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RESUMO

A taxa de cura das leucemias agudas (LA) da infancia vem crescendo
exponencialmente nos ultimos anos gragas ao estabelecimento de terapias eficazes
adaptadas ao risco de progressédo da doenga. O sucesso terapéutico é decorrente
da utilizagdo de tecnologias combinadas com o objetivo de estabelecer o diagndstico
preciso baseando-se na andlise de fatores clinicos, bioldgicos, genéticos e
moleculares. A presenca de translocagdes cromossOmicas, tais como a 1(9;22),
t(4;11), t(1;19), t(12;21) na LLA, e a t(15;17), t(8;21) e inv 16 na LMA, vem sendo
utilizada como um dos principais fatores prognésticos. No entanto, a descoberta de
alteragdes genéticas concomitantes, como mutagcbées no gene FLT3, tem
demonstrado impacto no comportamento clinico, alterando o valor conferido por
alteragdes sabidamente de bom progndstico e representando um paradoxo para a
decisdo do oncologista quanto a administragdo de terapia. Este trabalho teve por
objetivo identificar alteracbes genéticas através da analise molecular e estudar o
papel da presengca destas na resposta clinica de cada individuo com LA,
identificando sua frequiéncia e impacto na patogénese de criangas brasileiras. Foram
estudadas 284 criangas (0-18 anos) diagnosticadas com leucemia aguda (152 LLA
de origem B, 38 LLA de origem T e 94 LMA) provenientes de varias instituicbes e
enviadas ao laboratério de Biologia Molecular do CEMO/INCa no periodo de
fevereiro de 2000 a agosto de 2006. Nas LLAs de origem B o gene de fusdao TEL-
AML1 foi detectado em 26% dos casos, o MLL-AF4 em 4%, o PBX1-E2A em 7% e o
BCR-ABL em 9%, este ultimo tendo uma incidéncia aumentada comparada a
literatura. Nao houve impacto significativo na probabilidade de sobrevida na
presenca da alteragdo de bom progndstico TEL-AML1, nem na presenga de PBX1-
E2A. Ja a presenca de MLL-AF4 ou BCR-ABL foi correlacionada com menor
sobrevida livre de eventos. Foram identificadas alteragbes no gene FLT3 em apenas
dois pacientes e houve associagdo com leucometria aumentada, nao-resposta a
indugdo da remissao, além de uma pior sobrevida livre de eventos e global,
revelando uma doenga mais agressiva. Nas LLAs de origem T nao foram estudadas
alteracdes indicativas de progndstico, mas o estudo da presenca de rearranjo clonal
no gene para receptor de célula T (TCR) auxiliou a definicdo de linhagem ao

diagnastico e foi utilizado como marcador de clonalidade ao longo do tratamento.
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A taxa de sobrevida global deste grupo de pacientes sabidamente de progresséo
desfavoravel foi de 40% em 5 anos, bastante inferior as LLAs de origem B. Ja nas
LMAs o gene de fusdo AML1-ETO foi identificado em 16% dos pacientes, o CBFf-
MYH11 e o BCR-ABL em 1,5% cada e o PML-RARa 35%, este ultimo tendo uma
incidéncia aumentada em relacdo a maioria dos paises desenvolvidos. A analise das
alteragbes no gene FLT3 revelou 12,5% de positivos para DIT-FLT3 e 4% para
FLT3-D835. A DIT-FLT3 foi encontrada em 15% das criangas em que foi detectada a
presenca de PML-RARa e em 17% das criancas com AML1-ETO. A FLT3-D835 foi
detectada em um paciente com PML-RARa e em outro com DIT-FLT3. A presenca
das alteragdes de bom progndstico ndo teve impacto na sobrevida dos pacientes,
contudo as alteracbes de mau prognostico foram associadas a menor taxa de
remissao e ao maior numero de recaidas. Os pacientes com alteragdes no gene
FLT3 concomitantes as translocagdes de bom progndstico tiveram leucometria
aumentada, menor taxa de remissdo e reducdo na sobrevida livre de eventos.
Embora preliminar este estudo sugere incidéncia aumentada de BCR-ABL e PML-
RARa nas criangas brasileiras, indicando a importancia de um estudo multicéntrico
de abrangéncia nacional para averiguar eventuais diferengas geograficas e o
impacto do gendtipo no comportamento clinico dos nossos pacientes com leucemia
aguda. A presencga de alteragbes no gene FLT3 foi indicativa de mau progndstico e
piora na resposta clinica, tanto sozinha quanto na presenca de outras alteracoes.
Isto mostra a importancia da analise molecular e sugere que a avaliagdo destas
alteragdes deve ser incluida na rotina diagnéstica das leucemias agudas, para

possibilitar a melhor estratificacéo de risco de recaida e a eficacia do tratamento.
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ABSTRACT

The cure rate of patients with acute leukemia (AL) has been growing in the last
decades thanks to the use of therapies adapted to the risk of relapse and target
drugs. The success of treatment is the use of many combined technologies to
establish the correct diagnosis, based on the clinical, biological, genetic and
molecular features. The presence of chromosomal abnormalities, as 1(9;22), t(4;11),
t(1;19), t(12;21) in ALL, and t(15;17), t(8;21) e inv 16 in AML, has showed to be
relevant to prognosis. Even thought, the discovery of new genetic alterations acting
on the pathogenesis, as FLT3 mutations, have shown clinical impact and altered the
standard risk conferred by some translocations presence, which means a difficult
medical decision in terms of therapy administration.

With the aim of studing the impact of genetic aberrations in Brazilian children (0-18
years) we analyzed 284 acute leukemias (152 B-origin ALL, 38 T-origin ALL and 94
AML) diagnosed between 2000 and 2006 in different institutions of south-west Brazil,
whose samples were sent to the Molecular Biology Laboratory at CEMO-INCa for
PCR analysis. In the group of B-cell origin ALL, the fusion gene TEL-AML1 was
detected in 26% of the patients, MLL-AF4 in 4%, PBX1-E2A in 7% and BCR-ABL in
9%, this last being more frequent than related by previous studies. The presence of
MLL-AF4 and BCR-ABL was associated with a worse event free survivor. The
mutations in FLT3 were detected only in two patients and it was associated with a
higher white blood count at diagnosis, non-response to induction and smaller survivor
taxes, meaning a more aggressive disease. In the group of T-cell origin ALL no gene
abnormality associated to prognosis was studied, but the presence of clonal
rearrangements of T cell receptor (TCR) helped at diagnosis to identify the cell line
involved in the disease and during follow-up as a marker of minimal residual disease
(MRD). The overall survivor in 5 years within this bad prognosis group was 40%,
significant lower than B-origin ALL patients. In the group of AML the fusion gene
AML1-ETO was detected in 16% of the patients, CBFB3-MYH11 and BCR-ABL in
1,5% each and PML-RARa in 35%, this one being presented at a higher percentage
than related by the most groups in developed countries. The FLT3 gene mutations
detected were 12,5% DIT-FLT3 and 4% FLT3-D835. The DIT-FLT3 was found in
15% of the children who had PML-RARa and in 17% of those with AML1-ETO.
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The FLT3-D835 was detected in one patient with PML-RARa and in other with DIT-
FLT3. The presence of good prognosis translocations didn’t show impact on the
survivor hates, on the other hand the bad prognosis alterations were related to lower
remission and higher relapse taxes. The patients that presented both FLT3 mutations
and good prognosis chromosome translocations had a higher white blood count,
lower remission rate and lower survivor taxes. This study suggests the higher
incidence of BCR-ABL and PML-RARa in AL Brazilian children and indicates the
importance of a multicentre study with national reach in order to identify potential
geographic differences and the genotype impact on the clinical profile of our patients.
The presence of mutations in the FLT3 gene was related to a worse prognosis and
worse clinical outcome, even analyzed alone or with other alterations concomitants. It
shows the importance of molecular analysis and suggests them to be included on our
leukemia diagnosis routine to better stratify the risk of relapse and guarantee the

effectiveness of the treatment.



I. INTRODUGAO

I. 1 Biologia das leucemias agudas

A leucemia pode ser definida como a proliferacdo ou expansdo incontrolada de
células hematopoiéticas que nado retém a capacidade de se diferenciarem
normalmente em células maduras do sangue. As leucemias resultam da expanséao
clonal de uma unica célula tronco pluripotente que adquiriu uma seérie progressiva
de alteragdes genéticas, as quais se acumulam em um unico clone celular,
conferindo vantagem proliferativa em relagédo as demais células e impedindo seu
processo de diferenciacdo normal e morte subsequente.’

As leucemias sao classificadas a partir de dois fatores: o tipo de células afetadas e a
rapidez do desenvolvimento e progressdo da doenga. Elas ocorrem pela
transformacgédo de um progenitor com comprometimento para a linhagem linféide ou
mieldide, sendo entdo classificadas como linféides ou mieldides de acordo com
critérios morfolégicos e citoquimicos.? Também podem ser classificadas como
agudas ou cronicas, de acordo com a fisiopatologia da doenga, sendo que nas
agudas as células leucémicas pertencem ao compartimento de células progenitoras
mais imaturas, enquanto que nas crbnicas as células malignas se desenvolvem em
estagios de maturagao mais tardios.

A taxa de cura das leucemias agudas (LA) vem crescendo exponencialmente nos
ultimos anos gracas ao estabelecimento de terapias eficazes adaptadas ao risco de
progressao da doenga. O sucesso terapéutico é decorrente da utilizacédo de
tecnologias combinadas com o objetivo de estabelecer o diagndstico preciso e
indicativo de progndstico, baseando-se na analise de fatores clinicos, bioldgicos,
genéticos e moleculares.’

O desenvolvimento da metodologia diagndstica e a analise de grandes séries de
pacientes permitiram identificar fatores progndsticos altamente relevantes, levando a
reclassificacdo das leucemias de acordo com a origem e linhagem celular, o estagio
de maturagdo e o tipo de anormalidade citogenética ou molecular envolvida na

patogénese da doenca.* Destes, o cariétipo € o mais importante para distinguir os



pacientes com leucemia aguda em diferentes grupos de risco de falha terapéutica, o
que permite o uso de drogas mais especificas e eficazes. Diversas alteragdes
clonais e anomalias moleculares foram identificadas nas leucemias agudas, sendo a
maioria relacionada com o descontrole de vias funcionais tais como ciclo celular,

apoptose e diferenciagéo através da regulagao transcricional 586

1.1.1 Relagao entre leucemia e hematopoiese

A origem e a progressao das leucemias podem ser compreendidas ao se relacionar
0s mecanismos leucemogénicos as alteragcbes dos mecanismos homeostaticos
normais que regulam a producéo e a diferenciagéo das células sanguineas7.

Durante a hematopoiese normal, uma populacao de células-tronco hematopoiéticas
(CTH) pluripotentes e auto-renovaveis possui a capacidade de originar todos os

elementosfigurados do sangue: eritrécitos, mondcitos, linfocitos e plaquetas (Figura 1.1).

Figura 1.1 - Hematopoiese. Células tronco hematopoiéticas pluripotentes originam os elementos figurados do sangue.

A progressao ao longo da cascata de diferenciagéo € controlada por um complexo
conjunto de fatores de transcricdo que regulam a expressao génica. Este processo
se desenvolve de forma autbnoma e pode ser estimulado por sinais resultantes das

interagbes celulares entre as CTH e as células do estroma, assim como da



expressdo de moléculas soluveis (citocinas) ou de superficie (receptores e
moléculas de ades3o)®.

O acumulo de alteragbes genéticas em genes que regulam o processo de
diferenciagao, proliferagao, reparo e morte celular leva a aquisicdo de um fendétipo
maligno em que as células adquirem vantagem de sobrevida e deixam de exercer
suas fungdes normais.® Estudos recentes sugerem que a transformacgdo maligna
ocorre inicialmente em uma célula com um minimo comprometimento para linhagem
linféide ou mieldide e ndo na célula tronco pluripotente, e este progenitor acumula
alteragdes genéticas que culminardo na Ieucemogénese.10 A analise de clones
leucémicos pode, portanto, fornecer informag¢des sobre 0 momento em que ocorreu
a transformacao maligna e quais sdo os mecanismos moleculares envolvidos. E com
este intuito que sdo focadas as pesquisas para compreender a origem das

leucemias.

I.2. Mecanismos de alterag6es cromossémicas

Estudos in vitro comprovam que é necessaria a acao colaborativa entre pelo menos
duas classes de alteragbes genéticas para a formagao da leucemia: (1) as que
conferem efeito proliferativo e vantagem de sobrevivéncia aos precursores
hematopoiéticos e (2) as que funcionam bloqueando o processo de diferenciagao
normal, pela perda de fungdo de fatores de transcricdo atuantes nos precursores
hematopoiéticos. Sendo assim, sugere-se que existem ao menos dois eventos
moleculares alterados atuando na leucemogénese'”.

Diferentes mecanismos moleculares tém sido observados nas alteragbes genéticas
encontradas em leucemias:

O primeiro (Figura 1.2 A) envolve a re-localizagdo de um proto-oncogene celular
intacto para perto de um dos genes de receptores de antigeno (Ilg ou TCR), de
acordo com a linhagem, altamente expressos nos tecidos linfoides. Isto resulta na
expressdo desregulada do gene translocado, devido a presenca de potentes
ativadores transcricionais especificos da linhagem linfoide'®. As t(14;18), t(8;14) e
t(11;14) com a justaposicao de regides do gene IGH aos genes Bcl-2, c-myc e Bcl-1,

respectivamente, sdo exemplos deste tipo de translocag¢ao na linhagem B 13,



O segundo, mais freqlientemente encontrado na LA, envolve a fusdo de dois genes,
na qual os pontos de quebra se situam em introns de cada um dos genes
envolvidos, mantendo intacta a regido codificante de ambos. O resultado da
translocagdo € a geragao de transcritos e proteinas quiméricas com fungdes
alteradas (Figura 1.2 B). A primeira translocagéo deste tipo a ser descrita foi a t(9;22)
resultando no gene de fusdo BCR-ABL."

O terceiro envolve mutagdes pontuais ou duplicagbes que ocorrem em genes
responsaveis pelo controle da proliferacdo celular (Figura 1.2 C). Como principal
exemplo pode ser citado o gene FLT3 o qual se encontra constitutivamente ativado

em LA."®
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Figura I.2 — Mecanismos de alteragdo genética nas LAs. Adaptado de Hassan, 2000*

O estudo das aberragbes cromossémicas recorrentes e especificas, e sua
associacao a subtipos de leucemia definidos por linhagem, tipo celular e estagio de
diferenciagéo, oferecem a possibilidade de identificar os genes que estéo envolvidos
na perda do controle dos mecanismos reguladores do ciclo celular e na aquisigéo do
fendtipo maligno.16 Isto tem, sem duvida, importancia na caracterizacao dos fatores
biolégicos operantes na transformagao e progressdo maligna, mas também pode ser
de grande utilidade no desenho de terapias alvo-especificas que beneficiem os

pacientes.



Atualmente as alteragbes cromossémicas sao amplamente utilizadas como fatores
primarios de determinagéo de grupos de risco para a adequacgao do tratamento a ser
desenvolvido uma vez que contribui para a utilizagdo de protocolos terapéuticos nos
quais os pacientes sao tratados de acordo com critérios prognédsticos relevantes.
Desta forma, um paciente de alto risco beneficia-se de uma terapéutica agressiva,
enquanto aquele em que a doenga é menos grave € poupado dos efeitos colaterais
da terapia anti-tumoral.’ No entanto as alteracdes genéticas descobertas e mais
recentemente associadas a patogénese da leucemia aguda, inclusive concomitantes
as translocagdes, vém estratificando ainda mais os subgrupos de risco clinico e
possibilitando o melhor entendimento da biologia das leucemias.'

A sequir serdo descritas as principais caracteristicas e alteracbes genéticas
relevantes para a classificagdo dos 2 subtipos de leucemia aguda: linféide e

mieldide.

I.3. Leucemia Linféide Aguda (LLA)

A leucemia linféide aguda (LLA) € uma doenga neoplasica caracterizada por um
acumulo clonal de células linféides imaturas na medula éssea. Trata-se do cancer
mais frequente na infancia. Sua incidéncia atinge 80% das leucemias pediatricas e
20% das leucemias do adulto.™®

Segundo a classificagdo morfolégica mais importante (FAB — Franco-Americano-
Britanica, 1976)19 as LLA sao divididas em trés subtipos: L1, L2 e L3. Baseado no
padrdo de reatividade intracitoplasmatica e/ou de superficie de anticorpos
monoclonais, as LLA foram subclassificadas, de acordo com o grau de maturagéo da
célula leucémica em comparagao com o caminho da diferenciacao linféide normal,
em quatro subclasses de relevancia clinica: leucemia precoce de origem B, que
compreende a LLA pré-B e callat (55% de todas leucemias linféides), leucemia pré-
B (25%), leucemia B madura (1%) e leucemia de origem T (15%). Exceto pela
associacao entre o subtipo L3 e LLA B madura, ndo existe correlagao direta entre os
subtipos definidos pela morfologia com a classificacéo imunologica.?

Uma série de fatores clinico-bioldgicos tem sido utilizada para a escolha de terapias

individualizadas que reduzam o risco de recaida da doenga. Entre eles estdo a



leucometria, contagem de blastos, visceromegalia, envolvimento do sistema nervoso
central e gbnadas, origem celular (sendo as de origem T mais agressivas) e
alteragdes genéticas numéricas e estruturais detectadas nas células ao diagndstico
por métodos citogenéticos e moleculares.?’

O uso de terapias adequadas ao risco de recaida revolucionou o tratamento da LLA
nas ultimas décadas e a doenga vem atingindo altos niveis de cura, chegando a
85% nos paises desenvolvidos. Pacientes com prognéstico favoravel recebem
terapia convencional e aqueles com prognostico desfavoravel recebem terapia
intensificada, alguns com indicagao direta ao transplante de medula ssea (TMO).""?’
Atualmente, nos principais centros de exceléncia para o tratamento da leucemia, o
fator progndstico mais importante para a estratificagdo do risco de recaida é a
identificacao de alteragdes génicas recorrentes, sendo as principais: (1) a t(12;21),
que é associada ao risco baixo sendo considerada de bom progndstico; (2) a t(1;19),
associada ao alto risco de recaida, mas com valor progndstico controverso; e (3) a
1(9;22) e as mutagdes envolvendo o gene MLL (em que a t(4;11) € a mais frequente)
as quais sdo relacionadas ao alto risco e indicativas de mau prognostico.22 (Quadro
[.1)

Fatores de risco Favoravel Desfavoravel
Idade (anos) >21e9c< <1lou>9
Sexo Feminino Masculino
contagem de leucécitos ao diagndstico < 50.000/mm? >50.000/mm?
DNA index > 1.6 <1.6
Nimero de cromossomos por célula >50 <45
Blastos no dia 8 de indugao Nao Sim
Acometimento do SNC < 5 cels/mL > 5 cels/mL
Citogenética Trissomia do 4 e 10 t(4;11) e t(9;22)
Genética molecular TEL-AML1 MLL-AF4; BCR-ABL
Imunofendtipo B precoce B maduraeT

Quadro I.1: Fatores prognésticos na LLA. Adaptado de Friedman and Weinstein, 2000 z2




1.3.1 Descrigao das principais alteragées genéticas na LLA
1.3.1.1 Translocagdoes cromossomicas com valor progndéstico

Muitas alteragbes génicas ja foram descritas em LLA, no entanto, mudangas na
expressdo e ativacdo de certos genes responsaveis por codificar fatores de
transcrigéo (FT) tém sido reconhecidas como o mecanismo mais frequente envolvido
nesta patologia.?®

Os FT séao proteinas que regulam a expressao génica através da ligagao a regides
promotoras do DNA, levando ao inicio ou a inibicdo da transcricdo. Estudos com
camundongos transgénicos demonstraram a importancia dos FT para a
hematopoiese normal, uma vez que a desregulagédo destes leva a alteragdo do ciclo
celular e & perda da funcionalidade de uma ou mais linhagens.?*

Os produtos dos genes ativados por translocagées na maioria das vezes séo FT,
apresentam diversos dominios de interacdo com o DNA e outras proteinas e séo
regulados no contexto dos processos de diferenciacdo. Estes genes tém sido
chamados de “genes mestres”, pelo fato de estarem envolvidos no controle da
expressao de outros genes, que por sua vez podem ser reguladores transcricionais
positivos ou negativos.?

As translocagbes nas leucemias agudas mostram uma especificidade para
progenitores hematopoiéticos bloqueados em um determinado estagio de
diferenciagao. Esta propriedade sugere que as diferentes oncoproteinas produzidas
interferem significativamente com redes transcricionais, as quais normalmente
funcionam em colaboragcédo com fatores de crescimento e seus receptores regulando
a hematopoiese. Os genes alvos das translocacbes cromossémicas parecem situar-
se funcionalmente no topo de cascatas regulatérias conservadas evolutivamente, o
que é indicado pelas homologias com genes que controlam os estagios precoces do
desenvolvimento. Por outro lado a translocagdo pode envolver genes importantes
para o processo normal de diferenciacdo e causar a perda da fungdo destes,
prejudicado na mesma forma a normalidade do ciclo celular. %2

A seguir sdo descritas as translocag¢des que serdo alvo do trabalho, com o objetivo
de determinar o seu valor prognéstico na LLA da infancia. A freqliéncia das mesmas

relatada na literatura cientifica é ilustrada no grafico abaixo (Figura 1.3).
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t(9;22)(g34;911) com o gene de fusdao BCR-ABL

Resultado da fusdo dos genes BCR (cromossomo 9q) e ABL (cromossomo 22q), a
t(9;22) foi a primeira translocacdo cromossdmica a ser descrita. E caracteristica da
Leucemia Mieldide Crénica e é raramente encontrado nas LMAs, mas esta presente
em aproximadamente 5% das LLAs de crianca e em 30% das LLAs de adulto.?’

O produto da translocacdo, denominado cromossomo Filadélfia, codifica uma
proteina com alta atividade de tirosina quinase que interfere na transducao de sinais
celulares e altera o metabolismo e a proliferacdo celular, que passa a ocorrer de
maneira independente dos sinais extracelulares emitidos por fatores de crescimento.
Ocorre ainda o bloqueio da maquinaria de apoptose, conferindo a célula o fendétipo
de resisténcia a terapias. Devido a existéncia de diferentes pontos de quebra no
gene BCR, podem ser formadas proteinas diferentes, sendo a e1-a2 (também
conhecida como p190) a proteina presente em 95% das LLAs de infancia.?’

A presencga desta alteragdo é considerada um fator desfavoravel ao prognéstico,
uma vez que o0s pacientes apresentam uma resposta ruim ao protocolo de

|_28

tratamento convencional.”" A utilizagdo de terapias alvo-especificas inibidoras da



proteina BCR-ABL (GLIVEC, Mabthera), assim como a indicagdo ao TMO, no
entanto, tém sido consideradas opg¢des vantajosas no combate a esta doencga de

alto risco.?® 20

t(4;11)(921;923) com o gene de fusao MLL-AF4

O gene de fusdo MLL-AF4 envolve a banda 11923 do gene MLL (também
denominado ALL-1, HRX, HTRX1) e o gene AF4 (cromossomo 4). Ocorre
freqUentemente em leucemias agudas na infancia e em leucemias secundarias que
surgem apos o tratamento com agentes quimioterapicos classificados como
inibidores de DNA, estando presente em cerca de 50-70% das LLAs de lactentes e
em 5% das LLAs de criangas e adultos. Tem sido associada com o fenétipo pro-B, e
é indicativa de mau prognéstico.*’

O gene MLL transcreve uma proteina que contém regides homdlogas ao gene
tritorax de Drosdfila que incluem dominios de capacidade transcricional repressora e
ativadora. Uma alga de adeninas e timinas nesta regido parece mediar a ligagdo de
MLL ao DNA, sendo entao crucial para sua atividade como FT. O gene AF4, por sua
vez, codifica uma proteina com regides ricas em serinas e prolinas cuja fungao ainda
nao foi bem elucidada.*

Em ambos os genes em questdo as sequéncias que transcrevem os dominios
funcionais encontram-se localizadas em suas regides de quebra, desta forma, a
translocagao entre MLL e AF4 leva a perda das atividades funcionais e alteram a
expressao de genes regulados por estes, produzindo uma proteina de fusdo com
uma nova atividade regulatéria.®®

O gene MLL pode se fusionar a um grande numero de parceiros resultando em
distintas translocacdes que envolvem o lécus 11923. Um mecanismo de acéo
comum ‘as distintas proteinas de fusdo resultantes da translocagao para a regido
11923 ndo estd estabelecido.”® Entretanto existem evidéncias que suportam um
papel importante do gene parceiro do MLL no mecanismo molecular de
transformacgao leucémica, uma das hipéteses é de que muitos dos genes parceiros
do MLL codificam proteinas envolvidas na modulacédo da expressdo génica, como
por exemplo, as proteinas AF4, AF9 e ENL alvos da t(4;11), t(9;11) e t(11;19),

respectivamente, parecem funcionar como fatores de transcrig:éo.34
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t(1;19) (9g23;p13) com o gene de fusao PBX1-E2A

A translocagao t(1;19) (q23;p13) foi descrita em 1984 por diferentes grupos que
estudavam LLA pré-B. Resultado da fusdo dos genes E2A (cromossomo 19) e PBX1
(cromossomo 1), pode ser encontrada em 5-6% das LLAs de crianga e cerca de
20% das LLAs de adulto, com incidéncia progressivamente aumentada com a idade,
quase exclusivamente em LLAs pré-B. *°

Em células normais, o gene PBX atua como fator de transcricdo do gene HOX, que
possui importante papel durante a fase de desenvolvimento embrionario devido a
regulacéo da sintese de fatores de crescimento que determinam o posicionamento e
a organizacgao celular. Uma vez translocado com a por¢ao 5° final do gene E2A, a
qual possui um forte dominio transativador, é transcrita uma proteina de fusdo que
perde sua fungdo original e passa a ter atividade transativadora. Desta forma, as
células que possuem o gene de fusdo E2A-PBX1 ativam constitutivamente a
transcrigdo de genes normalmente regulados por PBX1.%

A translocagdo t(1;19) inicialmente foi correlacionada com a presengca de
caracteristicas de alto risco, como a leucocitose elevada, altos niveis de
desidrogenase lactica, envolvimento do SNC e baixas taxas de remiss&o0.>” No
entanto, estudos clinicos subsequentes tiveram resultados controversos e
apontaram para prognésticos diversos.*®* Desta forma, a mesma ndo vem mais
sendo utilizada como indicativa de prognostico na maioria dos protocolos

terapéuticos atuais.***'

t(12;21)(p13;922) com o gene de fusao TEL-AML1

A maioria dos casos citados na literatura associa a presenca da translocacdo TEL-
AML1 ao imunofendtipo B. No entanto, alguns casos de linhagem T ja foram
diagnosticados. Trata-se do rearranjo mais frequente nas LLAs em criangas,
ocorrendo em aproximadamente 25% dos casos, com baixa frequéncia em LLAs de
adultos (<2%).%2

O gene TEL (ou ETV6) codifica uma proteina com um dominio amino-terminal
altamente conservado que lhe confere a sua capacidade de agir como fator de
transcricdo. Foi inicialmente identificado como pertencente a familia ETS dos FT,

através da sua ligagdo ao receptor de fatores de crescimento em um caso de
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leucemia mielomonocitica que apresentava a translocacdo t(5;12)*. Sua alteragdo
na t(12;21), raramente detectada pela citogenética tradicional, foi primeiramente
identificada em um ensaio de hibridizagao intracelular por fluorescéncia (FISH), em
1994 por Berger et al.*

A proteina codificada pelo gene AML1 (ou CBFa2) funciona como FT de TCRp,
ativando sua expressdo. A fusdo da regido 5 de TEL com o gene AML1 quase
inteiro produz uma proteina com alvos ainda desconhecidos, porém, sabe-se que a
expressao de TCRpB é inibida e que ocorre a perda das atividades normais dos
genes envolvidos.**

Foram associadas mutagdes adicionais no cromossomo 12 e alguns relatos indicam
maior agressividade da doenca devido a resisténcia terapéutica, no entanto,
especula-se o papel de células pré-leucémicas que expressam TEL-AML1
remanescentes causando a pior resposta ao tratamento.*

Varios estudos demonstram associagdo de TEL-AML1 com um prognéstico
favoravel, que inclui baixa contagem de leucdcitos ao diagnéstico e a boa resposta a
terapia de inducdo da remissdo. ¢’

Apesar de estar incluida em variados protocolos terapéuticos internacionais como
indicativa de bom prognéstico, estudos recentes vém demonstrando associagdo a
recaidas tardias em até 20% dos casos. Os protocolos mais utilizados no Brasil
(GBTLI 99 e BFM 95) ainda a utilizam como fator prognéstico para baixo risco, o que
ja ndo acontece no protocolo terapéutico italiano unificado (AIEOP LLA), o qual
intensifica a terapia no caso de persisténcia da detecgédo da translocagao apds a

inducdo da remissdo.*®
1.3.1.2. Rearranjos nos genes de receptores de antigenos

As LLAs, por serem equivalentes malignos de precursores transformados em um dos
estagios da diferenciagéo linféide, sdo portadoras de rearranjos comuns dos genes
das imunoglobulinas (Ig) e dos genes dos receptores de células T (TCR).

Quando uma célula sofre transformagédo maligna, ela para em um dado estagio do
processo de maturagao e o rearranjo dos seus segmentos génicos, os membros das
familias a serem utilizados, os genes descartados e a agdo de enzimas que retiram
e colocam nucleotideos nas jungbes dos segmentos génicos geram um perfil

caracteristico para cada clone subsequente. Desta forma, diferentes linfocitos B e T,
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quando tém estas regides amplificadas por uma reagdo de PCR que amplifica
regides génicas especificas apresentam fragmentos de tamanho diferentes devido a
diferenca nos segmentos utilizados nos rearranjos. *°

Uma vez que os clones leucémicos carregam os RA rearranjados do mesmo
tamanho, a detecgdo da linhagem celular acometida, assim como a avaliagdo da
persisténcia de células tumorais residuais (doenga residual minima), podem ser
realizadas através da analise dos rearranjos para TCR e Ig por metodologia
qualitativa ou mesmo quantitativa, ndo proporcionando, porém, nenhum valor
prognéstico mas fornecendo uma alternativa importante em caso de auséncia de
alteracdo genética recorrente ou mesmo indefinicdo de linhagem por

imunofenotipagem.®®®’

l.4. Leucemia Miel6ide Aguda (LMA)

A LMA é uma leucemia relativamente rara na infancia, decorrente do bloqueio no
processo de diferenciacao terminal que leva ao acumulo progressivo de precursores
granulociticos e monocitdides na medula dssea e sangue periférico, com inibicdo da
fungdo hematopoiética normal. Trata-se de uma doenga heterogénea, a qual se
manifesta do ponto de vista cito-morfoldgico pela variabilidade no acometimento e
grau de maturagao dos blastos mieldides, classificados pelos critérios FAB em oito
subgrupos distintos (M0-M7). >

A incorporagdo das alteragdes cromossémicas como fatores primarios de
determinacdo de subgrupos representa um avanco importante nos sistemas de
classificagdo da LMA. A classificagdo da OMS define 4 subgrupos (1) LMA com
translocagdes citogenéticas recorrentes, (2) LMA com displasia de multiplas
linhagens, (3) LMA e Sindromes Mielodisplasicas relacionadas com terapia e (4)
LMA néo classificada.

Atualmente o principal fator prognéstico da LMA, assim como na LLA, é a presenga
de alteragdes cromossdmicas as quais permitem distingui-la em trés grupos de risco:
favoravel, intermediario e desfavoravel. As duas linhas de classificagdo mais

utilizadas sao descritas a seguir (Quadro 1.2).
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Critério de MRC: idénticos

Risco Critério do SWOG aos de SWOG, exceto:
t(15;17) com qualquer outra
alteracao
Favoravel inv 16 com qualquer outra t(8;21) com qualquer outra alteragao
alteracao
t(8;21) sem del(9q) ou caridtipo
complexo
Alteragdes do 11923
cariotipo normal del(9q), del(7q) sem outras alteracdes

Intermediario g v 46, del (12p) cariétipo complexo (3<x<5)

Alteracdes de prognostico desconhecido

-5/del(E), -7/del(7q)

t(8;21) com del(9q) ou caridtipo
complexo

inv(3q), alteragdes 11923,
20q,21q,del(9q), t(6;9), 1(9;22)
altercbes 17p

cariotipo complexo (mais de 3
alteragoes)

Desfavoravel Caridtipo complexo (mais de 5 alteragbes)

Desconhecido Todas as outras aberragdes

- ~ Categoria ndo reconhecida
clonais,com menos de 3 alteragbes

Quadro 1.2: Classificagao das LMAs de acordo com a presencga de alteragées citogenéticas.
SWOG: Southwestern Oncology Group; MCR: Medical Research Council. Adaptado de Rowe JM et al, 2001

Ambas a classificagdes concordam em alguns pontos: o grupo de risco favoravel
inclui as alteragdes t(15;17), t(8;21) e Inv16 / t(16;16), e o grupo desfavoravel inclui
pacientes com anormalidades nos cromossomos 5 / 7 / 3(g-), na regiao 11923, a
t(9;22) ou caridtipo complexo. No entanto, a maioria dos pacientes com LMA
apresenta caridtipo normal ou alteragdes citogenéticas nao recorrentes de
significado desconhecido, sendo classificada como de risco intermediario e
constituindo um grupo heterogéneo em relacdo a resposta clinica.>* Desta forma, a
maior parte dos casos de LMA n&o apresenta marcadores citogenéticos e tem sido

crescente a busca de novos parametros de valor progn(')stico.55

1.4.1. Descrigao das principais alteragées genéticas na LMA

1.4.1.1. Translocagdes cromoss6micas

Vérias alteragbes cromossOmicas foram descritas na LMA e algumas alteragdes

recorrentes associam-se a um subtipo FAB particular. A incidéncia das principais

alteracdes na LMA pode ser observada no grafico abaixo (Figura 1.4):
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o t(8;21) (M1,M2)
Cariétipo 10% t(15;17) (M3)
0
normal 11%
36% inv(16)
t(16;16)(M4)
7%
t(11923)
(M3, M4, M5)
Trisomia 16%
9% t(1;22) (M7)
del 7, del 5 N3o recorrentes 3%
0,
5% 39,

Figura 1.4: Freqiiéncia das alteragées cromossémicas na LMA infantil. Adaptado de Giles et al,2002 >

A partir da clonagem dos genes presentes nas translocagdes cromossémicas
recorrentes na LMA foi possivel caracterizar trés grupos distintos com base nos
mecanismos moleculares envolvidos: (1) o fator de ligacdo ao nucleo (“Core Binding
Factor” / CBF), (2) o receptor a do Acido Retindico, (RARa) e (3) o gene MLL
(Myeloid / Lymphoid Leukemia). °°

1.4.1.1. a. Translocagdes envolvendo genes codificantes de CBF

As translocagdes que envolvem genes que codificam fatores de transcrigdo com
atividade nuclear envolvem principalmente os genes AML71 - “Acute Myeloid
Leukemia” 1 e CBFB - “Core Binding Factor” subunidadef, os quais produzem
subunidades de um complexo regulador da transcri¢cdo, essencial para a ativagao de
varios genes. >’

CBF é um heterodimero formado pela subunidade a ou AML1 que, em condi¢des
normais, se liga diretamente com o DNA através de um complexo formado com a
subunidade CBF, que estabiliza a ligagdo de AML1. A ativagdo da transcrigdo por
CBF ocorre devido ao remodelamento da cromatina, causado pelo aumento do
estado de acetilagdo das histonas, levando a ativagdo dos promotores de genes

envolvidos na diferenciagéo mieldide, tais como IL-3, GM-CSF, M-CSF e MPO.*’
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A alteragdo da transcrigdo génica normal pode ocorrer pela perda da fungcédo do
complexo regulador devido ao efeito repressor das proteinas de fusdo formadas pela
t(8;21), com a translocagcdo do gene AML1 no cromossomo 21 ao gene ETO no
cromossomo 8, e pela inv(16), com a fusdo do gene CBFf na regido 16q ao MYH11.
E interessante notar que as leucemias que envolvem o fator de transcricido CBF
estdo associadas a bom progndstico, favorecendo a hipotese de que mecanismos
moleculares similares tém as mesmas conseqiiéncias funcionais.”® Ambos os

processos serdo detalhados a seguir:
t(8;21) (922;922)

A (8;21) é uma das alteragdes citogenéticas mais frequentes nas LMAs,
especialmente em criancas. Esta presente em maioria no subtipo FAB M2 mas
também pode ser encontrada em pacientes com morfologia FAB M1, M4 e LMA
secundaria. Ela ocorre em cerca de 12% das LMAs de novo em criangas € 5 a 8%
em adultos jovens, tendo sido associada em diversos estudos a um progndstico
favoravel. *°

A 1(8;21) foi descrita por Rowley em 1973 ° e resulta na fusdo do gene AML1
(cromossomo 21q22), também conhecido como CBFa2 - “Core Binding Factor”,
subunidade a2, com o gene ETO — “Eight Twenty One” (cromossomo 8qg22), com a
formagdo de um gene de fusdo (AML7-ETO) no derivativo do cromossomo 8.
Produtos de fusdo resultantes da translocagdo reciproca no derivativo do
cromossomo 21 (ETO-AML1) nao foram identificados. O ponto de quebra no
cromossomo 21q ocorre entre os éxons 5 e 6, enquanto no cromossomo 8922 a
quebra ocorre acima do éxon 2.5

O transcrito AML1-ETO pode ser detectado por reacdao em cadeia da polimerase
apos transcrigao reversa (RT-PCR) em todos os pacientes que apresentem a t(8;21)
e em alguns pacientes sem evidéncia da translocagao pela anélise do cariétipo.®?

A presenga destas translocagbes cripticas indica a necessidade de analise do
transcrito de fusdo AML7-ETO por RT-PCR em todos os pacientes com LMA, a

excecgao daqueles com morfologia sugestiva de leucemia promielocitica aguda. 63
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inv(16) (p13922) / t(16;16) (p13; q22)

A inv(16) e menos frequentemente a t(16;16) foi observada em 10-12% das LMAs
infantis e em 8-10% do adultos.®* Apesar da maior parte dos casos ter sido
identificada em pacientes do grupo FAB LMA-M4Eo, esta alteragdo pode ser
encontrada em casos de LMA M2, M4 ou M5 e é caracterizada por um prognostico
favoravel®. Estudos recentes mostram que até 30% dos casos com inv(16) néo
apresentam as caracteristicas classicas M4Eo e tem clinica heterogénea. %

A inv(16) e a t(16;16) resultam na fusao do gene CBFf (cromossomo 16q22) com o
gene da cadeia pesada da miosina do musculo liso (MYH11 — Myosine Heavy Chain
11 - cromossomo 16p13). Esta fusdo incomum entre um fator de transcricado e uma
proteina citoplasmatica leva a re-localizacdo do FT para fora do nucleo, levando a
perda da regulacdo da transcricdo normal.

Varios ensaios de RT-PCR foram desenvolvidos para a detecgdo do transcrito de
fusdo CBF/-MYH11 e tem sido detectada a grande heterogeneidade molecular
destes transcritos em amostras de diferentes pacientes. Isto se deve a pontos de
quebra variaveis tanto no gene CBFf quanto no MYH11, além de splicing alternativo
subseq[jente.35 Isto torna a analise citogenética dificil e mostra a importancia do uso
da biologia molecular para fazer um diagnéstico preciso da LMA com inv(16) ou
t(16;16).%

1.4.1.1. b. Translocagdes envolvendo o receptor a do Acido Retinéico (RARa)

As alteragbes envolvendo o gene RARa também afetam a ativagdo de genes
especificos pelo remodelamento da cromatina. Este gene codifica um receptor
nuclear, dependente de acido retindico, com dominio de ligacdo ao DNA e outro
dominio responsavel pela ligagdo ao acido retindico e pela dimerizacdo do receptor.
A regulacgao positiva de RARa em presencga de acido retindico é feita pela ligagéo de
co-ativadores a RARa. Esta interacio leva ao aumento de acetilagdo das histonas,
com remodelamento da cromatina, e conseqiente aumento da transcrigdo. Em
contraste, a regulacdo negativa de RARa é mediada por um co-repressor (NcoR)
que recruta um complexo repressor cuja atividade diminui a acetilagdo das histonas,

e inibe a transcricao.
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Na maior parte dos casos de Leucemia Promielocitica Aguda (LPA, M3/M3v), o gene
de fusdo encontrado é o PML-RARa resultado da t(15;17). Entretanto, a LPA nao é
uma doenga homogénea do ponto de vista molecular podendo apresentar a fusao do
gene PLZF com o gene RARa resultando na t(11;17). PML-RARa e PLZF-RARa se
ligam constitutivamente a NcoR, levando a repressao da transcrigéo.67

A administragdo de acido all-trans retindico (ATRA) vem sendo realizada com
sucesso na LPA, uma vez que a adigdo de ATRA em doses farmacoldgicas promove
a dissociacao entre PML-RARa e seus repressores, o recrutamento de co-
ativadores, o remodelamento da cromatina e ativacdo da transcricdo. Entretanto,
PLZF- RARa apresenta dois sitios de ligagdo a NcoR, e mesmo em presencga de
ATRA ocorre o recrutamento do complexo repressor e a inibicdo da transcricdo é
mantida. Isso se reflete na resposta terapéutica dos pacientes portadores da t(11;17)

como uma resisténcia a inducdo com o ATRA.%®
t(15:17)(g22921)

A t(15;17) foi descrita em 1977 ®° e resulta da fusdo do gene PML — “Promyelocitic
Leukemia” (cromossomo 15g22) com o gene RARa (cromossomo 17g21) gerando
os transcritos de fusdo PML-RARa e RARa-PML, nos cromossomos derivativos 15
e 17 respectivamente. Trés pontos de quebra gendmica diferentes podem ocorrer no
gene PML: intron 3 (bcr3 — “breakpoint cluster region 3”), intron 6 (bcr1) e éxon 6
(bcr2). Desta forma, apesar de o ponto de quebra no gene RARa ocorrer sempre no
segundo intron, ha grande heterogeneidade de transcritos PML-RARa detectados na
LPA, podendo ser curto (bcr3, 40% dos casos), longo (bcr1, 55%) e variavel (bcr2, 5%).
A t(15;17) é detectada em cerca de 5 a15% da LMA de infancia e em 12 a 14% de
adultos jovens. Valores discrepantes de incidéncia de LPA em alguns grupos
populacionais revelam que a diferenga geografica pode ter um papel importante na
leucemogénese.”®”""? A doenca caracteriza-se por uma sindrome hemorragica
grave e trata-se de uma emergéncia clinica. A descoberta da sensibilidade dos
blastos com a t(15;17) ao ATRA revolucionou o tratamento dos pacientes, o que
torna os torna o subtipo de LMA com maior potencial de cura.”® Sendo assim, uma
vez que a analise morfologica e imunofenotipica ndo sao suficientes para distinguir
as LPAs e a citogenética convencional ndo detecta 100% dos casos de t(15;17),

torna-se essencial ao diagndstico a andlise por RT-PCR para que sejam
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identificados os pacientes que se beneficiardao com ATRA e que deverdo ser

acompanhados para avaliagdo de DRM ao longo do tratamento.”

Translocagoes variantes

Apesar de a LPA estar associada em sua grande maioria a t(15;17), cerca de 10%
dos casos nao apresentam esta translocacdo. Em torno de 1% dos casos estao
associadas a t(11;17)(q23;p11), que resulta na fusdo do gene PLZF (cromossomo
11923) com o gene RARa e se caracteriza por auséncia de resposta ao ATRA.
Foram descritos ainda outros genes parceiros como NPM (“Nucleophosmin”), NuMa
(“Nuclear Mitotic Aparatus”) e o STAT5b (“Signal Transducer and Activator of
Transcription 5b”), associados a t(5;17)(q35;g21), t(11;17)(q13921) e der(17)
respectivamente. Estudos recentes demonstraram a boa resposta dos pacientes

com fusdes envolvendo NPM e NuMa ao ATRA.”®

.4.1.1.c. Translocagdes envolvendo o gene MLL

O gene MLL codifica uma proteina de estrutura complexa com um dominio de
ligagdo ao DNA e outro com homologia a reguladores de genes homeodticos
(reguladores de processos basicos do desenvolvimento), o que sugere seu papel de
regulador de importantes genes essenciais para o desenvolvimento normal e a
hematopoiese. O gene MLL foi identificado nas translocagbes recorrentes
envolvendo o cromossomo 11 lécus 23 (11923), descritas em sindromes
mielodisplasicas e leucemias agudas, especialmente nas LLAs de lactentes como ja
foi abordado na descrigdo da t(4;11).”

Nas LMAs as alteragcdes envolvendo MLL podem ser encontradas em qualquer
subtipo FAB, mas predominam no subtipos M4 e M5 e sao frequentemente
associadas a LMAs secundarias a terapias. Existem ainda relatos de duplicacao
parcial ou em tandem do gene MLL, tendo sido o primeiro marcador observado em
LMAs com citogenética normal. A detecgado das alteragbes que envolvem o gene
MLL por PCR nao é recomendada pela imensa diversidade dos genes parceiros, €
deve ser feita preferencialmente por FISH, com excecdo das LLAs com t(4;11).”"
Estudos clinicos demonstraram associagao entre a presenga de rearranjos na regiao

11923 e a evolugado desfavoravel da doenga, frequentemente associados a ma
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resposta a terapia, no entanto ha relatos de evolugédo favoravel de pacientes com
translocagdes envolvendo a mesma regido do gene, 0 que sugere a presencga de

alteracdes genéticas secundarias.”®

I.5. Alteragoes genéticas adicionais nas leucemias agudas

Embora a identificagdo de alteragdes cromossémicas seja a base para a abordagem
diagndstica atual, sozinhas elas ndo sao suficientes para o aparecimento das
leucemias agudas.79 Torna-se cada vez mais evidente que alteracbes que
desregulam genes como FLT3 e c-KIT, N-RAS e K-RAS, alterando seus produtos
tirosinas quinases envolvidos na regulagdo de vias intracelulares de transdugdo de
sinais de morte e proliferacdo celular, atuam em colaboracao com os fatores de
transcricao resultantes das translocacdoes e sdo necessarias para a aquisi¢cao do
fendétipo maligno da leucemia aguda.

Recentemente demonstrou-se que mutagdes no gene FLT3, que codifica um
receptor tirosina quinase, € uma das alteragdes genéticas mais freqlentes nas
LMAs, tendo sido posteriormente descrito também nas LLAs, com menor frequiéncia.
O gene que codifica a proteina FLT3 (“Fms-like tyrosine kinase-3”, também
conhecido como FLK-2 de fetal liver kinase-2” e STK-1 de “human stem cell kinase-
11”) foi clonado pela primeira vez em 1991 por 2 grupos independentes e tem muitas
sequéncias semelhantes aos demais receptores de tirosina quinase do tipo Ill. Este
subgrupo de proteinas da familia TRKIII que inclui ainda platelet-derived growth
factor receptor (PDGFR) e KIT, é caracterizado por um dominio extracelular
composto de 5 dominios do tipo imunoglobulina (Ig-like) e por um dominio
citoplasmatico do tipo tirosina quinase.®

O gene codifica uma proteina de 993 aminoacidos no homem e 1000 no rato, sendo
expressa em células hematopoiéticas imaturas, placenta, gbnadas e cérebro. O
ligante de FLT3 foi clonado em 1993 e trata-se de uma proteina transmembrana do
tipo 1 ou proteina livre homodimérica soluvel, sendo expressa em células do
microambiente da medula dssea, incluindo fibroblastos, linhagens precursoras de

células mieldides e linféides. Tanto as formas soluvel quanto transmembrana podem
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ativar o dominio tirosina quinase do receptor FLT3 e estimular o crescimento de
células progenitoras na medula e no sangue.81

Em condi¢des normais, a transcrigio do gene FLT3 codifica uma proteina
monomeérica constituida por um dominio extracelular, uma regido transmembrana,
um dominio justamembrana (JM) e dois dominios tirosina-quinase intracelulares. Em
presencga de ligante ocorre a dimerizagdo de monémeros seguida da fosforilagdo de
substratos efetores de vias intracelulares de transducéo de sinal. As principais vias
acometidas pela ativagao do FLT3 sao a PI3K (phosphatidilinositol 3-Kinase), as vias
do RAS/IMAPK( mitogen-activated Kinase protein) e STATS (signal transducers and
activators of Transcription 5), resultando no aumento proliferativo e inibicdo da
apoptose.®2

Estudos recentes apontam para a alta expressao da proteina FLT3 selvagem nas
LAs, principalmente nas LLAs B (97%), além das LMAs (87%) e das LLAs T(13%)
porém nao se sabe o mecanismo de atuagcdo uma vez que estudos mostraram nao
haver aumento da expressao de FLT3 ligante. 3%

As alteragdes no gene FLT3 podem ser de 2 tipos: duplicagdes internas em tandem
(DIT) ou mutagdes pontuais. Ambas resultam na ativacdo constitutiva do receptor
independente de ligante e ativagcdo das vias de transducgao de sinais subsequentes,
ocasionando proliferagéo celular e bloqueio da diferenciagdo em estagios precoces
do processo de maturacdo. Recentemente foram decritas alteragdes menos
frequentes em outras regides do gene, nos éxons 14, 17 e 20, também conferindo a

auto-ativagdo do receptor 8%

1.5.1. Duplicagao interna em tandem no gene FLT3

A alteracdo mais frequente é a Duplicagao Interna em Tandem (DIT) nos éxons 14 e
15 de FLT3 (previamente descritos como éxons 11 e 12), que ocorre em 15-35% dos
pacientes com LMA e em 5-10% das LLAs.?**” O grupo do Dr Nakao foi o primeiro a
descrever em 1996 a duplicacdo em tandem no dominio justamembrana (JM) de um
alelo de FLT3 em pacientes com LMA.# A DIT-FLT3 pode variar de local dentro dos
éxons 14 e 15 ou intron 14, mas ocorre sempre in-frame, ou seja, nao altera o marco
de leitura, e produz uma proteina com dominio JM sem a capacidade auto-inibitoria,

levando a auto-ativacao do receptor.
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O modelo molecular do funcionamento da proteina alterada foi descrito através de
estudos in-vitro os quais demonstraram a dimerizagdo descontrolada do dominio JM
produzido por DIT-FLT3, o qual perde a capacidade auto-inibitéria e permite a
dimerizagao dos receptores independente de ligante, resultando na auto-fosforilagao
e promovendo crescimento autbnomo das células mutantes.?®

Foram realizados varios estudos para a determinagdo do valor prognostico de DIT-
FLT3 nos pacientes com leucemia aguda.*

Na LMA a DIT-FLT3 foi descrita em 5-15% das criangas e 25-35% dos adultos.”® Foi
observada em todos os subtipos FAB, mas nos adultos sua prevaléncia ndo é
randdmica, sendo rara na LMA M2 e mais prevalente nas LMAs de cari6tipo normal
e na M3. Nas criangas a associacdo com cariétipo normal ou com FAB M3 é
reduzida e especula-se a maior frequencia nos subtipos M1/M2. A importancia
clinica das mutagdes em FLT3 na LMA foi estabelecida a partir da estreita
correlacdo entre a presenca de DIT-FLT3 com leucocitose, alto percentual de
blastos e pior resposta terapéutica. °1 %

Estudos realizados em pacientes com LMA que apresentavam outras altera¢des de
bom progndstico como a 1(8;21) e inv 16 encontraram baixa incidéncia de DIT-FLT3
e associacao com leucocitose, o que indica que a DIT exerce um efeito bioldgico
proliferativo nos casos de LMA que supostamente tinham baixo risco de recaida
devido a presenca destes genes de fusdo. No entanto, nem todos os grupos
identificaram alteracdo de sobrevida na presenca das alteragdes em conjunto.
Alguns grupos detectaram ainda a presenca de DIT-FLT3 concomitante a duplicacéo
parcial em tandem do gene MLL (PTD-MLL), a qual apresenta valor prognéstico ruim
quando detectada sozinha e ainda pior com ambas as alterag:(")es.93

Sendo assim o valor prognostico de DIT-FLT3 associado a outras alteragcdes ainda
nao foi bem estabelecido uma vez que a literatura traz trabalhos com DIT associado
a altos niveis de recaida, com os niveis de remiss&o iguais aos do grupo sem esta
alteracdo, ou até mesmo associado a boa resposta clinica.** %

Foram também observadas diferengas quanto ao valor prognéstico da DIT-FLT3
quando comparada a LMA do adulto e da crianga. Estas foram atribuidas ao
mecanismo molecular de perda do alelo selvagem contribuindo para a agressividade
do clone leucémico. As duplicagdes em FLT3 sdo encontradas na maioria dos casos
em heterozigose, mas existem casos de homozigose. Acredita-se que este seja um

evento pés-leucémico que confira resisténcia as células, sendo assim a variacdo na
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relacdo entre alelo mutado e alelo selvagem (taxa alélica) pode ser a explicagao
para o valor prognostico adverso encontrado.®® Recentemente um estudo
multicéntrico com a colaboragéo de varios paises relatou a incidéncia de DIT em 600
criangas (12%) e nado encontrou diferenga evolugéo clinica em relagdo ao grupo
controle sem a alteracdo. No entanto o estudo da taxa alélica revelou impacto
significativo da perda do alelo selvagem na sobrevida dos pacientes com a
duplicagao.”’

Na LLA de origem B, por outro lado, a presenga DIT-FLT3 foi descrita em baixa
incidéncia (1% nos adulto e criangas), com valor prognéstico associado ao baixo
indice de remissao.%®

Na LLA de origem T a incidéncia de DIT-FLT3 descrita na literatura € baixissima,
porém Van Vlierberghe et al. relatou 2-3% de DIT-FLT3 em criangas com LLA T,

com progndstico adverso.®
1.5.2. Mutagodes pontuais no gene FLT3

As mutacdes pontuais no gene FLT3 acometem a al¢ca de ativacdo do segundo
dominio quinase, e a mutacdo mais comum resulta da substituicdo de um residuo de
acido aspartico na posicdo 835 do éxon 20 por um residuo de tirosina (D835)."® A
alca de ativacdo é um componente comum aos receptores tirosina quinase e tem
como funcao bloquear o acesso de ATP e do substrato ao dominio quinase quando
o receptor esta inativo. Com uma mutagao pontual nesta regido o receptor se
encontra auto-ativado e assim como na presenca de DIT, o controle da cascata de
sinalizacao promovido por FLT3 é perdido, levando a proliferagéo celular e bloqueio
da diferenciagao."’

A mutagéo foi descrita em cerca de 5-10% dos pacientes com LMA e tém sido
relacionada ao pior prognostico. Nao foi encontrada associagdo com nenhum
subtipo FAB especifico e ha relatos de deteccdo em pacientes com t(15;17) ou
mesmo com DIT-FLT3. No caso da presenga das duas alteragbes em FLT3, a baixa
incidéncia (1,7%) relatada dificulta a avaliagdo do valor clinico, no entanto o
prognostico ruim parece prevalecer e estudos in-vitro sugerem a aquisicdo de
resisténcia a terapias convencionais e alvo-especificas para o receptor.

Em bebés e criangas com LLA de origem B a mutagao pontual de FLT3 foi detectada

na presenga concomitante de alteragdes no gene MLL (15-18%dos casos com esta



23

alteragao), ainda com valor prognéstico controverso.'” Foi também relatada
associagao de mutagdes pontuais em FLT3 e criangas com cariotipo hiperdiploide
(25-28%), com + 50 cromossomos, que normalmente é associado a um bom
prognostico. Na presenca da mutacgao o risco de recaida aumentou, mostrando mais
uma vez o papel proliferativo de FLT3.%

Na LLA T um trabalho com adultos sugere a associagao da presenca de FLT3-D835

com a expressao de CKIT/CD117 pelo clone leucémico, conferindo pior progndstico.

De maneira geral as alteragdes em FLT3 sdo mais frequentes nas LMAs (10-45%
dos casos) e tém sido consideradas o fator prognéstico independente de maior valor,
ja sendo incorporada para determinacédo de risco e intensificacdo terapéutica nos
protocolos recém atualizados utilizados nos paises desenvolvidos. %% Por mais
que haja discordéncias quanto a agressividade da doenga, todos os estudos
revelaram maior leucometria € menor taxa de remissao na presenca da alteracao.

Alguns estudos avaliam também a possibilidade de utilizagdo das alteragbes em
FLT3 como marcadores tumorais para identificacdo de doenga residual minima. O
fato € que foram observados ganhos e perdas de mutagbes no decorrer do
tratamento, o que restringe o valor de FLT3 como marcador indicativo de

recaida.%>10¢

I.6. Importancia da detecgao de alteragées moleculares

Estudos in vitro comprovaram que tanto as translocagées cromossémicas quanto as
alteragbes em genes codificantes de receptores tirosina quinase, como o FLT3,
sozinhas ndo sdo capazes de produzir a transformagdo maligna e ocasionar a
leucemia. Isto reforga a teoria dos dois eventos de Knudson (“Two Hit Model”) "' e
tem levado a busca por potenciais terapias alvo-especificas que restabelecam a
normalidade de ambas as vias de sinalizagdo desreguladas na doenga.

Novos farmacos destinados a inibicao da via de ativacdo de FLT3 tém sido testados
e a combinacdo com as terapias atuais seria preditiva do sucesso terapéutico das
leucemias agudas, em substituicdo aos pesados regimes quimioterapicos atuais. No

entanto, a aquisi¢do de mutag¢des no decorrer do tratamento tem representado um
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empecilho aos farmacos testados, o que deve ser sanado em breve com o avango

das pesquisas com leucemias.'”’
1.6.1 Utilizagdao de métodos moleculares ao diagnéstico

Uma vez que as alteragdes genéticas sao os principais fatores progndsticos
utilizados no estabelecimento de terapias atuais contra a leucemia aguda, é
fundamental a andlise molecular de alteragbes genéticas ao diagndstico. A
importancia da biologia molecular se deve a independéncia desta metodologia do
sucesso de culturas celulares e obtencdo de metafases, que provoca falhas
freqlentes na analise citogenética, alem da possibilidade de detectar alteragdes
cripticas. A t(12;21) foi um dos primeiros exemplos descritos desta situagéo, na qual,
mediante o emprego de métodos moleculares, foi observado que 15 a 25% dos
pacientes com LLA apresentam esta alteragao cromossémica. Outras translocacdes
para as quais foram evidenciados alguns casos com a mesma situagcdo sao a
1(8;21), at(4;11), e a t(15;17).

Os métodos moleculares mais utilizados para a identificagcdo de marcadores de
prognostico e grupos de risco terapéutico nas leucemias agudas sdo baseados na
Reagédo em Cadeia da polimerase (PCR) a partir do DNA ou RNA (RT-PCR). O PCR
pode ser de dois tipos: qualitativo para deteccdo ou quantitativo para afericao de
carga tumoral utilizando, preferencialmente, a tecnologia de PCR em tempo real
(Real-time PCR).

A aplicacdo de tais métodos no diagnodstico das leucemias agudas proporciona a
deteccao, desde o inicio, de marcadores tumorais especificos e universais que
apresentam valor prognéstico e sao utilizados para classificar os diferentes grupos

de leucemia no momento do diagnéstico.

O trabalho colaborativo de 10 grupos europeus durante um periodo de 4 anos
resultou na uniformizagdo diagndstica de RT-PCR qualitativo para detecgdo dos
diversos genes de fusd0.*° A padronizacdo gerou uma estratégia baseada em dois
PCRs para cada gene de fusdo (PCR nested) onde a sensibilidade final obtida varia
de 102 a 10°. Esta uniformizacao diagnéstica foi o primeiro passo para que estudos
multicéntricos pudessem ser estabelecidos. O mesmo grupo de laboratérios

posteriormente uniformizou a detec¢gdo de mutagdes no gene FLT3. assim como a
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quantificacao dos genes utilizados como marcadores tumorais, permitindo a melhor
analise do comportamento da doenga ao longo do tratamento e a detecgao precoce
de DRM.

l. 6.1.1 Dinamica do método de reagcao em cadeia da polimerase (PCR)

O método de PCR permite amplificar um segmento de DNA localizado entre duas
regides de sequéncia conhecida. Essencialmente, trata-se de uma sintese de DNA
in vitro a partir de dois oligonucleotideos utilizados como iniciadores da reacao
(primers). O processo consiste em uma série de reacbes catalisadas por uma
enzima DNA polimerase termoestavel (Tag Polimerase) em condigbes fisico-
quimicas especificas e ciclos térmicos pré-definidos. Os iniciadores séao
complementares aos extremos 5’ e 3’ de sequéncias que flanqueiam a sequencia de
DNA alvo da amplificacao.

A PCR tem inicio a partir da desnaturacéo da dupla fita de DNA a 90-95°C, em
presenca de um excesso de cada um dos oligonucleotideos iniciadores e dos quatro
deoxinucleotideos trifosfato (dNTPs: dATP, dTTP, dCTP e dGTP). A seguir, a
temperatura diminui até que um valor apropriado para a ligagdo complementar dos
iniciadores com as sequéncias correspondentes (temperatura de annealing) seja
atingido. Logo apods, a extensao do produto € obtida pela agdo da DNA polimerase,
na temperatura ideal para sua atividade.

A sucessdo destas trés etapas (desnaturagao, annealing e polimerizagao) é
conhecida como “ciclo”. O processo de PCR é baseado na repeticdo destes ciclos
e, dado que os produtos de um ciclo servem como moldes para o proximo, a
amplificacéo é exponencial. Em teoria, o método de PCR permite a amplificacéo de
até 10 milhdes de cépias de uma seqiéncia determinada de DNA a partir de poucas

moléculas iniciais.

1.6.1.1.1 Detecgédo de clonalidade pela amplificagao dos rearranjos das regioes

variaveis dos genes de receptores de antigeno (RA)

Nas ultimas décadas, varios métodos de PCR dirigidos a analise dos genes das IGs
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e dos TCRs foram desenvolvidos, utilizando DNA extraido de células mononucleares
do sangue periférico ou medula éssea de pacientes com suspeita de leucemia.'®®
Estes métodos, embora se diferenciem na eleicao da sequéncia e localizagao dos
oligonucleotideos iniciadores, compartiiham os mesmos principios: (a) o DNA dos
genes em configuragdo nativa ndo é amplificado, devido as longas distancias entre
0s segmentos génicos nao rearranjados; (b) o produto da amplificacdo das
populacdes policlonais estara formado por inumeraveis “amplicons” ou produtos de
tamanhos diferentes (correspondentes aos diferentes rearranjos existentes na
populagao) que irdo gerar um rastro quando submetidos a eletroforese; (c) sendo os
genes de RAs produtos especificos de linhagem e as leucemias originadas de um
mesmo clone, de acordo com as propriedades intrinsecas do método de PCR, o
rearranjo clonal sera amplificado preferencialmente, gerando uma banda discreta
visivel sobre um fundo de bandas policlonais (pertencentes as popula¢des de
linfécitos normais).>

A sensibilidade do método de PCR ¢ diferente de acordo com o propdsito da analise.
Na determinagcdao de rearranjos génicos monoclonais, a amplificagdo ndo é
especifica para o DNA neoplasico, sendo que a possibilidade do diagndstico
dependera da visualizacdo de um sinal de amplificacdo discreto (proveniente da
populagao monoclonal) sobreposto a um background difuso (populagéo policlonal). A
sensibilidade do método nestas condi¢cbes dependera do set de primers e numero
relativo de células mono e policlonais incorporadas na reagao. A sensibilidade final
estabelece a possibilidade de se detectar uma célula monoclonal, dentre 10%-10°

células policlonais.'®®

l. 6.1.1.2 Detecgao de genes de fusao por reagcao em cadeia da polimerase apoés

transcricao reversa (RT-PCR)

As translocagdes representam outra forma de rearranjo génico (intercromossémico),
mas, contrariamente aos rearranjos dos genes de RAs, estas ndo ocorrem nas
células normais (ndo nos niveis de deteccdo dos métodos aplicados ao
diagnostico).'™

Nas leucemias agudas, a maior parte das aberragdes cromossémicas com genes de
fusdo possui regides de quebra muito distantes, dificeis de serem detectadas por

PCR de DNA. Para isto seria necessario detectar o ponto de quebra especifico de
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cada paciente. Entretanto, a maioria dos genes de fusdo é transcrita em RNA
mensageiro, que pode servir de alvo para uma PCR apds a transcrigao reversa (RT-
PCR) do RNA em DNA complementar (cDNA).

O método de RT-PCR permite detectar com extrema sensibilidade e especificidade
os equivalentes moleculares de translocacbes cromossdmicas, em virtude do
conhecimento atual das sequéncias génicas envolvidas e da possibilidade de
desenhar oligonucleotideos iniciadores complementares a estas. Desta forma, tem-
se vantagem em relagdo a andlise citogenética convencional, pela sua rapidez e

segurancga na detecgdo dos equivalentes moleculares.'"”

Este método, em virtude da sua sensibilidade, constitui a ferramenta mais
apropriada para deteccdo da doenga residual minima, permitindo detectar
precocemente a presenca de células residuais (presenga de baixa carga tumoral),
aumentando as chances do sucesso de eventuais intervengdes terapéuticas.''?

Neste trabalho, foi tomado como referéncia o método de RT-PCR proposto pelo
programa europeu de unificacdo de critérios de diagndstico e acompanhamento da
doenga residual minima nas leucemias agudas "Biomed-1 Concerted Action" (Van
Dongen et al, 1999), visando obter resultados comparaveis aos grandes centros de

diagnostico e tratamento de doengas hematoldgicas.
1.6.1.1.3. Deteccdo das alteragées em FLT3

As alteragbes no gene FLT3 foram detectadas através PCR a partir de DNA
utilizando primers especificos para a duplicacdo ou para a mutagcdo pontual,
flanqueando a regido de conhecida instabilidade genémica em que ambas
aparecem. Apesar de a literatura apontar para problemas da utilizacao deste método
durante o acompanhamento para monitorar a carga tumoral, os pacientes que

recairam foram analisados para a presenca das alteragoes.
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I.7. Avaliagao da Doenga Residual Minima

Os métodos moleculares empregados também se mostram Uteis para a obtencao de
marcadores aplicaveis a detecgdo de doenga residual minima (DRM), entendida
como a persisténcia de células malignas ao longo do tratamento ndo detectada por
métodos menos sensiveis como o hemograma ou mielograma. '™

O acompanhamento molecular do curso clinico do paciente requer a identificacdo de
marcadores tumorais os quais sdo seguidos ao longo da aplicagdo dos protocolos
terapéuticos para avaliar a existéncia de DRM, que pode vir a ser causa da recaida
da doencga. Nos grandes centros para diagnéstico e tratamento das leucemias nos
paises desenvolvidos € realizado um seguimento frequente dos marcadores
identificados ao diagnéstico: uma nova avaliagdo molecular é realizada ao final da
inducdo da remissao e de tempos em tempos para a avaliagdo temporaria da
consolidacdo e manutengdo. E entdo reavaliado o risco de recaida e o paciente em
remissdao medular é periodicamente examinado para o controle da doenga. Uma vez
detectada a recaida molecular, a terapia é retomada ou intensificada para prevenir a

recaida hematoldgica.

Mesmo nestes locais o gene FLT3 n&o € utilizado como marcador de DRM pela
instabilidade de suas mutag¢des. Alguns grupos ja vém realizando de rotina o
acompanhamento molecular da LLA por PCR em tempo real para rearranjos de
receptores de antigenos, o que fornece uma excelente opgdo uma vez que nem
todos os pacientes apresentam outro marcador ao diagndstico, possibilitando
inclusive a analise de LLA de origem T.""

No Brasil a possibilidade de diagnéstico molecular é restrita aos institutos das
grandes cidades e o acompanhamento molecular de todos os pacientes representa
um enorme custo mesmo para os laboratérios mais importantes do pais. Sendo
assim, o envio sequencial de material é prioridade dos pacientes que se beneficiam
de terapia alvo-especifica para BCR-ABL ou PML-RARa. Estudos pilotos, no
entanto, tentam implementar nos pacientes que tém acesso a analise cito-molecular

o PCR em tempo real para avaliar DRM nas LLAs '"°

, 0 que espera-se que seja
expandido para os demais centros no pais para que seja introduzida a mentalidade

de acompanhamento da DRM como fator crucial para intensificagéo terapéutica .'"
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Il. OBJETIVOS

1.1 Objetivos Gerais

Aplicagdo de uma abordagem diagnéstica integrada para caracterizar o perfil
genético de criangas com leucemia aguda (LA), visando identificar

marcadores bioldgicos com valor clinico;

Estabelecimento do valor prognéstico de cada marcador molecular

encontrado na LA.

1.2 Objetivos Especificos

Analise da presencga de translocagdes de risco, por RT-PCR para detecg¢ao
dos transcritos de fusdao BCR-ABL; MLL-AF4; TEL-AML1; PBX1-E2A; PML-
RARa, AML-1-ETO, CBF B -MYH11.

Detecgédo das alteracbes do gene FLT3 visando determinar o valor
prognéstico da presenga da duplicagdo em tandem, de mutagdes pontuais e
de perda do alelo selvagem em pacientes com LMA e com LLA.

Screening de marcadores a serem utilizados para o acompanhamento da
DRM.
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ll. PACIENTES E METODOS

l11.1. Pacientes em estudo

Foram estudadas amostras de 328 criangas com suspeita diagnéstica de leucemia
aguda de novo ou secundaria encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular
do Centro de Transplantes de Medula Ossea do Instituto Nacional de Cancer
(CEMO-INCa), no periodo entre fevereiro de 2000 a agosto de 2006, provenientes

em sua maioria dos seguintes servigos:

1. Servigo de Hematologia do Instituto Nacional de Céncer (INCa), Rio de
Janeiro/RJ;

2. Servigo de Hematologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF-UFRJ);

3. Servico de Hematologia do Hospital Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade
Estadual do Rio de janeiro;

4. Servico de Hematologia do Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes da
Universidade Federal do Espirito Santo (HUCAM-HUFES);

5. Servico de Hematologia do Hospital Infantii Nossa Senhora da Gldria (HI),
Vitéria/lES

6. Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (HC-UFMG), Belo Horizonte, MG;

Das 328 criangas enviadas, 284 tiveram diagndstico confirmado e foram incluidas

neste estudo.
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lll.1.1. Tipo de estudo e critérios de Inclusao

Este estudo foi do tipo ndo sequencial e retrospectivo para as criangas dos centros
de origem 2, 3, e 6 e sequencial e prospectivo para os pacientes provenientes do
centro de origem 1,4 e 5. Os critérios de inclusdo considerados foram: (1) pacientes
entre 0-18 anos, (2) confirmagao diagnéstica de leucemia aguda, (3) disponibilidade
de material para analise molecular e (4) disponibilidade de dados clinicos na
instituicdo de origem, tais como leucometria, percentagem de blastos, analise

morfolégica ao diagndstico, datas de nascimento, remissao, recaida e obito.

I11.1.2. Critérios de Exclusao

Foram excluidos deste grupo de estudo os pacientes que apresentaram as
seguintes condigdes: (1) Pacientes classificados pela andlise imunofenotipica e
molecular como leucemia mieloide cronica, linfoma linfoblastico, anemia de fanconi,
anemia aplastica, sindrome mieodisplasica e linfoma de Burkitt; (2) Auséncia de
amplificacdo para os genes constitutivos de tamanho necessario para o sucesso da
abordagem molecular para evitar a obtengao de resultados falso-negativos por PCR
devido a qualidade da amostra; (3) Impossibilidade de obtengédo de dados clinicos

dos centros de origem.
111.1.3. Caracteristicas das amostras

Foram utilizadas amostras de aspirado de medula éssea (MO) e sangue periférico
(SP) de 284 criangas com confirmagao diagndstica de LA, posteriormente definidos
como de origem linféide ou mieléide de acordo com a positividade para marcadores
de linhagem celular obtidos por citometria de fluxo. Como populagéo controle foram
utilizados 10 doadores de MO de pacientes do CEMO no INCa. Linhagens celulares
positivas para os rearranjos dos genes que codificam a porgao variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina (IGH) (CEMO-1)""" e para os genes de fusdo analisados
(RSI, REH, ACC-42, K562, KASUMI e NB4)'"® foram utilizadas como controles
positivos para as alteragdes génicas.

As amostras recebidas foram obtidas ao diagndstico provenientes do mielograma de

rotina dos centros de origem, realizado nos pacientes com suspeita de LA.
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As amostras provenientes de outros estados foram enviadas dentro de caixas de
isopor, em temperatura ambiente, devidamente identificadas, via correio e chegando
ao laboratério no maximo 24 horas apés a coleta.

O material foi enviado em seringa heparinizada apds a retirada da agulha ou em
tubo com EDTA (acido etilenodiaminotetracético) para evitar coagulagao. Nos casos
de aspirado seco, amostras de SP foram utilizadas sempre que o percentual de
blastos estivesse acima de 40%.

As amostras foram encaminhadas dos centros de origem com o protocolo de envio
preenchido pelo médico contendo seus dados clinicos relevantes. Ao chegarem,
todas as amostras receberam numeracao especifica do laboratério. Os dados de
acompanhamento dos pacientes foram fornecidos pelos centros de origem ou

obtidos pela analise dos prontuarios.

lll.1.4. Definigoes

Para a analise das caracteristicas dos pacientes e o impacto destas na resposta a
terapia, seus dados clinicos, morfologicos, imunofenotipicos e citogenéticos foram
registrados em planilhas.

Aos efeitos de analise, as alteragdes moleculares foram consideradas de bom ou
mau prognoéstico conforme relatado previamente na literatura.

Nas LLAs de origem B a presenga dos genes de fusdo BCR-ABL, MLL-AF4 ou
PBX1-E2A foi considerada de mau prognéstico e a presenca do gene TEL-AML1, de
bom progndstico.

Nas LMAs a presenca dos gene de fusdo BCR-ABL foi considerada de mau
prognostico e os AML1-ETO, CBFB-MYH11 e PML-RARa de bom prognéstico.
Alteragdes no gene FLT3 foram consideradas de mau progndstico de maneira geral.
Nos dois tipos de LA os protocolos de tratamento foram adaptados ao risco de
recaida de acordo com os fatores progndsticos obtidos ao diagnéstico. O tratamento
da LA consiste em 4 blocos: indugdo da remisséao, tratamento profilatico do SNC,
consolidagéo e manutengao.

Na LLA as dosagens e drogas variaram de acordo com a utilizacdo do protocolo
BFM-95 (Berlim-Frankfurt-Munster, 1995) ou do GBTLI-93 (Grupo Brasileiro, 1993),
dependendo da instituicdo. Os protocolos no total chegam a quase 5 anos de

tratamento.
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Na LMA os protocolos utilizados pelas diferentes instituicbes foram baseados no
protocolo alemao BFM, constituido de uma pré-fase (feita em pacientes com
contagem de leucdcitos acima de 100.000/mm?® ou visceromegalia consideravel) e
trés fases (indugdo da remissdo, consolidacdo, manutencido). A terapia de
manutencio se estende até completados dois anos de tratamento, contados a partir

do inicio da fase de indugao'"®

. Os pacientes positivos para t(15;17) receberam ATRA.
Para ambas as leucemias agudas, em caso de recaida ou n&o resposta foi utilizado
o protocolo BFM para recaida, além da indicacdo ao TMO.

A remissao clinica completa foi definida pela analise morfolégica da MO quando esta
apresentava menos de 5% de blastos. A analise morfolégica da MO para avaliagéao
da remissao foi realizada ao final do periodo de indugédo, de acordo com os
pareceres dos médicos da instituicdo de origem.

A sobrevida global foi definida como o periodo entre o diagnéstico e a morte do
paciente pela doenga ou por qualquer outro motivo (pneumonia, infecgdo associada,
cardiopatia). A sobrevida livre de eventos foi definida como o periodo entre a
remissao e a recaida hematoldgica. Os pacientes que tiveram perda de seguimento

ou abandono de tratamento foram censurados na data da ultima visita.

lll.2. Andlise Citomorfolégica

O diagnéstico morfoldgico foi realizado na instituicdo de origem pelos médicos

assistentes de acordo com os critérios do grupo FAB.

lll.3. Analise Imunofenotipica

Amostras provenientes do Hospital Infantil foram analisadas pela equipe técnica do
Laboratério Progenética, as demais amostras do Espirito Santo foram analisadas
pela Dra Virginia Pires no Laboratério de Biologia Molecular do CEMO. As amostras
do Rio de Janeiro e Minas Gerais foram analisadas pela equipe do Laboratério de
Imunologia do CEMO.

A classificagdo imunolégica das leucemias baseou-se na imunofenotipagem de
células em suspensdes incubadas com anticorpos monoclonais (AcMo) conjugados

a um determinado fluorocromo através de imunofluorescéncia direta com leitura por
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citometria de fluxo. Essa metodologia € capaz de detectar antigenos
intracitoplasmaticos ou de membrana, de acordo com o tipo de preparagéo da amostra.
O perfil imunofenotipico dos pacientes foi estudado por citometria a partir de suas
amostras de MO ou SP. A técnica foi realizada por imunofluorescéncia direta, por
intermédio de AcMo contra antigenos celulares de superficie e intracitoplasmaticos,
apods o tratamento das amostras de acordo com os processos convencionais. Foram
realizadas duplas e triplas marcagdes, combinando AcMo conjugados aos
fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou clorofil-
peridinina (PerCP). Cada amostra foi processada com um controle apropriado (IgG1
de camundongo conjugado com cada um dos fluorocromos), utilizado para definir a
fluorescéncia negativa. A fluorescéncia foi lida no FACScan (FACScan, Beckton

Dickinson).

lll.4. Anadlise Citogenética

Amostras provenientes do Hospital Infantil foram analisadas pela equipe técnica do
Laboratério Progenética, as demais amostras foram analisadas pela equipe do
Laboratério de Citogenética do CEMO.

Resumidamente, as células neoplasicas foram colocadas em cultura (direta, 24 e 48
horas) e, apés administragédo de colchicina por 50 minutos, 6 horas ou 12 horas
foram analisadas por bandeamento GTG (banda G, tripsina, Giemsa). Os cariétipos
foram descritos de acordo com o ISCN, 1995 (“International System for Human

Cytogenetic Nomenclature, 1995”)'%°.

I11.5. Analise Molecular

As amostras das 185 criancas com LLA foram avaliadas por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a detec¢éo de rearranjo clonal nos genes dos receptores de
antigeno de células B e T (IG e TCR). Das 148 LLAs de origem B, 106 possuiam
material amplificavel e foram analisadas por PCR apods transcricao reversa (RT-
PCR) para a detecc¢ao dos genes de fusdo PBX71-E2A, TEL-AML1, MLL-AF4 e BCR-
ABL. Das 95 criangas com LMA, 75 possuiam material e foram analisadas para a
detecgédo dos genes de fusdo BCR-ABL, AML1-ETO, CBFB-MYH11 e PML-RARa,
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também por RT-PCR. As alteragbes no gene FLT3 foram realizadas em 84 LMAs,
92 LLA de origem B e 22 LLA de origem T.

lll. 5.1. Manipulagao e processamento das amostras

Os materiais primarios a partir dos quais se obtiveram os resultados apresentados
neste trabalho foram o DNA e o RNAm extraidos de:
(1) células mononucleares isoladas de amostras de SP ou MO, por centrifugagdo em

gradiente de Ficoll; (2) células crescidas em cultura.

lll. 5.1.1. Separacgao de células mononucleares por centrifugagdo em gradiente

de densidade

As amostras de SP e MO, previamente diluidas com igual volume de PBS, foram
colocadas sobre um mesmo volume de Ficoll-Histopaque®~1077 (Sigma) e
centrifugadas durante 20 minutos a 2000 rpm, a 20°C. Apds centrifugacao, o anel de
células mononucleares obtido na interface foi recolhido e transferido a outro tubo e
lavado pelo menos duas vezes com PBS. O resultado da centrifugacéao, “pellet”, foi
ressuspendido em 1 mL de PBS e uma aliquota foi utilizada para calculo do nimero

de células/ amostra apds contagem em camara de Neubauer.
lll. 5.1.2 Cultura de linhagens celulares

Neste trabalho, foram manipuladas células das linhagens celulares: ACC-45, REH,
RSI, K562, KASUMI e NB4, gentilmente cedidas pelo Dr. Vanderson Rocha (Hopital
Saint Louis, Paris — Franga), utilizadas como fonte de RNA, servindo de controles
positivos na analise dos genes de fusdo E2A-PBX1, TEL-AML1, MLL-AF4 ,BCR-
ABL, AML1-ETO e PML-RARa respectivamente.

As células foram cultivadas em suspensdo e mantidas & concentracdo de 1x10°
células/mL em meio de cultivo completo RPMI-1640 (Sigma) suplementado com
10% soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 100 Ul/mL de penicilina (Sigma) e 50 ug/mL de
estreptomicina (Sigma), em uma atmosfera de 5% de CO, a 37°C em condicdes de

esterilidade.



36

As células foram congeladas em recipientes apropriados, utilizando-se 1 mL de SFB
contendo 10% (v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma), a uma concentracao de 1-2
x 10° células/mL, num total de 2-4 x 10° células/tubo. O processo de congelamento
foi realizado gradualmente, até atingir uma temperatura de -80°C. Os tubos foram
armazenados em nitrogénio liquido. O descongelamento foi realizado através da
adicdo de 15 mL de RPMI-1640 suplementado com SFB (20%), seguido de
centrifugagao durante 7 minutos a 1200 rpm e lavagem em tamp&o PBS.

Repiques repetidos, nas mesmas condi¢des descritas, foram realizados para a
extracao de DNA e/ou RNA.

lll. 5.2 Métodos de extragcao de DNA

A extracdo do DNA, substrato das reacbes de PCR, das suspensdes de células
mononucleares e culturas foi realizada utilizando-se o reagente comercial para
isolamento de DNA gendémico DNAzol® (Gibco BRL) ou, nos casos de nimero
insuficiente de células para ressuspensdo em DNAzol®, o reagente TRIzol® (Gibco
BRL).

lll. 5.2.1 Isolamento de DNA de alto peso molecular por DNAzol®

Uma aliquota das suspensdes de células mononucleares e culturas, contendo de 1 a
3x107 células/mL, foi ressuspendida em 1 mL de DNAzol®. O processo de extragdo
foi realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante em que o DNA foi
precipitado a partir da adicado de 0,5 mL de etanol absoluto (Merck) a 4°C. Apds
duas lavagens com etanol 95%, foi solubilizado em 300 a 500 uL de NaOH 8 mM ,

neutralizado com HEPES 0,1 M e armazenado em geladeira.
lll. 5.2.2 Isolamento de DNA de alto peso molecular por TRIzol®

Amostras de pacientes que apresentavam celularidade insuficiente para
ressuspensio em DNAzol®, reagente especifico para isolamento do DNA de alto
peso molecular, e com diagnostico para grupos de risco associados a translocacdes
especificas que seriam analisadas por RT-PCR tiveram as células separadas para a

extracdo de RNA em Trizol. De acordo com as recomendacdes do fabricante, apos
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remogao completa da fase aquosa (descri¢ao no item Ill. 5.3), o DNA foi precipitado
da interface e da fase fendlica com etanol absoluto e transferido para outro
eppendorf. Para eliminar resquicios de Trizol, foi incubado com citrato de sédio 0.1M
em etanol 10% durante uma hora e, apos centrifugagéo a 2500 rpm por 5 minutos,
solubilizado em 300 a 500 yL de NaOH 8 mM, neutralizado com HEPES 0,1 M e

armazenado em geladeira.

lll. 5.2.3 Avaliacado da qualidade do DNA extraido

A integridade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese de aliquotas dos extratos
de DNA, em gel de agarose 0,8%, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo e
visualizacdo sob luz ultravioleta. Nesta avaliacao foi considerado DNA de alto peso
molecular aquele com intensidade da fluorescéncia limitada a zona superior do gel,
desta forma, DNAs com baixo indice de degradagdo foram utilizados para as

reacoes de PCR especificas.
lll. 5.3 Extragao de RNA

Para possibilitar a detecgdo dos genes de fuséo, € utilizado como fonte primaria o
RNAmM que sera posteriormente transcrito em cDNA para a realizagdo do RT-PCR.
Sendo assim, células mononucleares foram isoladas por centrifugacdo em gradiente
de densidade (Ficoll-Hypaque®) e o RNA total foi extraido utilizando-se o reagente
comercial para isolamento de RNA total TRIzol® (Gibco BRL), baseado no método

desenvolvido por Chomczynski e Sacchi. '’

lll. 5.3.1 Consideragodes gerais

As ribonucleases (RNAses) sdo enzimas extremamente estaveis, presentes em
virtualmente todas as células vivas e que atuam num amplo espectro de pH, com
minima necessidade de co-fatores.'”? Desta forma, para evitar a degradacédo do
RNA pelas RNAses, foram cumpridas no decorrer deste trabalho algumas medidas

sistematicas:
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1. Todo o material utilizado na extragdo e manipulagao do RNA foi armazenado
separadamente e usado exclusivamente para esta finalidade;

2. Todo o material utilizado na extragdo e manipulagcdo do RNA, bem como a
bancada de trabalho foram descontaminados utilizando o reagente RNAse
Away™ (MBP), inibidor potente da atividade ribonucleasica;

3. Foram utilizadas luvas descartaveis durante a preparagdo dos reagentes e
materiais a serem utilizados, bem como durante a extracdo e manipulacao do
RNA, limpas com agua e etanol para retirar o excesso de talco e trocadas
freqUentemente no decorrer destes procedimentos;

4. Foi utilizada agua deionizada tratada com dietil pirocarbonato (DEPC) 0,1%
(v/v), inibidor inespecifico da atividade ribonucleasica, para o preparo de

reagentes e solubilizagdo do RNA.'?
lll. 5.3.2 Isolamento de RNA por TRIzol®

Uma aliquota das suspensdes celulares (obtidas por separagdo por gradiente de
densidade) ou das culturas de linhagens, contendo 5x 10% células/mL, foi
ressuspendida em 1 mL do reagente Trizol® e armazenadas a -20°C. A extracdo do
RNA foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante: os lisados foram
descongelados durante 5 minutos para permitir a completa dissociagdo dos
complexos nucleoproteicos; em seguida adicionou-se 300 uL de cloroféormio (Merck)
para cada 1mL de Trizol usado e centrifugou-se a 12.000 rpm em 4°C durante 10
minutos. O sobrenadante foi transferido a um novo eppendorf e o RNA foi
precipitado utilizando-se 500 uL de isopropanol (Merck), a —20°C, por centrifugagdo
a 12000 rpm, 10 min. O RNA precipitado foi lavado com etanol 75% de agua com

DEPC, solubilizado em agua com DEPC e armazenado a —80°C.

lll. 5.3.3 Quantificagao e avaliagao da qualidade do RNA extraido

A quantificacdo do RNA foi realizada por leituras a 260 nm, utilizando-se um
espectrofotdbmetro GeneQuant Il (Pharmacia Biotech). Considerou-se uma unidade
de densidade ética (DO) como equivalente a 40 pg/mL de RNA. '®* A pureza das

amostras foi avaliada por leitura a 280 nm (faixa de absor¢do das proteinas),
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considerando-se como pura uma amostra de RNA com valor DO 260/280 préximo a
2,0.

A integridade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese de 1 uL de RNA, em gel
de agarose 0.8%, contendo 0.5 pg/mL de brometo de etideo e visualizagdo sob luz
ultravioleta. As fragbes predominantes do RNA ribossémico (RNAr), 28S
(aproximadamente 5kb) e 18S (aproximadamente 2kb), servem como marcadores
naturais de peso molecular quando o RNA ¢é submetido a eletroforese e, em
mamiferos, a banda 28S tem cerca do dobro da intensidade da 18S. A visualizagao
das fragdes das duas subunidades de RNAr foi considerada evidéncia da integridade
do RNA (Figura 1ll.1). Uma amostra previamente quantificada com a concentragao
de 1,5 pg/uL foi utilizada como controle para a avaliacdo da qualidade do RNA em

gel de agarose.

Figura Illl.1: Anédlise da qualidade do RNA extraido.
Slots 1 a 4: amostras com 1,1; 1,3; 2,7; 1,2ug de RNA; Slot 5: amostra padrao de 1,5 pg.

lll. 5.4. Sintese de DNA complementar

A sintese de DNA complementar (cDNA), também chamada de retrotranscrigao, foi
padronizada com base no protocolo proposto pelo programa europeu de unificagao
de critérios de diagnéstico e acompanhamento da doenga residual minima nas
leucemias agudas "Biomed-1 Concerted Action".®* Um micrograma de RNA total
purificado foi retrotranscrito para cDNA mediante a utilizagcdo de 1U de transcriptase
reversa (Superscript®) e iniciadores randémicos Random Primers® (Gibco). O

protocolo de retrotranscrigéo esta detalhado no quadro I11.1.
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RETROTRANSCRICAO (20 pL)*

1 ug de RNA

tampéao RT (20 mM Tris HCI, 50mM KCI, pH 8.3)
MgCl,: 5 mM

DTT: 10 mM

Iniciadores randémicos: 5 uM

RNAguard®: 20 unidades

Transcriptase reversa: 1 unidade

dNTP: 1 mM

Quadro Ill.1: Reagao de retrotranscrigao

* Perfil Térmico proposto por Van Dogen et al®

Para averiguar a qualidade do cDNA foi realizada a amplificagdo do gene BCR,
funcional e constitutivo de células normais, por reacao de PCR Muiltiplex, de acordo
com as especificagdes publicadas por Otazu et al.'®®, como sera descrito no item II.
5.5.5.2. Desta forma, a visualizagdo do gene amplificado no gel de agarose confirma
a sintese e a qualidade do cDNA, assegurando os resultados negativos
posteriormente obtidos (Figura Ill.2). A auséncia do gene indica falha na reagéo de

RT a qual deve ser repetida alterando-se a quantidade de RNA na reacao.

800 pb

Figura Ill.2: Detec¢do do gene constitutivo BCR
Slot 1- controle positivo de cDNA; Slots 2, 4 a 8- amplificacao do gene constitutivo BCR para

avaliagdo da qualidade do cDNA,; Slot 3: BCR nao amplificou; M - controle de peso molecular



41

111.5.5. Métodos de PCR

lll. 5.5.1. Considerag¢oes Gerais

Devido a grande sensibilidade da técnica de PCR é necessario um rigido controle
para evitar contaminacao entre amostras ou com produtos previamente amplificados

(amplicons)126. Por isto foram tomadas precaugbes durante o trabalho:

1. Todos os materiais e reagentes utilizados na preparagao das reagdes de PCR
permaneceram sempre em ambientes fisicamente separados do setor de
processamento dos produtos amplificados.

2. Foram utilizados materiais descartaveis, ponteiras especiais com filtro e
micropipetas automaticas, diferenciadas para os procedimentos pré e poés-
amplificacao.

3. As pipetas foram descontaminadas antes de cada processo com agua
destilada e alcool isopropilico 70%.

4. Foram utilizadas luvas descartaveis, sendo freqlientemente substituidas

durante todos os procedimentos pré e pds-amplificagéo.
lll. 5.5.2. PCR para a detecgédo de clonalidade

Para o estudo de clonalidade nas LLAs foram analisados os rearranjos dos genes
das Imunoglobulinas e do TCR em células B e T respectivamente. Foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores (primers) para as regides conservadas dos diferentes
segmentos (V (D) J) presentes no rearranjo dos genes em reag¢des de PCR para

amplificar estas regides a partir de DNA gendmico.
lll. 5.5.2.1 PCR para a detecgao de rearranjos da regiao variavel do gene IGH

Foram realizadas técnicas para a amplificagdo da regido variavel do gene IGH,
utilizando primers consenso, aproveitando a caracteristica das regides Vy e Jy, que
apresentam sequéncias conservadas. Os segmentos V do gene da IgH possuem
regides conservadas (FR, framework) flanqueando as regides de hipervariabilidade

ou CDR. Iniciadores complementares as regides FRII/Jy e FRIIl/Jy, que flanqueiam
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respectivamente as regides de hipervariabilidade CDRII e CDRIII, foram utilizados
como pode ser observado no esquema das figuras a seguir.

Os rearranjos do gene da cadeia pesada das imunoglobulinas (IgH) sdo amplificados
utilizando-se primers que flanqueiam a regido CDRIIl (PCR FR3-JH). Em casos
negativos, realiza-se uma reacgao “semi-nested” para amplificar a regidao CDRII (FR2-
JH).

Todas as amostras foram submetidas a amplificagdo com um par de primers para
um gene constitutivo (G3PDH) para testar se o DNA é amplificavel, evitando

resultados falso negativos.
PCR FR3/JH

O método de PCR FR3/JH permite a amplificagéo da regido CDRIIl4 dos segmentos
variaveis do locus da IgH. Foram utilizados dois primers consenso (con): FR3con
complementar a regido 3’ dos genes Vy e o Jycon, complementar a sequéncia
conservada na regiao 3’ dos 6 genes Jy (Figura 1l1.3). O tamanho esperado dos
produtos esta na faixa de 90 a 150 pb. Em todas as reagdes foi incorporado, como
controle positivo, DNA de alto peso molecular da linhagem celular CEMO-1. Esta
reacao de PCR é capaz de detectar uma célula leucémica em 1000 células normais
(sensibilidade 1 x 107%).

i e e s

Figura Ill.3 PCR FR3. Amplificagéo da regiao compreendida entre FR3 e JH do l6cus da IgH
As setas indicam a localizagdo dos primers para a reagao de PCR
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PCR FR2/JH

Através do método PCR FR2/JH amplifica-se a regido compreendida entre FRIly e
Ju. O produto esperado esta na faixa de 200 a 260 pb. A reacgao foi realizada em
duas etapas, na qual o produto de amplificacdo da primeira etapa foi utilizado como
substrato para a segunda, utilizando primers mais internos (nested PCR). Na
primeira etapa foram utilizados os primers FR2con e LJH e na segunda etapa, além
de FR2con, foi utilizado outro iniciador mais interno, VLJH'?" (Figura 1Il.4). Foram
usados como controles positivos, DNAs de alto peso molecular extraidos da
linhagem REH. A sensibilidade do método permite a deteccdo de uma célula

leucémica em 100-1000 células normais (1 x 102/ 107).

z FR1 | DRI | FR2 | CDRII | FR3 |CDRIII I Iwg‘“'”
— € R

> Gm=m
> <mmm

Figura Illl.4 PCR FR2. Amplificagdo da regido compreendida entre FR2 e JH do lécus da IgH.
As setas indicam a localizagao dos primers para ambas etapas da reagao.

lll. 5.5.2.2. PCR para a detecgao de rearranjos dos genes que codificam TCR

Considerando-se que o rearranjo do gene do TCR é analogo ao rearranjo do gene
da IgH e, portanto, um excelente marcador neoplasico, abordagens semelhantes as
utilizadas para a deteccao dos rearranjos envolvendo os genes da IgH podem ser
usadas para a detecgdo de monoclonalidade de origem T, assim como de origem B
imatura. Foram, entdo, utilizados dois métodos a fim de se amplificar estes

rearranjos.
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PCR TCRy

A primeira estratégia utilizada foi uma reagdo multiplex, na qual uma mistura de
primers para os diversos segmentos Vy e Jy foi utilizada para a detecgdo de
monoclonalidade, dentro de condicbes ideais para o funcionamento.*® Foram
empregados oligonucleotideos complementares aos segmentos variaveis (V)
funcionais do gene TCRy. Estes sdo agrupados em quatro familias: Vyl (que inclui os
segmentos Vvy2, Vy3, Vv4, Vy5 e Vy8), Vyll (segmento Vy9), Vylll (segmento Vy10) e
VyIV (segmento Vy11). Os oligonucleotideos anti-sense foram complementares aos
segmentos Jy: J3, J4 e J1.2 (Figura IIl.5). Para eliminar uma eventual interferéncia
entre os iniciadores, as amplificagdes foram realizadas em duas reag¢des separadas,
uma incluindo a mistura dos segmentos Vy2, Vy3, Vy4 e Vy8 junto com os trés Jy
(Mix 1) e a outra reunindo os primers Vvy5, Vy9, Vy10 e Vy11 com os Jy (Mix Il). Os

produtos esperados se encontram na faixa de 200 a 250 pb.

\%7 Vi Vrin Vyiv In Cy1 Jyn Crz

Vy5 Vy8 s Jy1.2

(A) Configuracao no estado germinal do gene TCRy.

O complexo génico do gene TCRyestd formado por varios segmentos V (varidveis) divididos em quatro
familias (Vgl, VglII, VglII e VglV), além de duas familias (JyI e JyII) de segmentos J (jungdo) e duas familias
(CyI e CyII) de segmentos C (constantes).

(B) PCR Vy/Jy Mx:

localizagdo do anelamento dos primers. Foram utilizados iniciadores especificos para praticamente todos os
segmentos Vy (excluindo-se apenas os pseudogenes) e iniciadores para os segmentos Jy.

Figura lll.5: Desenho da reagao de detecgdo de clonalidade por PCR TCRy
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PCR TCR®

Para amplificar os rearranjos do gene TRC®, foram utilizados primers
complementares aos seguimentos génicos mais frequentemente envolvidos em
rearranjos nas LLAs de origem B.

Na reacao foram utilizados iniciadores para rearranjos incompletos tipicos do perfil
imunomolecular de leucemia B (iniciadores 5’ V62,062 e 3’ D&3)

A Figura 1ll.6 mostra a localizagdo e combinagdes possiveis dos iniciadores no
processo de amplificagdo. Os tamanhos esperados para cada rearranjo foram: V&2-
Dd3 (813 pb) e D82-D&3 (406 pb).

Jo (61) Ca

Rearranjo V52-D53 —_— Rearranjo D82-D33 _

Figura Ill.6: Desenho da reagdo de detecgao de clonalidade por PCR TCRO

lll. 5.5.2.3 Condi¢6es das reacoes de PCR para detecgao de clonalidade

As condicbes de cada uma das reacbes foram estabelecidas seguindo
especificagdes padrélo.128 Todas as reagbes foram desenhadas para um volume final
de 50 pL, utilizando tampao de PCR (Gibco ou Pharmacia) contendo 50 mM KCI e
10 mM Tris H-CI pH 8,3; MgCL, (Gibco) a uma concentragao final entre 1,5 e 2,5
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mM; dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Pharmacia) (200 yuM de cada um); primers (0,2 a
0,25 yM de cada um) e agua deionizada estéril para completar o volume da reacgao.
Em todos os casos foi incorporado, por reagédo, 200 ng a 1 ug DNA e 1U de Taq
DNA polimerase (Gibco).

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador PTC-100™ (MJ
Research). Os perfis térmicos de cada PCR utilizada seguiram as diretrizes gerais
para a amplificacdo com a Taq DNA polimerase: uma etapa inicial de desnaturagao
a 95-96°C por dois minutos, seguida de 35 a 40 ciclos com desnaturagao a 94°C por
um minuto, temperatura e tempo de anelamento otimizados para cada grupo de
primers e extensdo a 72°C por dois minutos; seguida de um ciclo final de extenséo a
72°C por 10 minutos e uma etapa final a 4°C.

Os resultados foram definidos gragas a incorporagcdo dos seguintes controles: (1)
controle negativo; DNA obtido a partir de SP ou MO de doadores saudaveis; (2)
controle positivo, DNA obtido de linhagens celulares portadoras de rearranjos
génicos indicando origem clonal e (3) controle final da reagdo de PCR, contendo
todos os componentes da reagao de PCR com exceg¢ao do DNA substrato.

Os produtos das reagbes de PCR FR3/JH, FR2/JH, TCRy e TRC& foram
interpretados apds eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e coloragado com nitrato

de prata.
lll. 5.5.3 PCRs para genes constitutivos

Com o objetivo de descartar falsos negativos nas analises dos rearranjos génicos,
foi testada a capacidade de amplificagdo das diferentes amostras de DNA. Este
teste foi feito através de reagdes de PCR multiplex (PCR Mx) para o gene
constitutivo Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (G3;PDH). Os resultados foram
avaliados em gel de agarose 2%, tendo sido incorporados as reagdes controles de

DNA de alto peso molecular e controles de PCR (sem DNA).

lll. 5.5.4 PCR para mutagoées no gene FLT3

As alteragdes no gene FLT3 foram detectadas a partir de DNA utilizando método de
PCR.
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lll. 5.5.4.1 Deteccao de DIT-FLT3

Foram utilizados iniciadores previamente descritos, para amplificagdo dos exons 14
e 15 do gene FLT3. Foram amplificados 100ng de DNA num volume final de 50 uL
contendo 50mM KCL, 10mM Tris-HCL(tampao Gibco), 2mM MgCL; (Gibco), 200 yM
de cada DNTP(Pharmacia), iniciadores 11F e 12R (0,5 yM de cada), 1U de Tag-
DNA polimerase(Gibco) e agua deionizada estéril para completar o volume.

A reacdo consistiu de incubacdo inicial de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 2 minutos, seguidos de extensdo final de 72°C por 8 minutos. Foi
utilizado um termociclador PTC-100™ (MJ Research).

Os resultados foram avaliados em gel de agarose 3%, contendo 0.5 upg/mL de
brometo de etideo (Gibco) e visualizados sob luz ultravioleta.

As amostras normais apresentavam apenas uma banda de 329pb correspondente
ao gene selvagem. Os fragmentos maiores que o selvagem foram considerados
mutantes e apresentavam tamanhos variados devido ao numero diferente de
duplicagbes em tandem presentes. A deteccdo de dois ou mais fragmentos
diferentes do tamanho esperado para o alelo selvagem foi interpretada como
presenca de mais de um alelo mutado, com numero diferente de duplicagbes em

cadaum.A Figuralll.7 mostra a estrutura do gene e alocalizagdo dos primers utilizados:

[ ] [Tk2
/JM

DIT-FLT3
R s—

Exon 14 Intron 14 Exon 15
- <«
14F 15R

Figura Ill.7: Desenho da reagdo de PCR para DIT-FLT3 e localizagao dos primers foward (F) e
reverse(R) no gene. Adaptado de Parcells et al, 2006*’

lll. 5.5.4.2 Deteccao de FLT3-D835

A analise da mutacao D835 no gene FLT3 foi realizada usando primers previamente

descritos para amplificagdo do exon 20 do gene. Foram amplificados 100ng de DNA
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num volume final de 50 yL contendo 50mM KCL, 10mM Tris-HCL(tampao Gibco),
2mM MgCL; (Gibco), 200 uM de cada DNTP (Pharmacia), iniciadores D835F e
D835R (0,5 uM de cada), 1U de Tag-DNA polimerase (Gibco) e agua deionizada
estéril para completar o volume.

A reacdo consistiu de incubacdo inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturacgdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo
a 72°C por 2 minutos, seguidos de extensdo final de 72°C por 8 minutos. Foi
utilizado um termociclador PTC-100™ (MJ Research).

Os resultados foram avaliados em gel de agarose 3%, contendo 0,5 uyg/mL de
brometo de etideo (Gibco) e visualizados sob luz ultravioleta, visualizando-se uma
banda unica de 114pb em todos os casos amplificados.

Sabendo-se que a sequéncia codificante de D835 compreende GATA, sitio de
atividade endonuclease da enzima ECO RV, foi utilizada a técnica de RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism) para a detecgdo da mutagdo pontual de
FLT3.

A digestao de 10uL do produto amplificado foi realizada com a enzima de restricdo
ECO RV (New England Biolabs) por 12 horas a 37° de acordo com recomendacdes
do fabricante. Utilizou-se 2,5U de enzima e 2uL de seu buffer para cada de 10uL de
produto, completando-se com agua deionizada para um volume final de 15uL. Os
produtos digeridos foram posteriormente analisados em gel de agarose 3%.

As amostras sem a mutagao sofriam digestdo completa pela enzima, resultando em
duas bandas de 68 e 46 pb. As amostras com mutagédo apresentaram a banda de
114pb parcial (heterozigoto) ou totalmente nao digerida (homozigoto), em virtude da
mutacdo de uma base alterada no sitio enzimatico. A Figura Ill.8 esquematiza a
reacao de RFLP-PCR.

M __IXD1 [:ff?f:}—————
< ]

EXOijTl//’///[JXﬁﬂjgg/f//////
CGAGATACATG

Eco RV

68pb 1 46pb
114pb

Figura Ill.8: Desenho da reagdo de PCR para FLT3-D835 e digestdao enzimatica para detec¢ao
da mutacgéo. Adaptado deYamamoto et al.'®
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lll. 5.5.5. Método de RT-PCR
lll. 5.5.5.1. Consideragodes gerais

Sequéncias especificas dos cDNAs sao amplificadas através de PCR para observar
a presenca de translocagbes. Todas as reagdes foram padronizadas para permitir a
deteccdo de cada translocagdo de interesse, a partir de 1ug de RNA e com
sequéncias de primers e perfil térmico propostos pelo protocolo Biomed-1°, a
excegao da reagao para a detecgéo do gene de fusdo BCR-ABL.

As reacgdes de PCR para a deteccao dos genes de fusdao MLL-AF4, TEL-AML1,
PBX1-E2A, PML-RARa, AML1-ETO e CBFB-MYH11 equivalentes moleculares das
t(4;11), t(12;21), t(1;19), t(15;17), t(8;21) e inv 16 respectivamente, constaram de 2
etapas (PCR nested), em que o produto da primeira, realizada com primers mais
externos (A e B), foi reamplificado na segunda etapa, utilizando primers mais
internos (C e D) de modo a obter maior sensibilidade (10 a 10®), como mostra o
esquema da figura III.9.

Na primeira etapa acrescenta-se o cDNA a um mix contendo tampé&o para RT (com
KCI e Tris HCI), MgCl,, H,O, DTT, dNTP, enzima Taq DNA polimerase e os primers
mais externos. A segunda etapa envolve o produto da primeira etapa e o mix difere

do anterior apenas pelos primers mais internos, como descrito no quadro 111.2.

Padronizagao da reagao de RT-PCR*

PRIMEIRA ETAPA (50 pL) SEGUNDA ETAPA (50 uL)
2-3 UL de cDNA 1 yL de produto da 12 etapa
Primers externos: 400 nM Mesmos reagentes da 12 etapa, com primers

mais internos.
dNTP: 200 uM
tampéo PCR (20 mM Tris HCI, 50 mM KCl,
pH 8.3)
MgCl,: 2.5 mM
Taq: 1 unidade

Quadro Ill.2: Reagao de RT-PCR

* Perfil Térmico: proposto por Van Dongen et al®
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As reagdes consistiram de incubagéo inicial a 95°C por 30 segundos, seguida de 35
ciclos de desnaturagédo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 65°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto. Foi utilizado um termociclador PTC-100™ (MJ

Research).

Os resultados foram avaliados em gel de agarose 3%, contendo 0,5 ug/mL de

brometo de etideo (Gibco) e visualizados sob luz ultravioleta.

A—> B

C—> -+ D

Figura Ill.9: Desenho de primers para detecgdo dos genes de fusdo. Para cada gene de fuséo,

sao utilizados 2 iniciadores externos (A e B), 2 internos (C e D). Retirado de Van Dongen, 1999.%

Em todas as reacbes foram incluidos controles negativos (cDNA obtido a partir de
SP ou MO de doadores sadios); controles positivos (cDNA obtido de linhagens
celulares positivas para cada um dos genes de fusdo em estudo) e controles de
PCR (contendo todos os componentes da reagdo de PCR, exceto o cDNA
substrato).

lll. 5.5.5.2. RT-PCR para o gene de fusdao BCR-ABL

Foi utilizada uma reagdo de PCR Multiplex para a detecgdo do gene constitutivo
BCR, usado para determinar a amplificabilidade dos cDNAs (Figura Ill.2) e para a
deteccdo do gene de fusdo BCR-ABL. O perfil térmico e os reagentes utilizados
seguiram o protocolo ja estabelecido neste laboratério para a avaliagdo do
cromossomo Philadélfia em Leucemia Mieldide Crdnica seguindo as especificagdes

previamente publicadas.'®
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lll. 5.5.5.3. RT-PCR para o gene de fusao E2A-PBX1

Para a detecgdo do gene de fusdo E2A-PBX1 foram utilizados primers em ninho 5'
complementares a regiao codificante do gene E2A (exon 13) e primers em ninho 3'
complementares a regido codificante do gene PBX1 (exon 2). O produto da reagéo é
visualizado em bandas de 373 e 289pb para a primeira e segunda etapas,
respectivamente. Foi descrita a presenga de um transcrito variante em cerca de 5 a
10% dos casos positivos para t(1;19)(q23;p13) decorrente de splicing alternativo nos
exons envolvidos.*

A figura 111.10 mostra um esquema da estrutura dos genes E2A e PBX1 e a

localizac&o dos iniciadores usados.

a E2
(19p13)
1 234 5 6 78910 111213 1415a 15b 16
—& fiH & HH—H————-
A ix tel—> ~ sy
cen regido de quebra ‘¢ (a) Representacdo esquemaética dos
~3.5kb e
PBX1 genes E2A e PBX1 e as regibes de
1923
(q)1 234567 8 quebra
{1 {HHHHHH T ——
3
<+—cen — tel—>
regido de duebra (b) Diagrama representando o transcrito
E2A-PBX, nas formas classica e variante
b (insergdo de 27 nucleotideos). As setas
[ Joeene| 2 indicam a posigao relativa dos primers.

—_—
100 pb

—_ <«
E2A-A PBX1-B
—_ <«
E2A-C PBX1-D

Figura Ill.10 Esquema representativo da PCR para detec¢ao de E2A-PBX 1%

lll. 5.5.5.4. RT-PCR para o gene de fusao TEL- AMLI

Para a detecgdo do gene de fusdo TEL-AMLI foram utilizados primers em ninho 5'
complementares a regido codificante do gene TEL (exon 5) e primers em ninho 3'
complementares a regiao codificante do gene AML1 (exon 2). O produto da reacao &
visualizado em bandas de 298 e 181pb para a primeira e segunda etapas,
respectivamente. Foi descrita a rara presenca de um transcrito variante em
decorréncia de splicing alternativo no exon 2 do gene AML1, resultando na presenca

de duas bandas para o mesmo paciente. Com baixa freqliéncia também ocorre a
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juncao de uma regido com ponto de quebra diferente no intron 2 de AML1 com o
exon 5 de TEL, originando, no entanto uma proteina de fusdo com a mesma
estrutura do transcrito mais freqiiente.*

A Figura 1ll.11 mostra um esquema da estrutura dos genes TEL e AML1 e a

localizacdo dos iniciadores usados.

a
TEL (12p13)
1a 2 3 4 5 67 8 (a) Representagdo esquematica dos
L & & & = TH—— genes TEL e AML1 e as regibes de
+tel regido de quebra cen—> uebra
~15kb q
AML1 (21q22)
1 2 3 4 5 6 7 7b 8 H
o SR 0 o :I“ 0 —— (b) Diagrama representando os

—_— cen = transcritos TEL-AML1, sendo o

<« tel fegié:g: E:ebfa primeiro correspondente a quebra no
intron 1 do gene AML1 e o segundo

b resultado de splicing alternativo no
exon 2 do mesmo gene. As setas
indicam a posigao relativa dos primers

— -«
TEL-A AML1-B
TEL-C AML1-D

Figura Ill.11 Esquema representativo da PCR para detecgao de TEL-AML 1%

lll. 5.5.5.5. RT-PCR para o gene de fusao MLL-AF4

Para a deteccao do gene de fusdo MLL-AF4 foram utilizados primers em ninho 5'
complementares a regiao codificante do gene MLL (exon 8) e primers em ninho 3'
complementares a regido codificante do gene AF4 (exon 7). Diferente de outros
genes de fusédo, o MLL-AF4 apresenta cerca de dez transcritos diferentes em virtude
da existéncia de diferentes pontos de quebra nos introns envolvidos. Os primers
utilizados foram desenhados para abranger os tamanhos possiveis dos transcritos
gerados.>® O produto da reacdo mais freqiientemente encontrado é visualizado em
bandas de 559 e 502pb para a primeira e segunda etapas, respectivamente. A
Figura I11.12 mostra um esquema da estrutura dos genes MLL e AF4 e o gene de

fusdo gerado.

Ponto de
quebra g

S5 N | . =
MLL Figura Ill.12: Representagao

Porto de esquematica simplificada dos

AF4 m:i:i]b:m]: genes MLL e AF4 com suas
regibes de quebra e o
transcrito MLL-AF4

MLL-AF4  pop s P
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lll. 5.5.5.6. RT-PCR para o gene de fusao PML-RARa

Para a deteccdo do gene de fusdao PML-RARq foram utilizados primers em ninho 5'
complementares a regido codificante do gene PML (exons 3, 5 e 6) e primers em
ninho 3' complementares a regido codificante do gene RARa (exon 3). Esta
estratégia permite amplificar os transcritos resultantes dos pontos de quebra bcr1,
bcr2 e ber3 no gene PML.

A Figura 111.113 mostra um esquema da estrutura dos genes PML e RARa, a
localizagdo dos iniciadores usados e a frequéncia dos diferentes transcritos

encontrados.

A PML (15q22)

1 2 3 4 56 7 8 9
45— —HH |
<—cen —_y—~ tel —> -
ber3 ber2  berl A - Representagao
~1,5kb ~0,3 kb ~2kb esquematica dos genes
PML e RARa, envolvidos
RARA (17921) na t(15;17)(q22;921). Sao
1 > 34 56 |nd|caldos: orlentggao
— . 1] I centrébmero e teldmero,
<—cen } i tal —» numero dos exons e
Regi&o de quebra regides de quebra.
R ~15 kb L
) s B - Localizagdo dos
Tipo Frequéncia

primers usados para
berl 3 & 5 6 3 Tss%e amplificagao das isoformas
longa, variavel e curta do
gene de fusdo PML-RARa
bors 3 3 —40% . e frequéncia esperada das
- - isoformas.

—
PML-A2 PML-A1 RARA-B

bcrz 3 4 5 6 3 ~5%

—
PML-C2 PML-C1 RARA-D

Figura Ill.13 Esquema representativo da PCR para detec¢gao de PML-RARa 3
lll. 5.5.5.7 - RT-PCR para o gene de fusao AML1-ETO

Para a deteccéo do gene de fusdo AML1-ETO foram utilizados primers em ninho 5'
complementares a regido codificante do gene AML1 (exon 4) e primers em ninho 3'
complementares a regido codificante do gene ETO (exon 3). O produto da reagao é
geralmente uma banda unica, mas produtos de tamanho n&o correspondente ao

esperado, de intensidade variavel, podem ser visualizados (Figura I11.14). *°
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A AML1
(21g22)

1 2 3 4 5 6 7a 7b 8 B
- 15 1 —— 51 B 5 | A- Repr'e§entagao
<—tel — cen— esquematica dos genes

Regido AML1 e ETO,
de quebra envolvidos na
ETO (8a22) £(8:21)(q22;922). S&o
. ; 10 1 indicados: orientacdo
! 2 3 45 6 8 9 9 centrébmero e teldbmero,
— T B L e T numero dos exons e
-t/ - cen—» regides de quebra.
B Regido de quebra
B - Localizagéo dos
2 2 % B 3 1 a2 s primg(s usados para
. - amplificagao do gene
AMLI-A ETO-B de fusdo AML1-ETO.
NG -
AML1-C ETO-D

Figura Il.14 Esquema representativo da PCR para detecgdo de AML1-ETO.*

lll. 5.5.5.8 - RT-PCR para o gene de fusao CBF3-MYH11

Para a detecgdo do gene de fusdao CBFB-MYH11,foram utilizados primers 5'
complementares a regiao codificante de gene CBFf (exon 4) e primers em ninho 3'
complementares a regido codificante de gene MYH11 (exons 9 e 12). Esta estratégia
permite amplificar 10 transcritos diferentes do gene de fusdo CBFR-MYH11. %°

A Figura 111.15 mostra um esquema da estrutura do gene MYH11, a localizagdo dos
iniciadores usados e a freqléncia dos transcritos tipo A, D e E, que representam

aproximadamente 98% dos pacientes.

MYH11 (16p13)

A
1234 5 6 7 8910 11 - 1617 1819 20 21 A - Representagéo
______ || HHpHHH | esquematica do gene
<—cen } ] tel —p MYH11, envolvido na
Regido de quebra in\_/(16). ~Séo indicados:
' orientagao centrOmero e
B teldbmero, numero dos
) exons e regiao de quebra.
Tipo Frequéncia
Nermers 2 oo B - Localizagao dos

primers usados para
o[ car [ 8 9 10 1 BINEN o0 amplificagao do transcrito
de fusdo CBFB-MYH11,

E “aqr “5” 7 8 9 10 11 12 13 | 5% tipOS prinCipaiS de
> - - transcritos e freqtiéncia
CBFB-A MYH11-B1 MYH11-B2
esperada.
> - -
CBFB-C MYH11-D1 MYH11-D2

Figura Ill.15 Esquema representativo da PCR para detec¢ao de CBFB-MHY1 1.%
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lll. 5.6 Eletroforese e Preparo de géis

lll. 5.6.1 Géis de agarose

A eletroforese em gel de agarose para a separagao de fragmentos de DNA e cDNA
amplificados por PCR foi realizada utilizando as seguintes condigoes:

Os géis foram preparados com a concentragao de 2% de agarose (2mg para 100MI
de tampao TAE 1x), com o objetivo de separar moléculas de DNA linear na faixa de
0,1 a 2 Kb. Foi acrescentado Brometo de etideo na concentragédo de 0,5 mg/mL para
corar o gel. O tampao de corrida utilizado foi 0 mesmo que compde o gel, TAE 1X.
As amostras foram aplicadas nos pogos do gel com o auxilio do tampao azul a base
de glicerol. Foi utilizado o marcador de 100 pares de bases (Gibco) como padréo de
peso molecular.

A eletroforese foi realizada a 90 V por aproximadamente 1,5 horas, utilizando-se
tanques de eletroforese submarina do tipo Horizon 20.25 (cuba de 20 x 25 cm),
11.14 (cuba de 11 x 14 cm) e 58 (minigel, 6.5 x 8 cm) ligados a uma fonte de

corrente continua de tipo Life Tech Model 250 (Life Technologies Inc.).

lll. 5.6.2 Géis de Poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida ndo desnaturantes foram utilizados para separar produtos
de PCR de pequeno comprimento (entre 100 e 300 pb) ou para separar fragmentos
amplificados com pouca diferenca de tamanho.

O preparo foi realizado utilizando-se uma mistura de acrilamida e bis-acrilamida
(29:1) 30% e tampéao TAE 1X, para uma concentragéo final de 8%. Para catalisar a
polimerizagdo do gel foram adicionados persulfato de amdénio (PSA) 10% a uma
concentracao final de 0,001% (v/v) e o iniciador TEMED a uma concentragéo final de
0,067% (v/v).

A mistura foi cuidadosamente vertida no dispositivo formado por duas placas de
vidro, dois espagadores e um pente. Apds o0 tempo necessario para a polimerizagéao
(cerca de 30 minutos), as amostras foram aplicadas com o auxilio do tampao azul a
base de glicerol.

A eletroforese foi realizada a 180 V, por aproximadamente 3 horas, em um aparelho

de eletroforese vertical modelo V16, acoplado a uma fonte de corrente continua de
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tipo Life Tech Model 250 (Life Technologies Inc.). Uma vez completa a corrida, cujo
tempo variou de acordo com o tamanho das bandas esperadas, o gel foi processado
para a coloragdo com prata.

O gel foi primeiramente imerso em solugao fixadora por 10 minutos sob constante
agitagdo. Apods a fixagao, foi incubado com solugéo de prata por 10 minutos, ao
término dos quais foi lavado com agua destilada. Adicionou-se entdo a solugao
reveladora até que os fragmentos pudessem ser visualizados com a nitidez e
contraste necessarios. O gel foi incubado mais uma vez em solugéo de fixagdo por
10 minutos e apds lavagem com agua destilada, acondicionado sobre papel
absorvente para sua posterior estocagem.

A composicdo das solugcbes aqui mencionadas encontra-se descrita na secéo

anexos VIIl.4 (Tampdes e Solugdes).
lll. 5.7. Imagens e fotografias

Os géis de agarose foram fotografados sobre um transiluminador UV de onda curta
utilizando um dispositivo fotografico ULTRALUM/Polaroid GelCam com filtro E-49
(Polaroide). As exposig¢des foram realizadas com filmes polaréides branco e preto do
tipo 554 x 5”(Sigma). Foi ainda utilizado o sistema EDAS Computer 586
(Stratagene®) para fotografar géis de agarose. Os géis de poliacrilamida revelados
foram secos em cartolina e posteriormente escaneados em um equipamento
Scandet 4C (Hewlett Packard).

I11.6 Analise Estatistica

Testes estatisticos foram realizados usando o programa SPSS (SPSS Inc, EUA) e o
programa EPI-Info (Dean et al, 1996).

Um banco de dados com os resultados obtidos foi criado e inserido no programa
SPSS 14.0 para posterior realizagdo das analises estatisticas.

A correlagdao entre os achados moleculares e os fatores de risco foi realizada
utilizando o teste chi’ ou o teste exato de Fisher (two-sided) para variaveis

categoricas e o teste t de Student para variaveis continuas.
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As curvas de sobrevida foram analisadas e construidas de acordo com o método de
Kaplan-Meier (Kaplan and Meier, 1958) e o significado estatistico utilizando o teste
log-rank. As andlises multivariadas dos fatores associados com a sobrevida global e
livre de eventos foram realizadas utilizando a regressao de Cox.

As associagdes foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor p
<0,05.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Caracteristicas gerais

Um total de 328 criangas (0-18 anos) com suspeita diagndstica de leucemia aguda
foi encaminhado das instituicdes de origem (tabela 1V.1) entre fevereiro de 2000 e
agosto de 2006 para o Laboratério de Biologia Molecular do CEMO/INCa para
analise molecular. Destes, 284 tiveram diagnéstico confirmado e foram incluidos
neste estudo (quadro 1V.2), sendo 152 LLA de origem B, 38 LLA de origem T e 94
LMA (quadro IV.1).

Os pacientes foram classificados segundo o critério FAB e receberam protocolo de
tratamento GBTLI ou BFM, de acordo com a instituicdo de origem, além das terapias
alvo-especificas para LMA com o uso de Glivec e ATRA na presenca das
translocagdes BCR-ABL e PML-RARa respectivamente.

O envio de amostras provenientes das instituicbes do estado do Espirito Santo foi
prospectivo e sequencial, porém algumas n&o puderam ser enviadas devido a
dificuldades com o transporte. Os pacientes do Rio de Janeiro e de Minas Gerais
foram analisados prospectivamente, mas ndao sequencialmente, uma vez que alguns

casos diagnosticados ndo foram enviados para analise.

Tabela IV.1. Envio de casos pelas instituigoes de origem

Instituicao Casos recebidos

INCA 78
UFRJ 5
HUPE 2

HI 182
HUCAM 3
UFMG 9
outros 5

Total 284




59

Leucemias Agudas

n=284

ELLAB
mLLAT
OLMA

13%

Quadro IV.1: Leucemias agudas analisadas

Amostras enviadas
2000-2006
n=328
Linfoma
. - Exclus3o por n3o linfoblastico
xclusdo por falta 5a0 po n=4
de dados clinicos confirmacao de
n=5 diagnostico
n=39
Outros
Leucemias agudas n=35
analisadas
n=284
LLA origem B LLA origem T LMA
n=152 n=38 n=94

Quadro IV.2: Representagdo esquematica da casuistica

A andlise das caracteristicas clinico-biologicas dos pacientes sera separada por
patologia para o melhor entendimento e significado dos resultados e as tabelas com
a apresentacdo dos 284 pacientes analisados separados por subtipo de LA
encontram-se em anexo (VIII.1, VIII.2 e VIII.3).

IV.1.1. LLA

Foram incluidos nesta analise 139 pacientes com LLA provenientes do Hospital

Infantil Nossa Senhora da Gldria, em um estudo prospectivo e seqliencial, e 51
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pacientes tratados do setor de Hematologia do Instituto Nacional de Cancer no Rio
de Janeiro os quais fazem parte de um estudo prospectivo e sequencial para o
estudo do protocolo brasileiro de tratamento de LLA (GBTLI). Amostras originadas
em outros centros nado foram incluidas por terem sido enviadas ao laboratério
esporadicamente apenas quando houve a necessidade clinica de confirmacao
diagndstica, podendo, portanto, prejudicar de forma tendenciosa a analise da
incidéncia de alteragdes moleculares no grupo em estudo.

Dentre as 190 LLAs estudadas, 38 foram de origem T e 152 de origem B.

A mediana de idade do grupo de LLA T (25M/13F) foi de 10,4 anos (1,5-17) e a de
leucometria de 89.000 células/mm? (var 9.700-704.000). As criancas foram tratadas
com protocolo GBTLI 99 (60%) ou BFM 95 (40%). 89% dos casos receberam terapia
intensificada de alto risco. Os 4 pacientes que receberam terapia convencional
apresentavam baixa leucometria e ndo havia envolvimento de gbnadas, SNC ou
visceromegalia. Vinte e nove dos 38 casos (76%) alcangaram remissdo completa,
incluindo todos aqueles que nao receberam terapia intensificada.

Ja no grupo de criangas com LLA B (82M/70F) a mediana de idade foi 5,5 anos (0,3-
17,3) e a de leucometria 15.250 células/mm? (1.100-212.000). Foram utilizados os
protocolos GBTLI 99 (60%) ou o BFM 95 (40%). As criangas foram estratificadas de
acordo com critérios clinico-biolégicos em trés diferentes grupos de risco de falha
terapéutica, significando intensificagcdo ou ndo do protocolo convencional utilizado.
Sendo assim, 43% foram classificadas como de baixo risco, 16% de medio e 41% de
alto. Ao todo 94% alcangaram remissdo completa ao final da indugdo. A tabela I1V.2

descreve as caracteristicas destes pacientes

Tabela IV.2: Caracteristicas clinicas das LLAs analisadas

LLAB LLAT
Pacientes 1562 38
Mediana idade (intervalo) 5,5(0,3-17,3) 10,4 (1,5-17)
Idade menor que 1ano (%) 7 (4,5%) 0
Sexo (%)
Masc 82 (54%) 25 (66%)
Fem 70 (46%) 13 (44%)
Leucometria mediana (cels/ mm®) 15.250 (1.100-212.000)  89.000 (9.700-704.000)
Subtipo FAB*
L1 53% 39%
L2 35% 51%
L3 2% 0
Inconclusivo® 10%

+FAB - Classificagdo Franco-Americano-Britanica;
* pacientes com morfologia duvidosa ou inconclusiva
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IV.1.2. LMA

Foram analisados 94 pacientes (56M/38F) com diagnéstico de LMA de novo ou
secundaria provenientes dos centros parceiros e incluidos em um estudo
prospectivo, porém nem sempre consecutivo. A mediana de idade foi de 9,3 anos (0-
18) e de leucometria de 15.900 células/mm® (var 1.400-310.000). Cinco criangas
estudadas sdo portadoras de sindrome de Down. Um paciente foi diagnosticado
como leucemia bifenotipica e foi incluido neste estudo por ter sido tratado como LMA
(NI LMA=10). Os pacientes com leucemia promielocitica (LPA) posteriormente
confirmados para a presenca do transcrito PML-RARa receberam o tratamento com

ATRA. A tabela V.3 descreve as caracteristicas das LMAs em estudo:

Tabela IV.3: Caracteristicas clinicas das LMAs analisadas

LMA
Num pacientes 94
Mediana idade (intervalo) 9,3 (0-18)
Idade menor que 1ano (%) 6 (6,5%)
Sexo (%)
Masc 56 (60%)
Fem 38 (40%)
Leucometria mediana (cels/mm3) 15.900 (1.400-310.000)
Subtipo FAB
MO 3 (3%)
M1 11 (12%)
M2 18 (20%)
M3 27 (30%)
M3v 2 (2%)
M4 13 (14%)
M5 6 (6,5%)
M6 1(1%)
M7 5(5,5%)
Bif* 1
Sec SMD 3
NA 4

NA=nao avaliado/Sec SMD- LMA secundaria a sindrome mielodisplasica

* Leucemia bifenotipica tratada como LMA,;
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IV.2. Analise Molecular

IV.2.1. Detecgao de rearranjos nos genes de receptores de antigenos

As leucemias com suspeita de envolvimento de linhagem linféide foram
encaminhadas para PCR para amplificacdo de rearranjo nos genes da cadeia
pesada de imunoglobulina (IgH) e receptor de células T (TCR).

Os produtos das reagbes de PCR FR3/JH, FR2/JH, TCRd e TRCy foram
interpretados apds eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e coloragdo com nitrato
de prata. Os resultados de cada experimento em particular foram avaliados em
funcdo dos controles positivos da reacdo. Na interpretacdo dos resultados foram
seguidas as seguintes normas:

1. O produto de amplificacdo de um rearranjo monoclonal é visualizado como
uma banda diferente e intensa sobre um fundo produzido pela amplificagéo
dos multiplos rearranjos dos linfocitos nao neoplasicos.

2. Um padrdo de rastro ou smear na area de tamanhos esperados de
amplificacao foi considerado policlonal.

3. Um padrao com duas bandas foi considerado como biclonalidade.

4. Um padrdo com mais de duas bandas foi considerado oligoclonal, onde duas,
trés ou mesmo quatro bandas mais intensas sao observadas, como
consequéncia de mais de um grupo de células com um mesmo rearranjo.
Este padrdo de resultado caracteriza a presenca de mais de um clone,
podendo representar um quadro de instabilidade no genoma do clone
leucémico, o que leva ao surgimento de diferentes subclones com distintas
variagdes génicas na regiao do rearranjo analisada por PCR;

5. A auséncia total de produtos no gel foi considerada como falha da

amplificacdo, necessitando repeticio da reacao.

IV.2.1.1. PCR para rearranjo do gene de IgH

Das 152 amostras de LLAs B em estudo, 21 (14%) nao foram avaliadas por
indisponibilidade de material suficiente para amplificacdo do DNA. Nas 131
amostras analisadas, 14 (11%) nao apresentaram amplificacdo para rearranjo

monoclonal de IgH e 117 (89%) tiveram o rearranjo amplificado por PCR,
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indicando a presenca de populagbes monoclonais. Destes 117 positivos, 109
(93%) apresentaram rearranjo monoclonal, 7 (6%) apresentaram rearranjo
monoclonal bialélico e 1 (1%) apresentou rearranjo oligoclonal (NI LLA:118). Vale
ressaltar que, do total de positivos, 3 (2,5%) foram negativos por PCR FR3-JH,
mas amplificados por PCR FR2-JH. A figura V.1 mostra géis com resultados das

reagdes de PCR FR3-JH e FR2-JH para os rearranjos de imunoglobulina.

200

(A) FR3-JH Slot 1- controle positivo para o rearranjo monoclonal bialélico (2° banda fraca); slot 2- paciente possui apenas uma
banda de rearranjo monoclonal; slot 3— paciente possui duas bandas indicando clonalidade bialélica; M — padrdo de peso
molecular. (B) FR2-JH Slot 1 - controle positivo para o rearranjo monoclonal bialélico; slot 2- amostra de doador como controle
negativo; slot 3 - falha na amplificagdo do DNA; slots 4,6 e 7 — pacientes possuem apenas uma banda de rearranjo monoclonal;

slot 5- paciente positivo para rearranjo oligoclonal; M — padr&o de peso molecular.

Figura IV.1. Detecgao dos rearranjos de Ig.

IV.2.1.2. PCR para rearranjo do gene TCR

Das LLAs B em estudo, apenas 29 foram investigadas quanto ao rearranjo TCR. No
PCR para TCR® 14 (48%) amostras foram negativas, 14 (48%) foram positivas para
o rearranjo V62D&3, caracteristico de LLA-B precoce, e uma (4%) apresentou o
rearranjo Dd2D&3 caracteristico de LLA-T (NI LLA:150). No PCR para TCRy 8
amostras foram positivas, sendo que destas 5 (62,5%) eram também positivas para
TCR® V62D63, 1 (12,5%) era positiva para IGH e as outras 2 (25%) foram
confirmadas como de origem B pela imunofenotipagem (NI LLA:41 e 96), tendo sido
nestes pacientes o gene do TCRy o unico marcador molecular detectado.

A anadlise das LLAs de origem T para a presenca de rearranjo clonal no gene de
TCR foi realizada em 32 pacientes, investigados quanto ao rearranjo TCRy, cuja
reacéo de PCR revelou 25 (78%) positivos e 7 (22%) negativos. Estes pacientes no
entanto foram classificados como de origem T pela identificacdo de antigenos de

superficie caracteristicos da linhagem através de imunofenotipagem.
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Dos 7, 4 apresentaram anomalias detectadas por citogenética convencional

envolvendo os cromossomos 2, 7 € 9.

IV. 2.2. Detecgdo dos genes de fusao

IV.2.2.1. LLA de origem B

A presenca dos genes de fusdo TEL-AML1, MLL-AF4, PBX1-E2A e BCR-ABL foi
investigada em 104 dos 152 pacientes com LLA B, uma vez que 48 (31%) foram
considerados nao avaliaveis, devido a pequena quantidade de células no aspirado
enviado ou a degradacao do material extraido, impossibilitando a amplificacdo do
gene constitutivo BCR. Foi detectado o gene de fusdo TEL-AML1 em 27 (26%)
pacientes, o MLL-AF4 em 4 (3,8%), o PBX1-E2A em 7 (6,7%), o BCR-ABL em 9
(8,7%) e 57 pacientes (54,8%) foram negativos para a pesquisa dos 4 genes de

fusdo (Tabela 1V.4). Nenhum paciente apresentou mais de uma translocagao.

Tabela IV.4: Distribuigao das alterag6es cromossémicas encontradas na LLA

Gene de fusao n (%)
TEL-AML1 27 (26)
MLL-AF4 4(3,8)
PBX1-E2A 7 (6,7)
BCR-ABL 9(8,7)
Negativo para os 4 genes de fusao 57 (54,8)
Total 104 (100)
NA* 48
Total 152

NA: ndo avaliavel/ *48 pacientes foram considerados ndo avaliaveis devido a

impossibilidade de amplificar o cDNA ou a auséncia de material para extragdo de RNA.

IV.2.21.1.TEL-AML1

O gene de fusdo TEL-AML1, equivalente molecular da t(12;21), foi detectado em 27
(26%) dos 104 pacientes avaliaveis (figura IV.2). Dentre os positivos, 25
apresentaram rearranjo monoclonal para o gene de IGH, sendo 3 destes também
positivos para o rearranjo TCR& B e 2 nao tinham marcador de clonalidade, desta
forma a positividade para esta translocacdo serviu como marcador molecular de

prognéstico e eventual deteccdo de DRM. Por se tratar de uma translocagao criptica,
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nao foi detectada pela citogenética convencional, no entanto, em um paciente foi

detectada ainda a delegao do cromossomo 12.

300 pb
200 pb

Slot 1 - controle positivo para 1°. etapa do PCR;

Slot 2 - paciente positivo na 1°. etapa;

Slot 3 - amplificagdo da 22. etapa do mesmo paciente;

M - controle de peso molecular

Figura IV.2: RT-PCR para amplificagao da t(12;21)

Os 27 pacientes positivos para a t(12;21) foram agrupados para andlise de

tratamento e sobrevida. A tabela IV.5 mostra as caracteristicas individuais destas

criangas. Este grupo foi chamado de “bom progndstico” e comparado com o grupo

de pacientes sem esta alteragdo (n=77).

Tabela IV.5 Caracteristicas dos pacientes positivos para a presenga do gene de fusdo TEL-AML1

NI

14

16

34
39
44
45
50
52
71
72
74

Idade
(anos)
ND
ND
3,2
5,2

1,9

6,3
48
24
33
8,2
11,9
5,1
5.8
44

Cito

Normal
Normal
NR
Normal

Normal

Normal
Falha
Falha

Normal
Falha
Falha
Falha

Normal

Normal

Imuno

Calla
NR
Calla
Calla

NR

Pré B
Pré6 B
Pré6 B
NR
Pré B
Pré B
Calla
pré B
Calla

IgH

=)

NR
=)
=]

P

TCR TCR

-5B -y
P N
P P

NI

79
81
85
105

107

109
112
121
123
132
133
141
145

Idade
(anos)
14,1
3.1
4.6
3,9

7.8

8,5
4,5
2,5
2,3
58
14,5
47
15,5

Cito

Falha
Falha
Normal
Falha

Normal

Normal
Del(12)
Falha
Normal
Falha
Normal
Falha
Normal

Imuno

Pré B
Calla
Calla
Calla

Calla

Calla
Calla
Calla
Calla
Calla
Pré B
Calla
NR

TCR TCR

IgH 5B v

T U T T

)

NI= namero de identificagao; P= positivo; N=negativo; Sexo 1=masculino/2=feminino; Cito=citogenética;

Imuno= imunofenotipagem; ND= dados n&o disponiveis; NR= n&o realizado.
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Idade

Nao foi observada associagao entre idade e presenga da alteragao de bom prognéstico
(p=0,53), apesar de a mediana de idade ser menor neste grupo (4,7) que no grupo
semestaalteragéo (5,8) (Figura IV.3 A).

Leucometria

A contagem de leucdcitos ao diagndstico foi significativamente menor no grupo com
a alteragdo de bom progndstico (mediana de 9.400/mm?®) que no grupo sem esta
alteracdo (mediana de 18.900/mm?) (p=0,04)(Figura IV.3B).

Sexo

Nao foi observada associacdo entre sexo e presenca da alteracdo de bom

prognéstico (p=0,95)

A 1000000 — B
15,0
p=0,5 p=0,04
100000 —
10,0
w5
iz
- Mn=18900
= Mn=5,8
5o n=y, Mn=4.7 10000 Mn=9400
0,0 1000—

T T T
Neg (n=77) Pos (n=27) Neg (n=77) Pos (n=27)
1(12;21) t(12;21)

Figura IV.3: Comparacao entre idade (A) ou leucometria ao diagnéstico (B) e presenca de TEI-AML1

IV.2.2.1.2. MLL-AF4

Em 4 pacientes (3M/1F) foi detectado o gene de fusdo MLL-AF4, equivalente
molecular da t(4;11) (figura 1V.4), sendo que apenas 2 destes obtiveram positividade
para a deteccao de clonalidade por PCR FR3-JH. Os outros dois (NI LLA:31 e 149)

nao apresentaram rearranjo para os genes de RA detectaveis pelos métodos de
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PCR utilizados. Nestes casos, a t(4;11) foi utilizada como unico marcador molecular
relevante para a anadlise clinica. A translocacdo foi detectada por métodos
citogenéticos convencionais em 2 (50%) dos 4 positivos As caracteristicas dos

pacientes com a t(4;11) sdo descritas a seguir e resumidas na tabela IV.6.

Slot 1 - paciente positivo para 1 etapa;
- i it a ;
600 pb Slot 2 - paciente positivo para a 22 etapa;

500 pb M - controle de peso molecular 100pb.

Figura IV.4: RT-PCR para amplificagdo da t(4;11)

Tabela IV.6. Caracteristicas dos pacientes positivos para a presenga do gene de fusdo MLL-AF4

NI Sexo ldade Cito Imuno  IGH ng' ke
(anos) Y
10 F 0,8  47.XX, t(4:11) (q21:923) + mar PGB P NR NR
18 M 0,8 Normal Calla P N N
31 M 14,9 Falha Pré B N NR NR
149 M 0.5 46 Xy, t(4:11) (q21:923) PGB N N N

NI=numero de identificagdo; P= positivo; N=negativo; Sexo M=masculino/F=feminino;
Cito=citogenética; Imuno= imunofenotipagem; ND= dados nao disponiveis; NR= n&o realizado.

Idade

Foi observada uma tendéncia @ menor idade nos pacientes com a t(4;11) (mediana
de 0,8 anos) do que no grupo sem esta alteracao (mediana de 5,6 anos) (p=0,09)
(Figura IV.5.A).

Leucometria

A contagem de leucécitos ao diagndstico foi significativamente maior no grupo com a
t(4;11) (mediana de 151.000/mm?®) que no grupo sem esta alteracdo (mediana de
16500/mm?®) (p=0,003)(Figura IV.5. B).
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Sexo

N&o foi observada associagéo entre sexo e presenca da t(4;11) (p=0,63).

1000000 —
15,0—

p=0,09 E Mn=151.000

100000 —

10,0
Mn=16.500

10000 —

1]

IDADE
(anos)
Leucometria

e \MN=5,6

1000 4

p= 0,003
Mn=0,8

100—

T
Neg (n=100) Pos (n=4) Neg (rL:100) Pos ln:4)
t411) t(4;11)

Figura IV.5.: Comparagao entre idade (A) ou leucometria ao diagndstico (B) e presenga da t(4;11)

IV.2.2.1.3. PBX1-E2A

A presenga do gene de fusdo PBX7-E2A, equivalente molecular da t(1;19), foi
detectada em 7 pacientes (6M/1F) (figura 1V.6), dos quais 6 foram também positivos
nas reagdes de PCR para a detecg¢ao de rearranjo de IgH clonal e um deles também
era positivo para TCR® B. Para o outro paciente (NI LLA:51) em que nao foi
registrada a presenga de rearranjo clonal no genes de RA, a t(1;19) foi utilizada
como unico marcador molecular relevante para a analise clinica. A translocacgao foi
detectada por métodos citogenéticos convencionais em 3 (43%) dos 7 positivos,
tendo sido ainda associada a um destes positivos a t(1;12). As caracteristicas dos

pacientes com a t(1;19) sdo descritas a seguir e resumidas na tabela IV.7.

500 pb Slot 1 - Controle positivo para 2 etapa;

400 pb Slot 2 - paciente positivo na 22 etapa;

M - controle de peso molecular 50pb.

Figura IV.6 RT-PCR para amplificagao da t(1;19).
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Idade

Nao foi observada associacao entre idade e presenga do gene de fusédo (p=0,74)
apesar de a mediana de idade ser menor nos pacientes com a t(1;19) (4,6) do que
no grupo sem esta alteracao (5,6), fato que provavelmente ocorreu ao acaso (Figura
IV.7A).

Leucometria

A contagem de leucdcitos ao diagnéstico ndo foi significativamente diferente no
grupo com a t(1;19) (mediana de 24.900/mm®) e no grupo sem esta alteracdo
(mediana de 15.900/mm?®) (p=0,17)(Figura IV.7.B).

Sexo

N&o foi observada associagéo entre sexo e presenca da t(1;19) (p=0,13).

Tabela IV.7. Caracteristicas dos pacientes positivos para a presencga do gene de fusao

Idade

NI Sexo Cito Imuno IgH TCR-5B
(anos)

36 F 142 NR Calla P NR
8 M 27 Normal Pro B p NR
51 M 132 Normal Pré B N N

60 M 46 der19 t(1:19) (q12:p13) Calla p NR

47 XY 1(1:19)(q23,p13), ,

61 M 22 Ger12)t(1:12)(q?:q24) +mar e B P N
110 M 05 46,XY, 1(1:19)(q23;p13) Calla p p
137 M 123 Falha Pro B p NR

PBX1-E2A. NI=namero de identificagdo,; P= positivo; N=negativo, Sexo
M=masculino/F=feminino; Cito=citogenética; Imuno= imunofenotipagem; ND= dados nao

disponiveis; NR= nédo realizado.
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1000000 —

15,0 —_

p=0,74 l
Mn=15.900
Mn=24.900

100000 —

10,0—

10000 —

IDADE
(anos)
Leucometria

— Mn:5,6
7 = Mn=4,6

1000—

T T p=0,17

1004

0,0~

T T
Neg (n=97) Pos (n=7)

t(1;19) t(1;19)

T T
Neg (n=97) Pos (n=7)

Figura IV.7: Comparagao entre idade (A) ou leucometria ao diagndstico (B) e presencga da t(1;19)

IV.2.2.1.4. BCR-ABL

O gene de fusao BCR-ABL, equivalente molecular da t(9;22), foi detectado em 9
pacientes (4M/5F) (figura IV.8) e todos demonstraram origem clonal ao serem
submetidos a PCR para rearranjo em genes de RA. Em um destes pacientes (NI
LLA:150), os PCRs para IgH foram negativos e a clonalidade foi detectada por PCR
TCR®, no entanto, sendo amplificado o rearranjo do locus D&2D&3, tipico de
leucemia de origem T. Trés casos positivos (33%) também foram detectados através
de citogenética, 1 deles tendo adigdo do cromossomo 19 (p13) somado a delegao do
20. Foi ainda detectada por citogenética, associado a translocacdo positiva na
biologia molecular, a t(5;14)(q31;932). As caracteristicas dos pacientes com a t(9;22)

sao descritas a seguir e resumidas na tabela IV.8.

Slot 1 - amplificagdo do BCR em doador saudavel;
Slot 2 - paciente positivo para o transcrito e1a2
(495pb); Slot 3 - controle negativo da reagao;

M - controle de peso molecular 100pb.

Figura IV.8: RT-PCR para amplificagao da t(9;22).
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Idade

Nao foi observada associagao entre idade e presenca de BCR-ABL (p=0,75) apesar
de a mediana de idade ser maior nos pacientes com a t(9;22) (5,8) do que no grupo

sem esta alteracao (5,5), fato que provavelmente ocorreu ao acaso (Figura IV.9.A).
Leucometria

A contagem de leucdcitos ao diagnéstico foi significativamente maior no grupo com a
t(9;22) (mediana de 89.600/mm®) que no grupo sem esta alteragdo (mediana de
15.000/mm?) (p=0,001) (Figura IV.9.B).

Sexo

Nao foi observada associagao entre sexo e presenca da t(9;22) (p=0,49).

Tabela IV.8. Caracteristicas dos pacientes positivos para a presenga do gene de fusdo BCR-ABL

NI Sexo Idade Citogenética Imuno IGH TCR-6B
3 F 58  46,XX, 1(9;22) (q34;q11) Calla P

8 F 52 Falha proB P

32 M 9,9  45XY/,1(9;22) (g34,911), Add (19)(p13), del 20 Calla P

95 M 3,6  Normal pro B P

125 F 4,9 Falha préB P

127 F 13,9 Falha Calla P

144 M 11,6 Falha proB P

146 M 7,3 46,XY, 1(9;22) (q34;q11) ProB P

150 F 0,8  46,XX1(5;14) (931,932) proB N P(Dd2D3d3)

NI=namero de identificagdo; P= positivo; N=negativo, Sexo M=masc/F=fem; Imuno= imunofenotipagem; ND= ndo
disponivel, NR= nao realizado.

A 1000000 — B

15,0~
p=0,75 T
Mn=89600

100000 —

10,0
: B Mn=15000
10000 —

be{ Mn= 5,5 Mn= 5,8

1

0,0+ 100—

IDADE
(anos)
Leucometria

5,0

1000— 4

0=0,001

T T T T
Neg (n=95) Pos (n=9) Neg (n=95) Pos (n=9)

BCR-ABL BCR-ABL

Figura IV.9: Comparagao entre idade (A) ou leucometria ao diagnéstico (B) e presenga da t(9;22)
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IV. 2.2.1.5. Amostras negativas para os 4 genes de fusao

Do total de 104 pacientes analisados 57 (55%) foram negativos para todas as 4
translocagdes de risco. Destes, 54 foram positivos para PCR de IgH, 1 foi positivo
para TCRd B e dois nao tiveram marcador de clonalidade.

Foi realizada a comparagdo das caracteristicas dos pacientes ao diagndstico de
acordo com a presencga de translocagdes de bom ou mau prognédstico e a auséncia
de alteracbes, demonstrando-se ndo haver diferenca entre as medianas de sexo ou
idade dos pacientes dos 3 grupos. No entanto, ocorreu associagao significativa do
grupo sem alteragbes com uma contagem de leucécitos intermediaria (mediana de
14.000/mm3), quando comparada aos grupos com as translocagdes de baixo
(mediana de 9.400/mm?®) e alto (mediana de 71.900/mm?®) risco de recaida (P<0,001)
(FiguralV.10).

A anadlise citogenética das amostras negativas para os genes de fusdo revelou 4
pacientes com caridtipo hiperdipldide, um hiperdipldide com caridtipo complexo, um
hiperdiploide com trissomia dos cromossomos 4 e 10, um hipodipldide, uma
t(2;8)(p11;934) , uma delecdo do cromossomo 9 (p23), uma dele¢gao do cromossomo
10 (g24), uma adicdo do cromossomo 8, e uma delecdo do cromossomo 1
associado a t(1;14)(921;q13). Desta forma, dentre os 57 pacientes, 12 (21%) tinham

alguma anomalia no cariétipo.

1000000 —

100000 —
Mn= 71.900 Comparagdo entre a leucometria nos 3

Mn= 14.000 grupos de pacientes separados de acordo
n=14.
. Mn=9.400 com a presenga de alteragdo de bom ou

Leucometria

de mau prognéstico, e a auséncia de

1000 | alteragbes moleculares.

P <0,001

100—

T T T
Sem alteragdes TR bom progndstico TR mau prognostico

Analise molecular

Figura IV.10: Caracteristicas das LLAs com e sem genes de fusdo
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IV.2.2.2 LMA

A presenca dos genes de fusdo PML-RARa, AML1-ETO, CBFB3-MYH11 e BCR-ABL
foi investigada em 75 dos 94 pacientes com LMA, uma vez que 19 (20%) foram
considerados ndo avaliaveis, devido a pequena quantidade de células no aspirado
enviado ou a degradacdo do material extraido, impossibilitando a amplificacédo do
gene constitutivo BCR conforme anteriormente mencionado. Foi detectado o gene
de fusdo PML-RARa em 26 (35%) pacientes, o AML1-ETO em 12 (16%), o CBFB-
MYH11 em 1 (1,5%), o BCR-ABL em 1 (1,5%) e 35 pacientes (46%) foram negativos
para a pesquisa dos 4 genes de fusado (Tabela IV.9). Nenhum paciente apresentou

mais de uma translocacéo.

Tabela IV.9. Distribuicdo das LLAs B de acordo com a presenga dos genes
de fusdo PML-RARa, AML1-ETO, CBFB-MYH11 e BCR-ABL.

Gene de fusao n (%)
PML-RARa 26 (35)
AML1-ETO 12 (16)
CBFB-MYH11 1(1,5)
BCR-ABL 1(1,5)
Negativo para os 4 genes de fusado 35 (46)
Total 75 (100)
NA* 19
Total 94

NA: n&o avaliavel
*19 pacientes foram considerados n&o avaliaveis devido a impossibilidade de

amplificar o cDNA ou a auséncia de material para extragdo de RNA.

IV.2.2.2.1 PML-RARa

O gene de fusao PML-RARa, equivalente molecular da t(15;17), foi detectado em 26
pacientes (13M,13F) (figura IV.11) sendo 24 (92%) do subtipo FAB M3 e 2 (8%) do
subtipo M3v. Dentre os casos positivos, 9 também foram detectados através de
citogenética, 2 deles tendo cariétipo complexo.

As caracteristicas dos pacientes com a t(15;17) sdo resumidas abaixo e descritas na
tabela IV.10.
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Slots 1 e 2 - 12 e 22 etapas positivas para a isoforma longa; slots
3 e 4- 1% e 2% etapas positivas para a isoforma variavel; slots 5 e

350 pb 6 - 17 e 22 etapas positivas para a isoforma curta; slot 7- controle
de PCR; M - controle de peso molecular 50 pb.

Figura IV.11: RT-PCR para amplificagao da t(15;17).
Idade
Nao foi observada associagao entre idade e presenga da alteragao t(15;17) (p=0,50)

apesar de a mediana de idade ser maior nestes pacientes (9,7) do que no grupo

sem esta alteracao (8,6), fato que provavelmente ocorreu ao acaso (Figura IV.12.A).

Leucometria

A contagem de leucdcitos ao diagndstico foi significativamente menor no grupo com
a t(15;17) (mediana de 4.145/mm?) que no grupo sem esta alteragdo (mediana de
28.900/mm?) (p=0,001) (Figura IV.12.B).

Sexo

Nao foi observada associagéo entre sexo e presencga da t(15;17) (p=0,22).

2004 A 1000000— B
p=0,5 p= 0,001
15,0-] 100000—
z Mn= 28.900
o
£ —|
10,0— Mn= 9,7 S 10000 _
Mn= 8,6 3 Mn=
4.145
5,0 1000—
0.0 100—
I I I I
Neg (n=49) Pos (n=26) Neg (n=49) Pos (n=26)
PML-RARa PML-RARa

Figura IV.12: Comparagéo entre idade (A) ou leucometria ao diagnéstico (B) e presencga da t(15;17)
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Tabela IV.10. Caracteristicas dos pacientes positivos para a presencga do gene de fusdo PML-RARa

NI Idade FAB Cito Leuco NI Idade FAB Cito Leuco
1 16,7 M3v  46,XY,t(15:17)(q22;q12) 7280 38 33 M3 NR ND

3 68 M3 NR 2400 39 48 M3 NR 33.600
5 87 M3 Normal 1470 43 ND M3 46,XX(15;17)(q22;,q12) ND

12 42 M3 t(15;17) complexo 2900 46 67 M3 NR 55.500
15 11 M3 46,XX,t(15;17)(q22;912) 777 50 152 M3 NR 68.000
17 146 M3 NR ND 52 58 M3 NR 39.200
24 134 M3 NR 1900 61 8 M3 NR ND

25 88 M3 46XY,(15;17)(q22;q12) 3300 67 17 M3 NR 27.300
27 146 M3 NR 1400 7 97 M3 Normal 4.830
29 127 M3 t(15;17) complexo 10000 80 19 M3 NR 154.800
32 51 M3 46XX1(1517)(q22;q12) 7200 81 8 M3 46XX1(1517)(q22;q12) 5.240
3 125 M3 Falha 1000 92 181 M3 NR 1.700
36 178 M3 NR 3460 91 10,8 M3v 46,XY,t(15:17)(q22;:q12) 2.800

NI=numero de identificagdo; Sexo 1=masculino/2=feminino; FAB= Classificacdo Franco-Alema-Britanica;

Cito=citogenética; Leuco= leuccitos/mm?; ND= dados nao disponiveis; NR= no realizado.

IV.2.2.2.2. AML1-ETO

O gene de fusdao AML1-ETO, equivalente molecular da t(8;21), foi detectado em 12
criangas (5M,7F) (figura IV.13) sendo 8 (67%) do subtipo M2, 3 (25%) do subtipo M4
e uma LMA secundaria a SMD (8%). Sete casos positivos (58%) também foram
detectados através de citogenética, um deles tendo caridtipo complexo. As
caracteristicas dos pacientes com a (8;21) sdo resumidas abaixo e descritas na
tabela IV.11.

Slot 1 — paciente positivo na 12 etapa do PCR;
Slot 2 - paciente positivo na 22 etapa;
260 pb Siot 3 - controle negativo da reagdo;

M - controle de peso molecular 50pb.

Figura IV.13: RT-PCR para amplificagao da t(8;21)

Idade

Nao foi observada associagao entre idade e presenca da alteragao t(8;21) (p=0,88)
apesar de a mediana de idade ser maior nestes pacientes (9,5) do que no grupo

sem esta alteracao (8,9), fato que provavelmente ocorreu ao acaso (Figura IV.14.A).
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A contagem de leucdcitos ao diagndstico ndo foi associada a presenca da (8;21)

(mediana de 14.950/mm3), quando comparada ao grupo sem esta alteracdo
(mediana de 19.150/mm?®) (p=0,58) (Figura IV.14.B).

Sexo

N&o foi observada associagéo entre sexo e presenca da t(8;21) (p=0,20).

Tabela IV.11.Caracteristicas dos pacientes positivos para a presencga do gene de fusdao AML1-ETO.

NI Sexo Idade FAB CITO Leuco
6 M 8,2 sec SMD 46, XY, t(8;21) (922;922) 9.800
13 F 16,7 M2 NR 4.800
18 F 10,8 M2 46, XX, t(8;21) (922;922) 19.900
45 M 7,8 M2 NR 15.500
48 F 12,9 M2 46, XX t(8;21) (922;922) 14.600
55 F 14,7 M4 46,XX, t(8;21) (922;922) 28.600
56 M 3,3 M2 NR 3.000
69 M 13 M2 45, X, -Y, 1(8;21) (922;922) 14.800
70 F 3,9 M2 46, XY, t(8;21) (922;922) 15.900
72 F 8,3 M4 48,XX,+8,+21 15.100
86 F 8,2 M4 Falha 35.600
93 M 11,6 M2 46, XY, t(8;21) (q22;922) 5.000

NI=numero de identificagdo; Sexo M=masculino/F=feminino; FAB= Classificagdo Franco-Americano-

Britanica; Cito=citogenética; Leuco= leucdcitos/mm?®; ND= nao disponiveis; NR= nZo realizado.
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Figura IV.14: Comparacgao entre idade (A) ou leucometria ao diagnéstico (B) e presencga da t(8;21)
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IV.2.2.3. CBF3-MYH11

O paciente (M/18 anos) que apresentou o gene de fusdo CBFBR-MYH11 (figura IV.15)
era do subtipo FAB M4 e apresentava leucometria ao diagnodstico de 134.000

células/mm?®.

Slot 1 - paciente positivo na 12 etapa do PCR;
Slot 2 - paciente positivo na 22 etapa;
271 pb Slot 3 - controle negativo da reagéo;

M - controle de peso molecular 50pb.

Figura IV.15. RT-PCR para amplificagdo da inv 16

IV.2.2.4. BCR-ABL

O paciente (M/16,6 anos) que apresentou o gene de fusdo BCR-ABL (figura 1V.16)
era do subtipo FAB M2 e apresentava leucometria ao diagndstico de 43.200

células/mm?.

Slot 1 - amplificagdo do BCR (800pb) em doador
saudavel;

Slot 2 - paciente positivo para o transcrito b3a2
(350pb);

M - controle de peso molecular 100pb.

Figura IV.16: RT-PCR para amplificagao da t(9;22).

IV. 2.2.5. Amostras negativas para os 4 genes de fusao

Do total de 75 pacientes analisados 35 (46,5%) foram negativos para todas para as
4 translocacdes de risco.

Foi realizada a comparagdo das caracteristicas dos pacientes ao diagndstico de
acordo com a presencga de translocagdes de bom ou mau progndstico e a auséncia
de translocagdes, demonstrando-se n&o haver diferenga entre as medianas de idade

dos pacientes dos 3 grupos. No entanto, foi observada uma tendéncia de associagao



78

entre 0 sexo feminino e a presenga de alteragdes de bom progndstico (p=0,03)
(figura IV.17 A). Ocorreu também associagao significativa do grupo sem alteragbes
com uma contagem de leucécitos aumentada (mediana de 53.850/mm®) quando
comparada ao grupo com as translocagdes de baixo risco (mediana de 7.200/mm3) e
inferior ao paciente com a translocacdo de alto risco de recaida (43.200/mm?®)
(p=0,006) (Figura IV.17 B).

A analise citogenética destas amostras revelou 3 pacientes com alteragdes na
regiao 11923 incluindo duas dele¢des e uma adigdo, uma t(10;11) complexa, uma
adicdo no cromossomo 10, uma adigdo no cromossomo 9, uma delegcdo do
cromossomo 12 e dois pacientes com trissomia do 21 (sindrome de Down). O estudo
posterior de alteragbes no gene FLT3 revelou ainda 4 pacientes positivos (descricao
a seguir) dentro do grupo de pacientes negativos para as translocagdes de risco e
com citogenética normal. Desta forma, dentre os 35 pacientes, 13 (37%) tinham

alguma anomalia no cariétipo.

25— .
A Legenda 1000000 B
TR Bom Prognéstico
[Jsem TR
204 [ TR Mau Prognéstico
100000 -
§ Mn=53.850 —— 43.200
g 15— d
©
o —
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© o
1o g
-
1000
5]
p= 0,006
o] 100
0= T T
Masculino Feminino ! I I
TR bom Sem TR TR mau
Sexo prognéstico prognéstico

Figura IV.17:Comparagao entre sexo (A) ou leucometria ao diagnéstico (B) em
fungédo da presencga ou auséncia de translocagées de risco (TR)

IV.2.3. Detecgao das alteragdes no gene FLT3

IV.2.3.1. Duplicagao interna em tandem (DIT-FLT3)

IV.2.3.1.1.LLA de origem B
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A presencga da duplicagao interna em tandem do gene FLT3 (DIT-FLT3) foi avaliada
em 131 pacientes com LLA B, uma vez que 21 foram considerados ndo avaliaveis
devido a impossibilidade de amplificar o DNA. A DIT foi detectada em apenas 1 uma
crianca (M/13,5 anos) classificada como FAB L1, com 414.000 leucécitos/mm?® ao
diagndstico a qual apresentava também positividade para os PCRs de IgH e TCRd
B, cariétipo normal e imunofenotipagem inconclusiva (n=64). A figura IV.18 mostra a
deteccao de DIT por PCR, a qual apresentou as bandas correspondentes ao alelo

selvagem e ao alelo mutado com igual intensidade.

Slot 1 — paciente com LLA positivo para DIT (340 pb =
alelo selvagem e 360 pb = alelo mutante); slot 2 —

400pb
300pb

controle positivo DIT (340 e 410pb); slot 3 — controle
negativo, slot 4 — repeticdo do controle positivo com mais
DNA na reagdo; M1 - controle de peso molecular 50pb;

M2 - controle de peso molecular 100pb.

Figura IV.18: PCR para amplificagao da DIT-FLT3

IV.2.3.2. LLA de origem T

Foram avaliados 32 pacientes e nao foi encontrada a DIT-FLT3.

IvV.2.3.3. LMA

A DIT-FLT3 foi avaliada em 80 pacientes com LMA e foram detectados 10 (12,5%)
positivos (3M/7F), dos quais 3 eram do subtipo FAB M1, 3 do subtipo M3, uma do
subtipo M3v e 3 do subtipo M4. A figura IV.19 mostra o gel de agarose com as
amostras positivas.

Das 10 criangas com a DIT, as 4 classificadas como M3/M3v apresentaram a
t(15;17), as 2 classificadas como M4 apresentaram a t(8;21) sendo uma delas
associada a trissomia dos cromossomos 8 e 21, e 1 apresentava a mutagao pontual
D835-FLT3. Em uma crianga DIT-FLT3 positiva ndo foi possivel a pesquisa de
genes de fusao pela auséncia de material (RNA). Os 2 demais casos com DIT que

foram negativos para a presenga de TR foram analisados por citogenética
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convencional e um apresentou cariétipo normal e o outro, falha na obtencao de
metéafases.

Uma crianga foi negativa para a DIT ao diagndstico (NI=86), porém sua amostra de
recaida foi positiva para a presenga da alteracao.

A analise cuidadosa da intensidade dos fragmentos amplificados nos 9 casos
positivos ao diagndstico para a DIT-FLT3 revelou: (a) um paciente ndo a tinha banda
correspondente ao alelo selvagem nao-mutado; (b) 5 pacientes apresentavam a
banda correspondente ao alelo selvagem mas com intensidade menor que a banda
correspondente a duplicagdo; (c) 3 pacientes permaneciam com a banda
correspondente ao alelo selvagem com intensidade igual a banda correspondente ao
alelo duplicado.

As caracteristicas destes 10 pacientes serdo resumidas a seguir e descritas na

tabela IV.12.

Slot 1 — paciente positivo para DIT (340 pb = alelo
selvagem, 360 e 460 pb = alelos mutantes); slot 2 —
paciente positivo para DIT (340 e 380pb); slot 3 —
paciente positivo para DIT (340 e 370pb); slot 4 —controle
positivo (340 e 410pb); M - controle de peso molecular
100pb.

Figura IV.19: PCR para amplificagao da DIT-FLT3
Idade

Nao foi observada associagao estatisticamente significativa entre idade e presenca
da DIT-FLT3 (p=0,25) apesar de a mediana de idade ser maior nestes pacientes

(12,3) do que no grupo sem esta alteragao (8,7) (Figura IV.20.A).

Leucometria

Foi observada uma tendéncia a maior contagem de leucdcitos ao diagnéstico nos
pacientes com a DIT-FLT3 (mediana de 60.300/mm?), quando comparada ao grupo

sem esta alteracdo (mediana de 11.000/mm?®) (p=0,09) (Figura IV.20.B).
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Sexo

Foi observada uma tendéncia de associagéo entre o sexo feminino e a presenca da
DIT-FLT3 (p=0,08) (Figura 1V.20.C).

Alteracdes moleculares de bom prognéstico

A presencga de alteragdes consideradas de bom prognéstico na LMA (PML-RARa,
AML1-ETO, CBFB-MYH11) nao se associou com a DIT-FLT3 (p=0,5). Também nao
houve diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia de DIT-FLT3 entre as

criangas com o gene PML-RARa e aquelas sem esta alteragao (p=0,4).

Tabela IV.12: Caracteristicas dos pacientes positivos para a presenga de DIT-FLT3

NI Sexo Idade FAB Citognética Outras alteragoes Leuco
14 F 168 M1 Normal 78.800
17 F 146 M3 NR PML-RARa NR
21 M 139 M4 Normal FLT3-D835 60.300
34 M 13 M1 NR 47.000
a7 F 11,7 M1 Falha 95.900
50 F 152 M3 NR PML-RARa 68.000
2 F 83 M4 48,XX, +8, +21 AML1-ETO 15.100
86 F 82 M4 Falha AML1-ETO 35.600
80 F 1,9 M3 NR PML-RARa 154.800
9 M 108 M3v 46, XY 1(15;17)(q22;q12) PML-RARa 2.800

NI=numero de identificacdo; Sexo M=masculino/F=feminino; FAB= Classificagdo Franco-Americano-Britanica;

Leuco= Ieucécitos/mm3; NR= ndo realizado.
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Figura IV.20: Comparacao entre idade (A) ou leucometria ao diagndstico (B) ou sexo (C) e presenca da DIT-FLT3
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IV.2.3.2. Mutacgao pontual
IV.2.3.2.1. LLA de origem B

A presenca da mutagdo pontual no gene FLT3 no lécus 835 (FLT3-D835) foi
avaliada em 131 pacientes com LLA B, uma vez que 21 foram considerados nao
avaliaveis devido a impossibilidade de amplificar o DNA. A mutacéo foi detectada em
apenas 1 uma crianga (F/15,6 anos) a qual apresentava leucometria ao diagndstico
de 7300 células/mm?®, positividade para o PCR de IgH, cariétipo com a
t(2;14)(g23;932) associado e imunofenotipagem inconclusiva (n=77). A figura 1V.21
mostra o gel de agarose com o produto de PCR antes e depois da digestao
enzimatica (RFLP).

Slots 1 e 2, 5 e 6 — pacientes negativos para D835 antes e
depois da digestao respectivamente; slots 3 e 4 — paciente

positivo para D835 antes e depois da digestao
114pb

68pb
46pb

respectivamente; M - controle de peso molecular 100pb.

Figura IV.21: PCR para amplificagdo de FLT3-D835

IV.2.3.2.2. LLA de origem T

Foram avaliados 32 pacientes e nao foi encontrada a FLT3-D835.

1Iv.2.3.2.3. LMA

A presenga de FLT3-D835 foi avaliada em 80 pacientes com LMA e foram
detectados 3 (4%) positivos (1M/2F), dos quais 1 era do subtipo FAB MO e tinha
cariétipo normal, 1 do subtipo M3 positivo para a t(15;17) e 1 do subtipo M4,
cariétipo normal e positivo também para a DIT-FLT3 (tabela 1V.13). A figura 1V.22

mostra o gel de agarose com os produtos da digestao enzimatica (RFLP).
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Slots 1 e 3 — produtos de RFLP de pacientes
negativos para D835; slot 2 — produto de paciente
positivo para D835, com a banda néo digerida de

114pb; M - controle de peso molecular 25 pb.

114pb
68pb
46pb

Figura IV.22: PCR para amplificagdo de FLT3-D835
Idade

Nao foi observada associacao estatisticamente significativa entre idade e presenca
da mutagdo FLT3-D835, com mediana de 12,4 anos no grupo com a mutagéo e de

10,7 anos no grupo sem esta alteragao (p=0,65) (Figura IV.23.A).

Leucometria

Em relacdo a contagem de leucécitos ao diagndstico, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa nos pacientes com a FLT3-D835 (mediana de
60.300/mm?®), quando comparada ao grupo sem esta alteragdo (mediana de
23.600/mm?) (p=0,98) (Figura IV.23.B).

Sexo

Nao foi observada associagao entre sexo e presenga da FLT3-D835 (p=0,55).

Tabela IV.13: Caracteristicas dos pacientes positivos para a presenga da mutagao FLT3-D835

NI Sexo Idade FAB Citogenética Outras alteragoes Leuco
63 F 9,8 MO Normal 87.000
21 M 13,9 M4 Normal DIT-FLT3 60.300
33 F 12,5 M3 Falha PML-RARa 1.000

NI=numero de identificagdo; Sexo M=masculino/F=feminino;

FAB= Classificagdo Franco-Americano-Britanica; Leuco= Ieucc’)citos/mm3; NR= nao realizado.
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Figura IV.23: Comparagao entre idade (A) ou leucometria ao diagnéstico (B) ou sexo (C) e presenga da FLT3-D835.

IV.3. Impacto das alteragoes moleculares na evolugao clinica

IV31.LLAB

IV.3.1.1. Fatores que influenciaram a taxa de remissao completa

No grupo de criangas com LLA de origem B estudado (n=152) a taxa de remisséo
completa foi de 95%.

Nao foi observada associagao entre a contagem de leucdcitos ao diagndstico e
remissao completa (p=0,1) e da mesma forma a associagao entre remissao e idade
nao foi estatisticamente significativa (p=0,4), apesar de a mediana no grupo que
alcancgou a remissao ter sido menor do que a mediana do grupo que nao alcangou (5
vs 10 anos).

A taxa de remissao completa nao esteve associada a presenca da translocacao de
bom prognéstico (TEL-AML1) (p=0,3). A presenga das translocagdes de mau
prognostico (BCR-ABL, MLL-AF4, PBX1-E2A) também nao influenciou a taxa de
remissdo uma vez que a maioria dos pacientes alcangou a remissdo completa, com
excegcdao de uma crianga com a t(1;19), fato que pode ter ocorrido ao acaso. A
presenca de alteragbes no gene FLT3, no entanto, teve impacto significativo, pois

ambos pacientes positivos ndo entraram em remissao (p=0,004).
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IV.3.1. 2. Analise de Sobrevida

O tempo mediano de acompanhamento dos pacientes foi de 27 meses, no entanto,
ao considerarmos apenas 0s pacientes vivos no momento da analise (88%), o tempo
mediano de acompanhamento foi de 31 meses. A probabilidade estimada de
sobrevida global foi de 77% em 5 anos (figura IV.24). Todos os pacientes foram
censurados para a analise de sobrevida na data da ultima consulta de

acompanhamento.

Sobrevida Global LLA B

—I"1Curva de Sobrevid:

0,8 -+ Censurados

Probabilidade
3

o
rS
1

n=152

0,0

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (meses)

Figura IV.24: Curva de probabilidade de sobrevida global das 152 LLAs analisadas

A analise de sobrevida livre de eventos, calculada pelo tempo desde o diagndstico
até a primeira recaida hematoldgica, revelou uma mediana de 25 meses e
probabilidade de 61% de sobrevida livre de doenga em 5 anos (figura IV.25). E
importante ressaltar que os pacientes que faleceram antes da avaliagao de recidiva
foram censurados na data do ébito. Um paciente foi excluido desta anédlise uma vez

que nao foi possivel determinar a data correta de recaida hematoldgica.
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Sobrevida Livre de Eventos LLA B
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Figura IV.25.: Curva de probabilidade de sobrevida global das 152 LLAs analisadas
* Um paciente foi excluido da anélise

A sobrevida global atingida utilizando-se o protocolo GBTLI foi de 84%, e a do BFM
de 64%, fato que nao pode ser considerado uma vez que a escolha do protocolo de
tratamento foi tendenciosa, uma vez que o uso de GB é condicionado a néao
administragao de qualquer medicagéao prévia.

Nao houve correlacédo entre a presenca da alteracdo molecular de bom prognostico
(TEL-AML1) e a sobrevida global (mediana de 33 vs 22 meses nos grupos com e
sem a alteragdo, respectivamente, p=0,16), assim como ocorreu em relagdo a
sobrevida livre de evento (28 vs 18, p=0,27), apesar de as medianas de sobrevidas
serem maiores na presenga da translocacdo e o grafico mostrar curvas bem
diferentes (figura 1V.26).

Sobrevida Livre de Eventos Sobrevida Global
1,0 1,0
(12;21)
0,87 0,87 1 Negativo
- "1 Positivo
g ® - censurados
S 0,6 'g 0,6
2 =2
) )
© ©
R R
& 04 o4
P=0,27 —
0,2 0,2
0,0 0.0
T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 0 20 40 60 80 100 120
Tempo (meses) Tempo (meses)

Figura IV.26: Curvas de probabilidade de sobrevida livre de eventos (A) e global (B) em fungao da
presenca da t(12:21)
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A presenga de alteragbes de mau prognostico (BCR-ABL, PBX1-E2A e MLL-AF4),
por sua vez, foi correlacionada com a menor taxa de sobrevida global em 5 anos
(55% vs 80%, p=0,01) assim como de sobrevida livre de evento (32% vs 66%,
p=0,006) (Figura IV.27).
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Figura IV.27: Curvas de probabilidade de sobrevida livre de eventos (A) e global (B) em fungdo da
presenca das TR de mau proanéstico

O método de regresséao logistica multipla foi utilizado para analisar a sobrevida dos
pacientes com LLA B em fung¢do das seguintes variaveis: TEL-AML1, translocagdes
de mau prognéstico, BCR-ABL, MLL-AF4, E2A-PBX1 separadamente, e alteragdes
em FLT3. Apdés a analise somente a presenca de BCR-ABL, MLL-AF4 e FLT3

mostraram associagao com a sobrevida (Tabela 1V.14).

Tabela IV.14; Andlise multivariada do impacto de alteragées genéticas na sobrevida da LLA de origem B

Intervalo de confianga 95%

Alteracao Sobrevida p (sig) exp B Menor Maior
TR mau SLE 0,008 0,37 0,18 0,77
prognostico SG 0,010 0,33 0,13 0,81
BCR-ABL SLE 0,030 0,36 0,14 0,91
SG 0,32 0,52 0,14 1,89

MLL-AF4 SLE 0,012 0,2 0,06 0,70
SG 0,001 0,11 0,03 0,41

Alt FLT-3 SLE 0,000 0,038 0,007 0,20
t ) SG 0,000 0,025 0,004 0,14

Exp B: razdo de taxas, para o calculo de risco relativo; p: probabilidade; SLE: sobrevida livre de evento; SG: sobrevida global.
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A probabilidade de SLE foi 5 vezes menor na presenca de MLL-AF4 e quase 3
vezes menor na presenga de BCR-ABL. Este ultimo, porém, ndo teve impacto na
sobrevida global, enquanto a presenga de MLL-AF4 significou probabilidade de SG 9
vezes menor que os demais. A probabilidade de SLE na presencga de alteragcdes no
gene FLT3 foi 26 vezes menor do que na sua auséncia e a probabilidade de SG foi
40 vezes menor.

O impacto das alteragdes em FLT3 foi analisado em comparagdo com a leucometria
ao diagndstico com o intuito de evitar interferéncia do papel da leucometria no
calculo da sobrevida. No grupo com leucometria inicial baixa (<20.000/pL) um
paciente apresentou a mutagao pontual de FLT3. O método de Kaplan Meier revelou
taxa de SLE em 5 anos de 62% nos pacientes sem alteracdo em FLT3 e 0% no
grupo com a mutacédo (p<0,0071), além de taxa de SG de 80% contra 0% na
presenga da mesma. Ja no grupo de leucometria inicial alta (>20.000/uL) um
paciente apresentou a duplicacdo em FLT3 e a analise estatistica revelou taxa de
SLE em 5 anos de 44% nos pacientes sem alteragdo em FLT3 e 0% no grupo com a
mutacdo (p<0,001), além de SG de 67% contra 0% na presenga de DIT-FLT3. A
analise multivariada confirmou o impacto das alteragbes em FLT3 na SLE e SG

independente da leucometria inicial (p<0,01).
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IV3.2.LLAT
IV.3.2.1. Fatores que influenciaram a taxa de remissao completa

No grupo de criangas com LLA de origem T estudado (n=38) a taxa de remisséo
completa foi de 71%.

Nao foi observada associagcdo entre a contagem de leucdcitos ao diagndstico e
remissdao completa (medianas de 87.400 vs 90.200, no grupo que n&o entrou e o
que entrou em remissao respectivamente)(p=0,8) e da mesma forma a associagao

entre remissao e idade nao foi estatisticamente significativa (com medianas de 11 vs

10 anos).
1V.3.2. 2. Analise de Sobrevida

O tempo mediano de acompanhamento dos pacientes foi de 21 meses, no entanto,
ao considerarmos apenas o0s pacientes vivos no momento da analise (45%), o tempo
mediano de acompanhamento foi de 31 meses. A probabilidade estimada de
sobrevida global foi de 40% em 5 anos (figura IV.28). Todos os pacientes foram

censurados para a analise de sobrevida na data da ultima consulta de

acompanhamento.
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Figura 1V.28: Curva de probabilidade de SG na LLA de origem T
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A analise de sobrevida livre de eventos, calculada pelo tempo desde o diagndstico
até a primeira recaida hematolégica, revelou uma mediana de 15 meses e
probabilidade de 8% de sobrevida livre de doenga em 5 anos (figura IV.29).

Sobrevida Livre de Eventos LLA T
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Figura IV.29: Curva de probabilidade de SLE na LLA de origem T

IV.3.3. LMA
IV.3.3. 1. Fatores que influenciaram a taxa de remissao completa

Nogrupo de criangas com LMA estudado (n=94) a taxa de remissao completa foide 84%.
Foi observada associacéo estatisticamente significativa entre idade ao diagndstico e
remissao completa (p=0,03), com mediana de 8,3 anos no grupo que alcangou
remissao e de 14,5 anos no grupo que nao alcangou. A associagao entre remissao e
contagem de leucdcitos ao diagndstico néo foi estatisticamente significativa (p=0,09),
apesar de a mediana no grupo que alcangou a remissao (9.800/mm3) ter sido menor
do que a mediana do grupo que n3o alcangou (68.000/mm?).

A analise separada dos pacientes com sindrome de down revelou associagao
significativa com a menor idade, comparado as demais LMAs. Todos os 5 pacientes
com sindrome de Down entraram em remissao.

A taxa de remissdo completa ndo esteve associada a presenca de alteracdes de
bom progndstico (PML-RARa, AML1-ETO, CBFB-MYH11) sendo de 89% no grupo
com as alteracbes e de 86% no grupo sem as mesmas (p=0,46). A presenca de
alteragdes de mau prognéstico (BCR-ABL, DIT-FLT3 e FLT3-D835), no entanto,
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influenciou a taxa de remissdo uma vez que o numero de pacientes que entrou em
remissao completa foi menor no grupo com as alteragdes (60%) do que o grupo sem
estas (91%) (p=0,01). Uma anadlise separada do grupo de pacientes com altera¢des
no gene FLT3 revelou taxa significativamente menor de remissao (58%) em relagéo
ao grupo sem estas alteragdes (93%) (p=0,007), tendo a DIT-FLT3 sido mais
fortemente associada a menor taxa de remissédo (60% vs 91%, p=0,02) do que a
mutacdo FLT3-D835 (66% vs 88%, p=0,41), provavelmente devido ao numero

reduzido de pacientes neste grupo (n=3).

1V.3.3. 2. Analise de Sobrevida

O tempo mediano de acompanhamento dos pacientes foi de 17 meses, no entanto,
ao considerarmos apenas 0s pacientes vivos no momento da analise (69%), o tempo
mediano de acompanhamento foi de 26 meses. A probabilidade estimada de
sobrevida global foi de 56% em 5 anos (figura IV.30). Todos os pacientes foram
censurados para a analise de sobrevida na data da ultima consulta de

acompanhamento.
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Figura IV.30: Curva de probabilidade de sobrevida global das 94 LMAs

A analise de sobrevida livre de eventos revelou uma mediana de 43 meses e
probabilidade de 44% de sobrevida livre de doenga em 5 anos (figura IV.31). E
importante ressaltar que os pacientes que faleceram antes da avaliagcao de recidiva
foram censurados na data do 6bito. Quatro pacientes foram excluidos desta analise

uma vez que nao foi possivel determinar a data correta de recaida hematolégica.
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Figura IV.31: Curva de probabilidade de sobrevida livre de evento das
LMAs analisadas *Quatro pacientes foram excluidos da analise

Nao houve correlacdo entre a presenga de alteragdes moleculares de bom
prognostico (PML-RARa, AML1-ETO, CBFB-MYH11) e a sobrevida livre de evento
(17 vs 12 meses nos grupos com e sem alteragdes, respectivamente, p=0,24), assim
como ocorreu em relagao a sobrevida global (mediana de 43 vs 21 meses, p=0,23).
A analise separada da presenca de cada uma destas translocacbes também nao
demonstrou correlagdo com a sobrevida dos pacientes em estudo.

A presenca de alteragbes de mau progndstico (BCR-ABL e alteragées em FLT3), por
sua vez, foi correlacionada com a menor taxa de sobrevida global (61 vs 79,

p=0,001) assim como de sobrevida livre de evento (50 vs 70, p<0,001) (Figura

IV.32).
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Figura IV.32: Curva de probabilidade de sobrevida livre de evento em fungao da presenca de alteragées
de mau prognéstico
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Analisando as alteragdes de mau progndstico separadamente, foram construidas
curvas para avaliar o impacto de BCR-ABL e das altera¢des no gene FLT3.

Observa-se no grafico abaixo (figura 1V.33) uma enorme diferenga nas sobrevidas
global e livre de evento em relagédo a presenca ou auséncia do gene de fusdo BCR-
ABL, visto que o Unico paciente em que a mesma foi detectada recaiu e faleceu, no

entanto, ndo é possivel descartar a possibilidade de o fato ter ocorrido ao acaso.
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Figura IV.33: Curvas de probabilidade de sobrevida global (A) e de sobrevida livre de eventos (B) em
fungédo da presenca ou auséncia de BCR-ABL.

Foi também analisado o impacto da presengca de alteragbes no gene FLT3 na
sobrevida dos pacientes com LMA. A mediana de sobrevida global foi
significativamente menor na presenca de DIT-FLT3 em relagdo ao grupo negativo
para a presenca de alteracdes no gene (7 vs 17 meses) e a taxa de sobrevida global
em 3 anos caiu de 53% para 36% (p=0,005). Da mesma forma, a presenca de DIT
indicou redugao da mediana de sobrevida livre de evento (0 vs 16 meses)(p<0,001).

O impacto da presenga de FLT3-D835 sozinho ou associado a DIT-FLT3, embora
nao significativo devido ao tamanho da amostra, revela a tendéncia de redugéo da
taxa de sobrevida global em comparagdo com 0 grupo negativo para as mesmas
(36% vs 70% em 3 anos, p=0,3), assim como ocorre coma sobrevida livre de

eventos (11% vs 68% em 3 anos, p=0,5) (Figura 1V.34)
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Figura IV.34: Curvas de probabilidade de sobrevida global (A) e de sobrevida livre de eventos (B) em

funcao da presenca ou auséncia de alteracées no gene FLT3.

O impacto das diferentes alteracbes em FLT3, no entanto, precisa ser avaliado de
forma minuciosa uma vez que alguns pacientes apresentam alteragbes de bom
progndéstico concomitantes. A seguir serdo avaliados os casos separadamente de

acordo com a outra alteracdo detectada:

DIT-FLT3 x AML1-ETO

A presenga de AMLT1-ETO nao foi significativamente associada a maior
probabilidade de sobrevida livre de eventos ou com a global, apesar de o grafico
apontar para uma tendéncia a melhor resposta no grupo com a translocacgao (figura
IV.35.A). Porém, ao analisar este grupo de pacientes em fungdo da presencga de
DIT-FLT3, foi observada uma tendéncia a maior probabilidade de recaida no grupo
com as duas alteracbes do que no grupo apenas com a translocagdo. Os 2
pacientes com DIT-FLT3 recairam, mas ndo morreram, e tiveram mediana de
sobrevida livre de evento de 18 meses, enquanto os demais apenas com AML1-ETO
tiveram mediana de 38 meses (p=0,07) (figura IV.35.B), porém nao houve diferenca

significativa entre a sobrevida global dos dois grupos (p=0,5)
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Figura IV.35: (A) Curva de probabilidade de sobrevida global comparando pacientes com e sem a
AML1-ETO. (B) Curva de probabilidade de sobrevida livre de eventos em criangas com AML1-ETO em
funcao da pbresenca ou auséncia de DIT-FLT3.

DIT-FLT3 x PML-RARa

A presenca da t(15;17) néo alterou significativamente a sobrevida global ou livre de
eventos dos pacientes em relagao aqueles que néo as tém, apesar de a sobrevida
global mediana apontar para tendéncia a melhor resposta no grupo com a
translocagao (15 vs 17 meses). Do total de pacientes com a translocagao (n=26),
todos os 5 que ndo entraram em remissdo faleceram em até 1 més apds o
diagndstico, incluindo 3 casos com DIT-FLT3 concomitante (3 de 4). Ainda outras 3
criancas recairam tardiamente e faleceram, apos um ano ou mais de tratamento.
Estas recaidas tardias seguidas de o6bito sdo responsaveis pela queda abrupta da
curva de PML-RARa nos graficos de sobrevida.

A analise da presenca de DIT-FLT3 nos pacientes PML-RARa positivos revelou
impacto no comportamento clinico, pois tanto a SLE quanto a SG foram
significativamente menores nos pacientes com ambas as alteragdes (figura 1V.36). A
taxa de sobrevida livre de eventos em 3 anos caiu de 60% na presengca de PML-
RARa para 25% nos casos com DIT-FLT3 concomitante (mediana 16 vs 0 meses,
p=0,01) e, da mesma forma, a taxa de sobrevida global em 3 anos caiu de 80%
para 25% (mediana 16 vs 0 meses, p =0,001)

Porém é essencial ressaltar que 2 das 4 criangas com as duas alteragbes faleceram

nas primeiras 42 horas e nao puderam se beneficiar com o efeito do ATRA, com isso
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€ impossivel definir se 0 6bito ocorreu pela maior agressividade da doenga ou pelo
alto risco de morte por hemorragia anterior a remissao. Este fato, porém, nao altera
o valor prognéstico independente conferido pela presenga da duplicagdo nestes
pacientes através da analise multivariada de Cox (tabela 1V.15), a qual revelou que a
probabilidade de SLE foi 6 vezes menor na presenca de DIT-FLT3 e a probabilidade
de SG foi 8 vezes menor.

A comparagdo entre os 4 pacientes com DIT-FLT3 e PML-RARa e os demais
pacientes apenas positivos para DIT-FLT3 por sua vez revelou que ndo ha
diferenca de resposta entre ambos. A comparacao destes com o grupo DIT-FLT3
negativo demonstrou o impacto independente na pior resposta ao tratamento, ou
seja, a presenca de PML-RARa nao conferiu melhor progndstico aos casos positivos
para a DIT-FLT3.
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Figura IV.36: (A) Curva de probabilidade de sobrevida global e (B) de sobrevida livre de eventos em
criangas com PML-RARa em fungao da presencga ou auséncia de DIT-FLT3.

Tabela IV.15: Analise multivariada do impacto de alterages genéticas
na sobrevida da LMA em funcéo da presenca de PML-RARa e DIT-FLT3

PML-RARa p

+ (sig) expB Intervalo de confianga 95%
DIT-FLT3 Menor Maior
SLE 0,03 0,17 0,04 0,83

SG 0,01 0,12 0,02 0,61
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FLT3- D835 x PML-RARa

O paciente com FLT3-D835 e PML-RARa nao recaiu nem morreu, enquanto os
outros 2 com a mutagdo mas sem a translocacdo morreram, um nem chegando a
entrar em remissao (SG=85 dias) e outro recaindo e falecendo (SG= 301 dias). No
entanto, o impacto deste paciente em relacdo aos demais com a translocagao nao
pdde ser calculado, pois o tempo de seguimento foi curto (caso censurado em 37
meses), além do fato ndo haver como afirmar estatisticamente o valor do
seguimento de um soO paciente uma vez que sua evolugdo poderia ter tomado
qualquer rumo ao acaso.

Apesar disto, o grafico com a probabilidade de sobrevida do unico paciente com a
FLT3-D835 e PML-RARa demonstra que ele teve percurso melhor que os outros que

apresentavam apenas a translocacgao (figura 1V.37).
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Figura IV.37: Curva de sobrevida livre de eventos comparando os casos positivos para PML-RARa na
presenca ou auséncia de FLT3-D835

DIT-FLT3 x FLT3-D835

Nao houve diferenga significativa de probabilidade de sobrevida na presenca de
ambas as alteracbes em FLT3 em relagdo ao grupo apenas com DIT-FLT3. O
mesmo ocorreu quando a comparacao foi realizada com os demais casos apenas

com FLT3-D835. No entanto a comparagdo com o grupo de pacientes negativos
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para as 2 alteragbes confirma o progndstico desfavoravel visto que o paciente com
DIT-FLT3 e FLT3-D835 positivos recaiu e faleceu.

Analise da intensidade de alelos de FLT3

Foi analisado o impacto da diferenca de intensidade das bandas correspondentes
aos alelos do gene FLT3 visualizadas em gel de agarose na sobrevida dos pacientes
com DIT-FLT3. Apenas um paciente (n=47) teve perda total do alelo selvagem e
este nem ao menos entrou em remissao (SG= 7 meses). Os casos com perda de
intensidade da banda correspondente ao alelo selvagem tiveram SLE menor, em
comparagao aos casos sem reducao de intensidade da banda (mediana de 20 vs 0
meses, p= 0,1), assim como menor SG (mediana de 35 vs 3 meses, p= 0,26), mas
nao foi obtido significado estatistico provavelmente em virtude da pequena

amostragem de pacientes.

IV.4. Avaliagcao da Doencga Residual Minima

As amostras de pacientes foram enviadas quando houve sinal de recaida
hematoldgica, salvo aqueles que se beneficiavam de terapias alvo-especificas como
GLIVEC e ATRA que foram sequencialmente enviados desde a avaliacdo da
remissao para monitorar os niveis de BCR-ABL e PML-RARa.

Foram analisados os marcadores detectados ao diagndstico e a presenga destes foi
comparada ao comportamento clinico subsequente, em geral associado a recaida
clinica.

As criangas com LLA de origem T nao foram testadas para a presenca de
translocagdes de risco, mas a analise citogenética detectou alteragdes no cariétipo
de algumas, as quais foram utilizadas junto a detecgéo de rearranjo de TCR para a
deteccdo de DRM.

As criangas com LLA B que se apresentaram algum marcador (rearranjo clonal de
IgM, TCR, genes de fuséo ou alteracdao em FLT3) foram testadas para a presenca
destes no acompanhamento. Quando havia sido detectada mais de uma alteracéo a
prioridade era para a analise do gene de fusao, pois a técnica de RT-PCR tem maior

sensibilidade que a PCR convencional.
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Algumas amostras de pacientes que nao puderam ser enviadas ao diagnostico ou
que nao tiveram material avaliavel foram enviadas na recaida e testadas para todas
as alteragdes em estudo. Em um destes casos foi detectada a presenga de TEL-
AML1, que passou a servir como marcador de seu clone leucémico.

Nas LMAs os pacientes contaram apenas com as translocacdes de risco ou com as
alteragdes no gene FLT3 previamente detectadas como marcadores de DRM. Assim
como na LLA as amostras de pacientes que nédo foram analisadas ao diagndstico
foram testadas para todas as alteragdes em estudo na recaida. Um caso positivo
para a t(8;21) ao diagndstico (NI: 86) foi também analisada a presencga de a DIT-
FLT3 na recaida, que havia sido negativa ao diagnéstico. Novamente foi detectada
a t(8;21) e também foi encontrada a DIT-FLTS3.
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V. DISCUSSAO

Segundo as estimativas de incidéncia de cancer no Brasil, publicadas pelo INCA, as
leucemias atingiram 5.330 homens e 4.220 mulheres no ano de 2006. O cancer
infantil representou cerca de 0,5 a 3% de todas neoplasias, no entanto ainda ndo ha
dados oficiais do Ministério da Saude sobre a incidéncia da leucemia aguda nas
criangas brasileiras. Apesar disto, um enorme esforgo tem sido realizado para
cadastrar todos o0s casos para que se possa avaliar a incidéncia da doenca,
caracteriza-la em termos de eventuais diferengas geograficas e acompanhar sua
evolugdo. Com este intuito foi criado em 2002 o projeto Central Informatizada de
Oncologia Pediatrica (CIOPE) de abrangéncia nacional, destinada a formacéo e
manutencao de banco de dados com classificacdo especifica de cancer pediatrico. A
Central tem ainda o objetivo de promover o intercambio de informagdes técnicas
entre as instituicbes especializadas sobre estudos de investigagdes clinicas e
terapéuticas, propiciando o diagndstico correto e o tratamento uniforme das criangas
e adolescentes portadores de neoplasias, por intermédio de protocolos cooperativos.
Apesar de a maioria dos protocolos de tratamento atuais para leucemia aguda
infantil indicar a necessidade da estratificagao do risco de recaida de acordo com a
presenca de alteracbes genéticas, no Brasil existem poucos centros com
laboratérios especializados para analise molecular. Os grandes centros que
disponibilizam de tais métodos diagnédsticos, por sua vez, ndo tém uma metodologia
uniformizada e em muitos casos quando contam com a biologia molecular nao
contam com a imunofenotipagem ou com a citogenética. De fato, estas tecnologias,
cada qual com sua sensibilidade particular, sdo complementares uma vez que
revelam diferentes propriedades do clone leucémico e sao indispensaveis para a
correta avaliagdo da doenca.

Alguns grupos brasileiros tém utilizado diferentes metodologias para realizar estudos
com o objetivo de identificar a distribuicdo das alteragdes genéticas nos nossos
pacientes.

Na LLA, os resultados ja relatados indicam frequéncia de alteragdes similar a
descrita nos paises desenvolvidos como Estados unidos e Unido Européia. Apesar
da tentativa de padronizagao de tratamento através do uso do protocolo brasileiro de

terapia contra LLA (GBTLI), muitos centros se baseiam em diferentes protocolos
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internacionais, como o BFM e o St Jude, o que prejudica a avaliagdo da resposta
clinica e da detecgao de eventuais diferengas geograficas no perfil dos pacientes.

Na LMA por sua vez os estudos com adultos e criangas brasileiras apontam para
uma incidéncia aumentada de leucemia promielocitica em algumas regides do pais,
assim como foi descrito na literatura em outros paises latino-americanos, em
hispanicos nos Estados unidos e em alguns locais na Europa.

Neste estudo foram analisadas 284 criangas com diagnostico confirmado de
leucemia aguda, sendo que 54% eram LLA de origem B, a neoplasia mais comum
da infancia. Mesmo as LLAs de origem T (13%), para as quais nao buscamos
marcador molecular de progndéstico apesar de a literatura sugerir a importancia de
alteragdes pouco frequentes tais como a t(7;9)(q34;934.3) e a inv(7)(p15q34), foram
avaliadas para a presenca de um marcador de clone leucémico que pudesse ser
seguido durante o acompanhamento para detectar doenga residual minima. As
LMAs (33%) por sua vez permitiram a analise de alteragbes génicas concomitantes
e de seu provavel impacto no progndstico das criangas brasileiras.

A seguir os resultados serdo discutidos separados por subtipo de leucemia para

facilitar a interpretacao.
V. 1. LLA de origem B

Na LLA de origem B o gene de fusdo TEL-AML1 foi detectado em 27 (26%) dos 104
pacientes avaliaveis, semelhante ao descrito na literatura em estudos com criangas
no pais e no exterior (20-25%)."*° A translocagéo tem sido associada a delegdes no
cromossomo 12 detectadas por citogenética e indicativas de evolugdo do clone
leucémico, possivelmente ocasionando recaidas tardias. No entanto, nos pacientes
analisados esta anomalia foi detectada em apenas um caso e cerca de 40% tiveram
falha na obtengédo de metafases, ndo permitindo a avaliagao citogenética.

As demais criangas tiveram cariétipo normal, o que demonstra a importancia da
biologia molecular como uma ferramenta essencial para o diagnéstico ndo so6 pela
sua sensibilidade, mas também pela deteccdo de alteragdes cripticas. A presenga
de TEL-AML1 esteve associada a menor leucometria, confirmando o suposto valor
de melhor progndéstico descrito em muitos estudos.

Da mesma forma, a analise molecular demonstrou importancia para a detecgao de

MLL-AF4 em 4% dos pacientes, apenas 2 também presentes na detecgao por
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citogenética convencional. Dos 4 pacientes positivos, 3 eram lactentes (0-24meses),
conforme apontado pela literatura como uma das principais alteragées nesta faixa
etaria, somando-se as demais translocagbes que tém o gene MLL como parceiro.
Diversos estudos com lactentes indicam a importancia do uso da tecnologia de FISH
para a deteccao de demais alteracdes incluindo MLL, as quais conferem leucometria
aumentada e progndstico desfavoravel aos bebés, e exigem terapia intensificada. E
importante que a biologia molecular e a citogenética trabalhem em conjunto e
realizem todas as analises possiveis para identificacao destas alteracoes.

O gene de fusdo BCR-ABL foi detectado em 9% das criangas analisadas,
percentagem elevada comparada a descrita na literatura (2-4%) o que sugere uma
incidéncia diferente nas criangas brasileiras. Mesmo separando os centros em
estudo a incidéncia unicéntrica € aumentada. Apenas 3 das 9 criangcas também
foram detectadas por citogenética convencional e 4 ndo obtiveram metafase para
analise. Trabalhos de grupos brasileiros utilizando a citogenética como ferramenta
de deteccdo nao relataram esta diferenca, o que pode ser explicado nao pela
diferengca de sensibilidade em relagcdo a biologia molecular, mas sim devido a
possibilidade de analise citogenética de células ndo pertencentes ao clone
leucémico, pelo baixo poder de discriminacdo da microscopia convencional em
regibes complexas ou polimorficas e pela existéncia de alteragbes cripticas. A
leucometria foi significativamente maior nas criangas com este gene de fuséo.
Estudos seqlienciais com maior numero de pacientes e comparando diferentes
regides do pais poderiam estabelecer diferengas geograficas da presenga desta
alteragao, ja que este estudo se limitou a analise de criangas da regiao Sudeste do
Brasil.

O gene de fusdo PBX1-E2A foi detectado em 7% das criangas estudadas e, apesar
de nado ser mais utilizado como fator prognéstico devido aos impactos discrepantes
descritos na literatura, foi analisado por ser levado em consideragcao no protocolo
BFM-95 utilizado em alguns casos no Hospital Infantil Nossa Senhora da Gléria,
além de servir como marcador de doenga residual minima.

Ao todo foram detectadas translocagdes de risco em 45% das LLAs estudadas. As
demais, no entanto, foram analisadas por citogenética convencional e 21%
apresentaram alguma anomalia no cariétipo. Nestes pacientes negativos para genes
de fuséo a positividade para rearranjo clonal de imunoglobulina ou receptor de célula

T serviu como marcador de doenca residual minima.
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Ainda dentro do grupo sem translocag¢des foram detectadas duas alteragdes no gene
FLT3, uma duplicagdo e uma mutagao, cada qual representando cerca de 1% do
total de pacientes analisados. Apesar de a literatura apontar para a baixa incidéncia
destas em LLA de origem B (1-6%), alguns estudos com lactentes tém demonstrado
associagao da mutacdo no dominio tirosina quinase do gene FLT3 a alteragdes no
gene MLL (15-18%)."® O pequeno nimero de lactentes incluidos neste estudo nao
possibilita levar em consideracdo a nao-associagao entre FLT3 e os casos positivos
para MLL-AF4. Armstrong et al., por sua vez, sugeriu a associagao de mutagdes
pontuais em FLT3 e criangas com cariétipo hiperdipléide (25-28%), mas neste
estudo nenhuma das 10 criangas com hiperdiploidia apresentou alteragédo no gene
FLT3, provavelmente devido ao reduzido numero de pacientes com analise
citogenética disponivel. %

A taxa de remisséo completa no grupo de criangas estudado foi de 95%, equivalente
ao que esta descrito em relacao a eficacia dos protocolos de inducao utilizados.

O sexo e a leucometria ndao estiveram relacionados a remissao. A idade, apesar de
nao significativa, mostrou impacto uma vez que a mediana no grupo de criangas que
nao alcangou a remissao foi maior do que as demais (10 vs 5 anos), como relatado
na literatura cientifica ja que criangas mais velhas tém sabidamente maior risco de
nao alcangar a remissao devido a agressividade da doencga nesta faixa etaria.™’

A taxa sobrevida global em 5 anos utilizando-se o protocolo GBTLI foi de 84%, e a
do BFM de 64%. Vale ressaltar, no entanto, que as criangas que foram submetidas a
este ultimo ja vinham com caracteristicas agressivas ou nédo responderam bem ao
GBTLI, tendo sido tratadas por decisao clinica, o que influenciou os resultados.
Desta forma nao se pode afirmar que o uso de GBTLI esteja associado a sobrevida
de 84% uma vez que nem todos os pacientes de um mesmo centro receberam a
terapia de forma sequencial e aleatdria.

As translocacdes encontradas nao tiveram impacto na remissdo, tanto a de bom
prognostico (TEL-AML1) quanto as de mau prognostico (MLL-AF4, PBX1-E2A, BCR-
ABL), porém o acompanhamento dos pacientes ratifica o valor progndstico das
mesmas.

A presenga de TEL-AML1 nao demonstrou impacto significativo na sobrevida global
ou livre de eventos, porém as medianas maiores no grupo de criangcas com a
translocagdo sugerem melhor evolugdo clinica. O paciente que apresentou a

delegcdao do cromossomo 12 associada nao teve pior resposta, diferente do que
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sugere a literatura. Houve 3 recaidas tardias que, no entanto responderam bem a
terapia de re-indugédo. As 3 demais recaidas ocorreram em torno de 10 meses de
tratamento e foram seguidas de oébito.

Um caso interessante para abordagem € o dos gémeos univitelinos que
apresentaram LLA de origem B com 3 anos de diferenga, quando ainda nao era
realizada de rotina a analise molecular para deteccao de translocagdes de risco. O
primeiro menino foi diagnosticado em 1998 e foi tratado com o protocolo brasileiro
de baixo risco (GBTLI-93). Quatro anos depois recaiu e a andlise de seu sangue
periférico revelou a presenga do gene de fusdo TEL-AML1 no clone leucémico.
Antes que ele recaisse, em 2000, seu irmdo também foi diagnosticado com LLA e a
alta leucometria levou a administracdo do protocolo GB para alto risco. Ele
respondeu muito bem e mantém-se em remissdo desde entdo. Apesar de a
presencga da translocagéo nao ter influenciado na escolha da terapia, ja que s6 fora
identificada na recaida, este caso com TEL-AML1 que supostamente deveria
responder bem ao tratamento foi associado a recaida tardia, mostrando a
importancia da intensificagao da terapia para o sucesso do tratamento do irmao.
Resultados recentes comprovam que cerca de 20% das criangas com a t(12;21)
recaem, representando o maior indice de recaida em um grupo considerado de bom
prognostico. Ao que tudo indica ndo ha influéncia de ganhos de mutagdes e sim da
remanescéncia de um clone pré-leucémico com a TEL-AML1. Com isso foi alterado
o valor da t(12;21) como fator independente para baixo risco de recaida no protocolo
recém atualizado na lItalia pela Associazione Italiana di Ematologia e Oncologia
Pediatrica (AIEOP ALL). Atualmente a detecgéo de doenga residual minima ao final
da inducdo indica a intensificagdo da terapia, inclusive nos casos com esta
translocagcdo os quais eram tratados sempre com protocolo de tratamento
convencional.*®

A presencga de translocagdes consideradas de relativo pior prognostico (BCR-ABL,
PBX1-E2A e MLL-AF4) foi correlacionada com a menor taxa de sobrevida global em
5 anos, assim como de sobrevida livre de evento, através de analise univariada
comparando a presenca ou auséncia destas. A analise multivariada avaliando o
impacto de cada uma destas translocac¢des, no entanto, demonstrou impacto apenas
da presenca de BCR-ABL e MLL-AF4 na sobrevida livre de eventos dos pacientes
em estudo (5 e 3 vezes menor probabilidade de SLE, respectivamente). Em relagao

a sobrevida global, somente o impacto de MLL-AF4 foi significativo. Este resultado é
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coerente com a literatura e confirma que a presenca de PBX7-E2A nao pode ser
utilizada para a adequacao de terapia baseada em risco de recaida.

A presencga de alteragbes no gene FLT3, por sua vez, demonstrou associagdo com
leucometria aumentada, ndo-resposta a indugdo da remissdo além de uma pior
sobrevida livre de eventos e global, revelando uma doenga mais agressiva. Sendo
assim, tanto a presenca de DIT-FLT3 quanto de FLT3-D835 mostraram valor
prognéstico independente para alto risco de recaida, apesar da baixa incidéncia na
amostra estudada. Outros estudos apresentaram resultados semelhantes quanto ao
impacto de alteracbes em FLT3 na leucometria, remissdo e SLE, mas nao foi
mostrado impacto na SG, o que sugere que o reduzido numero de pacientes em

estudo possa ter influenciado o resultado.
V.2.LLA de origem T

Dentre as 190 LLAs estudadas, 38 (20%) foram de origem T, incidéncia comparada
aos demais relatos na literatura. Pouco se sabe sobre as caracteristicas genéticas e
o0 comportamento clinico dos pacientes brasileiros, mas os protocolos prevéem
intensificacdo de terapia quando diagnosticada a origem T, pois a doenga foi
constantemente relatada como de péssimo progndstico comparado com a LLA de
origem B. Este grupo de pacientes apresentou leucometria mediana aumentada e
menor taxa de remissao completa (71 vs 94%) em comparagédo com as LLA de
origem B, conforme esperado.

Os 4 pacientes que receberam terapia convencional alcangaram remissdo mas 2
deles recairam, demonstrando a importancia da intensificagdo do protocolo de
tratamento.

As taxas de sobrevida global e livre de eventos em 5 anos (40% e 8%) retratam o
prognostico sombrio desta doenga. Nos casos de recaida em que as amostras foram
enviadas ao laboratdrio a presenca da leucemia foi confirmada pela analise do
rearranjo clonal de TCR detectado ao diagndstico.

Alguns estudos tém tentado desvendar a diversidade genética do clone leucémico
agressivo presente na LLA T e os mecanismos de aquisi¢do de resisténcia a terapia.
Alguns resultados apontam para o envolvimento de genes como o NOTCH1 na via
de sinalizacdo celular desregulada na leucemia.”®® Alteracdes citogenéticas

recorrentes como a delecdo nos cromossomos 2, 7 e 9 foram identificadas mas nao
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foi encontrada associagdo com resposta clinica em relagdo aos pacientes com
cariétipo normal.

Neste grupo de pacientes nao foram detectadas alteragbes no gene FLT3, porém 2
estudos relataram a incidéncia em adultos e criangas (2-5%). Um destes trabalhos
analisou adultos e sugere a associagdo da presenga de FLT3-D835 com a
expressao de CKIT/CD117 pelo clone leucémico, conferindo pior prognéstico. Outro
trabalho em seguida relatou resultados discrepantes com a detecgdo da mutagédo em
apenas 2,7% dos pacientes (2/3 criangas), nao relagdo com a presenga do antigeno
de superficie e nenhum impacto clinico."***° Desta forma ainda ha um vasto campo
de pesquisa para elucidar os mecanismos envolvidos na formagéo e progressao

desta patologia.
V. 3.LMA

O sucesso de terapias baseadas no risco de recaida para a qualidade de vida ou
mesmo cura de criangas com LLA com prognédstico ruim influenciou o uso de
estratégia semelhante para a estratificacdo do risco de recaida hematoldgica
baseado em alteragdes genéticas detectadas no diagndstico das LMAs.%

Este estudo analisou 94 pacientes (33% das LAs) com diagndstico de LMA de novo
ou secundaria, 5 delas com sindrome de Down as quais foram analisadas
separadamente e revelaram associagdo com menor idade e melhor progndstico,
como indica a literatura e portanto recomenda-se excluir estes pacientes de
caracteristicas tao distintas da analise de seguimento das demais LMAs .

Foi detectado o gene de fusdo PML-RARa em 26 (35%) pacientes analisados, muito
acima do valor descrito na literatura (5-15%), no entanto sabe-se que provavelmente
ocorreu envio tendencioso de casos com leucemia prémielocitica (LPA) devido ao
fato de se tratar de uma emergéncia clinica em virtude do quadro de coagulopatia
apresentado ao diagnostico. A andlise de incidéncia unicéntrica, no entanto,
comprovou a alta freqiéncia de criangas com morfologia M3/M3v e
consequentemente alto numero de casos com a t(15;17), aparecendo em 29% dos
pacientes do setor de Hematologia do INCa e em 22% dos provenientes do Hospital
Infantil de Vitéria. Calculando um valor médio entre a percentagem de pacientes

originados dos 2 centros de envio sequencial pode-se estimar que a incidéncia da
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translocagdo ocorreu em torno de 25% dos pacientes diagnosticados, compativel
com outros relatos em pacientes brasileiros (19-24%).

Desta forma sugere-se que a frequéncia de LPA esteja aumentada em nosso meio,
assim como foi relatado em algumas populagdes especificas tais como criangas
italianas (17-20%), adultos no Brasil, México, Peru e regides da Espanha (20%) e
pacientes de origem latina em Los Angeles (37%).286970133.134 Dentre os casos de
leucemia promielocitica analisados 2 ndo apresentaram a t(15;17) e tiveram pior
resposta pois nao puderam se beneficiar com o tratamento com ATRA. Os demais
pacientes positivos para a translocacéo foram associados a menor contagem de
leucécitos ao diagndstico, conforme ja descrito em relagao a leucopenia encontrada
nesse subgrupo da doenca.

O gene de fusdo AML1-ETO foi identificado em 16% dos casos, ndo muito diferente
dos 12-15% das criangas relatadas pelos demais trabalhos na literatura.

A incidéncia de CBFB-MYH11 e BCR-ABL foi de 1,5% cada, confirmando a baixa
incidéncia em criangas conforme os demais relatos cientificos.

Ao todo foram detectadas translocagdes de risco em 54% das LMAs estudadas. As
demais, no entanto, foram analisadas por citogenética convencional e 37%
apresentaram alguma anomalia no caridtipo.

A analise das alteragbes no gene FLT3 revelou 12,5% de positivos para DIT-FLT3 e
4% para FLT3-D835. A frequéncia de DIT foi dentro da média relatada na literatura
(11,5-16,5%)"*>"%® enquanto a freqiiéncia da mutacdo foi baixa em relacdo aos
estudos anteriores em paises desenvolvidos que descrevem a incidéncia em 7% das
criangas. Outros grupos brasileiros tém encontrado baixa frequéncia de FLT3-D835,
no entanto foi relatada a presenca de mutagdes pontuais em regides diferentes do
gene, tais como no éxon 20 e em outros dominios do éxon 17, também causando
alteracdo no dominio quinase da proteina, podendo portanto haver alteracdes
ocultas na amostra estudada.

No grupo de criangas com DIT-FLT3 houve associagao significativa com maior
leucometria ao diagndstico. Esta caracteristica ja esta bem definida no relato de
diferentes grupos que estudaram a incidéncia de DIT-FLT3 na LMA, tanto em
adultos quanto criancas. Foi também encontrada associagdo com o sexo feminino
(p=0,08), o que ja havia sido descrito na LMA de adultos pelo grupo do Dr Rego em
Ribeirao Preto, Sao Paulo.”™ Nzo houve associacdo com idade nem com nenhum

subtipo FAB especifico. Estudos publicados por diferentes grupos de paises
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desenvolvidos descreveram em adultos até 40% de associagado da duplicagdo com o
subtipo FAB M3/M3v e consequentemente com a presenga de PML-RARa, o que foi
relatado em menor frequéncia nas criangas, as quais, por outro lado, tiveram
associacéo de DIT com o subtipo FAB M1/M2."*® Foi descrito ainda que 40-50% dos
adultos com DIT-FLT3 apresentam cariétipo normal, havendo menor associacao nas
criangas (15-30%).

Neste estudo, 15% das criangas em que foi detectada a presenga de PML-RARa
foram positivas para DIT-FLT3. No grupo com o gene de fusdo AML1-ETO, 17%
apresentavam a duplicagao, valor diferente dos estudos anteriores que relataram a
baixa incidéncia de DIT em pacientes com AML1-ETO (8%)."*® A mutagdo esteve
presente em apenas um caso com cariotipo normal (7%), mas certamente o alto
indice de falha ou auséncia de resultado citogenético desfavoreceu esta analise.

A presenca de FLT3-D835 também ndo demonstrou associacdo com nenhum
subtipo FAB especifico e por sua vez nao esteve associada significativamente com
sexo, leucometria ou idade. Um dos pacientes foi subtipo M3 e apresentou a t(15;17)
e outro tinha morfologia de subtipo M4 e foi positivo também para a DIT-FLT3. A
incidéncia de ambas alteracbes associadas a presenca de D835 foram descritas
como eventos raros na LMA infantil e o valor progndstico destes ainda nao foram
estabelecidos.

A taxa de remissdo completa das 94 criangas com LMA foi de 84% e foi
significativamente associada com uma menor idade ao diagnéstico (8 vs 12 anos).
Apesar de ndo ter sido encontrada associacdo estatisticamente significativa com
leucometria inicial, o grupo de pacientes que alcangou a remissdo teve menor
leucometria que o grupo que nao alcancou.

Apenas a presenca de DIT-FLT3 teve impacto na taxa de remissdo, mesmo as
translocagdes de risco favoravel ndo demonstraram papel significativo.

A probabilidade estimada de sobrevida livre de doencga para as LMAs estudadas foi
de 44% em 5 anos e a probabilidade de sobrevida global, de 56%. N&o houve
correlagdo entre a presenca de alteragbes moleculares de bom progndstico (PML-
RARa, AML1-ETO, CBFB-MYH11) e a sobrevida livre de eventos ou global. Sugere-
se que este fato esteja ocorrendo em virtude da presenca de alteragdes em FLT3
dentro do grupo com translocacbes de bom progndstico. Estudos com adultos
brasileiros, no entanto, vém revelando pior evolucao clinica nos casos tratados com

protocolo de tratamento para baixo risco (convencional), 0 que pode ser explicado
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nao por fatores sécio-econdmicos, mas pelas caracteristicas biolégicas dos nossos
pacientes, demonstrando a necessidade de adaptacgao terapéutica para o uso de um
protocolo brasileiro eficaz contra LMA.

A presenca de alteracbes de mau progndstico (BCR-ABL e alteragbes em FLT3), por
sua vez, foi correlacionada com a menor taxa de sobrevida global e sobrevida livre
de evento quando analisadas em conjunto, mas a analise multivariada sé conferiu
valor independente a presengca de DIT-FLT3. Analisando separadamente a
duplicagao nos subgrupos em que apareceu concomitante as transloca¢des de bom
prognostico, tem-se que os pacientes na presenga de ambas apresentam menor
sobrevida livre de eventos.

No caso da associacdo com AML71-ETO, ocorre uma tendéncia a menor SLE pelo
risco de recaida aumentado, no entanto os pacientes respondem bem a terapia de
re-inducdo da remissdo. Um estudo prolongado e com uma amostragem maior &
necessario para elucidar o valor destas mutagdes em conjunto, principalmente
devido ao fato de haver uma incidéncia aumentada de DIT-FLT3 nos pacientes
analisados em comparagao com o que foi descrito na literatura.

Na leucemia promielocitica, uma doenga muito agressiva ao diagnédstico devido a
hemorragia provocada pelo consumo e perda dos fatores de coagulagao sanguinea,
o uso de ATRA beneficia a maioria dos pacientes e geralmente o paciente responde
bem, permanecendo em remissdo hematoldgica. No entanto, ha relatos de mortes
fulminantes na inducao e recaidas em casos positivos para PML-RARa mesmo com
o uso de ATRA, o que tem levado aos pesquisadores a reavaliarem a condigcédo de
bom progndstico deste grupo de pacientes. A descoberta das alteragdes no gene
FLT3 concomitantes tém sido levada em consideracdo para a determinagdo do
procedimento clinico a ser tomado. A literatura aponta para um risco aumentado de
recaida hematoldgica na presenca de DIT-FLT3 e PML-RARa, mas alguns estudos
nao encontraram diferenca de sobrevida na presenca ou auséncia da duplicacao.
Este estudo revelou queda significativa da taxa de sobrevida livre de eventos em 3
anos (60% na presenga de PML-RARa para 25% nos casos com DIT-FLT3
concomitante) e, da mesma forma, a taxa de sobrevida global em 3 anos caiu (de
80% para 25%), o que conferiu um valor progndstico muito ruim e provavelmente
explica a auséncia de impacto da t(15;17) quando avaliada separadamente.

Porém ¢é essencial ressaltar que 2 das 4 criancas com ambas as alteracbes

faleceram nas primeiras 42 horas e ndo puderam se beneficiar do efeito do ATRA, o
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que poderia ser explicado pelo alto risco de morte por hemorragia anterior a
remissao. Este fato, porém, n&o alterou o valor prognéstico independente conferido
pela presenca da duplicagdo nestes pacientes apds analise multivariada. Na
literatura também foram descritos 6bitos muito precoces na presenca de DIT-FLT3 e
PML-RARa, e fazendo uma comparacdo com os 2 pacientes com LLA que
apresentaram alteragbes em FLT3 no presente estudo, os quais também faleceram
rapidamente apesar de a LLA ter um alto indice de remissado, sugere-se que a maior
agressividade da doenga seja conferida por este gendtipo. No entanto um estudo
com maior quantidade de pacientes se mostra necessario para confirmacgao destes
dados.

Ja no caso da associacdo de DIT-FLT3 e FLT3-D835 nao houve diferenca
significativa de probabilidade de sobrevida em relagdo ao grupo apenas com DIT-
FLT3. O mesmo ocorreu quando a comparacao foi realizada com os demais casos
apenas com FLT3-D835. No entanto a comparagdo com o grupo de pacientes
negativos para ambas as alteragbes confirma o progndstico ruim visto que o
paciente positivo para as duas recaiu e faleceu.

Estudos in vitro revelam a resisténcia de células leucémicas com ambas as
alteragcdes em FLT3 aos inibidores de tirosina quinase e agentes citotoxicos.'®
Sendo assim, ainda que os protocolos de tratamento mais atuais indiquem as
alteragdes no gene FLT3 para intensificagao de terapia, alguns casos provavelmente
nao responderao.

Foi ainda analisada a auséncia do alelo selvagem de FLT3 e a perda da
heterozigosidade ndo demonstrou influéncia significativa no progndstico, apesar de
as medianas de sobrevida diminuirem em fungdo da perda parcial ou total da
intensidade da banda correspondente ao alelo ndo-mutado, o que pode ser
explicado pelo pequeno numero de pacientes avaliados. Estudos com grande
numero de pacientes apontam para a importancia da medicdo da taxa alélica como
fator progndstico.*

Sendo assim, revela-se de extrema importancia a medigao da taxa alélica de FLT3
através de estudo de microsatélites utilizando iniciadores fluoresceinados para
quantificacao e definicdo apurada da perda de heterozigosidade no caso de DIT-
FLT3. Este estudo ja esta sendo realizado no Laboratério de Biologia Molecular e
objetiva-se comparar este grupo de criangas com um grupo de adultos também

estudado.
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Perspectivas

Os protocolos clinicos mais recentes utilizados nas instituicbes de exceléncia de
paises desenvolvidos se baseiam na presengca de citogenética com valor
progndéstico, mas também na detecgdo de células remanescentes apds a indugao,
sinalizando a doenga residual minima (DRM) e apontando para a intensificagao
terapéutica mesmo em remissdo hematoldgica. Esta estratégia tem aumentado
ainda mais o sucesso do tratamento de LLA e LMA na infancia, mas nao se pode
deixar de lado fatores clinicos para a estratificacéo de risco, principalmente quando
ja se sabe que mesmo dentro de um grupo de bom progndstico 30-50% dos
pacientes recaem provavelmente devido a outros eventos genéticos atuando em
conjunto e tornando o clone leucémico mais agressivo.'"™*!

Os pacientes em estudo, no entanto, nao foram avaliados ao final da indugao nem
no decorrer da remissao, salvo aqueles que se beneficiavam de terapias alvo-
especificas como GLIVEC e ATRA para monitorar os niveis de BCR-ABL e PML-
RARa. Projetos cooperativos futuros visam o envio frequente de amostras dos
pacientes para analise molecular com o intuito de estabelecer a quantificagcdo da
carga tumoral através de PCR em tempo real para detecgdo do marcador molecular
encontrado ao diagnéstico, aplicando enfim a rotina clinica o uso da DRM como fator
prognostico e indicativo de intensificagéo terapéutica.

A freqlente coexisténcia de translocacdes e mutacdes colabora com o modelo dos
dois eventos necessarios para a leucemogénese, em que duas classes de
alteragdes genéticas afetam dois diferentes pontos de controle do ciclo celular: a
diferenciagdo mediada por fatores de transcricdo e as vias de sinalizagao
associadas com proliferacdao celular, sendo responsaveis pela transformacéao
maligna de progenitores hematopoiéticos.'?

Essa teoria sugere a utilizagdo de terapias alvo-especificas para as duas vias
moleculares desreguladas e prevé a descoberta de novos farmacos que possam ser
cada vez mais eficazes no combate as leucemias agudas.

Vérias drogas tém sido testadas em modelos animais para inibir a atividade do
mutante FLT3, e tém se mostrado eficazes na supressao da proliferagdo de células
de LMA, inclusive sendo associadas ao uso de ATRA na presenca de PML-RARa.

Alguns estudos porém relatam a dificuldade de lidar com mutag¢des adicionais no
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gene, assim como ocorre com GLIVEC e BCR-ABL, e estudos adicionais precisam
ser realizados para a criagdo de uma droga eficiente.

Este estudo contou com dificuldades por se tratar de uma analise multicéntrica, em
que os protocolos terapéuticos séo distintos, e por haver casos diagnosticados que
nao puderam ser enviados ao Laboratério. Sera importante realizar estudos com
amostras maiores e mais bem definidas quanto ao envio sequencial para
estabelecer o real valor progndstico destas alteragdes, uma vez que o pequeno
numero de pacientes positivos restringe a analise estatistica no presente estudo.
Propde-se que através da CIOPE ocorra colaboragdo para um estudo em larga
escala que possibilite desvendar possiveis diferengas geograficas quanto ao
genodtipo das leucemias no Brasil e que as condicbes e parametros diagnosticos
possam ser uniformizados com o intuito de no futuro utilizar um protocolo brasileiro

de terapia unico e eficaz.
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VI. CONCLUSOES

1. Nas LLAs de origem B o gene de fusdo BCR-ABL foi encontrado em 9% das
criancas, sugerindo prevaléncia aumentada em relacdo aos paises
desenvolvidos.

2. As translocagbes t(9;22) e t(4;11) tiveram impacto na sobrevida livre de
eventos e na sobrevida global na andlise univariada, mas apenas o valor de
MLL-AF4 foi estatisticamente significativo na andlise multivariada.

3. A presengca de TEL-AML1 em 26% dos pacientes foi correlacionada a
caracteristicas menos agressivas, mas nao mostrou impacto expressivo na
SLE ou SG, havendo 22% de recaidas tardias associadas.

4. A incidéncia das alteragdes no gene FLT3 na LLA foi baixa e correlacionada
com maior leucometria, menor taxa de remissdo e pior sobrevida global,
estando os dois casos associados a morte na inducéo

5. As LLAs de origem T representaram um grupo de pior prognéstico, com SLE
e SG significativamente menores que as demais criangas com LLA(8% vs
61% € 40% vs 77% ).

6. Nas LMAs o gene de fusdo PML-RARa foi encontrado em 35% dos casos
(média de 25%), sugerindo incidéncia aumentada nas criangas brasileiras
conforme ja relatado por outros estudos no pais, confirmando a hipotese de
diferenca geografica na frequéncia de LPA descrita por outros grupos no
exterior.

7. A presenga das alteragdes citogenéticas de bom prognéstico ndo tiveram
impacto na sobrevida da LMA provavelmente devido as demais alteracoes
genéticas associadas, como a DIT-FLT3 e a FLT3-D835.

8. As alteragdes no gene FLT3 foram associadas a maior leucometria, ao sexo
feminino e a menor taxa de remissao

9. A DIT-FLT3 nao demonstrou associacao a nenhuma alteracdo especifica,
mas revelou impacto clinico na incidéncia em conjunto com:

a. AML1-ETO, associada a menor SLE, com incidéncia alta (17%)

b. PML-RARa, associada menor SLE e SG

c. D835-FLT3, nao mostrou impacto significativo, mas o paciente com
esta mutacao recaiu e morreu

10.A presenga da mutacdo pontual de FLT3 foi associada a menor taxa de
remissdo e menor SLE, apesar de nao demonstrar impacto significativo
provavelmente devido ao reduzido numero de pacientes positivos.
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11.A associagao entre FLT3-D835 e PML-RARa nao demonstrou impacto clinico
mas o comportamento da doenga foi menos agressivo do que na auséncia do
gene de fusao.

12.A presenca de DIT-FLT3 mostrou impacto independente no progndstico tanto
na LLA quanto na LMA, sendo associado a menor taxa de remissdo e a
menor sobrevida global, com alto indice de morte refrataria.

13. A analise preliminar da perda de heterozigosidade do gene FLT3 envolvida na
duplicagdo da regido justamembrana do gene nao revelou impacto
significativo na sobrevida, mas demonstra a clara diferenga no
comportamento clinico dos pacientes

14.A analise da taxa alélica devera elucidar a real diferenga no grupo de criangas
DIT-FLT3 positivas.

15.Embora preliminar devido a limitagdes com o envio ndo- sequencial de
amostras de pacientes de diferentes centros cujo tratamento n&o foi uniforme,
este estudo sugere que a avaliagao das alteragbes no gene FLT3 devem ser
incluidas na rotina diagndstica das leucemias agudas, para possibilitar a
melhor estratificagao de risco.

16.Espera-se que estudos com amostras sequenciais e de diferentes regides do
pais possam demonstrar a diferenca de expressdo génica nas leucemias
agudas brasileiras e revelar o real impacto do gendétipo no comportamento
clinico.
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VIIl. ANEXOS

VIIi.1. ANEXO 01

LLAs de origem B

Idade Idade Idade Idade
NI | (anos) | Sexo NI | (anos) | Sexo NI | (anos) | Sexo NI | (anos) | Sexo
1 ND F 39| 438 M 77 | 14,6 F 115| 154 M
2 8,9 F 40| 3,2 M 78 4,3 M 116 3 F
3 5,8 F 41| 84 M 79 | 141 M 17| 75 F
4 15 F 42| 24 F 80 5,6 F 118 5 M
5 9,3 F 43| 2,6 M 81 3,1 M 19| 4,6 M
6 ND F 44| 24 F 82 8,1 F 120| 3,6 M
7 3,2 F 45| 3,3 M 83 6 F 121 25 M
8 52 F 46| 2,6 M 84 6 M 122| 26 M
9 2,3 F 47| 12 F 85 4,6 M 123 | 23 F
10| 0,8 F 48| 2,7 M 86 4 M 124 | 12,6 F
11| 155 F 49| 13,9 F 87 | 14,4 M 125| 49 F
12| 87 F 50| 8,2 F 88 5,6 M 126 | 12 F
13| ND M 51| 13,2 M 89 6,3 F 127 | 13,9 F
14| 52 F 52| 11,9 M 90 1,8 M 128 | 10,7 F
15| 1,8 F 53| 9.3 M 91 | 10,6 M 129 | 47 F
16| 1,9 F 54| 27 M 92 2,9 M 130| 85 F
17| 3,3 F 55| 12,1 M 93 8,4 M 131 29 F
18| 0,8 M 56| 3,6 M 94 ND M 132| 58 F
19| 2,3 M 57| 10,8 F 95 3,6 M 133 | 14,5 M
20| 2,7 M 58| 9,9 F 96 6,3 M 134 | 13,2 F
21| 17,3 M 59| 2,8 F 97 3,7 M 135| 5,1 M
22| 11,6 M 60| 4,6 M 98 3,6 M 136 | 12,3 M
23| 11,7 F 61| 2.2 M 99 1,6 M 137 4 M
24| 131 F 62| 8,6 M 100 | 3,7 F 138| 74 F
25| 6,6 M 63| 2,6 F 101| 3,9 F 139 | 2,6 F
26| 6,7 M 64| 135 M 102| 09 F 140 | 55 M
27| 71 F 65| 34 F 103 4 F 141 | 47 M
28| 12,6 F 66| 13,5 F 104 | 3,2 F 142 | 6,7 M
29| 10,2 F 67| 17 M 105| 3,9 F 143 | 143 M
30| 69 M 68| 5,6 M 106 | 3,7 M 144 | 11,6 M
31| 149 M 69 5 M 107| 7.8 F 145| 155 M
321 99 M 70| 4.1 M 108 | ND F 146 | 7,3 M
33| 11,7 M 71| 5.1 M 109| 85 F 147 | 39 M
34| 6,3 M 72| 5.8 M 110| 0,5 M 148 7 F
35| 13,4 M 73 5 M 111 13,1 F 149| 0,5 M
36| 14,2 F 74| 44 M 112| 45 M 150| 0,8 F
371 23 M 75| 6,1 F 113| 03 M 151 27 F
38| 17 F 76| 34 F 114 3,2 M 152 | 2,7 F
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VIIl.2. ANEXO 02

LLAs de origem T

Idade Idade
NI | (anos) | Sexo NI | (anos) | Sexo
1 5,1 F 20| 129 M
2 8 F 21| 15 F
3| 117 M 22| 89 F
4| 154 M 23| 10,5 M
5| 11,7 M 24| 16,6 M
6| 49 M 25| 10,5 F
7| 171 M 26| 2,8 M
8| 124 F 27| 87 M
91| 76 F 28| 159 M
10| 3,2 M 29| 15,2 M
1] 3,3 F 30| 54 M
12| 1441 M 31| 127 M
13| 15 F 32| 10,9 F
14| 13,5 F 33 8 M
15| 13,2 M 34| 98 M
16| 5,8 F 35| 14,2 M
17| 8,6 M 36| 11,1 M
18| 2,4 M 371 6,7 F
19| 10,3 M 38| 41 M
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VIIL.3. ANEXO 03

LMAs
Idade Idade Idade
NI | (anos) | Sexo NI | (anos) | Sexo NI | (anos) | Sexo
1 16,7 M 32| 51 F 63| 98 F
2 17,4 M 33| 12,5 F 64| 07 F
3 6,8 F 34| 13 M 65| 6,2 F
4 2,1 F 35| 16 M 66| 13 F
5 8,7 M 36| 17,8 M 67| 17 F
6 8,2 M 37| 17 M 68| 8,3 M
7 ND F 38| 3,3 M 69| 13 M
8 8,4 F 39| 48 M 70| 3,9 F
9 1,2 M 40 2 M 71| 9.2 M
10 0,3 M 41| 15 M 72| 83 F
11 5 F 42| 3,2 F 73 0 M
12 | 4.2 F 43| ND F 74| 94 M
13 | 16,7 F 44| 9,6 M 75| 17,2 F
14 | 16,8 F 45| 7.8 M 76| 17 M
15 11 F 46| 6,7 M 77| 9,7 F
16 8,8 M 471 11,7 F 78| 0,8 F
17 | 14,6 F 481 12,9 F 79| 54 F
18 | 10,8 F 49| 0,3 M 80| 1,9 F
19 2,2 M 50| 15,2 F 81 8 F
20 2 M 51| 0,6 F 82| 81 F
21| 13,9 M 52| 5,8 M 83| 6,2 F
22 18 M 53| 16,3 M 84| 18,1 M
23 | 17,2 M 54| 24 M 85| 4,2 M
24 | 134 M 55| 14,7 F 86| 8,2 F
25 8,8 M 56| 3,3 M 87| 11,6 M
26 | 16,4 M 57| 10 F 88| 18 M
27 | 14,6 M 58| 1.1 M 89| 89 M
28 | 10,2 M 59| 7,9 M 90| 10,7 M
29 | 12,7 M 60| 25 M 91| 10,8 M
30 8 M 61 8 M 92| 18,1 F
31| 18,7 M 62 4 M 93| 11,6 M
94| 16,5 M
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VIl.4. ANEXO 4

Tampoes e solugoes

Solugao isotdnica de fosfato tamponada, PBS (10X)

Solugdo aquosa contendo 0.01M Naz;HPO,4 e KH,POy4, 0.0027M KCI e 0.137M NaCl,
pH 7.4. Filtrada com filtro de 0.2um e esterilizada 20 minutos em autoclave a 1 atm.
Tampao para extracao de DNA de alto peso molecular

Solugéo aquosa contendo 10 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM de EDTA (pH 8.0) e
10 mM NacCl.

Solugao stock de acrilamida (30%)

Solugdo aquosa contendo 29% de acrilamida (Gibco) e 1% de
N,N 'metilenbisacrilamida (Gibco BRL). Filtrada com filtro de 0.2 ym mantida a 4°C
em recipiente escuro.

Solugao fixadora (coloragéo de géis de poliacrilamida)

Solugao aquosa 10% v/v metanol (Merck) e 0.5% v/v acido acético glacial (Merck).
Solugao de prata (coloragédo de géis de poliacrilamida)

Solugédo aquosa 3% v/v metanol (Merck), 0.15% v/v acido acético glacial (Merck) e
0.7% p/v de NOsAg (Vetec).

Solugao reveladora (coloragao de géis de poliacrilamida)

Solugéo aquosa 30% v/v NaOH (Vetec) e 0.3% v/v formaldehido (Merck).

Solugao tampao de carga (utilizado para eletroforese)

Solugédo aquosa 0.25% p/v de azul de bromofenol (Sigma), 0.25% p/v de xileno-
cianol FF (Sigma) e 30% v/v de glicerol (Merck).

Solugao tampao TAE (50X)

Solugdo aquosa contendo 24.2% Tris base (Gibco), 5.71% acido acético glacial
(Merck) e 50 mM EDTA (Sigma) pH 8.0.

Solugao Tris-HCI (1M)

12.11% TRIZMA® base (Gibco), pH requerido ajustado com HCI (Merck) concentrado.
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