 (0,00-3,17) 0,577
PBX1 98,24 (86,30-100,00) 97,65 (79,33-100,00) 97,08 (87,80-99,09) 0,527

PDE9A 17,73 (0,00-100,00) 42,97 (0,00-100,00) 39,1700 (6,40-97,75) 0,074
PRDM9 88,75 (50,58-97,89) 88,74 (55,13-100,00) 86,42 (65,97-99,17) 0,600
PRDM15 53,24 (0,00-96,47) 76,12 (0,00-95,86) 69,58 (5,78-94,22) 0,612
LINE-1 61,40 (61,40-78,60) 71,70 (66,20-77,40) 71,30 (69,40-77,60) 0,290

Abreviagfes: Med, mediana; min, minimo; max, maximo.

Parte dos resultados deste trabalho ja foram descritos em dois manuscritos que
estdo em vias de publicacdo (Anexos IV e V).
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5. DISCUSSAO

A importancia da caracterizacdo citogenética (e/ou citogenético-molecular) dos
diferentes subtipos de LLA-CPB é um consenso comum na estratificacdo de risco
preditivo de recaida e sobrevida das LLA-CPB (PUI et al., 2011; MOORMAN et al.,
2014). Tendo isso em mente, recentemente, Irving et al., dissecaram a relevancia
clinica das anormalidades cromossémicas, analisando CNA e mutacdes génicas que
foram preditoras de recaida em uma coorte robusta de LLA-CPB. A caracterizagéo
por meio da citogenética convencional ndo é capaz de fornecer todas as informacdes
necessarias para a estratificacdo de risco, deste modo, uma caracterizacao
citogenética mais precisa, visando identificar translocacdes em regides cripticas, se
faz necesséria no diagndstico das LLA-CPB (IRVING et al., 2016).

O algoritmo de testes usados para a caracterizacao da leucemia se inicia com
a citogenética convencional, como ferramenta para incorporar risco preditivo.
Adicionalmente, os testes moleculares (RT-PCR) e/ou FISH s&o utilizados para a
identificacdo da maioria das fusdes génicas (ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, MLL-AFF1,
MLL-MLLT3, BCR-ABL1) e ainda, faz-se uso do indice de DNA como uma proxy na
determinacao da ploidia, por citometria de fluxo (HOLMFELDT et al., 2013). Estes séo
testes que preenchem as deficiéncias da técnica de citogenética convencional.

O uso do FISH para identificacéo das alteragbes cromossdmicas recorrentes,
embora de alto custo, € uma abordagem que deve ser utilizada na identificacdo dos
subtipos de LLA-CPB com altera¢des no cromossomo 21. Dentre eles, a fusdo génica
ETV6-RUNX1 e a alta hiperdiploidia, subtipos frequentes que consistem em
alteracdes de bom prognéstico, ou a distincdo da iIAMP21, alteracdo rara, porém,
associada com prognéstico adverso (HAAS, 2014; MOORMAN, 2016). Apesar da
caracteristica comum desses subtipos ser o envolvimento do cromossomo 21, no caso
da hiperdiploidia ha ganho de cépias inteiras do cromossomo, enquanto na iIAMP21,
ha a amplificacdo de regides especificas. A discriminagao entre esses dois subgrupos
torna-se essencial mediante a intensificacao terapéutica requerida nos pacientes com
IAMP21.

Este estudo iniciou-se pela identificacdo de diferentes perfis de ganho em
namero de cépias no cromossomo 21 em LLA-CPB. Em seguida, foram excluidos
casos com fusdes génicas excludentes entre si: ETV6-RUNX1, BCR-ABL1, TCF3-
PBX1, KMT2A-r. Dada a caréncia dos resultados de citogenética convencional aliada
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ao desenho de estudo retrospectivo, usamos inicialmente a estratégia de triagem
através do MLPA para identificar ganhos e perdas cromossémicas, pois essa técnica
nao necessita de células viaveis, tampouco da obtencdo de metafase, sendo realizada
apenas com DNA em pequenas concentragdes.

Nas primeiras analises, foram identificados 83 casos com CNA no cromossomo
21. Estes seguiram para a analise de FISH (ETV6-RUNX1) a fim de identificar casos
com iAMP21. Essa andlise revelou que a maioria dos casos era hiperdipléide. Porém,
treze amostras apresentaram =5 sinais de RUNX1, preenchendo os critérios definidos
por Harrison et al., para a classificacdo de iAMP21 (HARRISON et al., 2010). Porém,
com analises subsequentes, nas quais analisamos todo o genoma a partir do
microarranjo, verificamos que a maioria dos casos classificados como iIAMP21, eram
na verdade LLA-CPB hiperdipldides com ganho do cromossomo 21. Mediante este
achado, partimos para a reavaliagdo de todos os casos com evidéncias de CNA pelo
MLPA, utilizando sondas centroméricas e teloméricas para 0s principais cromossomos
adicionados na hiperdiploidia. Essa estratégia nos permitiu a distincdo entre o Unico
caso IAMP21 e os demais casos hiperdipléides, tornando a nossa série de casos bem
caracterizada, apesar da caréncia de resultados de citogenética convencional, que
certamente identificaria os ganhos e perdas cromossomicas.

Apesar de aproximadamente 20% dos casos IAMP21 abrigarem também uma
copia extra do cromossomo X (HARRISON, 2014), o mecanismo de ganho
envolvendo o cromossomo 21 é distinto nos casos com iIAMP21. Este constitui uma
entidade distinta cujo perfil de CNA é complexo, podendo haver alteracdes ao longo
de todo o cromossomo. O gene RUNX1 sempre esta amplificado, pois este localiza-
se na RCA (Llet al., 2014; (RAND et al.,, 2011).Baseado nesta evidéncia, foi
determinado que a classificacéo internacional da iIAMP21 consiste na presenga de =5
sinais RUNX1 por FISH (HARRISON et al., 2010). Porém, nossos resultados
mostraram que sinais adicionais de RUNX1 (=3 sinais) podem ser encontrados ao
acaso, gerando incerteza quanto a existéncia de iAMP21 ou simplesmente
hiperdiploidia. Uma vez que haja fragmentacdo de DNA, o sinal de RUNX1 quebrado
pode aparentar ser um sinal adicional. Para esclarecer esta questédo, o uso de sondas
centroméricas e teloméricas direcionadas ao cromossomo 21 se faz necessario nos
casos em que nado foi possivel estabelecer o diagnostico usando inicialmente a
citogenética convencional.

Usando a abordagem de FISH na identificacdo de CNA, foi possivel distinguir

0S casos que apresentavam sinais adicionais do gene RUNX1 devido ao ganho do
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cromossomo como um todo, do caso que apresentou sinais adicionais do gene
RUNX1 em decorréncia da iAMP21. Neste ultimo, os altos niveis de ganho em RUNX1
foram associados com perda da regido subtelomérica, o que é esperado para iAMP21.
Nos casos com 25 de RUNX1, o FISH com sonda telomérica foi fundamental para
confirmar a perda do 21qg. Usando essa abordagem, foi possivel afirmar e separar sem
qualquer davida os casos hiperdipléides do Unico caso com iAMP21. Nés entdo
identificamos um caso cujo perfil de CNA foi compativel com iIAMP21. Este subtipo
leucémico é caracterizado por um perfil complexo de alteracdes (LI et al., 2014), com
a regido de maior nivel de amplificacdo envolvendo o gene RUNX1 e dele¢édo na
regido telomérica, que ocorre em 80% dos casos (RAND et al., 2011; GARCIA et al.,
2013).

A abordagem de andlise de CNA usando como ferramenta o microarranjo com
o Human Methylation 450 Bead Chip ainda é muito nova. Poucos trabalhos
demonstraram a utilizacdo desta técnica com o objetivo de identificar CNA (KWEE et
al., 2012; XU, X. et al., 2013; FEBER et al.,, 2014; NORDLUND et al., 2015a).
NGs,entdo, validamos este teste ao compararmos os dados do microarranjo com 0s
resultados da abordagem por FISH. Dentre todas as andlises, houve apenas uma
discordancia, o caso P49 apresentou ganho apenas na analise de microarranjo. Para
tentar explicar esta diferenca, podemos atentar para o fato de que a sonda usada no
FISH para o cromossomo 14 ndo foi uma sonda centromérica, mas sim, direcionada
ao gene IGH. Translocagfes envolvendo o gene ocorrem em aproximadamente 8%
dos casos de LLA-CPB, ocorrendo com diferentes genes parceiros, ressaltando que
casos de LLA-CPB sao atualmente considerados um subgrupo distinto com relevancia
prognostica (MOORMAN et al., 2012). Apesar de uma translocacdo nao justificar
nosso achado, visto que a sonda usada era breakapart e ndo foram identificadas
translocacdes. Acreditamos que a melhor forma a explicar a discordancia encontrada
€ a sensibilidade de cada técnica, ja que 0 microarranjo possui maior sensibilidade e,
além disso, avaliou o cromossomo inteiro.

Debrucando o olhar sobre as analises de CNA, observamos que as alteracdes
encontradas na nossa coorte sdo heterogéneas, o que é comum nas hiperdiploidias
(HEEREMA, RAIMONDI et al., 2007). Porém, é interessante chamarmos atencao para
alteracdes mais raras identificadas na nossa série de casos. O caso iIAMP21 constitui
uma alteracdo rara que ja foi citada acima. Além deste, identificamos um caso (P66)

com a fusdo génica ETV6-RUNX1, ganho do cromossomo 21 e amplificagdo do Xg. A
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fusdo génica ETV6-RUNX1 j& foi vista, anteriormente, em concomitancia com ganho
um cromossomo 21 ou derivativo do 21 (PETER et al., 2009; ENSHAEI et al., 2013).

Em um outro caso (P52), foi observada, além da fusdo génicaETV6-RUNX1,
ganho dos cromossomos 17, 18, 21 e X. A fusao génica ETV6-RUNX1 consiste em
uma alteracdo primaria de origem intrauterina, assim como a hiperdiploidia. J& foi
descrito que, embora seja uma alteragdo gendmica fundadora no processo de
leucemogénese, a fusdo génica ETV6-RUNX1 nédo é capaz de desencadear por si soa
leucemia, necessitando de alteragbes genomicas adicionais que cooperem entre si no
processo de leucemogénese(ATTARBASCHI et al., 2004). De um modo geral, a fusao
resulta em bom prognaostico, porém, alteracdes secundarias podem estar associadas
a maior risco de recaida. A alteracdo secundaria de maior frequéncia é a delecao do
ETV6, vista em mais que 30% dos casos, seguida pela copia adicional do 21 (23%) e
derivativo do cromossomo 21 (16%). A hiperdiploidia foi descrita em <5% dos casos
concomitantes com a fusdo ETV6-RUNX1 (FORESTIER et al., 2007; ENSHAEI et al.,
2013). A importancia clinica desses achados é que a caracterizacdo de LLA-CPB com
ETV6-RUNX1categoriza um grupo de bom prognéstico, porém a identificacdo das
alteracBes secundérias estd4 associada a maior risco de recaida, fazendo com que
estes casos necessitam de mais detalhamento investigativo(ENSHAEI et al., 2013).

Assim como as LLA-CPB com a fusdo ETV6-RUNX1, a hiperdiploidia também
pode ter origem intrauterina e igualmente necessita de lesdes génicas adicionais para
o desenvolvimento clinico da leucemia (PANZER-GRUMAYER et al., 2002; TAUB et
al., 2002; MAIA et al., 2003).Algumas alteracdes, tais como ganho de 1q, delecdo de
60 e isocromossomos 7q e 17q ja foram descritas, porém, as alterac6es estruturais
ndo parecem estar associadas com o progndstico, ao passo que os ganhos dos
cromossomos 4 e 18 conferem melhor sobrevida (HEEREMA et al., 2000; HARRISON
et al., 2003). Nesta coorte de estudo, foram observadas tanto alteracdes numéricas
quanto estruturais, porém, ndo foram realizadas analises de progndstico para as
diferentes alteracdes devido ao numero limitado de casos para as analises referentes
a sobrevida.

Uma caracteristica das LLA-CPB com hiperdiploidia é a distribuicdo modal dos
ganhos cromossOmicos, ou seja, 0S cromossomos séo adicionados de maneira néo-
aleatéria em diferentes proporcdes, sendo que o ganho do cromossomo 21 ocorre em
guase 100% dos casos hiperdipléides, seguido pelo ganho do X. Para tentar explicar
essa diferenca na distribuicdo de ganhos entre os cromossomos, pesquisadores

postularam que a distribuicdo modal pode ser decorrente de dois mecanismos: i) 0s
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cromossomos ndo randomicamente distribuidos dentro do nucleo, mas estdo
compartimentados em territdrios cromossémicos especificos, apresentando pequenas
movimentacdes ao longo do tempo (CREMER; CREMER, 2001). Essa distribuicdo de
territérios intranucleares pode estar relacionada com a sequéncia de separacdo das
crométides resultando em uma ndo disjuncdo preferencial dos cromossomos
especificos geralmente adicionados nas LLAs hiperdipléides; ii) A segunda hipétese é
de que as superexpressdo dos genes localizados nesse cromossomo confere
vantagem proliferativa com formacgao do clone leucémico (HEEREMA et al., 2007).

Varios estudos prévios vém demonstrando a relevancia dos genes localizados
no cromossomo 21 nos diversos tipos de leucemias (CHOU et al.,, 2008; VYAS;
CRISPINO, 2007; WECHSLER et al., 2002; XU et al.,, 2003). Apesar disso, tal
relevancia ndo explica a alta frequéncia de alguns cromossomos adicionados na
hiperdiploidia, por exemplo, o cromossomo X, e a raridade da adi¢&do de outros, como
o cromossomo 1. Acreditamos que algumas combinacdes conferem vantagem
proliferativa e que a disposicdo dos cromossomos no momento da mitose também
pode contribuir com a distribuicho modal dos cromossomos. Neste contexto,
acreditamos que mecanismos de regulacao epigenética cooperam com estas lesbes
genéticas como alteracdes necessarias para a leucemogénese. Por isso, neste estudo
investimos na caracterizacdo do perfil epigenético das LLA-CPBs.

O perfil de metilacdo das LLA-CPB com alteragbes no cromossomo 21 foi
caracterizado usando a técnica de microarranjo de metilacdo de DNA. Nas primeiras
analises, foi observado que o perfil de metilacdo era distinto nos casos, quando
comparados aos controles e amostras de casos em remissdo, como é esperado.
Curiosamente, controles e amostras de remissao, apesar de muito semelhantes,
apresentaram 19 sitios CpG diferencialmente metilados. Levando a crer que o
tratamento poderia ser um dos fatores envolvidos nesta diferenca.

Dentre os sitios CpG identificados alterados na analise casos vs controles ou
casos vs remissodes, ndo identificamos uma distribuicdo por regido génica distinta da
distribuicdo do total de sondas incluidas no microarranjo, sugerindo que em LLA-CPB,
nenhuma regido génica € preferencialmente alterada. Por outro lado, a proporgéo de
sitios localizados em ilhas CpG alterados nos casos em comparagao aos controles foi
maior que a proporcao do total de sondas nessa regido. Isto pode indicar que as ilhas
CpG sdo um alvo preferencial de alteragcbes de metilacdo em LLA-CPB. Tal
observacéo € interessante, ja que as ilhas CpG, geralmente, séo regides regulatorias

da expressdo génica(JONES, 2012), e muitas vezes estdo associadas a regides
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promotoras. Portanto, tais alteracbes de metilacdo, provavelmente, teriam uma
consequéncia fenotipica.

A hipermetilacdo de promotores geralmente esta associada a silenciamento
génico, enquanto a metilagdo no corpo do gene pode estar associada a maior
expressao génica. Porém, existem excecgdes. Por exemplo, a metilagdo em diferentes
regides do corpo do gene podem promovera ligacdo ou desligamento de proteinas
indutoras/bloqueadoras de transcricdo génica, além de atuarem nos mecanismos de
splicing(JONES, 2012).Uma vez que as consequéncias da metilagdo em regides
promotoras sdo mais bem estabelecidas, decidimos focar nessas regides para as
analises de enriquecimento. No microarranjo de metilacdo utilizado no presente
estudo, as regifes promotoras foram definidas pelas regides TSS200 e TSS1500, ou
seja, sitios a até 200 ou 1500 bases do sitio de inicio de transcricdo. Os genes
afetados nessas regides foram entdo selecionados para avaliarmos se alguma via de
sinalizacao ou rede génica era preferencialmente alterada.

As analises de enriguecimento mostraram que as alteracdes de metilacdo
identificadas nos casos em comparagcdo aos controles podem resultar no
silenciamento de genes envolvidos em diferenciagdo de linfocitos B, levando ao
bloqueio desse processo. Por outro lado, foi observada uma hipometilacéo da regiédo
promotora de genes envolvidos na proliferacao celular, podendo resultar em inducao
desse processo. Apesar do bloqueio de diferenciacao celular e estimulo a proliferacéo
serem comumente observados em tumores, nossos dados sugerem que a
desregulacéo destes processos pode estar intimamente relacionada a alteracdes de
metilacdo do DNA em LLA-CPB.

Além da andlise supervisionada caso vs controle, também verificamos se
genes com alteragbes estruturais recorrentes em leucemia apresentavam alteragéo
no nivel de metilagcdo, tomando como referéncia a lista de genes previamente
descritos(FIGUEROA et al., 2013). Nossos achados apontam que genes cruciais para
a leucemogénese nao sofrem apenas desregulacdo por mutacdes ou fusdes génicas,
mas também por alteracdo no perfil de metilacdo, mais uma vez sugerindo que este
pode ser um fator relevante para a determinacao do fenétipo leucémico.

Dando seguimento as analises de metilacdo, selecionamos alguns genes para
a validacao do perfil encontrado no microarranjo. Incluimos 7 genes com alteracéo no
perfil de metilacdo, sendo o ARID3A diferencialmente metilado na analise controle vs
remissao e os genes ERG, ETS2, PBX1, PDE9A, PRDM9 e PRDM15 diferencialmente

metilados na andlise caso vs controle. O critério utilizado na escolha foi genes a
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relevancia do gene na fisiologia no desenvolvimento de células B e sua descrigdo
prévia com alteracao estrutural e/ou de expressado em leucemias.

O gene ARID3Afoi encontrado hipometilado no corpo do gene nos casos em
relagdo aos controles. Além disso, de forma interessante, os niveis de metilacdo nas
amostras de remissao foram semelhantes aqueles observados nos casos. Portanto, é
possivel que tal alteracdo tenha sido adquirida no processo de leucemogénese e
tenha sido mantida mesmo apdés a remissédo completa.

O gene ARID3A € um fator de transcricdo membro da familia de proteinas ARID
(A+T dominio de interacédo) (WEBB et al., 2011), cuja expressao é necessaria tanto
para o desenvolvimento de células-tronco quanto de linfocitos B. ARID3A
desempenha importante papel na embriogénese, regulacdo génica de linhagem
celular (maturagdo de linfocitos B), controle do ciclo celular, remodelamento da
cromatina e regulacdo transcricional. Além disso, ARID3A pode interagir com a
proteina retinoblastoma (RB), sendo possivel que essa ligacdo silencie este
importante supressor tumoral e ative E2F1 e Ciclina E1 (LIN et al., 2007). Além disso,
ARID3A ¢é reprimido em LLA-CPB com translocacdo envolvendo o gene IGH,
t(11;14)(g24;932), e tal supressao leva a expressdo de marcadores associados a
pluripoténcia (PUISSEGUR et al., 2012).

Por outro lado, um estudo recente mostrou que o gene ARID3A é
progressivamente demetilado dos 0-60 meses de idade em linfécitos humanos
(ACEVEDO et al., 2015).Como os nossos controles foram amostras de SCUP e os
casos tiveram em média 4 anos de idade, sendo40% (247) com idade <6 anos, é
possivel que a hipometilacdo vista nos casos e remissdes tenha acorrido como
consequéncia da maturacao de linfocitos. Neste estudo, o gene ARID3A demonstrou
ser diferencialmente metilado nos subtipos de LLA-CPB. Apesar de as células normais
apresentarem maiores niveis de metilacdo nos primeiros meses de vida, 0s niveis de
metilacdo deste gene nos casos KMT2A-r foram muito superiores aos niveis de
metilacéo nas células de SCUP. Levando em consideracao que a maior frequéncia do
KMT2A-r ocorre em lactentes (<1 ano) e o grupo controle é de recém-nascidos, esta
hipermetilagéo n&o parece estar associada apenas a idade, mas parece ser linhagem-
especifica, dada a alta acuracia na qual altos niveis de metilacdo sédo capazes de
predizer o KMT2A-r. Em contrapartida, a hipometilacdo no gene ARID3A foi associada
com hiperdiploidia, que ocorre frequentemente em idade =2 anos, corroborando com
a hipometilacdo de linfocitos apds os 60 meses. Mesmo assim, esse perfil de

hipometilacao néo foi caracterizado nos casos ETV6-RUNX1e TCF3-PBX1, tampouco
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no grupo de LLA-CPB com citogenética normal, ambos 0s subtipos mais frequentes
em idades> 60 meses.

O gene ERG, por sua vez, apresentou menores niveis de metilacdo nos casos,
quando comparados aos demais subgrupos. Este gene também € um fator de
transcricdo que codifica um membro da familia erythroblast transformation-specific
(ETS). ERG é essencial para o desenvolvimento de células-tronco hematopoiéticas,
assim como para a hematopoese definitiva, colaborando com outros fatores de
transcricdo, tais como RUNX1(LOUGHRAN et al., 2008).Este gene encontra-se na
RCA caracteristica de iIAMP21(STREFFORD et al., 2006) e delecbes de ERG
constituem um subgrupo de LLA caracterizado pela superexpressao do gene DUX4,
sugerindo uma possivel colaboracdo entre estes dois eventos (LIU et al., 2016). O
subgrupo de leucemias com dele¢cbes no ERG foi associado a bom progndstico
(CLAPPIER et al., 2014). Interpretamos, entdo, que a hipometilacdo encontrada no
corpo do gene, em nossa série de casos LLA-CPB, pode estar associada a uma menor
expressdo de ERG, de modo semelhante as delecdes ja descritas. Adicionalmente,
os casos hiperdipléides apresentaram menores niveis de metilacdo nesse gene em
comparacado aos demais subtipos de LLA-CPB, podendo esta hipometilacdo ser
associada ao mecanismo de geracdo dessas aneuploidias com ganho do
cromossomo 21.

O gene ETS2(do inglés, V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2)
€ um proto-oncogene cuja expressao € alta e vital no desenvolvimento embrionério
(YAMAMOTO et al., 1998). No nosso estudo, a metilacdo do gene ETS2 no sitio de
inicio de transcricdo foi menor nos casos em comparag¢do aos controles, podendo
estar relacionada com a superexpressdo desse gene. E importante ressaltar que o
gene ETS2 esta localizado no cromossomo 21, na RCA dos casos iAMP21, e foi
demonstrada a superexpressdo do gene neste subtipo de leucemia (STREFFORD et
al., 2006).0 padrao de metilacdo deste gene nao teve associacdo com 0s subtipos
incluidos no estudo, e o0 Unico caso IAMP21 nao seria suficiente para tirar nenhuma
concluséo consistente.

O gene PBX1 apresentou-se hipermetilado nos casos, quando comparados aos
controles e remissdes. Além disso, as amostras de remissao apresentaram um perfil
de metilacdo intermediario em relagcdo a casos e controles, ou seja, 0os controles
apresentaram os menores niveis de metilacdo de PBX1, enquanto nos casos esses
niveis foram maximos. Este gene faz parte da familia homeobox de fatores de

transcricdo e € frequentemente translocado em LLA pré-B com a translocagéo
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t(1;19)(g23; p13) que gera a fusdoTCF3-PBX1 (INABA et al., 2013). A proteina
resultante desta fusdo génica apresenta a substituicdo do dominio de ligacdo de DNA
TCF3 pelo dominio de ligacdo de DNA PBX1, transformando as células pela ativacao
constitutiva da transcricdo de genes regulados pela familia de proteinas PBX1 (LU;
WRIGHT; KAMPS, 1994). Na nossa analise, a regido promotora do gene PBX1 estava
hipometilada, enquanto o corpo do gene (regido de referéncia das analises de
validacéo) estava hipermetilado. Hipotetizamos que ambas as alteracbes podem estar
relacionadas com a superexpressao do gene, que pode ativar a transcricao génica de
modo semelhante ao que acontece quando ha a fusdo génica TCF3-PBX1.
Interessantemente, 0s casos com citogenética normal também apresentaram
hipermetilacéo no corpo do gene PBX1 em niveis mais altos que os demais subtipos
de LLA-CPB. E possivel que essa alteragdo no nivel de metilagdo nesse gene esteja
associada aos mecanismos de leucemogénese, mesmo nos casos sem alteracoes
genéticas recorrentes evidenciadas pelos métodos atuais. Estes achados necessitam
de novas investigacbes com analises mais robustas que incluam maior nimero de
casos.

O corpo do gene PDE9A (fosfodiesterase9A)foi encontrado hipometilado em
nossa série de casos de LLA-CPB. Este gene faz parte da familia de
fosfatidilesterases, desempenha importante papel na transducdo de sinais pela
regulacao das concentracdes celulares de nucleotideos ciclicos (FISHER et al., 1998).
Mais recentemente, foi visto que este gene esta envolvido no ponto de quebra do
cromossomo 21 nas LLA-CPB com iAMP21 (SINCLAIR et al., 2011).Além disso, ele é
pouco expresso em MO normal (FAGERBERG et al., 2014).

O gene PDE9A estava hipometilado no grupo total de casos, no entanto, na
analise subtipo-especifica, este gene estava hipometilado nos casos hiperdiploides e
hipermetilado nos casos LLA-CPB comKMT2A-r, demonstrando que ambos os perfis
gue se distanciam do padrao de normalidade estejam envolvidos na leucemogénese,
segregando perfis patogénicos desses dois subtipos de LLA-CPB distintos em relagéo
aos riscos preditivos.

Dando sequéncia a validacdo do microarranjo, selecionamos dois genes da
familia PRDM, PRDM9 e PRDM15. A familia PRDM tem em comum um dominio PR
na regido N-terminal, que esta relacionado ao dominio SET (metiltransferase) de
proteina-arginina metiltransferases, portanto reguladores epigenéticos(HUANG,;
SHAO; LIU, 1998).

116



Dois estudos recentes identificaram a presenca de variantes alélicas raras do
gene PRDM9 associadas a LLA-CPB de origem familiar (variantes C/C-like, D e L20),
especialmente envolvidas na susceptibilidade de LLA-CPB com aneuploidias(HUSSIN
et al.,, 2013; WOODWARD et al., 2014). A variante mais comum deste gene é
codificada pelo alelo A, que apresenta um dominio de ligacédo k-finger. As diferentes
variantes alélicas foram associadas com instabilidade gendmica(BAUDAT et al., 2010)
de modo que, os alelos variantes foram encontrados em maior frequéncia em pais de
criangas com LLA hiperdipléide (HUSSIN et al., 2013; WOODWARD et al., 2014). No
nosso estudo, a regido analisada neste gene foi um sitio de inicio de transcri¢cdo, que
se apresentou hipermetilada nos casos de LLA-CPB. Porém, os casos hiperdipldides
foram associados a niveis menores de metilacédo, ainda superiores ao grupo controle.

O gene PRDM15 (ZNF298) apresenta 25 éxons em aproximadamente 80 kb,
produzindo quatro transcritos por meio de splicing alternativo (ZNF298a, ZNF298b,
ZNF298ce ZNF298d). PRDM15 € expresso em tecidos fetais e adultos, e ja existem
especulacdes a respeito do papel oncogénico do mesmo (SHIBUYA et al., 2005). Ele
esta superexpresso em linfomas, que sdo um tipo de neoplasia linfoide semelhante a
LLA(GIALLOURAKIS et al., 2013). Em nossas analises, o corpo do gene PRDM15
apresentou-se hipometilado, sendo possivel entdo que este gene esteja pouco
expresso nos casos de LLA-CPB. O perfil de hipometilacdo deste gene foi fortemente
associado aos casos hiperdipléides, ao passo que a hipermetilacdo do mesmo foi
fortemente associada aos casos KMT2A-r. Ambas as altera¢ges distinguem esses
dois subtipos do grupo controle. E possivel que ambas as alteracdes estejam
relacionadas com a desregulacdo no ciclo celular e sejam mais uma evidéncia de
desregulacé&o nos caminhos que distinguem os subtipos de LLA-CPB.

Apesar da relevancia funcional das proteinas codificadas pelos genes
encontrados alterados neste estudo, assim como a importancia dos mesmos na
homeostase, o0 presente estudo ndo permite uma relacdo clara entre a metilacéo e o
fendtipo, pois trata-se de um estudo descritivo em que a expressao génica nao foi
avaliada, tampouco foram feitas analises funcionais em modelos experimentais.
Porém, este estudo fornece indicios de que a metilacdo aberrante pode ser um
mecanismo de desregulagdo adicional as fus6es génicas, translocacdes e mutacdes
em leucemias, mais especificamente em LLA-CPB. Além disso, é importante ressaltar
gue todas as alteracOes selecionadas para analise por pirossequenciamento foram
validadas em uma série independente de casos, em amostras de controles saudaveis

e remissdes, mostrando a robustez de nossos achados.
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A partir das andlises de validacao, também verificamos se o perfil de metilacdo
para os genes selecionados era diferente nos subtipos de LLA-CPB e foi possivel
identificar assinaturas de metilacdo subtipo-especificas. Estes achados corroboram
com estudos anteriores que demonstraram assinaturas epigenéticas nos diferentes
subtipos de LLA (FIGUEROA et al., 2013; GABRIEL et al., 2015; NORDLUND et al.,
2015a). Algo curioso visto nas andlises de validacao foi que as alteracdes de metilacao
nos genes estudados foram predominantemente de hipermetilacdo nos casos com
KMT2A-r e hipometilagio nos casos hiperdipléides. E importante salientar que esses
dois subtipos de LLA-CPB sao doencas fenotipicamente distintas quanto ao nivel
maturativo dos blastos, com demografia e aspectos clinicos também distintos quanto
a faixa etéria dos pacientes ao diagndstico e reposta terapéutica(MOORMAN, 2016).
Esse perfil de hipermetilagdo nos genes ARID3A, PDE9A e PRDM15encontrado nos
casos KMT2A-r foi também observado na faixa <1 ano e em casos CD10-. E possivel
gue os perfis de hipermetilacdo estejam associados ao pior progndéstico observado
nos casos KMT2A-r e a hipometilacdo, ao melhor progndstico visto nos casos
hiperdipléides.

Ja o0 gene PRDMY, apresentou maiores niveis de metilacdo nos casos de LLA-
CPB com idade superior a 10 anos ao diagnostico e alto risco de recaida. Além disso,
os altos niveis de metilacdo nesse gene também foram associados a outro marcador
de mau prognostico, o KMT2A-r, ao passo que o0s casos hiperdipléides foram
caracterizados por hipometilagdo no mesmo gene. A hipermetilacdo no gene PRDM9
nestes dois subgrupos de pior progndstico induz a conclusdo de que este consiste em
um biomarcador de mau progndstico, sugerindo que o perfil de metilacdo do mesmo
tem impacto na agressividade da doenca. Na nossa andlise, ndo houve nenhuma
associacao estatisticamente significante entre os niveis de metilacdo e o status de
sobrevida global desta série de pacientes. Porém, esta analise quanto ao desfecho
dos pacientes pode ser criticada quanto ao pequeno numero de pacientes com
informacao de sobrevida. Apesar disso, um estudo anterior também n&o observou
associacdo entre alteracbes nos perfis globais de metilacdo e sobrevida global
(GABRIEL et al., 2015).

A terceira e Ultima parte do estudo compreendeu a analise de metilagédo global.
Esta foi realizada nas mesmas 146 amostras incluidas nas analises de metilacédo
gene-especificas para os diferentes subtipos de LLA-CPB. A metilacdo global foi
inferida a partir de regides de LINE-1. Nao foram observadas diferencas nos niveis de

metilacdo de LINE-1 entre casos, controles e remissfes. No entanto, 0S casos
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hiperdipldides claramente apresentaram um perfil de hipermetilacdo em LINE-1 em
comparacao com o0s casos nao-hiperdiploides e os demais grupos de amostras.

A contribuicdo da metilacdo de DNA ja foi demonstrada em algumas
investigagBes nas quais autores realizaram andlises epigendmicas baseadas em
microarranjo, sendo que ja foi proposta a implementacdo de analises de metilacéo na
pratica diagnostica de LLA-CPP dadas as assinaturas epigenéticas subtipo-
especificas (FIGUEROA et al.,, 2013; NORDLUND et al., 2015a). Porém, a
implementacg&o desta técnica, sobretudo na realidade brasileira, ainda néo é factivel,
devido ao alto custo e tempo necessario desde a coleta do material, processamento
dos dados e liberacéo do resultado. Neste contexto, o perfil de metilacdo em LINE-1
pode ser um biomarcador promissor.

A metilacdo em LINE-1 fornece uma estimativa do status de metilagéo global e
esta avaliagcdo é muito mais tempo e custo-efetiva. Esta foi mais extensivamente
explorada em leucemias mieldides que em LLA. Apenas dois trabalhos descreveram
metilacdo em LINE-1 em pacientes com LLA-CPB. O primeiro teve como foco
pacientes com KMT2A-r (STUMPEL et al., 2013). O segundo estudo incluiu apenas
32 amostras de LLA-CPB e demonstrou que as amostras contendo blastos
leucémicos, tanto linfoides quanto mieloides, apresentavam maiores niveis de
metilacdo quando comparados aos controles (BUJKO et al., 2014). Adicionalmente,
eles também caracterizaram as LLAs com os maiores niveis de metilagcdo quando
comparadas as LMAs, em relacdo aos controles e as remissdes (BUJKO et al., 2014).

No presente estudo, nés fornecemos dados inovadores no que diz respeito a
relevancia da metilacdo em LINE-1 em uma coorte maior, cujas caracteristicas
citogenéticas e moleculares das amostras foram minuciosamente determinadas e
exploradas. N6s demonstramos pela primeira vez que as LLA-CPB hiperdipléides
apresentam hipermetilacdo em LINE-1, quando comparadas aos demais subtipos de
LLA-CPB, controles e remissdes. A razdo pela qual os blastos hiperdipléides
apresentam altos niveis de metilagéo, contrapondo-se a hipometilagdo encontrada em
tumores solidos, ainda ndo estd bem estabelecida em termos de modelos
experimentais.

No nosso estudo, o perfil de metilagdo em LINE-1 apresentou sensibilidade de
76,27% na distincdo entre o subtipo hiperdiploide e os demais subtipos. Apesar da
baixa especificidade, é possivel propor que analises de metilagcdo em LINE-1 podem
ajudar no aprimoramento do diagnéstico quando ndo sao disponiveis outros

marcadores moleculares para a avaliagcao da hiperdiploidia.
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Além das analises de metilacdo global subtipo-especifico, nés nos baseamos
na hipotese de que a baixa atividade enzimatica decorrente do polimorfismo MTHFR
rs1801133 poderia ocasionar diminuicdo nos niveis de metilacdo global e gene-
especifica. Portanto, testamos essa associacdo em amostras de LLA-CPB e controles.
N&o obstante, tais associagdes foram observadas por outros autores em modelos de
cancer colorretal, mama, pulméo e doenca da artéria coronaria (FRISO et al., 2002;
PAZ et al., 2002). Uma meta-andlise recente incluindo dados em pool de 1147
individuos mostrou que ndo havia associacdo entre o polimorfismo e os niveis de
metilacéo global (TT vs CC: z=0.25; p=0.80; CT vs CC: z=1.04; p=0.30) (WANG et al.,
2016).

A deficiéncia de folato esta associada a incorporacao errbnea de uracila, o que
proporciona quebras na fita de DNA durante a excisdo dessa base pelo sistema de
reparo, aumentando potencialmente o risco de aberragdes cromossémicas, como por
exemplo, adicdo de cromossomos caracteristicos de hiperdiploidia. Além disso, a
caréncia de folato também estd associada com hipometilacdo global, outra via que
tem potencial de participar dos mecanismos de leucemogénese (BLOUNT et al., 1997,
JAMES et al., 1997).

O mecanismo de formacdo de quebra na dupla fita de DNA decorrente da
caréncia de folatos e incorporacéo errénea de uracil pode ocorrer de duas formas néo
excludentes, 1) base excision repair (BER), na tentativa de remover a base
incorporada erroneamente e, 2) recombinacdo homéloga em resposta aos
intermediarios de BER ou colapso na forquilha de replicacdo durante o fenémeno de
thymineless stress. A quebra na dupla fita de DNA pode resultar em recombinacéo
cruzada, eventos de conversao ou em rearranjos cromossomicos (BERGER,;
PITTMAN; WYATT, 2008). Rearranjos génicos sao alteragcbes comuns em leucemias,
gue apresentam como caracteristica a presenca de translocagcdes, inversées
cromossOmicas e delecdes em genes regulatérios do desenvolvimento celular. Como
citado anteriormente, existem fortes evidéncias da origem intrauterina das leucemias
pediatricas. Neste periodo, é necessaria uma grande quantidade de folato para a
grande demanda de multiplicacéo celular, formacédo dos sistemas hematopoiético e
endotelial. A suplementacdo tem sido descrita como fator protetor contra LLA
pediatrica (THOMPSON et al., 2001).

Nesta série de casos de LLA-CPB, verificamos um perfil de hipermetilagéo no
gene PDEY9Aassociado ao genétipo MTHFR CT. Porém, apesar da significancia

estatistica, 0 nosso grupo controle ndo é grande o suficiente para afirmar que este
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achado é verdadeiro. No grupo de casos, ndo houve qualquer associagdo entre o perfil
de metilacdo gene-especifico, metilacdo global e polimorfismo no gene MTHFR. No
caso da metilacao global, a falta de associacdo pode ser uma consequéncia da alta
frequéncia de amostras hiperdipléides no nosso grupo de casos, uma vez que estes
apresentaram perfil de hipermetilagao de LINE-1.

Este estudo cobriu os aspectos genéticos e epigenéticos das LLA-CPBs,
trazendo contribuicdes no que diz respeito ao diagndstico diferencial das LLA com
IAMP21 e hiperdipléides. Conseguimos descrever alteragdes raras, assim como a
aplicabilidade do uso do microarranjo de metilagcdo (HumanMethylation450 BeadChip
Kit, lllumina, Califérnia, Estados Unidos) na identificacdo de alteragcdes em numero de
copias dentro das leucemias. Também percorremos todo um caminho na
caracterizacao do perfil de metilacédo global e gene-especifica nos diferentes subtipos
de LLA-CPB. Esta abordagem pode ser uma alternativa, uma vez que utiliza apenas
DNA, e pode ainda ser aliada a outras técnicas, como o indice de DNA, nédo
necessitando a obtencdo de mitose para ser realizadas. NO0s ndo avaliamos a
sensibilidade e especificidade desses dois testes em conjunto, visto que se tratou de
um estudo retrospectivo e ndo dispomos dos dados de indice de DNA dessas
amostras.

Apesar disso, conseguimos gerar uma grande quantidade de dados,
demonstramos que as LLA-CPBs com alteracbes no cromossomo 21 constituem
subgrupos heterogéneos do ponto de vista genético, de metilacdo e clinico.
Identificamos a metilacdo de genes especificos como biomarcadores de subtipos de
LLA-CPB, muitos deles, como ARID3A e PRDM15, foram capazes de distinguir
diferentes subtipos de LLA-CPB com alta acurécia. Adicionalmente, foi feita a
caracterizacao do perfil de metilacdo global em uma coorte de LLA-CPB estratificada
por subtipo e nds também fornecemos novos dados no que diz respeito a relagcéo entre
o polimorfismo MTHFR rs1801133 e a metilacdo global em LLA. Ambos os achados
contribuem para o melhor conhecimento das lesbes genéticas e do papel da metilacao
de DNA na patogénese das LLA-CPBs, assim como na identificagdo de novos

biomarcadores.
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6. CONCLUSOES

e Pela adicdo de sondas centroméricas e teloméricas direcionadas ao
cromossomo 21, foi possivel distinguir sem qualquer duvida o caso iAMP21 dos

casos hiperdiploides.

e O perfil de CNA encontrado nas amostras com ganho em namero de copias foi
heterogéneo, envolvendo ganho de cromossomos 21 inteiros, o somatério da
fusdo ETV6-RUNX1 e trissomia do cromossomo 21, além de iAMP21. Além destas,
foram identificadas alteracdes estruturais e numéricas em outros cromossomos. A

maior parte dos casos foram classificados como hiperdipldides.

e Os casos de LLA-CPB com ganho no cromossomo 21 apresentaram perfil de

metilacdo gene-especifico distinto dos controles e amostras de remissao.

e Foram encontradas assinaturas epigenéticas em genes especificos dentre as
LLA-CPBs. Os subtipos com a fusdo ETV6-RUNX1 (ARID3A), TCF3-PBX1
(PRDM15), KMT2A-r (ARID3A, PDE9A, PRDM9 e PRDM15), cari6tipo normal
(PBX1) e hiperdipléides (ARID3A, ERG, PDE9A, PRDM9 e PRDM15)
apresentaram diferentes niveis de metilacdo quando comparados aos demais
subtipos de LLA-CPB.

e Os casos hiperdipléides foram caracterizados por apresentar hipermetilacéo
global (LINE-1) quando comparados aos demais subtipos de LLA-CPB, controles

e amostras de remissao.

e O polimorfismo MTHFR rs1801133 nédo esta relacionado com diferengas no
perfil de metilagdo em blastos leucémicos.
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Long interspersed nuclear element-1 methylation levels differ in acute
lymphoblastic leukemia subtypes, but are not related to MTHFR rs1801133
polymorphism

Running title: Line 1 methylation in acute lymphoblastic leukemia

ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer.
Nevertheless, B cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) is a
multifactorial disease. In this context, folate bioavailability could contribute to
leukemogenesis by altering the DNA methylation. BCP-ALL subtypes have been
characterized by gene-specific DNA methylation, but the global methylation profile of
this disease is poorly explored. Therefore, this study aims to investigate whether the
LINE-1 methylation status would be altered in BCP-ALL, if it differs in BCP-ALL
subtypes, and whether MTHFR rs1801133 polymorphism would be associated with
global methylation levels. So, we included 149 samples, BCP-ALL (n=117), cord
blood controls (n=27) and remission samples (n=5). MTHFR rs1801133 genotype
was performed by PCR-RFLP. DNA was modified with EZ DNA Methylation™ Kit,
LINE-1 methylation was analyzed by pyrosequencing between the different BCP-ALL
subtypes. There were no statically significant differences in the LINE-1 profile
amongst BCP-ALL with chromosomal translocations or normal karyotype. Otherwise,
hyperdiploid samples showed higher LINE-1 methylation levels when compared with
non-hyperdiploid BCP-ALL samples (p=0.0004), controls (p=0.0013) or remission
samples (p=0.0198). LINE-1 methylation was able to distinguish the hyperdipoid from
the non-hyperiploid cases with an accuracy of 70.56% (p=0.0004). MTHFR
rs1801133 was not associated with methylation changes. Thus, we reinforced the
observation that the global hypermethylation phenomena observed in ALL.

Additionally, we showed that
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INTRODUCTION
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer,

corresponding to approximately 25% of cancer diagnoses among children under 20
years(KATZ et al., 2015). B cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) is
clearly a genetic disease, characterized by primary and secondary genetic lesions.
Chromosomal translocations are often the primary abnormalities, resulting in gene
fusions, or aneuploidy (gain or loss of whole chromosomes); whereas secondary
abnormalities are often characterized by copy number alterations (CNA) and point
mutations.

Nevertheless, ALL is a multifactorial disease modulated not only by genetic
susceptibility, but also by environmental exposure. In this context, folate bioavailability
could contribute to leukemogenesis. Folate is essential for the DNA synthesis, repair
and methylation and polymorphisms in folate-related genes have already been
associated with both etiology and therapeutic risk in childhood ALL. The enzyme 5,10-
Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR), which catalyzes the reduction of 5,10-
methylenetetrahydrofolate to 5-methyltetrahydrofolate, is encoded by a polymorphic
gene and has been the focus of several studies in ALL and other tumors [4]. The
MTHFR rs1801133 polymorphism leads to the translation of a thermolabile enzyme
with reduced activity due to conformational changes in the protein structure, causing a
significant reduction in the flavin adenine dinucleotide binding affinity. This enzyme is
crucial for folate metabolism and its malfunctioning may, therefore, impair DNA
methylation (CHIANG et al., 2007; MOORES et al., 2011).

DNA methylation is an epigenetic mechanism of gene expression regulation
which is largely altered in cancer, leading to inactivation of tumor suppressors genes
and/or activation of proto-oncogenes and mobile elements (CHEUNG et al., 2010).
Solid tumors usually present a global DNA hypomethylation, but in ALL this
phenomenon is not completely understood. It has already been demonstrated that
different ALL subtypes show distinct gene-specific DNA methylation signature, but little
is known about the influence of global methylation in this disease.

The majority of the human genome consists of non-coding DNA elements
(~98%). Mobile elements (transposons and retrotransposons) account for a large
proportion of such non-coding regions and are mostly represented by short
interspersed elements (SINEs) and long interspersed elements (LINES), which
constitute about 33% of the human genome (Lander et al., 2001). Long interspersed
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nuclear element-1 (LINE-1), specifically, represents about 17% of the genome. LINE-
1 sequence comprises a 5'-untranslated region (UTR), two open-reading frames, and
a 3'-UTR. The expression of LINE-1 elements and, therefore, their retrotransposition
ability are largely regulated by DNA methylation. In this context, it has been shown that
LINE-1 hypomethylation leads to retrotransposition events which, in turn, trigger
chromosome breaks, genomic instability and deletions. in cancer cells. Due to the high
frequency and biologic relevance of these elements, they are useful surrogate markers
for global methylation status.

Despite ALL subtype-specific methylation signatures have already been
described, to date, few studies have evaluated global methylation changes in ALL ,
they demonstrated a hypermethylated profile in leukemia samples. Therefore, this
study aims to investigate whether the global methylation status, evaluated by LINE-1
methylation assessment, is altered in ALL and differs according to CPB-ALL subtypes,
as well as to verify the association between MTHFR rs1801133 polymorphism and

global methylation levels.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

Patient cohort was recruited from a network of 35 childhood cancer centers
located in cities across Brazil that send samples to the laboratory of Pediatric
Hematology-Oncology Program (PHOP) at the Brazilian National Cancer Institute
(INCA), Rio de Janeiro, Brazil for diagnostic and research purposes. The referring
physicians provided information regarding sample collection date (bone marrow
aspiration and/or peripheral blood) and previous medication use. Demographic and
clinical data were also provided and included birth date, sex, white blood cell (WBC)
count, percentage of bone marrow blasts and central nervous system (CNS)
involvement. Clinical follow-up information was requested later.

B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (Bcp-ALL) characterization was
performed by immunophenotyping and molecular cytogenetics. Recurrent
abnormalities such as ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 and KMT2A
rearrangements were detected by RT-PCR and/or by FISH. In this study, children aged
less than 18 years with a confirmed diagnosis of acute lymphoblastic leukemia
between 2002 and 2015 were included (n=117). We also included cord blood controls
(n=27) and remission samples (n=5).

Among the 117 Bcp-ALL samples, sixty presented gain of chromosome 21 (by
MLPA). Among them, we analyzed 45 samples by FISH, forty-two were then classified
as hyperdiploid or high hyperdiploid, two were ETV6-RUNX1 +21 and one was
IAMP21. Additionally, we included samples from the different ALL subtypes by chance.
According to the molecular cytogenetics they were characterized as ETV6-RUNX1
(n=18), TCF3-PBX1 (n=15), KMT2A-r (n=19) and normal kariotype (n=5). The number
of sample included by subtype is shown in Supplemental Figure 1. Data collection and
laboratory procedures were evaluated and approved by the Research Ethics
Committee from INCA, Rio de Janeiro (CEP#626.268).

Mononuclear cells from bone marrow or peripheral blood samples were isolated
by ficoll centrifugation or RBC lysis and stored at -20 °C in TRIzol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) and DNA was isolated according to manufacturer's instructions.
Additionally, we also used frozen blood cells to obtain DNA using QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

Analysis of LINE-1 methylation levels
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A total of 500 ng of genomic DNA was treated with bisulfite using EpiTect kit
(Qiagen, Hilden, Germany), according to manufacturer’s instructions. LINE-1
methylation levels were measured using pyrosequencing assay and primers'
sequences as previously described. The PCR protocol performed included the addition
of 5 mM of MgCl., Buffer 1x, 200 uM of DNTP, 10 pmol of each primer, one unity of taq DNA
polimerase platinumand 25 ng of bisulfite treated DNA in a final volume of 50 pL. PCR thermal
cycling was performed as follows: initial denaturation at 95°C for 15 minutes, followed
by 50 cycles consisting of denaturation at 95°C for 40 seconds, annealing at 56°C for
40 seconds and extension at 72°C for 40 seconds, a final extension step was

performed at 72°C for 10 seconds.

MTHFR rs1801133(677C>T) Genotyping

Genotyping was performed by the standard polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) technique for determining
MTHFR rs1801133(677C>T) genetic variants. The PCR product was digested with
Hinf | enzyme, and fragments were separated by electrophoresis on 3.0% agarose

gels.

Statistical analysis

We first calculated the mean of the 5 CpG sites evaluated in LINE1 sequence
for each sample. Next, we evaluated whether the different sample groups followed
normal distribution using Kolmogorov-Smirnov test. Mann—Whitney or t test were then
employed when comparing two groups, while one-way ANOVA and Bonferroni or
Kruskal Wallis and Dunns test were used to compare more than two groups.
Differences were considered statistically significant when p< 0.05. Analyses and data

visualization were performed with GraphPadPrism5 software (La Jolla, CA, USA).
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RESULTS

LINE-1 methylation in BCP-ALL

The clinical and demographic characteristics of the 117 ALL patients included
in the present study are shown in Table 1, the number of cases varied due to missing
data. Most of the patients are CD10+ (85%) and present WBC count lower than 50,000
(64%). The remaining clinical features showed homogenous distribution among the
patients. The mean survival for all samples was 12.9 years (IC 95%, 9.98-14.60) while
the median was of 3.7 years.

Next, LINE-1 (L1) methylation profile was evaluated in all patients and controls.
For all analyses, the mean of the five CpG sites evaluated was used. Interestingly, a
similar L1 methylation profile was observed in controls (median methylation of 71%),
cases (median methylation of 72%) and remission samples (media methylation of
70%) (Figure 1A). However, ALL samples showed the greatest methylation range, with
a minimum of 61% and a maximum of 79%. A paired analysis between ALL and
remission samples revealed that L1 methylation levels were lower in the remission
samples of three out of five cases evaluated, when compared with the methylation
levels at diagnosis (Figure 1B). For the other two patients, L1 methylation levels did
not differ between diagnosis and remission.

The analysis of L1 methylation profile by ALL subtype showed that the
methylation levels in ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-r and abnormal
karyotypegroups did not differ from the methylation detected in samples negative for
these aberrations (Figure 2A-D). The same was true when comparing these groups to
normal or remission samples (Figure 2A-D). On the other hand, hyperdiploid samples
showed higher L1 methylation levels when compared with ALL non-hyperdiploid
samples (p=0.0004), controls (p=0.0013) or remission samples (0.0193) (Figure 2E).
Once such differences were observed, we used a ROC curve analysis to evaluate
whether L1 methylation levels were able to discriminate non-hyperdiploid from
hyperdiploid samples. Interestingly, with a cut-off of 72.5%, L1 methylation
distinguished the two samples groups (p=0.0004) with an accuracy of 70.56% (Figure
2F). However, although a high specificity was observed (76.27%), the sensitivity was
rather low (53.49%). We also evaluated whether L1 methylation levels differ according
to NCI risk stratification criteria, survival outcome, gender, age or WBC count, but no

statistically significant differences were observed (Table 2), on the other hand, the
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immunophenotyped was related to different L1 methylation (p value= 0.004), the CD10
+ group was hypermethylated (Table 2).
LINE-1 methylation according to MTHFR genotype
The genotype frequencies for the MTHFRrs1801133 polymorphism are shown
in Table 1. Most of the patients were homozygotes for the wild-type allele (53%), while
heterozygotes and polymorphic homozygotes accounted for 47% of the cases. Allelic
distributions are consistent with Hardy-Weinberg equilibrium (X2 test P value = 0.79).
In addition, we investigated if L1 methylation levels differ according to MTHFR
genotype, but no statistically significant differences were observed (Table 2).

DISCUSSION

In this study, we defined the global methylation profile in a series of 117 ALL
samples. The patients were characterized in hyperdiploid, ETV6-RUNX1+, TCF3-
PBX1+, normal karyotype and KMT2A-r subtypes. Our sample set showed
predominance of cases with chr 21 gains. We also included controls and remission
samples. No differences in LINE-1 methylation levels were observed when comparing
controls, remissions and all ALL samples. On the other hand, hyperdiploid cases
clearly showed a hypermethylation in comparison with non-hyperdiploid ALL or the
other sample groups.

The contribution of DNA methylation to ALL genesis has been addressed by
different authors during the last years. Array-based analyses have demonstrated that
different ALL subtypes show specific DNA methylation signatures (FIGUEROA et al.,
2013; NORDLUND et al., 2015a). Therefore, the use of these signatures was
proposed as a tool in diagnostic practices, as well as an outcome predictor at diagnosis
and remission. However, the implementation of DNA methylation signatures in the
clinics is not feasible due to the high cost and time required to perform the analyses.
In this context, LINE-1 methylation could be a promising biomarker. LINE-1 methylation
provides an estimation of global methylation status and its evaluation is much more
time and cost-effective. But its relevance has been more extensively explored in acute
myeloid leukemia than in ALL. To date, only two studies involving a few number of ALL
cases have focused on L1 methylation analysis. The first one included infant ALL cases
and focused on KMT2A-r subtype comparing the methylation pattern of 45 KMT2A-r
samples withll KMT2A-GL samples showing that KMT2A-r ALL cells were
characterised by an overall methylated genomic state (STUMPEL et al., 2013).The

second study included just 32 ALL cases and showed that AML and ALL samples have
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had higher LINE-1 methylation when compared to corresponding normal controls
(BUJKO et al., 2014). Additionally, they also characterized the ALL group with the
highest DNA methylation level compared to AML and controls (BUJKO et al., 2014). In
the present study, we provide new data regarding the relevance of LINE-1 methylation
in a larger number of samples in a well characterized ALL cohort. Here we showed for
the first time hyperdiploid samples showing L1 hypermethylation when compared with
others ALL subtypes, controls or remission samples.

It is quite challenging to obtain mitosis in ALL samples, especially in countries
like Brazil, with continental extension and where reference diagnostic centers are
scarce. It may take up several days from sample collection to analysis and, therefore,
hyperdiploidia is rather hard to diagnose. In our study, L1 methylation profile showed
a sensitivity of 76.27% to distinguish hyperdiploid from non-hyperdiploid samples and,
although the specificity was low, it is tempting to propose LINE-1 methylation analysis
could help improving diagnosis. So far, no molecular biomarkers are available for
hyperdiploidia diagnosis and the approach proposed here could represent an
alternative just using DNA.

Based on the hypotheses that the lower enzymatic activity resulting for MTHFR
rs1801133 polymorphism could lead to decreased global methylation levels, we tested
this association in ALL samples. Notwithstanding such association has already been
observed by other authors in with colorectal, breast, lung tumors and coronary artery
disease models (FRISO et al., 2002; PAZ et al., 2002). Despite of this, one recent
meta-analysis including pooled data from 1147 individuals showed no association
betwwen polymorphism and global methylation level (for TT vs. CC: z50.25; p50.80;
for CT vs. CC: z51.04; p50.30) (WANG et al., 2016). We didn't find any association in
our cohort. This might be a consequence of the high prevalence of hyperdiploid
samples in our sample set, which showed a hypermethylation profile. Therefore, the
lack of association between MTHFR polymorphism and L1 methylation might be a
specificity of the sample group evaluated in our study. Our control group was not big
enough to confirm this hypothesis.

Here we characterize the global methylation landscape of an ALL cohort
thoroughly stratified by subtype, we also provided a new data involving the relationship
between MTHFR rs1801133 polymorphism and the global methylation in ALL. Both
findings contribute to improve the knowledge regarding the involvement of DNA

methylation in leukemia pathogenesis, susceptibility and biomarkers.
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The results indicated that the Hyperdiploid ALL as characterized by an
increased DNA methytion in L1 regions. It is not clear how this methylation profile could
be related to this specific subtype of leukemia or why the hyperdiploid blasts present
hypermetilation instead of hypometilation, as it is seen in solid tumors. On the hand,
the MTHFR rs1801133 polymorphism is not contributing to this methylation changes

neither in the leukemic blasts nor in normal controls.
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ABSTRACT (150 words)

B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) is a heterogeneous disease.
Chromosome 21 abnormalities occur in approximately 60% of cases and confer
variable outcome. This study aims to identify high hyperdiploid and iIAMP21 among
BCP-ALL patients with chromosome 21 abnormalities. We selected 373 BCP-ALL
cases investigated for chromosome 21 copy number alterations (CNA) using Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) and Fluorescence in situ hybridization
(FISH). The MLPA analysis showed CNA gain in 82/373 (22%), associated with
RUNXZ1 signals (FISH). Most of these gains were related to extra chromosome 21 in
high hyperdiploid (n=53) added to other chromosomal gains: 4 (58%), 10 (57%), 14
(84%), 17 (53%), 18 (60%), X (86%) and Y(46%). Just one case was IAMP21,
confirmed byl13/21centromere and 21q probes. MLPA targeted to chromosome 21,
complemented by FISH, using a range of centromeric and locus-specific probes, will
accurately discriminate IAMP21-ALL from high hyperdiploid in the absence of
karyotype.

Key words: Acute lymphoblastic leukemia, intrachromosomal amplification of
chromosome 21, iAMP21.
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INTRODUCTION

Paediatric B-cell precursors acute lymphoblastic leukaemia (BCP-ALL) is a
heterogeneous disease in terms of demographics, immunophenotype and genetic
features. Overall, it has a favourable outcome, with a 5-year event-free survival of
around 90%. This excellent result has been achieved in part by risk stratification of
patients for treatment according to prognostic criteria, including clinical features (age
and white blood cell count), cytogenetics and response to treatment, measured by
the level of minimal residual disease (MRD). Chromosomal abnormalities define
distinct subgroups of B-ALL of differing prognostic significance. Good risk markers
are the translocation t(12;21)(p13;922)/ETV6-RUNX1 and high hyperdiploidy (51-65
chromosomes), while markers of poor risk include KMT2A (MLL) rearrangements,
t(17;19)(q22;p13)/TCF3-HLF, near-haploidy low hypodiploidy, t(9;22)(q34;911)/BCR-
ABL1 and intrachromosomal amplification of chromosome 21 (IAMP21) (MOORMAN,
2016).

High hyperdiploidy and the ETV6-RUNX1 fusion are the main recurrent
genetic abnormalities, in total accounting for about 50% of B-ALL in children. A
common feature of both subtypes is the involvement of chromosome 21. High
hyperdiploidy is characterised by the specific gain of chromosome 21 in all cases, as
well as frequent gains of chromosomes X, 4, 6, 10, 14, 17 and 18 (HEEREMA et al.,
2000; MOORMAN; RICHARDS; MARTINEAU; CHEUNG; ROBINSON; JALALLI;
BROADFIELD; HARRIS; TAYLOR; GIBSON; HANN; HILL; KINSEY; EDEN,;
MITCHELL; HARRISON; et al., 2003), while the ETV6-RUNX1 fusion results from a
translocation between chromosomes 12 and 21 (ROMANA et al., 1995). More
recently, a rare B-ALL cytogenetic subgroup has been described, defined by an
unusual abnormality of chromosome 21, known as iIAMP21(HAREWOOD et al.,
2003; ROBINSON et al., 2003b; MOORMAN et al., 2007; ATTARBASCHI et al.,
2008; HARRISON; MOORMAN; SCHWAB; CARROLL; RAETZ; DEVIDAS;
STREHL; NEBRAL; HARBOTT; TEIGLER-SCHLEGEL; ZIMMERMAN; DASTUGE;
BARUCHEL; SOULIER; AUCLERC; ATTARBASCHI; MANN; STARK; CAZZANIGA;
CHILTON; VANDENBERGHE; FORESTIER; HALTRICH; RAIMONDI; PARIHAR,;
BOURQUIN; TCHINDA; HAFERLACH; VORA; HUNGER; HEEREMA; HAAS; et al.,
2014; HARRISON, 2015a). The current international definition of IAMP21 is the
presence of five or more RUNX1 signals seen by FISH, with four or more of these

signals localised to one abnormal copy of chromosome 21(HARRISON et al., 2010).
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It occurs predominantly in older children and is associated with a high risk of relapse
on standard therapy. In the UK childhood ALL treatment trial, UKALL2003, and USA,
Children’s Oncology Group, COG AALL0331 and AALL0232 clinical trials,
respectively, it was independently shown that intensive treatment of IAMP21-ALL
patients dramatically reduced their relapse risk and increased their survival
(HEEREMA et al., 2013; MOORMAN et al., 2013). Therefore, in order to assign
these patients to the appropriate risk group for treatment, their accurate diagnosis is
essential. To address this issue, the aim of this study was to identify patients with
high hyperdiploidy and iAMP21-ALL among a cohort of B-ALL patients from Brazil,
where samples are not routinely available for cytogenetic and FISH, and to develop a

workflow suitable for integration into clinical practice.

MATERIAL AND METHODS

Patients

Patients included in this study were children aged less than 18 years at diagnosis
and from different Brazilian regions between 2002 and 2015. Patient cohort consists
of children recruited throughout a net work of 35 childhood cancer centres located in
cities across Brazil, that send samples to the laboratory of Pediatric Hematology-
Oncology Program (PHOP) at Rio de Janeiro, Brazil for diagnostic and research
purposes(POMBO DE OLIVEIRA et al., 2009). The time-frame from the sampling
center and the laboratory (PHOP) varied between 8 to 36 hours, depending upon the
distance between them (EMERENCIANO et al., 2011). The referring physicians
provided information regarding, sample collected date (bone marrow aspiration
and/or peripheral blood) and whether previous medication use. Demography and
clinical data also included birth data, sex, white blood cell (WBC) count, percentage
of bone marrow blasts, central nervous system (CNS) involvement. Clinical follow-up
information were also requested later.

Bcp-ALL characterization was performed by immunophenotype and molecular
cytogenetic. Among 1,046 samples of B-ALL, 373 samples without cytogenetic
results were selected to study copy number alterations (CNA) involving chromosome
21. Recurrent abnormalities such as ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 and
KMT2A rearrangements were detected by RT-PCR and/or by FISH and excluded
from further CNA involving chromosome 21study as solely abnormalities.

Data collection and laboratory procedures were evaluated and approved by the
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Research Ethics Committee from the National Cancer Institute, Rio de Janeiro
(CEP#626.268, approved 28™ April, 2014).

Methods.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

The MLPA SALSA P327 probe kit (MRC Holland, http://www.mlpa.com) was used to

investigate CNA involving chromosome 21. MLPA and capillary electrophoresis (ABI

3130xl, Life Technologies, Carlsbad, CA), based on amplification product separation,
were performed according to manufacturers’ instructions. Relative copy numbers of
probes were generated after normalization of peaks against healthy controls (DNA
extracted from cord blood). MLPA analysis was performed using Gene Marker 2.2.0
software (Soft Genetics LLC, State College, PA). Normal peaks range from 0.75 to
1.3, while peaks lower than 0.75 indicate loss and higher than 1.3 indicate gain. Peak

ratios between 1.75 and 2.15 are indicative of two extra copies of a specific region.

Fluorescence in situ Hybridization (FISH).

FISH was performed using the LPHO12 TEL/AML1 Translocation, Dual Fusion Probe
designed to detect the ETV6-RUNX1 fusion, according to manufacturer’s instructions
(Cytocell, Cambridge, UK). Further FISH was carried out on samples with
multipleRUNX1 signals using specific probes for chromosomes 4, 10, 14, 17, 18, X
and Y (Supplementary Table 1) to determine high hyperdiploidy. Chromosome 14
copy number was determined using an IGH break apart probe (Cytocell). A
centromeric probe targeting both chromosomes 13 and 21 and an additional

chromosome 21 sub-telomeric probe were used for verification of IAMP21.

Results.

MLPA testing identified 82/373 samples with copy number gains involving
chromosome 21 (MLPAP®S), as indicated in Figure 1, whereas 291 samples showed
no chromosome 21 copy number changes. The clinical and demographic features of
the 82 MLPAP®s cases are shown in Table 1. MLPAP® cases were predominantly
between 2 to 10 years old and CD10Ps (p.0.004; <0.001, respectively).
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The workflow chart that highlight the validation of MLPA results and FISH analysis
are shown in Figure 1. To validate the MLPA results, FISH, using the TEL/AML1
probe, was carried out in 62 MLPAP° samples with fixed cells available and a
variable number of RUNX1 signals was detected: 3 (n=18), 4 (n=23) and 5 or more
signals (n=11). The 11 patients with >5 RUNX1 signals potentially fulfilled the basic
international criteria for IAMP21-ALL.

As conventional karyotypes were not available for most these patients, we performed
additional FISH analysis then, to identify additional chromosome gains in
hyperdiploidy. Centromeric probes for the most frequently chromosomes gains had
used, such as, chromosomes 4, 10, 17, 18, X, and Y. Additionally, the IGH probe for
chromosome 14, were performed in 54 MLPAP®s samples. The frequency of
chromosome gains in each cytogenetic group subtypes varied between patients as
shown in Table 2. The addition of chromosome 21 was found in all cases, followed
by chromosome X (86%), chromosome 14 (84%), chromosome 18 (60%),
chromosome 4 (58%), chromosome 10 (57%) and chromosome 17 (53%). In one
patients with ETV6/RUNX1 addition chromosome 17, chromosome 18, chromosome
X and chromosome 21 were found (Figure 2a). High hyperdiploidy was confirmed in
50 patients defined by the gain of more than 3 chromosomes. The patient 1 present
only two chromosome gains that was not further explored due to poor viability of the
cells preparations. The loss of chromosome 17 in patient 4 and loss of Y
chromosomes in patients 1 were also observed. In two patients (# 17 and 18), the
gains of chromosome 21 identified by MLPA, were shown to be associated with
ETV6-RUNX1 fusions. The only case with true IAMP21 an additional Chromosome
Y and 21g- were also observed.

The MLPA profiles and FISH pattern observed in patients not classified as
high hyperdiploidy were further investigated. We observed two different copy number
profiles. The first indicated homogenous gain along the entire chromosome 21, with
peak ratios between 1.3 and 2.15 in 81 cases (Figure 2b). The second profile
showed heterogeneous copy humber changes along the length of chromosome 21
(n=1), including normal profile (peak ratio 0.75-1.3), copy number gain of more than
two additional copies (peak ratio higher than 2.15) and deletion (peak ratio lower than
0.75). The latter copy number profile is typical of iIAMP21 as seen by SNP arrays (LI
et al., 2014), including regions with normal CNA profile alongside regions with high

level gain and deletion within the chromosome 21 subtelomeric region. Similarly
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review of the TEL-AML1 FISH, showed two different signal distribution patterns. In
some cases, the extra signals were spread throughout the nucleus, whereas other
cases showed an isolated RUNX1 signal together with a tight cluster of an
uncountable number of RUNX1 signals. This latter pattern is characteristic of
IAMP21. One patient showed both a MLPA profile and RUNX1 signal pattern
consistent with iIAMP21 (Figure 2b and 2c). This result was further validated using
chromosomes 13/21 centromere and chromosome 21 subtelomeric probes, for which
four centromere (13/21, green) and one telomere (21q, red) signals, respectively,
were observed in Figure 2d. This sample was classified as true IAMP21-ALL. We
also tested the 11 samples with 5 or more RUNXL1 signals by FISH (13/21
centromere and chromosome 21 subtelomeric). Betweem them, in 10/11 patients,
the additional RUNX1 signals were related to additional copies of the chr 21 (Fifure
2e and 2f).

Discussion.

Cytogenetic classification in the diagnostic of different BCP-ALL subtypes is a
common consensus to the risk stratification (PUI et al., 2011; MOORMAN et al.,
2014). With this in mind, recently, Irving et al., have dissected the clinical relevance
of chromosomal abnormalities, analysing the cytogenetic profile, CNA and gene
mutations that predict relapse in robust cohort of BCP-ALL in a international study.
The genomic landscape of the major cytogenetic subtypes is not always correlated
with predicted outcome, sustained that a very precise cytogenetic characterization
should be performed at the BCP-ALL diagnosis (IRVING et al., 2016). Nevertheless,
in the great majority of paediatric centre the algorithm of tests to characterize BCP-
ALL relies on conventional cytogenetic and molecular tests either by reverse
transcriptase-PCR for the main gene fusion (ETV6-RUNX1, E2A/PBX1, MLL-AFF1,
MLL-MLLT3, BCR-ABL1), or FISH and DNA content index as proxy of diploid by flow
cytometry(HOLMFELDT et al., 2013).

In Brazil, cytogenetic analysis in the diagnostic workup of paediatric ALL is not
common place, due to the limited availability of samples suitable for metaphase
analysis. In our laboratory, we receive samples from different regions of Brazil.
Usually, samples take 2 or 3 days in the way from the original hospital to our
diagnosis centre. The sample viability can be committed and we have low
metaphases ratio. Therefore, the accurate classification of patients into predictive risk

groups dependent on additional techniques. RT-PCR testing is routinely performed
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for the detection of fusion genes of prognostic significance, including ETV6-RUNX1
(good risk), E2A-PBX1 (intermediate) and poor risk groups, KMT2A-AFFland BCR-
ABL1.

The routine use of FISH for the major fusion genes and hyperdiploid subjects is still
very costly in Brazil. However, this approach should be used for the detection of high
hyperdiploidy, which is a frequent copy number change associated with good risk, or
IAMP21, a rare abnormality associated with poor risk. A common feature of these two
cytogenetic subgroups is the involvement of chromosome 21; gain of entire copies
and amplification of specific regions of chromosome 21, respectively. It is important
to accurately discriminate high hyperdiploidy from iIAMP21, as patients with high
hyperdiploidy experience good outcomes when treated with standard chemotherapy,

whereas patients with IAMP21 show high levels of relapse unless treated intensively.

To accurately identify patients with high hyperdiploidy, we used MLPA and
interphase FISH targeted to the chromosomes most commonly gained in this sub-
type of ALL. As expected the majority of patients with gain of 21 by MLPA were
confirmed as having high hyperdiploidy.

In the remaining patients, we exploited the unique copy number profile
associated with iIAMP21 to identify patients with this ALL subtype. Complex
mechanisms of breakage-fusion-bridge cycles followed by chromothripsis, give rise to
IAMP21, leading to unequal amplification along the length of chromosome 21 (LI et
al., 2014), with the most highly amplified region encompassing the RUNX1 gene and
a characteristic telomeric deletion present in approximately 80% of iAMP21-ALL
(ROBINSON et al., 2007; RAND et al., 2011). We plotted the copy number of probes
included in the MLPA kit according to their genomic position along the length of
chromosome 21. We were able to determine whether all probes were represented at
the same copy number level, consistent with gain of a normal copy of chromosome
21, or whether the distribution was heterogeneous, including high levels of gain
associated with loss of the subtelomeric region as expected in IAMP21. In cases,
with an IAMP21-like profile further FISH was carried out to confirm loss of the 21q
telomere. Using this approach, we were able to confidently confirm high

hyperdiploidy in 50 patients and iIAMP21-ALL in one patient.

Conclusions.

In the absence of a karyotype in B-ALL, RUNX1 specific FISH may produce

similar FISH signal patterns for high hyperdiploidy and iIAMP21 leading to
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misclassification of their cytogenetic group for risk stratification for treatment.
Additional FISH using probes targeted to chromosome 21 centromere and telomere
will distinguish additional copies of intact chromosomes 21 from iIAMP21. However, in
this study we have shown that the MLPA SALSA P327 kit provides reliable
discrimination of these two abnormalities from the chromosome 21 copy number
profile, without the need for SNP arrays. MLPAP®S cases should be verified by FISH,
using RUNX1 specific probes in conjunction with probes chromosomes commonly
gained in high hyperdiploidy and the telomere of chromosome 21. Based on this
experience, we recommend a simple workflow for diagnosis of high hyperdiploidy
and IAMP21-ALL within routine clinical practice (Figure 3).
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Table 1: Demography and clinical features of B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia,
Brazil, 2002-2015

- Positive MLPA Negative MLPA P value
Characteristics

n (%) n (%)
Total 82 (23) 291 (79)
Sex
Males 45 (55) 164 (56)
Females 37 (45) 127 (44) 0.899
Age (ys)
<1 4 (5) 34 (12)
2-10 66 (80) 177 (61)
>10 12 (15) 80 (27) 0.004**
Ethnicity
Whites 42 (51) 117 (43)
Non -Whites 39 (49) 157 (57) 0.146
WBC, x109/I
<50 59 (74) 198 (69)
>50 21 (26) 88 (31) 0.491
Immunophenotype
CD10 - 0 (0) 29 (10)
CD10 + 82 (100) 262 (90) <0.001***
NCI Risk group
Standard risk 47 (57) 139 (48)
High risk 35 (43) 152 (52) 0.135
Status
Alive 26 (79) 28 (65)
Dead 7 (21) 15 (35) 0.214

Abbreviation: n, number; ys, years; WBC, white blood cell count x10%/I; NCI, National
Cancer Institute; **, p<0.05; ***, p<0,001.
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Table 2: The frequency of chromosome gains according to FISH analysis

Chromosome gain Hyperdiploid ETV6/RUNX1 IAMP21
n (%) n (%) n (%)

Crh 4 28/48 (58) -- -

Chr 10 27147 (57) -- -

Chr 14 42/50 (84) -- -

Chr 17 23/43 (53) 1/2 (50) --

Chr 18 28/47 (60) 1/2 (50) --

Chr 21 49/49 (100) 2/2 (100) -

Chr X 43/50 (86) 1/2 (50) --

ChrY 11/24 (46) -- 1/1 (100)

Abbreviation: n, number; Chr, chromosome.
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Supplementary Table 1. The description of commercial FISH probes

Chromosome Probe

Manufature Cat n.

4 4q sub-telomere

10 CEP 10

14 IGH Breakapart

17 CEP 17

18 CEP 18

21 TEL/AML1
Translocation

13/21 CEP 13/21

21 Subtelomere 21q

X CEP X

Y CEPy

Appligene

Cytocell LPEO10G
Cytocell LPH 014-A
Cytocell LPEOL7R
Cytocell LPEO18R
Cytocell LPHO12
Cytocell LPEO13G
Cytocell LPT21QR
Cytocell LPEOXG
Cytocell LPEOYCR

Abbreviation: CEP, centromeric probes.
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Figure 1: Flowchart of analysis of the B-ALL samples included in the study.

Figure 2: lllustration of the pattern of copy humber gains along the chromosome 21
by MLPA and profile of FISH analysis with TEL-AML1, centromeric and telomeric
probes.

a. Heat map plotting the FISH results from the telomeric probes depicted by color-
coded squares. b. Screen shots of the graphics for chromosome 21 by the MLPA.
The iIAMP21 sample characterized by variable copy number, including one portion
with a normal CNA profile followed by one region with high level amplification (peak
>2.13) involving RUNX1 gene and deletion in the subtelomere region. c. Interphase
FISH depicting the normal two copies of ETV6 (red) and seven copies of RUNX1
(green) signals in an iIAMP21 sample. d. Interphasic FISH showing 4 centromere
signals (Chr 13/21-green) and one telomere signal (21g-red) in one iAMP21 patient.
c. Interphasic FISH showing 6 centromere signals (Chr 13/21-green) and 4 telomere
signal (21qg-red) in one high hyperdiploid patient. d. One more example of high
hyperdiploid patient with 4 chr 21 copies.

Figure 3: Workflow of tests to identify iIAMP21. B-ALL in absence of cytogenetic result
tested by MLPA. MLPA positive samples confirmed by FISH (RUNXL1 probe).

Samples with 25 RUNX1 signals evaluated by centromere/telomere FISH.
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