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RESUMO

As leucemias linfoblésticas agudas de célula T (LLAs-T) apresentam alta prevaléncia
em paises em desenvolvimento, justificando a realizacdo de estudos exploratérios na
populacdo brasileira. Andlises das alteracoes genético-moleculares tém permitido a
identifica¢do de elementos envolvidos na leucemogénese. A fusao SIL-TALI, a expressao do
gene HOX11L2, e as mutagdes do NOTCH] sao alteracdes genéticas comuns nas LLAs-T.
Com o objetivo de testar a influéncia destas anormalidades no prognéstico das LLAs-T de
pacientes brasileiros, nds analisamos uma série de 170 criangas e adultos jovens com LLA-T,
com idades entre 1-21 anos, sendo 39 meninas e 131 meninos, diagnosticados entre 2001-
2007. A metodologia incluiu imunofenotipagem para a definicdo do subtipo celular e para
andlise do status do CD10 e CD1a; RT-PCR para detec¢do do SIL-TALIe do HOX11L2, PCR,
DHPLC e seqiienciamento para a identificacdo de mutagdes no NOTCHI. O método de
Kaplan-Meyer foi usado para estimar a sobrevida dos casos em 36 meses de acordo com o
perfil dos marcadores analisados. Nossos resultados mostraram 36,4 % das amostras com
CD10" e 28,8 % com CDla". As freqiiéncias do SIL-TALI e¢ do HOX11L2 foram 24,4 % e
11,5 % respectivamente. Sobre as mutacdes do NOTCH1, o dominio PEST estava mutado em
8,8 % dos casos; o HD representou 16,2 % das mutacdes, enquanto a andlise de ambos os
dominios juntos demonstrou 57,4 % das mutacdes. Interessantemente, duas irmas com LLA-T
(ndo-gemelares) foram analisadas para o NOTCHI, vimos que ambas apresentaram mutacoes
nos dominios HD e PEST nas mesmas regides. A andlise das células do SP dos pais destas
irmas ndo demonstrou mutagdes no NOTCHI. Com estes resultados, nés podemos afirmar
que estas mutacdes sdo somdticas. O impacto de cada marcador na sobrevida ndo foi
estatisticamente significante. Através destes resultados vé-se que € necessdrio continuar este
estudo com um nuimero maior de casos analisados para o NOTCHI, para que, assim,

possamos avaliar melhor o impacto destes marcadores na patogénese das LLAs-T.
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ABSTRACT

T acute lymphoblastic leukemias (T-ALL) subtype presents higher prevalence in
developing countries, justifying exploring studies in a Brazilian population. The analyses of
genetic-molecular alterations have allowed the identification of elements involved in
leukemogenesis. The SIL-TALI fusion gene, the expression of HOX11L2 gene, and NOTCH1
mutations are the common genetic alterations found in T-ALL. In order to test the influence
of such abnormalities on outcome of T-ALL in Brazilian patients, we carried out on analysis
of a series of 170 children and young adults with T-ALL, age range 1-21 years old, being 39
girls and 131 boys consecutively diagnosed between 2001-2007. Methodology included
immunophenotyping for subtype definition and analyses of CD10 and CDla status; RT-PCR
for molecular analyses of SIL-TALIand HOXIIL2, PCR, DHPLC and sequencing for
NOTCH I mutations detections. Kaplan-Meyer survival methodology was used to estimate the
36-months survival rate of T-ALL cases according to the markers analyzed. Our results show
that CD10 was positive in 36.4 % of the samples and CD1a in 28.8 %. The frequency of SIL-
TAL] fusion gene and HOX11L2 were 24.4 % and 11.5 % respectively. Regarding NOTCH1
mutations, the domain PEST was mutated in 8.8 % of the cases; the HD domain demonstrated
16.2 % of mutations, whereas the analysis of both domains together presented 57.4 % of
mutations. Interesting, T-ALL in two sisters (non-twins) included in these analyses,
demonstrated that they both had mutation in HD and PEST domains in the same region. The
analysis of PB cells of both parents demonstrated any mutation in NOTCHI. With these
results, we can confirm that NOTCHI mutations are somatic. The impact of all markers in
survival was not significant statistically. From these results it is necessary to continue the
study with a larger number of cases analyzed to NOTCHI, so we can better evaluate the

impact of each marker with the pathogenesis of T-ALLs.



18

1. INTRODUCAO

1.1) HEMATOPOESE NORMAL

1.1.1- Aspectos gerais

Os processos envolvidos na génese dos diversos tipos de células do sangue a partir das
c€lulas-tronco hematopoéticas sdo coletivamente chamados de hematopoese e incluem: a
auto-regeneracdo das células-tronco; a programagdo com o comprometimento da progénie de
células-tronco a uma unica linhagem celular; a proliferagcdo e diferenciagdao das células
precursoras em células maduras e funcionais. A hematopoese tem como pré-requisito a
existéncia de um microambiente normal, capaz de sintetizar fatores de crescimento
necessarios a sobrevivéncia das células progenitoras, acomodar as células em
desenvolvimento e favorecer as interacdes entre células de diferentes tipos para finalmente

desempenharem suas fungdes especificas [1, 2].

Didaticamente, as estruturas anatdomicas hematopoéticas da medula 6ssea (MO) podem

ser divididas em estroma e células hematopoéticas.

O estroma € constituido por um componente celular, representado por fibroblastos,
adipdcitos, macréfagos, linfécitos e células endoteliais dos sinusdides medulares, e um
componente acelular, representado pela matriz extracelular. O estroma constitui o
microambiente que possibilita o crescimento e a diferenciagdo das células hematopoéticas. O
estroma também regula a hematopoese por meio da secrecdo de fatores soliveis (G-CSF,
GM-CSF, M-CSF, Interleucinas, SCF, dentre outros) interacdes célula-célula (via moléculas
de adesdo especificas como integrinas B1 e B2, e selectinas) e célula-matriz extracelular e/ou

citoesqueleto (compostos por proteinas, glicoproteinas e proteoglicanas) [1, 2].
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O compartimento mais primitivo das células hematopoéticas é formado por células-
tronco ou progenitores pluripotentes, células precursoras de linhagens e células diferenciadas.
As células-tronco pluripotentes ou stem cells (SC) que sao definidas pela capacidade de
reconstituir a hematopoese em longo prazo e de modo completo conforme experimentos
realizados em animais irradiados letalmente. Estas células sdo capazes de realizar divisdo
celular assimétrica, ou seja, ao se dividirem dao origem a uma nova célula-tronco (auto-
regeneracdo) e a uma célula precursora comprometida (ou direcionada) com uma linhagem
especifica definida. As células precursoras sao originadas a partir de divisdes das células-
tronco, sendo que, com isso, ocorre a perda do potencial de auto-regeneracdo por parte das
células precursoras, devido ao comprometimento com uma dada via de diferenciagio. A
medida que se dividem e diferenciam, as células precursoras tornam-se mais restritas a uma
unica linhagem. As células precursoras sao geralmente designadas como Unidades
Formadoras de Coldnia (CFUs). Durante o processo de diferenciacdo, primeiro ocorre a

separacdo entre a linhagem linféide e mieldide, a seguir a separacdo entre a linhagem

granulocitica e monocitica, a eritréide-megacariocitica, e assim sucessivamente.

As células diferenciadas sdo identificadas facilmente através de seus aspectos
morfoldgicos, estas constituem a maior parte dos elementos figurados da MO e sdo capazes de
apenas algumas divisdes celulares. Sdo células especializadas que sofreram modifica¢des
irreversiveis no seu nucleo e organelas citoplasmaéticas. Este esquema figurativo hipotético da

diferenciagdo celular na MO est4 ilustrado na figural [1, 2].
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Figura 1: Esquema hipotético figurativo da diferenciagdo das células hematopoiéticas normais. Nesta figura,

observamos que uma célula-tronco inicial se diferencia dando origem a um precursor mieldide e a um precursor

linféide. Cada um destes precursores segue seu caminho comprometendo-se com diferentes linhagens, no caso

do precursor linféide, este originara mais tardiamente os linfécitos B e T, propriamente ditos.

1.1.2- Ontogenia e maturacao de linfocitos T

Os tecidos linféides podem ser primarios (generativos) ou secunddrios (periféricos).

Os primérios sao os tecidos onde os linfécitos expressam, pela primeira vez, os receptores

antigénicos e onde adquirem maturidade fenotipica e funcional, s@o eles a MO e o timo.

A MO, além de originar todos os linfocitos (B e T), € o local de maturacao e depdsito

das células B imaturas. No caso dos linfécitos T a diferenciacdo se dd no timo, para em

seguida estas células se direcionarem para os O6rgdos linféides secunddrios que sdo:

linfonodos, baco e tecido linféide associado as mucosas e a pele, nesses 6rgaos ocorrem as

respostas imunes aos antigenos [1, 2].

Os precursores linféides de células T que expressam CD34"/ ¢cCD3*/ CD7* deixam a

MO em dire¢do ao timo, neste 6rgdo estas células, ainda muito pouco diferenciadas,
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continuam o seu programa de diferenciacdo. Este processo inclui o rearranjo dos genes
responsaveis pelos receptores de células T (TCR) e a expressdo das diversas moléculas de
superficie na membrana celular. Esses rearranjos génicos se processam, inicialmente, por acao
de enzimas denominadas recombinases (RAGs) e, posteriormente, por acdo da enzima
terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) que insere um nimero varidvel de novas bases
no DNA das regides que sofrem rearranjo, para promover o aumento de repertérios de células
T, necessérios para um individuo. No timo, as células precursoras CD7* sofrem um processo
de maturacdo que é extremamente complexo e resulta na formacdo de um repertério de
células T funcionais. A maturacao destes linfécitos ocorre no trajeto que percorrem do cortex
até a medula timica. Os timdcitos adquirem, mantém e/ou perdem marcadores como o cCD3,
CD2, CD5, CDla, CD4, CD8 e mCD3, permitindo a caracterizagdo de diferentes estagios
maturativos. O precursor CD34%/ CD7', proveniente da MO, migra para a camada
subcapsular do cortex timico e rapidamente expressa os marcadores CD2 e CDS5, este
precursor € chamado pr6-T. O precursor pro-T pode se diferenciar em duas linhagens de
células T diferentes. A maioria (95%) se diferencia em células pré-T corticais que expressam
CDla, CD4, CDS, proteinas citoplasmaticas, TCRof e mCD3. Na camada medular do timo,
esses timdcitos formam duas subpopulacdes: a maioria CD4*/ CD8™ e a minoria CD4/ CD8",
ambas jd expressando mCD3/ TCRof. Alternativamente, o precursor pré-T CD34%/ CD7*/
CD2'/ CD5" pode se diferenciar em células pré-T CD4/CD8 (5%) que expressam
inicialmente TCRYd citoplasmatico e, posteriormente, CD3 e TCRYd na membrana. A seguir,

estes trés tipos de timécitos maduros (TCRo3 CD4", TCRa3 CD8", e TCRYS) migram para a

periferia. Dos linfécitos circulantes, 95% expressam TCRof e, apenas 5% TCRYd (Figura 2)

[3].
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Figura 2: Desenho ilustrativo da hierarquia das moléculas celulares na maturagdo de linfécitos T (Modificada de
Immunology Letters 2005) [4]. Neste esquema, ainda na medula éssea, uma célula-tronco inicial se diferencia
comprometendo-se com a linhagem T, passando, assim, a expressar moléculas caracteristicas deste subtipo
celular como CD7 e cCD3, por exemplo. Estas células agora ja comprometidas com a linhagem T migram da
medula dssea para o timo e, entdo, neste 6rgdo promovem sua matura¢do celular efetiva. A progressio do

processo maturativo € caracterizada pela expressdo de diversas moléculas como CD2, CDS5, CD4, CD8, CDla,

mCD3e TCRs off ou yd.

A passagem dos precursores T pelo timo tem duas fungdes: a producdo de células T
maduras e a selecdo de clones pouco auto-reativos. Ambas dependem da participagcdo de
células ndo-linféides do timo, como por exemplo, células epiteliais, dendriticas e macréfagos,
que constituem o microambiente necessdrio para a diferenciacdo do timdcitos. Os linfocitos T

que emigram do timo e colonizam os 6rgdos linféides secundérios sdo chamados de células
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virgens (naive), pois ainda ndo foram ativadas por contato com antigenos. Apds o contato
com antigenos, os linfécitos T participam da resposta imunolégica como linfécitos T-
auxiliares (CD4") ou T-citotéxicos (CD8") e, terminada a resposta, a maioria morre, sendo
que alguns sobrevivem e constituem os linfocitos de memoria, que t€m vida longa e s@o

armazenados ao longo do tempo pelo sistema imunolégico [1, 3].

1.1.3- Moléculas caracteristicas dos linfocitos T
A seqiiéncia de maturacao das células T envolve a expressdo progressiva de antigenos

de diferenciacdo que estdo representados esquematicamente na figura 3 abaixo.
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Figura 3: Estrutura molecular das glicoproteinas mais importantes e caracteristicas da linhagem-T (Immunology

Letters 2005) [4].

A estrutura mais especifica € o conjunto de moléculas formado pelo receptor de célula
T ou TCR e o CD3. Este tltimo ¢ um complexo formado por quatro cadeias: um dominio
extracelular, uma longa cauda citoplasmdtica com imunorreceptor com motivo baseado na
ativacdo por tirosina (ITAM), e as outras duas cadeias podem ser um homodimero (zeta-zeta)
ou um heterodimero (zeta-eta). As cadeias que formam o CD3 sdo responsaveis por realizar
transdugdo de sinal na ativagdao do TCR.

O CD4 ¢ uma molécula que interage com o0 MHC de classe Il e que esta presente na
superficie de células T-auxiliares. O CD8 interage com MHC de classe I e estd presente em

células T-citotoxicas [4].
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As glicoproteinas de diferenciacdo que sdo importantes na definicdo do estidgio de
maturagcdo da célula T s@o o cCD3, o CDla, o CD3 de membrana, e o TCR, enquanto as
moléculas CD2, CD5 e CD7 sdo consideradas antigenos pan-T, pois se mantém ao longo de
toda a diferenciacdo das células T, tanto nas células auxiliares como nas citotéxicas. O CDla
€ uma molécula expressa em células dendriticas, e que em linfocitos é restrita ao subgrupo de
timdcitos corticais. O CDla é uma molécula peculiar com estrutura similar a do MHC de
classe I, e sua funcdo nas células apresentadoras de antigeno (APCs) estd relacionada a
apresentacdo de antigenos lipidicos. O CD2 pode ser caracterizado como uma molécula de
adesdo celular que tem como ligante o CDS58 (expresso em APCs). O CDS5, que nao é
exclusivo de células T, é um receptor de acdo dupla, dando tanto sinais estimulatdérios quanto
inibitérios, dependendo do tipo de célula (T ou B) e do estdgio de desenvolvimento (timdcito
ou T maduro) no qual ele é expresso. O CD7 permanece com sua funcdo indeterminada,

podendo estar envolvido na regulacdo da produgio de citocinas por células T. [4].

1.1.4- Genes associados ao desenvolvimento da célula T

Em eucariotos, a geragdo dos diversos tipos de células depende de mecanismos que
estabelecem e mantém programas especificos de expressao génica. Nesse processo € central a
fun¢do desempenhada pelos fatores de transcri¢ao, os quais agem de modo combinatério para
ativar ou reprimir grupos especificos de genes-alvo em ambiente celular apropriado. Estes
temas sdo particularmente relevantes no sistema hematopoético, onde a definicdo da
linhagem, a diferenciacdo e a leucemogénese sao controladas por interacdes combinadas de

fatores de transcri¢ao de diversas familias génicas [S].

NOTCHI- Dentro do contexto exposto acima, destaca-se o gene NOTCH1, descrito

pela primeira vez em um estudo com drosdfilas por Ellisen LW e cols em 1991, este estudo
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além de identificar pela primeira vez o gene NOTCHI em humanos, também descreveu seu
importante papel em neoplasias humanas [6].

Sabe-se que a familia NOTCH ¢€ subdividida em: NOTCHI, NOTCH2, NOTCH3 e
NOTCH4, todos eles desempenham func¢do na embriogénese. Todos os representantes da
familia NOTCH, codificam 4 proteinas (NOTCHI-NOTCH4) que atuam como receptores
transmembrana, mas ha diferentes fungdes para cada um. Para estes receptores foram
identificados 5 ligantes, Delta-like-1, Delta-like-3, Delta-like-4, Jagged-1 e Jagged-2 [7].

No caso do presente estudo, o gene destacado ¢ o NOTCH|1, que codifica um receptor
transmembrana de mesmo nome. Este receptor é composto de duas subunidades: uma
extracelular (EC) formada por por¢ao EGF-like, 3 Lin-repeats (LNR), e dominio HD
(heterodimerizagao); e uma subunidade transmembrana (TM) com uma porcao
transmembrana simples, e uma grande porcdo intracelular, onde se localizam a seqiiéncia
RAM, o dominio de Ankirin-repeats (ANK), o PEST (dominio polipeptidico enriquecido em

prolina, glutamina, serina e treonina) e 0 TAD (dominio de transativac¢do) (Figura 4) [8].

EC T
I |
ICTH
EGF-Like LNR
“‘-.,\_h__f_/_,-r"
HD RAM ANK TAD PEST

Figura 4: Desenho esquemadtico da estrutura do receptor NOTCHI de acordo com as suas subunidades
extracelular (EC) e transmembrana (TM). Como descrito, a subunidade EC é composta pelas por¢des EGF-Like,
Lin-repeats (LNR) e parte da HD. Quanto a subunidade TM, esta se caracteriza pela presenca de parte da por¢do

HD, e das por¢des RAM, ANK, TAD e PEST.
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O NOTCHI, no desenvolvimento de células T, tem como funcdes: regulacao da
manutencdo de células-tronco hematopoiéticas, diferenciacdo e auto-renovacdo celular,
decisao celular quanto a linhagem (definindo se um linfécito serd T ou B), comprometimento
de células-tronco para o desenvolvimento de células T funcionais e, particularmente, para a

montagem de receptores em timdcitos imaturos [9, 10].

Em relacdo a via de sinalizacdo do gene NOTCH, esta se relaciona a determinagdo do
destino celular (cell fate), a proliferacdo e diferenciacdo de uma ampla variedade de células e
tecidos. Além disso, o NOTCH também pode atuar no controle de processos apoptéticos. Com
todas estas fungdes o NOTCH fornece ferramentas para o desenvolvimento de 6rgdo e tecidos
de um modo geral. A importincia do NOTCHI para a defini¢do do destino celular dos
timdcitos foi primeiro descrita em camundongos, nestes 0 NOTCHI foi condicionalmente
deletado, resultando no bloqueio completo do desenvolvimento de células T e no surgimento
ectopico de células B no timo. Ao contrdrio, a superexpressdo do NOTCHI levava ao
desenvolvimento de células T e a inibicdo da producdo de células B. In vitro, esta situagcdao

pode ser reproduzida com progenitores hematopoiéticos humanos [11, 12].

Outra funcdo do NOTCHI em células T é controlar a diferenciacdo destas células
quanto ao tipo de receptor oy ou ¥, sendo que esta regulacdo é dependente do tipo de ligante.
Sendo assim, pode-se inferir com seguranga que a sinalizagdo via NOTCH]I € indispensavel
para o surgimento, desenvolvimento e diferencia¢ao de linfocitos T, porém os mecanismos
precisos pelos quais isto ocorre sao ainda muito pouco conhecidos. Devido a esta grande
diversidade de fun¢des, o NOTCHI, pode atuar tanto como proto-oncogene, quanto como um
supressor tumoral, dependendo do local onde esteja agindo e de como esteja sendo estimulado
[13, 14].

TALI- Este gene estd localizado no cromossomo 1 regido 1p32, também conhecido

como stem cell leukemia (SCL) ou T cell leukemia gene 5 (TCL5), € um locus responsavel por
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codificar um fator transcricional de base hélice-loop-hélice. [15]. Durante a embriogénese, o
TALI € especificamente expresso em sitios hematopoéticos, assim como em tecidos neurais e
endoteliais. Uma funcdo essencial do TALI no desenvolvimento hematopoético foi revelada
ap6s estudos com camundongos TALI™, ou seja, que ndo possuiam o gene. Nestes estudos o
resultado foi a letalidade embriogénica devido a completa auséncia de células sanguineas
primitivas. Sendo assim, estes estudos estabeleceram que stem cells embriogénicas TALI"
sdo incapazes de contribuir para alguma linhagem hematopoética, demonstrando que o TALI
€ requerido para a geracdo de células hematopoéticas primitivas. Estudos recentes, baseados
em diferenciacdo celular in vitro, demonstraram que a expressao do TALI também ¢ requerida
em precursores mesodérmicos para a especificacdo de células hematopoéticas definitivas.
Juntos estes estudos identificam o gene em questdo como um dos reguladores de ag¢ao precoce
na especificacdo de stem cells hematopoéticas, sem nenhum papel especifico dentro da
linhagem T [16, 17]. O TALI também apresenta outras fun¢des, como ativar ou reprimir a
transcricdao de genes relacionados a hematopoiese. Esta sua habilidade de regular a expressao
génica é dependente de uma integragdo multi-fatorial dentro de um complexo contendo outros
quatro reguladores hematopoéticos essenciais. O complexo em questdo é conhecido como
complexo pentamérico ligador de DNA e também fazem parte deste os genes E2A, LMO?2,

GATAI e LDBI (Figura5) [S].

O TALI possui funcdo mais especifica na hematopoiese como regulador positivo da
diferenciacdo eritrdide. E a expressdo normal deste gene ocorre também nos tecidos
endoteliais e cerebrais. Dentro do sistema hematopoético a expressdo linhagem-restrita
ocorre, além dos eritrécitos, em mastocitos, megacaridcitos e células progenitoras, mas nao

em linfécitos T maduros [18].
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Figura 5: Complexo Pentamérico regulador transcricional da hematopoiese precoce. Como demonstrado na
figura, fazem parte deste complexo os genes E2A, TALI, LMO2, LDBI e GATAI, em conjunto este genes

promovem uma regulagdo transcricional em niveis bastante iniciais do processo hematopoiético.

HOXI11L2- Este € um membro da classe de genes homeobox, ¢ chamado de gene
orfao, pois se localiza fora dos 4 grupamentos HOX em mamiferos, podendo também ser
chamado de TLX3 [19]. Diferentemente dos genes da familia homeobox, o HOX11L2 nao esta

relacionado ao processo hematopoiético.

O HOX11L?2 foi identificado pela primeira vez em 1999, como sendo expresso durante
a formacao do sistema nervoso (SN) de frangos [20]. Em humanos, estd também envolvido na
formacdo embriogénica do SN, tanto periférico (SNP) quanto central (SNC), atuando na
diferenciacdo de células da crista neural. Em etapas mais tardias da embriogénese, o
HOXI1L2 se relaciona a formagdo do sistema nervoso entérico (SNP) e participa da
diferenciagdo de algumas células da medula espinhal (SNC). No SN ja formado, o HOX11L2
atua em diferentes por¢des do nucleo sensorial. Este nucleo € dividido em trés partes:
trigeminal, vestibular e coclear. Cada uma destas partes é composta de conjuntos de neurdnios
encarregados de transmitir informagdes sensoriais do ambiente externo e interno até o cérebro
e medula espinhal. O papel exato do gene HOXIIL2 na formacdo e especializacdo de

neurOnios sensoriais ndo estd ainda bem estabelecido, o que se sabe é que em camundogos
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HOX11L2" ha completa auséncia de neurdnios sensoriais viscerais no nidcleo trigeminal, e

perda parcial de neurdnios sensoriais somaticos [21, 22].

Por todo o exposto e de acordo com revisao da literatura pode-se concluir que o gene
HOXI1L2 nao atua em nenhuma etapa da formacao ou diferenciacdo da célula T, sendo sua

expressao restrita a condi¢cdes anormais, como € o caso da leucemogénese.

1.2) LEUCEMIAS AGUDAS

1.2.1 - Aspectos gerais

A leucemia é um tipo de cincer que se origina em alguma célula da MO, sendo assim
¢ uma doencga caracterizada pelo acimulo de precursores hematopoéticos ou de células
hematopoiéticas mais diferenciadas. De acordo com o tipo celular envolvido, as leucemias
podem ser linféides ou mieldides. Alteragdes adquiridas em genes que regulam a
hematopoese normal sdo freqiientemente detectadas em leucemia, porém a progressdo da
doenca depende de mutagdes adicionais que promovam a sobrevivéncia e o desenvolvimento

das células com mutagdes prévias [23].

Nas leucemias agudas ocorre um descontrole dos mecanismos fisioldgicos de
proliferagdo, maturacio e liberagdo dos leucdcitos. Na maioria das vezes, devido a intensa
proliferagdo, hd uma incapacidade do organismo de reparar uma mutacdo e a célula alterada
passa entdo a se multiplicar descontroladamente [1] (Figura 6). Com isso, ha a substitui¢do
progressiva dos leucécitos normais por células neoplasicas, gerando dentre outros sintomas;
imunodepressdo, anemia e sangramento excessivo [23]. Clinicamente os pacientes apresentam
adenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia e/ou infiltragcdes tumorais em pele, testiculos

ou ovarios e no sistema nervoso central.
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Figura 6: Expansdo clonal (Modificado de Alberts, Molecular Biology of The Cell 2002). Neste esquema
observamos o surgimento de uma célula mutante, esta acumula uma série de alteracdes (mutacdes) que a
conferem um grande potencial proliferativo. As caracteristicas adquiridas pelo acimulo destas alteracdes ao
longo do tempo, fazem com que estd célula mutante predomine no ambiente, caracterizando o surgimento do

tumoral.

De um modo simplista, as leucemias agudas caracterizam-se por um grave defeito de
maturacdo, induzindo a um aciumulo de células imaturas e a uma falha na producgdo de células
hematopoéticas diferenciadas [1]. Estas células imaturas ndo sdo capazes de desempenhar
suas fungdes normais. O padrdo imuno-molecular sugere que as leucemias se originam através
de mecanismos multi-fatoriais e que requerem certo tempo para a expansdo do clone

leucémico.
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As leucemias agudas podem ser classificadas, de acordo com a origem da linhagem
celular, em leucemia linfobléstica aguda (LLA) originadas dos linfécitos e leucemia mieldide
aguda (LMA) originadas das células mieldides. Esta classificagdo pode ser feita através de
critérios morfoldgicos e de reagdes citoquimicas. Atualmente, esta classificagdo requer uma
complementacdo com testes imunofenotipicos, citogenéticos e o reconhecimento de alteracdes

genéticas através da biologia molecular [1].

1.2.2- Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

As LLAs sdo as neoplasias mais comuns da infincia, apresentando um pico de
incidéncia caracteristico que ocorre entre 2-5 anos de idade, mas podem também ocorrer nas
demais faixas etdrias até 21 anos [24]. Os principais tipos das LLAs sdo definidos pela origem
linféide das células, B ou T, sendo subdivididos de acordo com a etapa maturativa. Para a
uniformizacdo de protocolo terapéutico o grupo European Group for Immunological
Characterization of Leukemias (EGIL) propds em 1995 uma classificagdo para as LLAs de

acordo com a expressao de antigenos celulares nas linhagens T e B [25].

A LLA de linhagem B corresponde a 85,0 % das LLAs, e é definida pela expressao de
pelo menos dois dos seguintes marcadores intracitoplasméticos e de membrana: CD79a,
CD22 e CD19, podendo ser subdividida em quatro subtipos de B-I a B-IV de acordo com o
grau de diferenciagdo das células blésticas [25]. J4 a LLA de linhagem T corresponde a 15,0
% das LLAs na infancia e adolescéncia, e € definida pela expressdao citoplasmatica ou de
membrana do CD3 e CD7 conforme o grau de diferenciacdo timica. Ela pode também ser
classificada em quatro subtipos de T-1 a T-IV, de acordo com o grau de maturagcdo da célula
[25]. Sabe-se que hd prevaléncia de subtipos de LLA de acordo com a faixa etdria, conforme

ilustrado na figura 7.
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Figura 7: Incidéncia (em porcentagem) em criancas e adultos dos subtipos de LLA de acordo com a
classificacdo EGIL (Modificada de Immunology Letters 2005) [4]. O subtipo mais freqiiente em ambos, criangas
e adultos, é o B-II, também chamado de LLA-B comum e caracterizado pela proliferacdo de células B imaturas.
Observa-se que as LLAs-T sdo muito menos freqiientes que as LLAs de linhagem B, tanto em adultos quanto em
criangas. Dentro do subtipo T, as LLAs com células no estdgio T-III sdo as mais freqiientes. As formas mais
raras de ambas as LLAs, sdo as das extremidades maturativas, B-I e T-I, os imunofenétipos mais imaturos, e B-

IV e T-1IV, os mais maduros.

1.3) LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE LINHAGEM T

1.3.1 - Aspectos gerais

Aproximadamente 15,0 % dos pacientes com LLA expressam antigenos relacionados
a linhagem T (CD7, cCD3, CD2, CD5, CDla, CD4, CD8 e mCD3). Este subtipo leucémico é
considerado uma neoplasia bastante agressiva e que se caracteriza por ter: contagem
leucocitaria elevada, quantidade considerdvel de células blésticas circulantes, possivel
comprometimento do SNC, e freqliente aumento da massa mediastinica (o que pode causar

dificuldade respiratoria, observada ao diagnéstico). Embora a LLA-T, freqiientemente, surja
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no timo, ela se espalha por todo o corpo e, se ndo houver tratamento, é rapidamente fatal. Os
tratamentos atuais t€ém melhorado as taxas de sobrevida por serem mais agressivos e
consistirem, principalmente, da combinagdo de agentes quimioterdpicos. Esta melhora é mais

representativa em casos infantis, em adultos o que se observa sdo taxas menores de sobrevida.

Este subtipo leucémico manifesta-se pela proliferacio de células blasticas
linfopoéticas T, representando um grupo heterogéneo de doencas que variam com respeito aos
aspectos morfoldgicos, citogenéticos e imunolégicos das células transformadas. Os clones
malignos, em pacientes com LLA-T, sdo originados de células progenitoras linféides normais
que ficam paradas, suspensas em estagios precoces da ontogenia de linfocitos T [26].

Dentre os aspectos biolégicos das LLLAs de linhagem T tém-se alteracdes genéticas
especificas que levam a desregulacdo das vias celulares de transducdo de sinais que culminam
na regulacdo dos processos de transcricao génica. Como exemplos dessas alteracdes tém-se as
translocacdes cromossdmicas e as mutagdes ou perdas de genes que controlam pontos do ciclo

celular [27].

1.3.2- LLA-T versus LLb-T

Dentre as neoplasias malignas de células T, além das LLAs-T, existe um outro
fenétipo de doenca denominado de linfoma linfoblastico T (LLb-T). Este corresponde a 40,0
% dos linfomas em idade pedidtrica e possui algumas caracteristicas em comum com a LLA-
T. Estas duas entidades patoldgicas sdo semelhantes do ponto de vista bioldgico, tanto que sdo
morfologicamente indistinguiveis. Além disso, estas neoplasias sdo consideradas como partes
diferentes de uma mesma unidade bioldgica de acordo com as classificacdes World Health
Organization (WHO) e Americana-Européia. Outra caracteristica em comum, é que ambas as
doencas acometem mais freqlientemente adolescentes e adultos jovens, principalmente do

sexo masculino. Basicamente, os critérios de distin¢do entre LLA-T e LLb-T se baseiam no
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acometimento da MO e/ou SP por células blasticas. No caso dos LLbs-T, o limite de
infiltragdo para MO é de menor que 15,0% de células T malignas. Do ponto de vista onco-
terapéutico, ambas as formas s@o ainda consideradas como duas entidades de doenga
diferentes, com fendtipos clinicos distintos no que se refere ao tratamento e a sobrevida livre
de doenca. Estudos imunofenotipicos t€ém demonstrado que as células das LLAs-T exibem um
fendtipo mais imaturo, respondendo por estdgios mais precoces do desenvolvimento da célula
T e ocorrendo principalmente na medula dssea. Ja no caso dos LLbs- T, as células T exibem
um fendtipo mais maduro e localizam-se em 6rgdos linféides secundédrios. Em relacdo as
alteracOes genéticas, muito pouco se sabe sobre os LLbs-T, esse pouco conhecimento se deve
principalmente a dificuldade de se obter material deste tipo de tumor, geralmente localizado

extra-medula 6ssea. A partir disto, surge a questdo de uma possivel similaridade entre LLAs-

T e LLbs-T também no que diz respeito ao padrao de anormalidades genéticas [28].

Figura 8: Fotos ilustrativas das morfologias de uma LLA-T e de um caso de LLb-T leucemizado (Daniel MT
2004). Sob o ponto de vista morfolégico, podemos observar a semelhanga entre as duas entidades de doenga, que
s6 podem ser distinguidas com seguranca com a utilizag@o de outros critérios, como por exemplo quantidade de

blastos malignos na medula.
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As neoplasias de linhagem T podem ser classificadas de acordo com o padrdo de
expressao de determinadas moléculas em quatro subtipos de acordo com o estdgio maturativo
de T-I a T-1V, do mais imaturo para o mais maduro. Esta classificacao foi proposta pelo grupo

EGIL (Quadro 1) [4, 25].

Quadro 1: Forma sumarizada da classificacdo imunolégica das LLLAs-T de acordo com os

critérios propostos pelo grupo EGIL (Modificado de Immunology Letters 2005) [4].

cCD3 CD7 CD2,CD5,CD8,CD4 CDIla CD3'/CDla
T-1 + + - - -
T-11 + + + - -
T-111 + + +, CD4/CD8" ou + -
CD4"/CDS§’
r-rv + + + - +

1.4) MARCADORES IMUNO-MOLECULARES IMPORTANTES NAS LLAs-T

1.4.1- Marcadores e alteracoes genéticas relevantes na LLA-T

As andlises imuno-moleculares dos marcadores fenotipicos e das alteracdes genéticas
somdticas mais comuns em células leucémicas tem contribuido grandemente para o
entendimento da patogénese e do progndstico das LLAs em geral. Em relagdo ao
imunofendtipo, os marcadores que se destacam nas LLAs-T sdo aqueles usados para
classificar as células T em estdgios maturativos de acordo com os critérios EGIL [25], ja
citados acima, e CDla e o CD10.

CDla- O CDla é uma proteina muito similar ao MHC de classe I, que tem como
funcdo a apresentacdo de antigenos lipidicos para os receptores de célula T. Esta molécula se

expressa na membrana de células dendriticas, em timdcitos normais, € em um subgrupo de
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blastos de LLA-T [29]. E um marcador de importincia nas LLAs-T, tanto por ser utilizado na
classificacdo maturativa das células T de acordo com os critérios EGIL, como por estar

associado a bons progndsticos em criancas com LLA-T [30].

CD10- O CD10 é um antigeno de superficie, originalmente conhecido como cALLA
(common acute lymphoblastic leukemia antigen). Este foi um dos primeiros marcadores
avaliados para a identificacdo de células leucémicas em criangas com LLA [31]. O CD10 é
uma molécula transmembrana com func¢ao enzimadtica, atuando como uma metalo-peptidase.
Esta molécula € especializada em clivagens de aminodcidos formadores de peptideos,
clivando preferencialmente aminodcidos neutros [32]. O CD10 € fisiologicamente expresso
em células B maduras e transitoriamente durante a diferenciacdo normal da linhagem B. Nas
LLAs-B atua como marcador para caracterizacdo das etapas maturativas de acordo com os

critérios EGIL, estando presente em estdgios bem imaturos dos blastos de célula B (B-I1).

Nas LLAs-T, o CD10 estd presente em aproximadamente 30,0 % dos casos, sendo

considerado um marcador imunofenotipico aberrante [33].

O papel do CDI10 no prognéstico das LLAs-T é ainda um pouco controverso, ha
trabalhos que o associam a prognoéstico favoravel e outros que simplesmente ndo encontram
esta associagcdo. O que se tem como consenso € que o CD10 ndo tem significancia como fator

progndstico independente, diferentemente de seu papel nas LLAs-B [34].

Dentre os tipos de anormalidades genéticas mais comuns nas LLAs-T t€ém-se: a
expressdo aberrante de proto-oncogenes, a ocorréncia de translocacdes cromossOmicas, €
surgimento de hiperploidias envolvendo mais de 50 cromossomos. Estas alteragdes genéticas
sdo capazes de alterar processos regulatdrios-chave. O resultado da desregulacdo destes
processos € a manutencdo ou aumento da capacidade ilimitada de auto-renovacao, subversao

do controle da proliferacdo normal das células, bloqueio da diferenciacdo, e aumento da
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resisténcia a apoptose. Algumas lesdes genéticas afetam primariamente somente uma dessas
vias, enquanto outras atingem mais que uma [35].

A identificacdo inicial de anormalidades gendmicas nos casos de LLAs-T, demonstrou
que a maioria, mas nao todas, envolvem promotores e acentuadores de genes de TCR e um
nimero relativamente menor envolve genes de fatores de transcri¢do, incluindo: HOXI1,
LMOI, TALI, HOXI11L2, LMO2, dentre outros. Em relacdo as translocacdes em LLAs-T, as
principais acometem preferencialmente os loci 14ql1 e 7q32-36 dos genes de TCR. A
t(1;14)(p33;q11) ocorre em aproximadamente 3,0 % dos casos de LLA-T. Nesta translocag¢do
os genes envolvidos sdo TALI e TCRo, e o resultado € uma expressao desregulada da proteina
TALIL.

SIL-TALI- A fusdo SIL-TALI ocorre com uma freqiiéncia de 16,0-26,0% nas LLAs-
T. Este rearranjo gé€nico se processa no cromossomo 1 na regido I1p32 e € considerado
criptico, pois nao € visivel pela citogenética convencional. O SIL-TALI é exclusivamente
encontrado em LLAs-T, justificando sua utilizacdo como marcador de doenca. Este rearranjo
faz com que o gene TALI passe a ser transcrito segundo o promotor do gene SIL, € como
conseqiiéncia tem-se a superexpressdao da proteina TAL1 (Figura 9). A fusdo SIL-TALI pode
ser considerada como um rearranjo V(D)J ilegitimo, possivelmente, realizado por um sistema

de enzimas imaturas com atividade de recombinases (RAGs 1 e 2) [36].

| ALl

lalh 2 lalb b 2a 3 4 b ]
[ CH—0H 0 e
T 1‘ Telomero
STL | I

Figura 9: Diagrama esquematico da regido (delimitadas pelas setas) onde podem ocorrer os pontos de quebra
dos genes SIL e TALI. Observamos que no caso do gene SIL, as quebras podem ocorrer entre os éxons la e 2, ja

para o TALI, os pontos de quebra se localizam entre os éxons 1 e 5.
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O efeito leucemogénico do rearranjo SIL-TALI estd na superexpressdo da proteina
TALI. Sua expressao ectopica em células T pode ativar grupos especificos de genes-alvo que
sdo normalmente quiescentes nestas células em condi¢cdes normais. Alternativamente, a
proteina TAL1 pode, também, ser leucemogénica via efeito negativo dentro do complexo
pentamérico do qual participa, j4 que a sua superexpressdao pode levar a uma inativagdo
funcional do E2A [37]. Os produtos do E2A afetados sdo as proteinas E47 e E12. Estas, em
condi¢des normais, formam homodimeros (E47/E47; E12/E12) que se ligam a acentuadores
do DNA, estimulando a transcri¢do. Quando a proteina TALI se liga aos produtos do E2A
formam-se heterodimeros (E47/TAL1; E12/TALI) e a funcdo de ligadores de DNA da E47 e
da E12 fica comprometida, havendo desregulacdo transcricional via complexo pentamérico, ja
que este deixa de se ligar ao DNA [38]. O gene E2A possui duas fun¢des importantes que
ficam comprometidas pela acdo da TALI superexpressa, e que podem estar relacionadas a
leucemogénese. As fungdes em questdo sdo: a regulacdo da diferenciacio e do
comprometimento das células linféides (de ambas as linhagens T e B), e suas caracteristicas

de supressor tumoral em células T [5].

HOXI11L2- A t(5;14)(q35:932) que estd presente em 15,0-20,0% das LLAs-T,
acomete o locus 5935 onde se localiza o gene HOX11L2 e o locus 14932 onde se encontra o
gene BCLI1B. Como resultado desta translocac¢do ocorre a superexpressao do gene HOX11L2
na linhagem T (Figura 10). O BCL!1B é normal e altamente expresso durante a diferenciacao
de células T, ele codifica um fator transcricional essencial para o processo de diferenciacdao
destas células [39]. J4 o gene HOXIIL2 pertence a familia dos genes “homeobox” e atua
como fator transcricional nos mecanismos de desenvolvimento celular no sistema nervoso,
nao sendo expresso em condi¢des normais nas células T. Logo, € a sua expressao ectépica que

pode ser relacionada ao processo leucemogénico. Trabalhos prévios da literatura indicam que
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esta translocacdo € restrita a LLA-T, sendo mais freqiiente em criangas do em adultos.
Estudos preliminares analisaram seu valor progndstico na doenga, de acordo com seus niveis
de expressdo na célula. Observou-se que o seu impacto no prognéstico estd diretamente

relacionado ao tipo de tratamento quimioterapico utilizado [40].

HOX1IL2

1 2 3
0000 3 N (HH

1220 21 22 23 24 2528 27
BCLIIB 4 '1*

Teldmero

Figura 10: Regido (delimitada pelas setas) onde podem ocorrer as quebras dos genes BCLIIB e HOXIIL?2.
Vemos que para o gene BCLIIB os pontos de quebra se localizam entre os éxons 1 e 3, ja para o HOXI1L2 as

quebras ocorrem entre os éxons 19 e 27.

NOTCHI- A via de sinalizagdo do NOTCHI ¢é bastante complexa e envolve a
atividade coordenada de muitas moléculas. Esta via se encontra desregulada no cancer, devido
a ativagdo constitutiva do receptor NOTCHI. Este € sintetizado no reticulo endoplasmatico
como uma proteina simples, sendo, subseqiientemente, direcionado ao complexo de Golgi, no
qual ocorrem muitas modificagdes pOs-translacionais. A primeira modifica¢io consiste de trés
clivagens proteoliticas, que separam as por¢des extra e intracelular do NOTCHI.
Posteriormente, este receptor heterodimérico se coloca na membrana, e ao ser ativado, libera
seu dominio intracelular (ICN). Este €, entdo, translocado para o nicleo, se associa ao fator
transcricional CSL e a co-ativadores (CoA), desencadeando a ativagdo transcricional de
genes-alvo (Figura 11) [41]. A translocacdo do ICN para o nicleo € estimulada via 7-
secretase, €, por isso, esta molécula tem sido estudada como possivel alvo-terapéutico em

doencas que envolvem o NOTCHI. No cancer alteragdes no NOTCH]I (translocacdes ou



40

mutacdes), ativam sua via, independente de interacdo com ligante, e, com isso, o ICN ¢é
constantemente liberado e translocado para o nucleo, o que ativa desordenadamente a
transcricao génica [42]. O envolvimento do gene NOTCHI na patogénese das LLAs-T, foi
primeiro discutido apds a descoberta da sua participag@o na translocacio t(7;9)(q34;q34.3), ja
que esta ativa de modo constitutivo o NOTCHI. Porém esta anomalia genética sé €&
encontrada em uma pequena parcela de individuos com LLA-T [43]. A ativacdo do NOTCH1
via mutacdes foi descrita recentemente (ver detalhes no tdpico abaixo), e se mostrou bastante
expressiva, ja que, 50,0% dos pacientes exibiam este tipo de altera¢do. Estas mutagdes foram
relacionadas a um aumento descontrolado da atividade transcricional. E € este descontrole

transcricional que pode desempenhar um papel importante na leucemogénese [41, 44].

NOTCHI —

Figura 11: Ilustragdo da via hipotética e simplificada do NOTCH1I na patogénese das neoplasias. No contexto
neopldsico, a via do NOTCH1 se apresenta constitutivamente ativada, independente da interacdo com o ligante.
Sendo assim, a por¢do ICN € liberada e transloca constantemente para o nicleo ativando de maneira desregulada

a transcricdo de uma série de genes-alvo desta via de sinalizacao.
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Algumas mutacdes ou perdas de genes que controlam o ciclo celular estdo associadas a
patogénese das LLAs-T. Dentre estes genes se destaca o Rb (gene do retinoblastoma), os
genes que codificam os inibidores de ciclinas dependentes de quinase (CDKs)(p21, p27, p57),

os que codificam inibidores de CDK4 ( pl5, p16, pi18 e pl9), o gene Ets-1, e o IKAROS [26].

1.4.2- Mutacoes do gene NOTCH1

Recentemente, um estudo desenvolvido por Weng AP e cols [44] em 2004 demonstrou
uma expressiva participacdo do NOTCH1 nas LLAs-T. Foram descritas mutacOes somaticas
que ativavam constitutivamente o NOTCH 1, estas mutagdes ocorrem em dois dominios: o HD
e o dominio PEST. Neste estudo foram analisadas amostras de 96 pacientes pediatricos com
LLA-T, e em 56,0 % dos casos pelo menos uma muta¢do foi encontrada, ou no dominio HD,
ou no PEST, sendo que em alguns casos (16,0 %) as mutagdes ocorreram em ambos o0s
dominios. Para provar que estas mutacdes exerciam efeitos nas funcdes do NOTCH1, foram
feitos, neste mesmo estudo, ensaios em linhagens celulares humanas (U20S) transfectadas
com um plasmidio contendo um gene para luciferase, responsivo ao NOTCHI. Como
conseqiiéncia, observou-se que quando havia muta¢des somente no dominio HD, ocorria um
aumento de 9 vezes na atividade luciferdsica, mutacdes s6 no dominio PEST causavam um
aumento de 2 vezes, € que no caso de mutacdes em ambos os dominios o aumento era
bastante expressivo, de 40 vezes [44].

Sobre como as mutacdes em HD e PEST ativam o NOTCH]I sabe-se que o dominio
HD ¢ essencial para a associacdo estdvel entre as porcdes intra e extracelular do receptor
NOTCHI, e, além disso, previne a ativacdo do NOTCHI independente de interacio com
ligante [45]. As mutacOes no HD promovem instabilidade no receptor NOTCH 1, aumentando
a liberacdo do ICN e sua conseqiiente translocag¢do para o nicleo. No caso do PEST, este tem

como funcdo, controlar a meia-vida do ICN no nicleo, promovendo a sua degradacdo ou
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manutencdo em funcdo dos estimulos recebidos pela célula [46]. Quando o PEST estd
mutado, hd um aumento considerdvel da meia-vida nuclear do ICN, representando, assim,
uma acentuacao da atividade do NOTCH 1. Apesar de todo esse conhecimento, 0 mecanismo
preciso pelo qual o NOTCHI promove a leucemogénese, ndo estd completamente elucidado

[41].
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Conforme descrito anteriormente, a leucemia aguda € uma doenca consideravelmente
heterogénea, possuindo vdrios subtipos. Para seu melhor entendimento etioldgico e clinico sdo

necessdrias diferentes abordagens analiticas e multidisciplinares.

As caracteristicas genotipicas, juntamente, com o imunofendtipo sdo instrumentos de
grande importancia na identificacdo e classificagdo dos diferentes tipos e subtipos de
leucemias, e podem ser diretamente associados aos fatores envolvidos na etiopatogénese das
mesmas. Em vdrios subtipos de leucemias agudas ja estd bem estabelecida uma forte co-
relacdo entre imunofenétipo, citogenética-molecular e aspectos clinicos. Logo, estudos que
co-relacionem marcadores celulares e caracteristicas moleculares sdo essenciais no
entendimento e na elucidacdo da leucemogénese da doengca. Embora seja ébvio que o
genotipo esteja refletido no imunofendtipo de blastos leucémicos, ainda nao € absoluta esta

concordancia em alguns casos de LLA-T [47].

Os projetos de pesquisa que exploram marcadores biolégicos em doengas, de maneira
geral, resultam de processos dindmicos. E neste contexto que se justifica as pesquisas do
papel de determinados marcadores nas vias de patogénese e suas interagdes com respostas
terapéuticas. Recentemente, nds realizamos um estudo em uma série de casos de LLA-T, com
o objetivo principal de determinar a freqiiéncia da fusdo SIL-TALI e de tentar correlacionar
sua expressao com possiveis perfis imunofenotipicos. Nesta coorte de 137 casos de LLA-T,
com pacientes entre 1-21 anos ao diagndstico, encontramos uma freqiiéncia de 26,0 % para o
rearranjo SIL-TALI. Estas amostras analisadas eram provenientes de diversas regides
brasileiras e representaram 16,0 % de todos os casos de LLAs recebidos em nosso laboratério
entre os anos de 2001 e 2006 para diagndstico. Andlises preliminares deste estudo

demonstraram também a expressao de CD10 em blastos representou 30,3 % do total de casos
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analisados; havendo predominio dos estigios mais maduros da célula T (T-II e T-IV).
Quanto a sobrevida global observou-se que nos casos com CD10" e SIL-TALI o progndstico
se mostrou com uma tendéncia mais favordavel, sugerindo uma melhor sobrevida (p= 0,275).
A partir destes resultados preliminares, que niao foram suficientes para uma conclusao
estatisticamente significativa, nos propomos a aumentar nossa coorte de estudo, continuando
com as andlises imunofenotipicas e moleculares, acrescida das andlises dos genes HOXI11L2 e

NOTCHI.
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3. OBJETIVOS

3.1) OBJETIVOS PRINCIPAIS

- Identificar mutagdes no gene NOTCH1, e avaliar a freqiiéncia do rearranjo SIL-TALI e
da expressdo do HOX11L2 nas LLAs-T em criangas e adultos jovens no Brasil;

- Analisar a existéncia de uma possivel relacio entre a presenca de mutacdes no
NOTCHI1 e o perfil imunofenotipico das células leucémicas;

- Verificar a possibilidade de ocorréncia simultanea de multiplas altera¢cdes moleculares

nas LLAs-T.

3.2) OBJETIVO SECUNDARIO

- Padronizar as técnicas de rastreamento de mutagdes nos diferentes dominios do gene
NOTCHI;

- Avaliar um possivel papel dos marcadores imunofenotipicos CD10 e CDla no
prognéstico das LLAs-T;

- Verificar a possivel existéncia de correlagdo entre as alteragdes moleculares analisadas

e seu valor progndstico nas LLAs-T.
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4. METODOLOGIA

4.1) AMOSTRAS

4.1.1- Descricao das amostras e critérios de inclusao

As amostras incluidas no estudo foram provenientes de 170 criancas e adultos jovens
com idade entre 1-21 anos, procedentes de sete estados brasileiros (RJ, SP, BA, GO, MS, PB,
PE), e isentos, ao diagnéstico, de tratamento prévio para leucemias. As amostras de aspirados
de MO e/ou sangue periférico (SP) foram encaminhadas ao nosso laboratério no Centro de
Pesquisas do Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de Janeiro, para testes diagndsticos e
para pesquisas de novos marcadores imuno-moleculares no periodo de 2001 a 2007. Estas
amostras nos foram enviadas juntamente com dados pessoais de identificacdo, demograficos e
clinicos de cada paciente. Todas as informagdes pessoais foram mantidas em sigilo e
utilizadas apenas pelos investigadores envolvidos no estudo.

Por todo exposto acima, utilizamos como critérios de inclusdo: leucemia linfoblastica
aguda de linhagem T; idade (1-21 anos); auséncia de tratamento quimioterdpico antes do
diagnéstico; periodo de recebimento das amostras de 2001-2007. Foram incluidas 4 amostras
que representam excecdes destes critérios de inclusdo. Estas amostras pertencem a uma
familia com 2 irmas acometidas por LLA-T e seus pais antes do periodo eletivo deste estudo.
Todas as informagdes clinico-demograficas avaliadas no estudo foram enviadas ao nosso
laboratdrio através do preenchimento de uma ficha de encaminhamento, que se encontra nos
Anexos.

A autorizacdo para utilizacdo destas amostras em pesquisas foi solicitada ao
responsdvel legal da crianga/ adolescente, através da assinatura de um “Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE). O projeto foi devidamente aprovado em 14 de
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maio de 2007 pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do INCA sob o nimero de protocolo

107/06. A copia da carta de aprovagdo do CEP e o TCLE se encontram nos Anexos.

4.1.2- Procedimentos iniciais

Foram analisadas amostras de SP e/ou aspirados de MO dos pacientes descritos. Estas
amostras foram coletadas em tubo vacutainer esterilizado (5,0 -10,0 ml) com anticoagulante
EDTA, e 4 laminas com esfregacos de MO e/ou SP foram enviadas para a realizacdo da
andlise morfolégica. As amostras de MO e/ou SP, tiveram seu imunofenétipo caracterizado
pela citometria de fluxo multiparamétrica. Parte das amostras estava congelada a -195°C em
tanque de N, liquido, o que possibilitou as analises moleculares nos casos mais antigos.

Ao chegar ao laboratério, as amostras de MO e SP sdo analisadas através de
morfologia para avaliacdo de infiltragcdo de blastos na MO e avaliagdo dos critérios de
diagnodstico de LLAs descritos na literatura [48]. A andlise morfoldgica inicial foi feita pela
coloragdo convencional por May-Griinwald-Giemsa.

Todas as amostras de MO e SP foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 min (centrifuga
Jouan C422, rotor fixo), para retirada e congelamento de 1,0 a 2,0 ml de plasma. Apds a
retirada do plasma, a amostra restante foi, entdo, submetida a separacdo celular.

Técnica de separacdo por Ficoll-Hypaque-Hystopaque®- Apds a retirada do
plasma, a amostra restante foi diluida com meio RPMI e homogeneizada, a etapa inicial
consistia na separacdo celular para obtencdo das células mononucleares, baseada em gradiente
de centrifugacdo através de Ficoll-Hypaque-Hystopaque® (densidade 1077). Todo o contetido
da amostra diluida foi cuidadosamente depositado em tubos falcon de 15,0 ml, contendo
Ficoll-Hystopaque®, na proporcao de 1,0: 3,0 ml de amostra diluida e centrifugados a 1500
rpm por 25 min. Apds a centrifugacdo forma-se um anel na interfase do tubo, contendo as

células mononucleares. Este anel foi recolhido com pipeta Pasteur e transferido para um novo
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tubo; o volume foi novamente completado com RPMI para 10,0 ml, o tubo foi
homogeneizado e centrifugado por 5 min a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em 2,0 ml de RPMI. A viabilidade celular foi avaliada através
da coloragdo pelo azul de tripano e as células foram observadas e contadas em camara de
Newbauer. As células mononucleadas foram entdo distribuidas na concentracdo de 1,0-

1,6x10% ml para realizacdo da imunofenotipagem.

4.1.3- Imunofenotipagem

As células foram colocadas em tubos Facs apropriados, para leitura no citometro de
fluxo, em concentracdo de 10° células e incubadas durante 30 min com 10,0 pl do anticorpo
primdrio. As incubacdes foram feitas com duplas ou triplas associacdes de anticorpos
monoclonais (AcMo) especificos marcados com diferentes fluorocromos (fluoresceina ou
ficoeritrina) e que estdo sumarizados no fluxograma abaixo. A aquisi¢do e andlise dos casos
se processaram no citdmetro de fluxo, seja no Epics-Coulter® ou no FacScan®, Becton
Dickinson, existentes no setor, onde foram contadas 10* células por cada tubo. Para as
andlises citofluorimétricas foi utilizado um painel com os AcMos listados no fluxograma
abaixo. Estes AcMos foram adquiridos com diversos fabricantes como Coulter, Imunotech,
Becton-Dickson, Pharmigen e Dako. A metodologia de marcagdo esta descrita abaixo.

No estabelecimento dos critérios de positividade para cada AcMo, adotamos o valor
minimo de 20,0 % das células analisadas. Os marcadores de células precursoras como aMPO,
CD34 e TdT, por serem muito especificos e sensiveis, foram considerados positivos quando

os valores excederam 10,0 % das células analisadas.
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Fluxograma esquematico dos AcMos utilizados na caracterizacdo das neoplasias

de célula T:

Intracitoplasmaticos

TAT 1TC| ¢CD3Y |CD79afE |CD22TE | a-MPOTTC | JgMMITC

i

Tar ™ | eccD3 | amMpPOt-

l

Membrana

CD34FITC CD7¢Y CD2 HTC CDSFE

CD4MTC CDS™E CD1a™ | mCD3Y
CD10™ | TCRw/P™C | TCRy/S™E | C4SPERCS

Técnica para marcacao intracitoplasmatica- Ao tubo contendo as células separadas
foram acrescentados 500,0 pL de solugdo de lise FACS Lysing Solution® (Becton Dickinson).
O tubo foi agitado repetitiva e vigorosamente e incubado por 15 min, a temperatura ambiente
e protegido da luz. O tubo foi centrifugado por 5 min a 1500 rpm e o sobrenadante foi
desprezado. Foram adicionados 500,0 pl de solucdo detergente (TWEEN 20), para
permeabilizar a membrana celular, e esta solu¢do foi homogeneizada. Procedeu-se nova
centrifugacdo por 5 min a 1500 rpm, o sobrenadante foi desprezado e entdo os AcMos
intracitoplasmaticos foram acrescentados em combinagdes de acordo com fluorocromo
conjugado (PE, FITC ou PerC5). A partir dos resultados desta marcacdo intracitoplasmatica,

as amostras categorizadas como de célula T foram submetidas a um segundo painel, desta vez
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de membrana, que também estd descrito no fluxograma acima. Esta segunda marcacdo foi
usada para definicio da maturacdo celular e dos subtipos das LLAs-T de acordo com os
critérios EGIL [25].

Técnica para marcacio de membrana celular- Adicionou-se ao tubo contendo as
células separadas (5,0-15,0 pl) de cada AcMo, em simples, duplas ou triplas associacoes,
conjugados com FITC, PE e PerC5. O tubo foi homogeneizado e incubado por 20 min, a
temperatura ambiente e protegido da luz. Foram acrescentados 500,0 ul de PBS em cada tubo,
o tubo foi centrifugado por 5 min a 1500 rpm e o sobrenadante foi descartado. Nos casos onde
0o AcMo ndo era conjugado a nenhum fluorocromo, foram adicionados 2,5 pl de um segundo
anticorpo conjugado a FITC ou PE, constituindo a segunda camada e incubou-se por 20 min.
As células foram ressuspensas em 500,0 pl de PBS para serem analisadas no citdmetro de
fluxo.

Além disso, 1,0 ml das amostras foi retirado para a realizacdo das extracdes de RNA e
DNA. Em seguida, aliquotas de 500,0-1500,0ul (estes volumes podem variar de acordo com a
quantidade de amostra que foi recebida) foram criopreservadas com soro fetal bovino e 10,0
% de DMSO, proporcionando o estoque adequado (mantendo a viabilidade celular) e seguro a

—195°C em tanques contendo N, liquido.

4.2) TESTES MOLECULARES

4.2.1- Extracao de RNA total

Anteriormente a extragdo do RNA, propriamente dita, fez-se a lise das células nas
amostras de SP e/ou MO. Procedimento para lise das hemécias: Acrescentou-se 500,0 ul de
solucdo de lise e homogeneizou-se invertendo; incubou-se por 10 min a temperatura ambiente

(25°C); depois se centrifugou a 12500 rpm (usa-se centrifuga ndo-refrigerada, centrifuga
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eppendorf 5415D, rotor fixo) por 10 min; apds a centrifugagao, retirou-se o sobrenadante e
iniciou-se a extracdo a partir do pellet de células que permaneceu no tubo. Foi, entdo, extraido
RNA total destas amostras através do protocolo descrito pelo fabricante do reagente Trizol
(Invitrogen). Para a extragdo, acrescentou-se 1000,0 ul de Trizol ao pellet de células,
homogeinizou-se com a pipeta e incubou-se por 5 min a temperatura ambiente. Adicionaram-
se, entdo, 200,0 ul de cloroférmio, pipetou-se vigorosamente por alguns segundos e incubou-
se por 3 min a temperatura ambiente. Depois as amostras foram centrifugadas a 12500 rpm
por 15 min a 4°C (centrifuga eppendorf 5402, rotor fixo). Apds a centrifugacio, retirou-se a
fase de cima (transparente) que é onde estdi o RNA e transferiu-se para um tubo novo. A
retirada da fase de cima foi feita com o maximo de cuidado para que ndo houvesse
contaminacdo com as fases de baixo compostas por proteina e DNA respectivamente. A esse
tubo novo com a solu¢do contendo RNA adicionaram-se 500,0 pl de édlcool isopropilico e
pipetou-se repetidamente. Incubou-se por 10 min a temperatura ambiente. Depois se
centrifugou a 12500 rpm por 10 min a 4°C (centrifuga eppendorf 5402, rotor fixo). Descartou-
se, entdo, o sobrenadante e lavou-se o precipitado (RNA) com 1000,0 pl de etanol 75,0 %.
Centrifugou-se a 12500 rpm por 10 min a 4°C (centrifuga eppendorf 5402, rotor fixo).
Retirou-se 0 maximo possivel de sobrenadante para secagem do precipitado, e acrescentaram-
se 20,0 ul de dgua DEPC. Pipetou-se para homogeneizar e incubou-se por 10 min a 60°C.
Apés a extragdo o RNA foi conservado a —80°C até o seu uso nas reacdes de sintese de

cDNA.

4.2.2- Quantificacao do RNA
O RNA extraido foi entdo quantificado. Para tanto se utilizou um espectrofotdmetro
(NanoDrop1000), que possuia um programa especifico para quantificacio de RNA, neste

programa o fator de diluicdo foi ajustivel, a unidade de concentracdo foi ng/ul, as
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absorbancias utilizadas foram de 260 nm e 280 nm. Para a realizacdo da quantificacao
utilizou-se 1,0 ul de RNA. A concentracdo do RNA ja é dada de modo automético pela

maquina, de acordo com o programa pré-existente.

4.2.3- Tratamento do RNA com DNAse

O tratamento do RNA foi feito com o kit DNA-I Amplification Grade (Invitrogen) a
partir de 3,0-5,0 ng de RNA total. Acrescentou-se 1,0 pl de tampao (10X DNAse-I reaction
buffer) e 0,8 ul de DNAse (DNAse-I reaction grade), sendo que o volume final desta solug@o
tem que ser 9,0 ul , assim, quando foi necessdrio, acrescentou-se dgua DEPC. Deixou-se na
bancada a temperatura ambiente por 15 min. Subseqiientemente, adicionou-se 1,0 ul EDTA
25,0 mM e incubou-se a 65°C por 15 min. Apds esse procedimento pode ser iniciada a sintese

de cDNA.

4.2.4- Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi feita a partir de 3,0-5,0 ng de RNA total seguindo o protocolo
do kit “First- Strand cDNA Synthesis Kit’ (Amersham). Protocolo utilizado: Transcreveu-se
de 3,0-5,0 ug de RNA total; colocou-se a amostra de RNA em um eppendorf RNAse free e
adicionou-se dgua RNAse free (DEPC), realizou-se esse procedimento quando fez-se
necessario completar a solug@o até o volume adequado (Quadro 2). Aqueceu-se a solucdo de
RNA a 65°C por 10 min e depois se refrigerou no gelo. Acrescentaram-se 1,0 pl da solugdo
de DTT e 1,0 ul do oligonucleotideo apropriado, nesse caso pd(N)e (oligo randdomico).
Homogeneizou-se bem a enzima Bulk first-strand reaction mix, depois ela foi adicionada a
solugdo de RNA com DTT e oligonucleotideo. O volume de enzima usado estd na Quadro 2.

Pipetou-se bastante o mix que estd no eppendorf e depois se incubou a 37°C por 1 h. Neste
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ponto o cDNA jé estava pronto, e foi mantido refrigerado a -20°C. Apds a sintese, os cDNAs

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

Quadro 2: Volumes dos reagentes utilizados na sintese se cDNA, de acordo com o volume

final da reacdo.

Bulk first-strand Oligo Solucio de DTT RNA Volume final da
reaction mix reacao
11,0 l 1,0 ul 1,0 ul 20,0 ul 33,0 ul
5,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 8,0 ul 15,0 ul

4.2.5- PCR do gene GAPDH

Para testar a funcionabilidade dos cDNAs realizou-se uma reagdo de RT-PCR pra
verificar a expressdao do gene constitutivo GAPDH. As condicdes da reagdo foram: para 20,0
ul de volume final; 3,0 ul de cDNA; 200,0 uM de concentragdo final de dNTP; 0,5 uM de
concentracao final dos oligonucleotideos; tampao para PCR 10X; concentragao de 2,5 mM de
MgCly; 1,0 unidade da enzima Taq polimerase. Os ciclos e as temperaturas da rea¢ao foram:
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min; temperatura de desnaturacdo 94°C por 30 s;
temperatura de anelamento 60°C por 60 s; temperatura de extensido 72°C por 45 s; e depois de
35 ciclos uma extensdo final a 72°C por 10 min. A seqiiéncia dos oligonucleotideos do
GAPDH ¢ a seguinte: Senso- 5° TGACCCCTTCATTGACCTCA 3’ e Anti-senso- 5’
AGTCCTTCCACGATACCAAA 3’. A reagdo de PCR foi revelada através de gel de agarose
1,5 %, corado com brometo de etidio. Na Figura 12 somente os casos 5 e 7 foram negativos

para o gene GAPDH, ou seja, os seus cDNAs ndo foram considerados funcionais.
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Figura 12: Gel de agarose revelando PCR do gene GAPDH. Os niimeros de 1 a 9 sdo produtos de PCR para
identificagdo do gene GAPDH, esses produtos se originaram a partir de amostras de pacientes com LLA-T. O

controle negativo (CN) é simplesmente uma aliquota de dgua.

4.2.6- Reacoes de RT-PCR

Para o rearranjo SIL-TALI: Foi realizada padronizacdo das condicdes ideais para a
realizacdo da técnica de RT-PCR, como concentracao de MgCl,, temperatura de anelamento e
ciclagem de acordo com os critérios do protocolo BIOMED-1 Concerted Action [49]. Foram
feitas algumas adequagdes e a padronizacgao final foi a seguinte: para um volume final de 20,0
ul; 3,0 ul de cDNA; 200,0 uM de concentragdo final de dNTP; 0,5 uM de concentracdo final
dos oligonucleotideos; tampao para PCR 10X; concentragdo de 2,5 mM de MgCl,; 1,0
unidade da enzima Taq polimerase. Os ciclos e as temperaturas da reagdo foram: desnaturagao
inicial a 95°C por 3 min; temperatura de desnaturacdo 94°C por 30 s; temperatura de
anelamento 68°C por 60 s; temperatura de extensdao 72°C por 60 s; e depois de 35 ciclos uma
extensdo final a 72°C por 5 min. Realizou-se uma primeira reacdo com os oligonucleotideos
SIL-A e TALI-B, e, posteriormente, realizou-se um Nested, a partir do produto da primeira
reacdo, com os oligonucleotideos SIL-A com TALI-D (a seqii€éncia dos oligos se encontra na
Quadro 3). Apds a adequacdo da técnica essas reacOes foram utilizadas para identificacdao do
rearranjo SIL-TALI nas amostras de LLA-T recebidas pelo laboratério. A revelagdo da reagao

de PCR foi feita através de gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio.
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Quadro 3: Seqiiéncia dos oligonucleotideos usados nos RT-PCRs para a identificacdo do

transcrito SIL-TALI (Modificada de Leukemia 1999) [49].

Oligos Posicao 5° Seqiiéncia 5°-3’
(tamanho pb)

SIL-A 82 (19) TCCCGCTCCTACCCTGCAA

TALI-B 384 (18) CGCGCCCAGTTCGATGAC

TALI-D 280 (18) CCGCGTCCCGTCCCTCTA

Os casos positivos podem exibir trés tipos de transcritos diferentes devido a ocorréncia
de splicings alternativos (tipo I= 111 pb, o do tipo II= 267 pb, e o do tipo IlI= 351 pb). A
positividade foi considerada quando pelo menos um dos trés splicings alternativos estava
presente, sendo que todas as diferentes combinagdes entre os splicings sdo possiveis. Na

figura 13 pode-se verificar como ocorrem os trés splicings alternativos para este rearranjo.
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Figura 13: Splicings alternativos gerados pela combinagdo das regides rearranjados dos genes SIL e TALI.
(Leukemia 1999) [49]. Nesta figura identificamos os trés tipos principais de transcritos SIL-TALI originados
pela ocorréncia de splicings alternativos entre os éxons destes dois genes. A presenca de qualquer um destes

transcritos € considerada como positividade para a fusdo.

Para detectar a expressao do gene HOX11L2: Esta reacdo se processou de acordo

com os critérios descritos por Mauvieux L e cols [50]. A padronizacdo final foi a seguinte:
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para um volume final de 50,0 ul; 3,0 ul de cDNA; 200,0 uM de concentracdo final de ANTP;
1,0 uM de concentragdo final dos oligonucleotideos; tampao para PCR 10X; concentracdo de
1,5 mM de MgCl,; 1,0 unidade da enzima Taq polimerase. Os ciclos e as temperaturas da
reacdo foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min; temperatura de desnaturagao 95°C por
30 s; temperatura de anelamento 61°C por 60 s; temperatura de extensao 72°C por 60 s; e
depois de 35 ciclos uma extensdo final a 72°C por 5 min. Realizou-se a reacdo com os
oligonucleotideos HOXI11L2-F e HOXIIL2-R, sendo que as seqiiéncias destes oligos se
encontram descritas na Quadro 4. Estas reacdes foram utilizadas para identificacdo da
expressao do gene HOXI1L2 também nas amostras de LLA-T recebidas pelo laboratério. A
revelacdo da reacdo deste RT-PCR foi feita através de gel de agarose 1,5%, corado com

brometo de etidio.

Quadro 4: Seqiiéncia dos oligos usados nos RT-PCRs para a identificacdo da expressao do

gene HOX11L2.
| Oligos Tamanho em pb Seqiiéncia 5’-3’
HOXIIL2-R 20 GCCCAAGCGTAAGAAGCCGC
HOXIIL2-F 20 AGCGCTTTTCCAGCTCGCAG

4.2.7- Extracao de DNA para realizacao dos PCRs do NOTCH1

O método de sal ndo utiliza fenol-cloroférmio e € ideal para sangue fresco ou
congelado, bem como material obtido dos esfregacos de SP e/ou MO.

No inicio do procedimento adicionou-se TLH (tampao de lise de hemdcias)
previamente gelado em um volume 3,5 vezes o volume total de sangue homogeneizou-se bem
e se refrigerou em um recipiente com gelo por pelo menos 30 min. Posteriormente,
centrifugou-se por 20 min a 6000 rpm numa temperatura de 4°C (se possivel), a seguir,

descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com 300,0 ul de TLH, a fim de retirar o



57

excesso de hemadcias junto aos leucdcitos. Homogeneizou-se até que o pellet estivesse solto e

limpo, subseqiientemente, centrifugou-se por 10 min a 6000 rpm.

O procedimento seguiu com a ressuspensao do pellet em 300,0 pl de TLN (tampao de
lise de nicleo), dissolveu-se completamente o pellet e em seguida adicionaram-se 1,5 pl de
SDS 10,0 % e 1,0 ul de proteinase K, homogeneizou-se para posterior incubacdo durante a
noite a temperatura de 56°C. Apds a incubagdo adicionou-se 60,0 pul de NaCl 5,0 M e
centrifugou-se por 30 min numa rotagdo de 6000 rpm a 4°C. Ao término da centrifugacdo o
sobrenadante foi retirado e passado para um novo tubo onde se adicionou em torno de 900,0
ul de etanol absoluto que tornou o DNA insolivel provocando sua precipitagdo. Houve

homogeneizagdo vertendo o tudo e se incubou por 30 min a -80°C.

Em seguida foi centrifugado por 30 min numa rotagdao de 1000 rpm a uma temperatura
de 4°C e entdo o etanol absoluto foi dispensado e se acrescentou 100,0 Oul de etanol 70,0 %
(que teve a funcdo de retirar o excesso do sal), foi centrifugado novamente por 5 min com

uma rotacdo de 10000 rpm (4°C).

O procedimento foi encerrado com o descarte do etanol 70% e a adi¢ao de 30,0-50,0
ul de TE (10mM Tris pH 8,0; 1,0 mM EDTA Na;) ou d4gua mili-Q autoclavada para posterior
incubacdo por 30 min a 68°C, O armazenamento da solugdo resultante foi feito a 4°C (em

geladeira).

4.2.8- Quantificacao do DNA

Ap6s a extragdo do DNA, realizou-se a quantificacdo deste. Para tanto se utilizou um
espectrofotometro (NanoDrop1000), que possuia um programa especifico para quantificacdo
de DNA, neste programa o fator de dilui¢do foi ajustdvel, a unidade de concentracido foi

ng/ul, as absorbancias utilizadas foram de 260 nm e 280 nm. Para a realizacdo da
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quantificacdo utilizou-se 1,0 ul de DNA. A concentracio do DNA foi dada de modo

automdtico pela miquina, de acordo com o programa pré-existente nesta.

4.2.9- PCRs para a amplificacao do NOTCH1

Os éxons amplificados foram o 26, 27 e 34, de acordo com critérios do protocolo
utilizado por Weng AP e cols [44]. Sendo que estes éxons continham 3 dominios: HD
(heterodimerizacdo), PEST (dominio polipeptidico rico em prolina, glutamina, serina e
treonina) e TAD (dominio de transativacdo), onde se localizavam as possiveis mutacdes do
gene em estudo. Para o dominio HD foram necessarios 3 PCRs, sendo que todos eles exigiam
Nested, sendo assim houve um total de 6 PCRs para amplificagdo completa deste dominio. No
caso do dominio PEST realizaram-se um total de 3 PCRs (um com Nested e um simples). E
para o TAD foram 2 PCRs, sendo que o segundo foi Nested do primeiro. Deve-se considerar
que na literatura, os dominios PEST e TAD sdo ditos como sendo tnico por se localizarem
ambos no éxon 34 e chamados em conjunto simplesmente de PEST. A Figura 14 ilustra
através de um gel os resultados dos PCRs para o NOTCHI, dominios HD e PEST (PEST e
TAD). Todas as seqii€éncias dos oligonucleotideos especificos para cada dominio foram

listadas na Quadro 5.
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Quadro 5: Seqiiéncia dos oligos usados nos PCRs para a amplificagdo dos dominios do gene

NOTCHI] (Science 2004) [45].

| Oligos Seqiiéncia 5°-3’

| Dominio HD

| HD-A AGCCCCCTGTACGACCAGTA
| HD-B CTTGCGCAGCTCCTCCTC

| HD-C GACCAGTACTGCAAGGACCA
| HD-D TCCTCGCGGCCGTAGTAG

| HD-E GTGCTGCACACCAACGTG

| HD-F GAGGGCCCAGGAGAGTTG

| HD-G GCACACGGCCAGCAGATGAT
| HD-H CGCCGGGTCTCACTCAC

| HD-1 GTGGCGTCATGGGCCTCA

| HD-J TAGCAACTGGCACAAACAGC
| HD-L CATGGGCCTCAGTGTCCT

| HD-M GCACAAACAGCCAGCGTGTC
| Dominio PEST

| PEST-A GCAGCATGGCATGGTAGG

| PEST-B AACATGTGTTTTAAAAAGGCTCCTC
| PEST-C AAACATCCAGCAGCAGCAAA
| PEST-D CACAGGCGAGGAGTAGCTGTG
| PEST-E GTGACCGCAGCCCAGTTC

| PEST-F AAAGGAAGCCGGGGTCTC

| Dominio TAD

[7AD-A AGACTGGCCCACCTCGTCTCT
| 7AD-B GCTCTCCACTCAGGAAGCTC
| TAD-C CGTCTCTCCCACCTGCCTGT
| 7AD-D CTGAGCTCACGCCAAGGT
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Figura 14: Géis de agarose 1,5% ilustrando alguns dos resultados dos PCRs do NOTCH]I. O primeiro gel é
correspondente ao dominio HD, o segundo ao PEST e o terceiro ao TAD. PM= peso molecular; CP= controle

positivo; CN= controle negativo, e os nimeros de 1 a 11 representam os casos.

4.2.10- DHPLC na deteccao inicial das mutacoes do NOTCH1

A detec¢do de mutagdes nos éxons 26, 27, e 34 do NOTCHI1 foi executada através de
PCRs submetidos a desnaturacdo por denaturing high pressure liquid chromatography
(DHPLC) que usou um sistema de andlise de fragmentos por ondas de DNA, sendo o

aparelho equipado com um cartucho de DNASep HT.

Os Amplicons para a andlise de mutagdes foram gerados através de combinacgdes dos
oligonucleotideos citados acima. Antes da andlise por DHPLC, os produtos gerados pelos

Nesteds dos PCRs foram desnaturados a 95°C por 5 minutos € passaram por um ramp
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gradativo que reduziu a temperatura até 40°C usando, para tanto, um termociclador. O
objetivo foi permitir a formagao de homo e heteroduplexes nas amostras em heterozigose para

um alelo mutante (Figura 15).

Os fragmentos gerados pelos PCRs (15,0-30,0 pl por a amostra) foram injetados no
cartucho de DNASep HT para a andlise. Os produtos foram eluidos em uma taxa de fluxo
constante de 1,5 ml/min com um gradiente linear de acetonitrila determinado pelo software de
Navigator (Transgenomic) baseado no tamanho e no conteido GC dos amplicons. O
gradiente foi produzido combinando o tampao acetato de 0,10 M (TEAA) (pH7)

(Transgenomic) e o tampao B (0,10 M TEAA com 25,0 % acetonitrila) (Transgenomic).

Os perfis de eluicdo dos fragmentos de DNA, monitorados pelo sistema UV de
deteccao, foram usados para produzir cromatogramas. Os picos de homo e heteroduplexes
foram detectados entre o pico de injecdo inicial, produzido por nucleotideos residuais e por

oligonucleotideos em reacao, e pelo de estdgio de lavagem (pico de saida).

Os perfis de anelamento para os produtos dos Nesteds, variando de 276 a 452 pares de
base, foram construidos usando o Navigator Software. Conseqlientemente, o seqiienciamento
direto foi executado em algumas das amostras com o0s cromatogramas que indicam as

espécies que eluiram antes do homoduplex normal.
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Figura 15: Formacdo de homo e heteroduplex através da reagdo de ramp. Quando o produto da PCR

e Y

pertence a uma amostra que ndo apresenta mutacdo, as fitas senso e anti-senso do amplicon sdo
totalmente complementares e, neste caso, esta fita é chamada de homoduplex. Quando o paciente é
heterozigoto para a mutagdo a fita mutante senso e anti-senso ndo formam apenas o homoduplex, mas
também o heteroduplex através do reanelamento da desnaturagdo da fita selvagem e da fita mutada

como € mostrado na figura.

4.2.11- Seqiienciamento direto para deteccio apurada de mutacoes do NOTCH1

Quando a andlise por DHPLC sugeriu a ocorréncia de mutacdes, o passo subseqiiente
foi analisar estas amostras por seqiienciamento direto. Para tanto os amplicons gerados pelos
PCRs do gene NOTCH1 foram purificados, sendo que esta etapa se realizou utilizando-se o
kit GFX DNA and GEL Band Purification (GE Healthcare). O resultado desta purificacdo foi
corrido o em gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etideo para, assim, assegurar a
presenca de DNA 1integro e efetivamente purificado. Subseqiientemente submeteram-se essas
solucdes de DNA purificado a uma reacdo especifica no termociclador com o seguinte
programa: 95°C por 20 s, 50°C por 15 s, e 60°C por 1 min sendo repetido em 25 ciclos. Nesta
reacdo utilizaram-se 5,0 pl do purificado, adicionando-se a este 4,0 pl de solugdo para

seqiienciamento (DYEnamyc™ ET Dye Terminator Cycle Sequency Kit for MegaBace DNA
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Analysis Systems, Amersham Biosciences) e 1,0 ul de oligonucleotideo com concentra¢ao de
5,0 mM.

O produto gerado pela reacdo acima foi, entdo, precipitado utilizando-se 1,0 ul de
acetato de amonia, acrescido de 27,5 ul de etanol absoluto. Esta solucao foi centrifugada por
30 min a 13200 rpm. Descartou-se o sobrenadante, acrescentando-se, posteriormente, 150,0
ul de etanol 70,0 %. Procedeu-se nova centrifugacdo por 15 min a 13200 rpm. O
sobrenadante resultante foi descartado e realizou-se completa secagem do pellet a 95°C por 3
min em banho seco. Na tltima etapa ressuspendeu-se o pellet em 10 ul de tampao de corrida

proprio do Kit MegaBace (Formamide Loading Buffer).

Os reagentes usados nas reagdes de PCR e de precipitacdo estavam de acordo com o
tipo de seqiienciador utilizado para andlise, sendo no nosso caso, pertencentes ao kit
DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Premix For MegaBACE DNA Analysis
Systems (Amersham Biosciences). Os eletroferogramas gerados pelo seqiienciador foram
analisados através do programa BioEdit Sequence Alignment Editor, a fim de se identificar ou

ndo a ocorréncia de mutacgoes na seqiiéncia do DNA.

4.3) ANALISE ESTATISTICA

Para descricdo dos dados foi efetuada andlise descritiva da distribui¢do das varidveis
do estudo, através da determinacdo de medidas de tendéncia central e de dispersdo para as
varidveis continuas, e de distribuicdes de freqiiéncia para as varidveis categoricas.

Na andlise bivariada, foram exploradas as relacdes entre diagndstico e status do CD10,
status do SIL-TALI, expressdao do HOX11L2, e status do NOTCHI. A significancia estatistica
entre os diferentes grupos estudados foi calculada utilizando o teste do Qui-quadrado com os

intervalos de confianca de 95,0 %. A magnitude de associacdo entre as diferentes alteracoes
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moleculares estudadas foi determinada usando odds ratios (OR). O p valor < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

Foi efetuada andlise através do método de Kaplan Meyer usado para estimar a
sobrevida em 36 meses nos casos de LLA-T de acordo com cada alteracdo (CD10, SIL-TALI,
HOXI11L2 e NOTCHI). Considerou-se como desfecho (falha) todos os casos de Obito
ocorridos durante o periodo de seguimento. Os individuos que permanecerem vivos ao final
do periodo de seguimento foram considerados como censura. Todas as andlises foram feitas

utilizando o pacote estatistico SPSS (SPSS version 13.0 Inc, Chicago, IL, USA 2004).
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S. RESULTADOS

5.1) ANALISES DE FREQUENCIAS

5.1.1- Caracteristicas Clinico-demograficas das Amostras

No presente estudo, foram analisados 170 casos de LLA-T, provenientes de pacientes
com idade entre 1 e 21 anos, e dois individuos sadios (pai € mae pertencentes a familia). As
principais caracteristicas clinico-demograficas destas amostras estdo descritas na Tabela 1.
Observamos que para os pacientes do estudo houve uma média de idade de 9,14 anos;
predominancia do sexo masculino (77,1 %) com uma propor¢do de homens em relacdo a
mulheres de 3,4: 1; 63,5 % com a cor da pele definida como ndo-branca (Tabela 1). A respeito
da contagem leucocitdria (leucometria) verificamos que em 45,9 % das amostras ela foi
inferior ou igual a 50x10%/ mm; o alargamento de mediastino ocorreu em 35,3 % dos casos, €
o aumento dos linfonodos em 30,0 % deles (Tabela 1). Quanto a origem regional, 42
pacientes eram procedentes da regido sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo), 22 da regido
centro-oeste (Goids e Mato Grosso do Sul) e, a grande maioria, 106 eram do nordeste do pais

(Bahia, Pernambuco e Paraiba).



Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinico-laboratoriais da coorte analisada.

Caracteristicas das LLAs-T Grupo Total
n (%)
Idade (anos)
0-9 90 (52,9)
10-21 80 (47,1)
Sexo
Masculino 131 (77,1)
Feminino 39 (22,9)
Cor da Pele
Branca 62 (36,5)
Naio-branca 108 (63,5)
Aumento de Linfonodos
Sim 51 (30,0)
Nao 83 (48,8)
Na 36 (21,2)
Alargamento de Mediastino
Sim 60 (35,3)
Nio 72 (42,4)
Na 38 (22,3)
Leucometria (x10°/mm)
<50 78 (45,9)
51-100 26 (15,3)
>100 66 (38,8)
Imunofenétipo
CDla" 49 (28,8)
CDla 113 (66,5)
Na 8 (4,7)
Status do CD10
CD10" 56 (32.9)
CD10 98 (57,6)
Na 16 (9,4)
EGIL™
T-I 12 (7,1)
T-1I 34 (20,0)
T-11I 49 (28,8)
T-IV 67 (39,4)
Na 8(4.7)

Total 170 (100)

66
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Observacoes: *Dos 170 casos, 16 ndo tiveram analise do status do CD10. *Em toda a coorte, 8 dos
170 casos nao foram classificados de acordo com os critérios EGIL; Na= corresponde aos casos nao

avaliados.

5.1.2- Analises dos Imunofenétipos

As andlises de imunofendtipo foram realizadas em todos os 170 casos, os resultados
deste método foram usados ndo sé para a definicdo da linhagem envolvida na doenca, como
também para a avalia¢do do status de dois antigenos destacados neste trabalho, CD1a e CD10.
Além disso, a partir do padrao de expressdo dos antigenos cCD3, CD7, CD5, CD2, CD4,
CD8, CDla e mCD3 procedemos a classificacdo das células T em estdgios maturativos de
acordo com os critérios EGIL.

A avaliagdo dos marcadores imunofenotipicos demonstrou que o antigeno CD10 foi
positivo em 36,4 % dos 154 casos analisados; enquanto o CD1a* respondeu por 28,8 % das
162 amostras analisadas (Tabela 2). A respeito da maturidade celular houve uma
predominancia (39,4 %) de células que exibiam o subtipo T-IV, caracterizado pela
combinacdo CD1a/mCD3".

E importante ressaltar que a classificacdo das LLAs-T, em niveis maturativos, deve ser
feita através da combinagdo de positividade e negatividade entre determinados antigenos. Este
comentdrio se faz pertinente ao compararmos os resultados do subtipo T-IV da classificacdo
EGIL descrito na Tabela 1 com os dados de mCD3" da Tabela 2. A diferenca encontrada serd

devidamente discutida no momento oportuno.
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Tabela 2: Resultados dos testes imunofenotipicos.

Marcadores n+ n Total %
TdT'/ CD3* 81 123 65,9
CD7'/ CD4/ CD§ 18 128 14,1
CDIa* 49 162 28,8
CD4'/ CDS8* 74 139 53,2
CD4'/ CD& 12 139 8,6
CD4/CDS8* 26 139 18,7
mCD3* 69 162 42,6
CDIO* 56 154 36,4

Abreviacdes: CD= cluster differentiation; n = nimero de amostras; n+= nimero de amostras positivas.

5.1.3- Freqiiéncia do Rearranjo SIL-TALI
Neste estudo, 168 casos foram analisados por RT-PCR quanto a presenca do rearranjo

SIL-TALI, destes 41 foram positivos (24,4%) conforme distribui¢do na figura 16.

PM CPCN 1 2 3 4 5 & 7 8% 9 10 11 12 13 14 15

24,40%

O Positivo
H Nepgativo

75,60%

Figura 16: Ilustracdo dos resultados do SIL-TALI com gel de alguns dos 41 casos analisados e grifico dos
resultados percentuais. PM= peso molecular; CP= controle positivo; CN= controle negativo e os ndmeros
representam alguns dos casos. No controle positivo podemos identificar trés bandas de tamanho distinto, elas
representam os splicings alternativos possiveis entre os éxons dos genes SIL e TALI. E importante ressaltar que a

presenca de uma unica banda é suficiente para que o caso seja considerado SIL-TALI+.

Como dito anteriormente, a positividade para o SIL-TALI foi considerada quando
ocorria pelo menos um dos trés tipos de splicing possiveis. Nesta coorte encontramos

amostras onde coexistiam os trés tipos de splicings (n= 7); em 8 delas haviam dois tipos de
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transcritos (4 casos exibindo os tipos I e II, 1 com os transcritos I e III, € 3 com os tipos Il e
IIT); e em 26 amostras observamos a ocorréncia de somente um tipo (15 casos com o tipo I, 9

com o do tipo II, e 2 casos com o transcrito III).

5.1.4- Presenca do Gene HOX11L2

Para a andlise qualitativa da presenca do HOXI11L2, foram testadas 148 amostras
devido a disponibilidade de cDNA da coorte. A expressao génica anomala foi detectada em

17 casos (11,5 %), alguns dos casos HOX11L2" estio representados na Figura 17.

PMCNCP 3 4 5 6 7 & 9% 10 11

100
80 |
60 |

W Positivo
40 4 O Negativo

M42p 20 -

Expressao do HOX¥11L2

Figura 17: Ilustracdo dos resultados do HOXIIL2 com gel de agarose 1,5% com alguns dos 148 casos
analisados e grafico dos resultados percentuais. PM= peso molecular; CP= controle positivo; CN= controle

negativo e os nimeros representam casos.

5.2) MUTACOES DO NOTCH1

O rastreamento em busca de mutacdes no gene NOTCH 1 foi realizado em 68 amostras
desta coorte, € se mostrou uma analise consideravelmente laboriosa. Primeiramente, foram
realizadas amplificacdes dos DNAs para os dominios HD e PEST, representando 11 reacdes

para cada caso, necessdrias para o completo rastreamento dos éxons 26, 27 e 34. A partir dos
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produtos amplificados a andlise passou, entdo, a ser feita através de corrida no DHPLC,

exemplos do perfil das curvas geradas por este método estdo demonstrados na Figura 18.

Domimo HD Dominio PEST
= . ) n
I Controle I|I \ —— Controle
/ — (aso I.I I|I — (Caso
I,F' 362/06 / IH 196/05

/ "\

A /' 2 \ l'\.".
.--"'/ ¥ e —

— _-___.,_-—-'—":-:"_ T i — —

Figura 18: Curvas do DHPLC ilustrando muta¢des do NOTCHI nos dominios HD e PEST. No primeiro quadro em
vermelho estd o controle sem altera¢do e em roxo o caso com o dominio HD mutado, no segundo quadro em roxo estd o

controle sem mutag@o e em azul o caso com mutagdo no PEST. As diferengas entre o perfil das curvas dos controles para

a dos casos € que sugere a presencga de alteragao.

Com a conclusdo dos processos descritos acima, identificamos mutacdes no NOTCH1
em 56 (82,4 %) dos 68 casos. Analisando separadamente cada dominio, observamos que
mutacdes exclusivas do dominio HD corresponderam a 16,2 % (n= 11), 8,8 % (n= 6)

ocorreram somente no PEST, € 57,4 % (n= 39) acometeram ambos 0s dominios.

A técnica de seqiienciamento direto foi realizada apenas para o dominio HD, pois por

problemas técnicos, os outros dominios (PEST e TAD) ndo puderam ser seqiienciados. As

mutacdes identificadas por esta técnica estdo ilustradas na figura 19.
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4845 A>C 4781 T>C
Caso 132101 1 Case 23501 1
FOG GG AGCTCAGCAGC T GC T GO AC ACT A2 GC TITCC TICCAC TTCC((TGCG GG AGCTCAGCC
umumm m‘bmgmﬂ MWMWMWWMWM
4786 C>T 4382 G>C
Caso 207/01 l Caso 018/03 l

CoC GG C TTAGC WCC G CAG G AT G TGGA L, ACAGH CTOD ACAGCGCGOAGTOC GAGT OGGAC G OGGCT GC

c4670 G>T
c4757T>C
Caso 230/01 l Caso 057/03 *

CAGCGCGGAG TGC GAG TVIGGACGGGCTGGACTGTIGCGG GA TGCC GCC GG AGCAGC(T GCGCAACAGCTCC

Figura 19: Eletroferogramas ilustrando algumas mutagdes no dominio HD do NOTCH]I. Nesta figura todos os

eletroferogramas indicam mutacdes pontuais identificadas no dominio HD, onde ocorreram trocas simples de

bases nitrogenadas (apontadas pelas setas).

5.3) DESCRICAO DA FAMILIA

Dentro desta andlise de mutacdes do NOTCHI, destacamos e descreveremos com
especial atencdo, 4 amostras pertencentes a uma familia, na qual havia duas irmas com LLA-
T e seus pais. Estas pacientes provenientes do Rio de Janeiro foram hospitalizadas, em
momentos distintos, no Hospital do Cancer-1 (INCA), entre os anos de 1988 e 1989, com
quadro clinico de leucemia aguda. As irmas ndo eram gemelares e tinham 18 e 15 anos de
idade ao diagnoéstico. As amostras do SP e MO da irma de 18 anos deram entrada em nosso
laboratério no inicio de 1988 e da de 15 anos em meados de 1989, e diagnosticou-se LLA-T

em ambas. No processo do tratamento destas pacientes, foram solicitadas amostras da familia
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(pai e mae) para estudos, com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes genéticas familiares
que explicassem a ocorréncia da mesma leucemia em irmas nao-gemelares.

Todo material biolégico deste periodo foi adequadamente congelado em freezer -80°C.
Nao conseguimos obter RNA das amostras congeladas para realizacdo dos RT-PCRs do SIL-
TALI e HOX11L2, mas o DNA de todos os integrantes da familia foi extraido com sucesso e
analisado para muta¢des no NOTCHI.

Através da andlise por DHPLC, vimos que para o dominio HD, ambas as irmas
apresentaram mutagdo, e os pais foram normais. No caso do dominio PEST, o mesmo foi
observado, as irmds com muta¢do, enquanto os pais foram normais (Figura 20). Por
seqiienciamento, confirmaram-se as mutacdes do dominio HD detectadas inicialmente pelo
DHPLC (Tabela 3).

Tabela 3: Descri¢do das mutagdes no dominio HD do NOTCH 1 nos casos familiares.

Amostras Dominio cDNA Proteina
Irma 1 HD c.4735_4737delGTG p-Vall578del
Irma 2 HD c.4735_4737delGTG p-Vall578del
Pai HD normal normal
Mae HD normal normal

D MNormais

E HD moutado

PEST muiado
D TAD normal

Figura 20: Mutacdes do NOTCHI nos casos familiares. As divisdes do heredograma representam os trés
diferentes dominios do NOTCHI: HD, PEST e TAD, respectivamente. Pelo heredograma vimos que ambas as
irmds ndo-gemelares possuem mutagdo nos dominios HD e PEST, mas ndo no dominio TAD. Para o dominio
HD a mutacdo detectada por DHPLC foi confirmada por seqiienciamento como sendo a mesma para ambas as

irmds. Os pais sdo normais para todos os trés dominios.
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5.4) CORRELACAO DOS RESULTADOS

5.4.1- Correlacao dos Marcadores com as Caracteristicas Clinico-Demograficas

Fazendo uma andlise dos parametros clinico-demograficos dos pacientes cujas
amostras exibiram SIL-TALI*, observamos que o sexo masculino foi predominante (82,9 %),
nas mesmas proporcdes observadas na coorte total; os individuos nio-brancos representaram
63,4 % dos casos; a média de idade foi de 9,9 anos; e que 56,1 % das amostras exibiram

contagem leucocitdria superior a 100x10*/ mm (Tabela 5).

Em relacdo as amostras com expressdo positiva para o HOX11L2, encontramos uma
média de idade de 8,9; predominancia do sexo masculino que representou 94,1 % das
amostras; os pacientes com a cor da pele ndo-branca corresponderam a 70,6 %; e a maioria

dos casos apresentou uma leucometria inferior ou igual a 50x10°/ mm (Tabela 5).

Nos casos com o NOTCHI mutado, observamos as seguintes caracteristicas: uma
média de idade de 9,7 anos; a maioria dos pacientes do sexo masculino 78,6 %; os pacientes
com a cor da pele ndo-branca corresponderam a 57,4 %; e 25 casos apresentaram leucometria

inferior ou igual a 50x10%/ mm (Tabela 4).

A respeito dos casos CD10", verificamos 7,8 anos como média de idade; sexo
masculino predominante correspondendo a 83,9 % dos casos; cor da pele ndo-branca em 33

pacientes e leucometria inferior ou igual a 50x10% mm em 51,8 % das amostras.

Para as amostras que expressaram CDla, obtivemos como caracteristicas: média de
idade de 8,9 anos; predominancia de individuos do sexo masculino (77,6 %); cor da pele ndo-
branca em 63,3 % dos pacientes; e contagem leucocitdria superior a 100x10°/ mm em 24

amostras.

Quando comparadas as distribui¢des dos tipos de alteracdes genéticas com as varidveis

clinico-demogréficas, por meio do teste qui-quadrado, observou-se diferengas estatisticamente
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significantes apenas para a correlagio NOTCHI com idade, na qual vimos que o NOTCHI

mutado foi prevalente acima dos 9 anos de idade (p=0,015) (Tabela 4).

Tabela 4: Caracterizacdo dos casos em fungdo do status do gene NOTCH1.

NOTCHI normal NOTCHI mutado  p-valor®

n (%) n (%)
Jldade
1-9 9 (75.0) 27 (48.2) 0,015
10-21 3 (25.0) 29 (51.8)
Sexo
Masculino 7 (58.3) 44 (78.6) 0.136
Feminino 5(41.7) 12 (21.4)
Leucometria(x10°/mm)
<50 6 (50,0) 26 (46,4) 0,510
50-100 1(8,3) 9 (16,1)
> 100 5(41,7) 21 (37,5)
Imunofenotipo
CDla" 1(8.3) 22 (39,3) 0,147
CDla 9 (75,0) 33 (58,9)
Na 2 (16,7) 1(1,8)
CDI10" 3 (25.0) 18 (32.1) 0,510
CD10" 7 (58.3) 32 (57.2)
Na 2 (16.7) 6 (10.7)
Total 12 (100) 56 (100)

Observacio: Na= corresponde aos casos ndo avaliados; * Andlise estatistica efetuada através do teste

do qui-quadrado.

5.4.2- Correlacao dos Imunofendtipos com as Alteracoes Genéticas

Analisamos a correlacio entre imunofendtipo e ocorréncia do SIL-TALI, verificamos
que nos casos positivos para o rearranjo houve 10 casos com CD10" e 27 com CD10™ (Tabela
5). Em relacdo ao antigeno CDla, este esteve presente em 15 casos com SIL-TALI". Ao
correlacionar o SIL-TALI com etapa maturativa das células T, vimos uma predominancia dos
dois estdgios mais maduros T-11I (36,6 %) e T-IV (41,5 %) (Tabela 5).

Avaliando o padrio imunofenotipico das amostras com expressio do HOXI1IL2,
observamos que 52,9 % (n= 9) dos pacientes apresentaram CD10" e HOXIIL2",

concomitantemente, € que em relagdo ao grau de maturacdo das células o estagio T-IV foi o
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mais freqiiente, correspondendo a 41,2 % das amostras (Tabela 5). O marcador CDla se
expressou em 29,4 % (n= 5) pacientes com HOXI1L2".

Sobre as amostras com o NOTCH I mutado, observamos que o estdgio maturativo com
CDla" (T-III) prevaleceu, representando 33,9 % dos casos, e que em 18 pacientes o0 CD10
também foi positivo (Tabela 4).

Nas anélises que correlacionam imunofendtipo com as alteragdes genéticas, foi
encontrada diferenca significativa estatisticamente somente entre o imunofenétipo CD10" e

HOXI1L2" (p=0,057) (Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas demograficas e clinico-laboratoriais dos casos de acordo com o

status do SIL-TALI e HOX11L2.

SIL-TAL1® SIL-TALT p-valor‘ HOX11L2Y HOXI11LY p-valor’
n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade
1-9 18 (43,9) 72 (56,7) 0,106 9(52,9) 69 (52,7) 0,595
10-21 23 (56,1) 55 (43,3) 8 (47,1) 62 (47,3)
Sexo
Masculino 34 (82,9) 97 (76,4) 0,258 16 (94,1) 104 (79,4) 0,125
Feminino 7(17,1) 30 (23,6) 1(5,9) 27 (20,6)
Leucometria(x103/mm)
<50 14 (34,2) 64 (50,4) 0,377 8 (47,1) 60 (45,8) 0,563
50-100 6 (14,6) 20 (15,7) 3(17,6) 20 (15,3)
> 100 21 (51,2) 43 (33,9) 6 (35,3) 51 (38,9)
Cor da Pele
Branca 15 (36,6) 45 (35,4) 0,518 5(29,4) 47 (35,9) 0,407
Nao-branca 26 (63,4) 82 (64,6) 12 (70,6) 84 (64,1)
EGIL
T-T 4(9,7) 8(6,3) 0,323 3(17,6) 8 (6,1) 0,380
T-11 5(12,2) 29 (22,8) 2(11,8) 26 (19,8)
T-II1 15 (36,6) 32 (25,2) 5(29,4) 37 (28,3)
T-IV 17 (41,5) 50 (39,4) 7 (41,2) 54 (41,2)
Na 0(0,0) 8(6,3) 0 (0,0) 6 (4,6)
Imunofenétipo
cpiot 10 (24,4) 46 (36,2) 0,123 9 (52,9) 42 (32,1) 0,057
CD10" 27 (65,9) 71 (55,9) 6 (35,3) 78 (59,5)
Na 4(9,7) 10 (7,9) 2(11,8) 11 (8,4)
Total 41 (100) 127 (100) 17 (100) 131 (100)

Observacio: Na= corresponde aos casos nio avaliados; * Analise estatistica efetuada através do teste

do qui-quadrado.
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5.4.3- Coexisténcia das Alteracoes Genéticas

Dos 170 pacientes, apenas em um caso coexistiram SIL-TALI" e HOXI11L2*, e além

desta dupla positividade, este caso também apresentou CD10" (Figura 21).

PM CP CN 1 PM CN CP 1

35lph 242ph

Marker Left Right Events % Gated Marker Left Right Events % Gated

Al 1, 8810 15693 10000 A1, 8810 11284 100.00
11 1, 11 421 268 M1 1, 1 304 270

M2 11, 8910 15273 97.32 M2 11, 9910 10906  96.82

2
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Figura 21: Caso SIL-TALI, HOX11L2 e CDI10 positivos. Esta figura representa um caso bastante interessante
onde encontramos a coexisténcia da fusdo SIL-TALI e da expressdo do HOXI1L2 (representadas nas fotos dos
géis), além da expressdo positiva do CD10 (demonstrada no gréfico de citometria). A ocorréncia concomitante
destas duas alteracdes em um mesmo blasto leuc€mico € um evento bastante raro e ndo hd descricdo deste

achado na literatura.

Conforme mostrado na Tabela 6, encontramos a maior freqiiéncia de coexisténcia
positiva de alteragdes na combinagio SIL-TALI*, HOX11L2 e NOTCHI mutado (n= 18). Em
relacdio ao padrdo imunofenotipico destes, apenas 3 tiveram CD10", e prevaleceram T-1II e T-
IV (6 e 7 casos, respectivamente). A média de idade foi de 8,4 anos, 16 eram do sexo
masculino e 2 feminino, com predominio de leucometria superior a 100x10*/ mm. A cor da
pele de 10 deles era nao-branca.

Uma outra combinacdo que demonstrou um ndmero expressivo de casos, mas sem

coexisténcias positivas, foi SIL-TALI", HOXI11L2 e NOTCHI mutado (n= 26) (Tabela 6). A
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imunofenotipagem dos casos com este perfil revelou 12 amostras com CD10*, e 11
apresentando o estdgio maturativo caracterizado pelo CDla" (T-III). Clinico-
demograficamente, a média de idade foi de 10,3 anos, o sexo masculino representou 80,8 %
dos casos (n= 21), a leucometria predominante foi inferior ou igual a 50x10°/ mm, € em
relacdo a cor da pele, 6 individuos eram brancos e 20 ndo-brancos.

A respeito da concomitincia de HOX/11L2 e NOTCHI mutado, constatamos que 5
casos foram HOXI1L2" e NOTCHI mutado, sendo que 3 deles exibiram CD10" (Tabela 6). A
média de idade foi de 6,4 anos, o estdgio maturativo mais freqiientes foi T-IV (2 pacientes),
todos eram do sexo masculino, trés pacientes eram ndo-brancos e a leucometria foi variada.

Foram calculadas as odds ratios das associagdes entre os tipos de alteragdes imuno-
moleculares analisadas neste estudo, ndo tendo sido observada nenhuma associacdo

estatisticamente significante (Tabela 7).

Tabela 6: Coexisténcia das alteracdes genéticas analisadas.

Combinacaes das Alteracies n+ n Testado %
SIL-TAL1+/ HOX11L2+/ NOTCHI mut 0 64 0,0 %
SIL-TALI+/ HOX11L2+/ NOTCHI nor 0 64 0,0 %
SIL-TALI+/ HOX11L2-/ NOTCHI mut 18 64 28,1 %
SIL-TALI-/ HOX11L2+/ NOTCHI mut 5 64 7,8 %
SIL-TALI-/ HOX11L2+/ NOTCH]I nor 2 64 3,1%
SIL-TALI-/ HOX11L2-/ NOTCHI mut 26 64 40,6 %

SIL-TALI-/ HOX11L2-/ NOTCH]I nor 4 64 6,3 %
SIL-TALI-/ HOX11L2 na/ NOTCHI mut 4 64 6,3 %
SIL-TALI-/ HOX11L2 na/ NOTCHI nor 3 64 4,7 %

SIL-TALI+/ HOX11L2+/ NOTCHI na 1 148 0,7 %

SIL-TALI+/ HOX11L2-/ NOTCH]I na 19 148 12,8 %

SIL-TALI-/ HOX11L2+/ NOTCH]I na 10 148 6,8 %

SIL-TALI-/ HOX11L2-/ NOTCHI na 62 148 41,9 %
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Observacao: na= ndo avaliado; mut= mutado; nor= normal. As 4 amostras pertencentes a familia s6

foram avaliadas para o NOTCH ], por isso ndo foram acrescentadas nesta andlise, logo o n= 64.

Tabela 7: Anélise das associagOes entre as alteragdes imuno-moleculares.

CD10 CDla SIL-TALI HOX1112
OR (IC 95,0 %) OR (IC95,0%) OR(IC95,0%) OR(IC 95,0 %)
CD10 - = = =
CDl1a | 196 (0.97-3.99) - - -

NOTCH1 1,31 (0,30-5.71) 3.00(0,59-15.0)  2.06 (0,39-10.7) 0,68 (0,07-6.87)

5.4.4- Andlise das Caracteristicas Clinico-demograficas e Genéticas de acordo com
Protocolo Terapéutico

Analisando a distribuicao dos tipos de protocolo terapéuticos utilizados em funcao das
caracteristicas clinico-demogréaficas e genéticas foram encontradas diferencas estatisticas
significativas para a cor da pele (p= 0,004), para o imunofenétipo CD1a (p= 0.006) e para a

classificacao EGIL (p= 0.006) (Tabela 8).
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Tabela 8: Caracterizagdo genética e clinico-demografica dos casos de acordo com o

protocolo terapéutico usado.

Caracteristicas das LLAs-T Protocolo Protocolo Grupo Total p-valor*
GBTLI n (%) BFM n (%) n (%)
Idade (anos)
0-9 66 (50,0) 24 (63,2) 90 (52,9) 0,098
10-21 66 (50,0) 14 (36,8) 80 (47,1)
Sexo
Masculino 100 (75.8) 31 (81,6) 131 (77,1) 0,278
Feminino 32 (24,2) 7 (18,4) 39 (22,9)
Cor da Pele
Branca 41 (31,1) 21(55,3) 62 (36,5) 0,004
Naio-branca 91 (68.,9) 17 (44,7) 108 (63,5)
Leucometria (x10°/mm)
<50 61 (46,2) 17 (44,7) 63 (37,1) 0,148
51-100 17 (12,9) 9(23,7) 30 (17,6)
>100 54 (40,9) 12 (31,6) 77 (45,3)
Imunofenétipo”
CDla* 31(23.5) 18 (47,3) 49 (28,8) 0,006
CDla 95 (72,0) 18 (47,3) 113 (66,5)
Na 64,5 2(5,3) 8(4,7)
cpiot 42 (31,8) 14 (36,8) 56 (32,9) 0,432
CDI10 76 (57,6) 22 (57,9) 98 (57,6)
Na 14 (10,6) 2(5.3) 16 (9.4)
EGIL"™
T-I 12 (9,1) 0 (0,0) 12 (7,1) 0,006
T-II 25 (18,9) 9(23,7) 34 (20,0)
T-IIT 31 (23,5) 18 (47,3) 49 (28,8)
T-IV 58 (44,0) 9(23,7) 67 (39,4)
Na 6 (4,5) 2 (5,3) 8 (4,7)
Alteracoes Genéticas
SIL-TALI" 35(26.5) 6 (15.8) 41 (24,1) 0,115
HOX11L2" 15 (11.4) 2(5.3) 17 (10,0) 0,239
NOTCHI mut 42 (31,8) 13 (34,2) 56 (32,9) 0,644
Total 132 (100) 38 (100) 170 (100)

Observacoes: *Dos 170 casos, 16 ndo tiveram analise do status do CD10. *Em toda a coorte, 8 dos

170 casos ndo foram classificados de acordo com os critérios EGIL; Na= correspondem aos casos nao

avaliados. * Andlise estatistica efetuada através do teste do qui-quadrado.
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A sobrevida global em 36 meses foi de 60,8 %, no que se refere ao tipo de protocolo

de tratamento utilizado, a sobrevida em 36 meses variou de 62,8 % para os pacientes tratados

com o protocolo GBTLI para 45,3 % para aqueles tratados com o BFM (Figura 22).
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Figura 22: Curvas da sobrevida global dos pacientes e da sobrevida em funcdo do protocolo de tratamento

utilizado. Pela curva em relacdo ao tratamento observamos que hd uma melhor sobrevida para os pacientes

tratados com o protocolo GBTLI (62,8 %) do que para os tratados com o BFM (45,3 %), porém sem

significancia estatistica.

Os marcadores analisados de forma univariada para sobrevida aos 36 meses foram

idade, sexo, cor da pele, leucometria, CD10, CDl1a, classificagao EGIL, SIL-TALI, HOX11L2,

NOTCHI1 e protocolo de tratamento (GBTLI ou BFM), ndo houve diferencas significativas

em nenhuma das situagdes analisadas.



Cum Survival

81

Quando se verificou a sobrevida aos 36 meses de acordo com status do antigeno
CD10, observou-se um declinio da sobrevida de 61,6 % nos casos com CD10 para 55,4 %
nos casos com CDI10", como observado na Figura 23. A respeito do status do CDla, a
sobrevida em 36 meses praticamente ndo apresentou diferenca entre os pacientes com CD1a*

e os com CD1a’, correspondendo a 59,6 % e 58,9 %, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23: Sobrevida em 36 meses de acordo com o status dos antigenos CD10 e CD1a. Considerando o status
do CD10 a sobrevida foi menor para os pacientes que exibiam o CDI10Y (55,4 %), e em relacdo a status do CDl1a,

os pacientes CDla tiveram menor sobrevida. Em ambos as andlises os resultados ndo foram significantes

estatisticamente.
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Em relacdo ao status do SIL-TALI, constatou-se que aos 36 meses houve uma reducao

da sobrevida de 60,7 % nos casos com SIL-TALI para 53,9 % nos que apresentam SIL-

TALI". Para status do HOX11L2, a sobrevida em 36 meses se mostrou relativamente pior para

os pacientes com HOXI1L2" (36,4 %), quando comparados aos com HOXIIL2 (57,6 %),

ambas as curvas estao ilustradas na Figura 24.
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Figura 24: Curvas de sobrevida dos pacientes de acordo com o status do rearranjo SIL-TALI e do HOXI11L2.

Analisando as curvas vemos que para em rela¢do ao rearranjo SIL-TALI, os pacientes com SIL-TALI™ (60,7 %)

apresentaram melhor sobrevida do que os com SIL-TALI", € no caso do HOX11L2, a sobrevida foi melhor para

os pacientes HOX11L2 (57,6 %). Todos os resultados foram ndo significantes estatisticamente.
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Sobre o perfil do NOTCHI, este por sua vez apresentou a maior diferenga entre as
sobrevidas em 36 meses, 18,5 % para os casos NOTCHI normais e 62,8 % para os NOTCH1

mutados, porém como ja dito, sem significancia estatistica (Figura 25).

Em relacdo a idade dos pacientes, observamos que a probabilidade de sobrevida do
grupo com idade inferior ou igual a 9 anos foi de 56,9 %, enquanto para o grupo com mais de

9 anos foi de 61,7 % (Figura 25).
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Figura 25: Curvas de sobrevida em fun¢do do status do gene NOTCHI e da idade. Um dos dados mais
interessantes e representativos das andlises de sobrevida (ainda que sem significincia estatistica) foi em relacdo
ao status do gene NOTCHI. Observamos na primeira curva que os pacientes com NOTCHI mutado
apresentaram uma sobrevida consideravelmente maior (62,8 %) do que os pacientes com NOTCHI normal (18,5
%). Na segunda curva observamos a sobrevida em fun¢do das duas faixas etdrias do estudo, e temos que os
pacientes com idade maior que 9 anos apresentaram melhor sobrevida (61,7 %) quando comparados com o0s
pacientes com idade inferior ou igual a 9 anos (56,9 %), este resultado pode ser devido ao fato de que os

pacientes com idade superior a 9 anos possuirem mais freqiientemente o NOTCH mutado.
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Ao verificar as possiveis associagdes entre as diferentes alteragdes moleculares por

meio do cdlculo das odds ratios ndo foi observada significancia estatistica para nenhuma das

associagdes. Entretanto a combinag¢do entre SIL-TALI e CDI10 sugeriu uma possivel

associacdo em nosso trabalho anterior, e ainda julgamos que seria interessante analisar a

combinacdo entre SIL-TALI e CD1a. Sendo assim, avaliamos a sobrevida em 36 meses para

0s pacientes com as combinagdes descritas, ambas as curvas estdo ilustradas abaixo na Figura

26.

Constatou-se que houve uma maior sobrevida para os casos CDI107/ SIL-TALI

(71,1%), contudo, do mesmo modo que todas as outras andlises, sem significancia estatistica.

A curva desta andlise esta representada na Figura 26.

Sobre os pacientes que exibiram as combinagdes possiveis entre SIL-TALI e CDla,

vimos que a sobrevida para os casos com a combinacdo SIL-TALI/CDla foi maior (82,6 %),

porém sem valor estatisticamente significante.
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Figura 26: Sobrevida de acordo com as combinagdes entre CD10 e SIL-TALI, e CDla e SIL-TALI. Para as

combinagdes ilustradas nas curvas acima observamos maior sobrevida (71,1%) para os casos CD10/SIL-TALI

(na primeira curva) e na segunda curva a sobrevida foi maior para os casos SIL-TALI /CD1a (82,6 %).
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6. DISCUSSAO

O risco de desenvolver leucemia reflete uma combinagdo de fatores que incluem a
predisposicao hereditdria, as exposicoes exdgenas a agentes com potencial leucemogénico e,
eventos ao acaso. A ocorréncia de alteracdes genéticas, que envolvam genes-chaves para o
sistema hematopoiético, estd diretamente associada a estes fatores [S1]. Atualmente, estas
alteracdes genéticas sdo identificadas como marcadores importantes no diagndstico, para o
conhecimento da etiopatogénese da leucemia, e para andlises de sobrevida pds-tratamento.
Dentro deste contexto, as LLAs-T se destacam por ser um subtipo leuc€émico com caréncia de
estudos consistentemente estabelecidos quando comparado as LLAs-B. Sendo assim, este
estudo se mostra de grande importancia ao analisar alteracdes genético-moleculares que
podem atuar como marcadores de impacto diagndstico e progndstico das LLAs-T. Na
caracterizacdo completa da LLA-T, visando garantir o sucesso do tratamento, faz-se
necessario um algoritmo de testes cujos resultados definam com especificidade e

confiabilidade os perfis imunofenotipico e genético desta neoplasia.

Em relacdo aos testes possiveis para realizacao das andlises imuno-moleculares, existe
uma série de técnicas disponiveis para a detec¢do de anormalidades. Para a andlise fenotipica,
a abordagem mais indicada € uso da imunofenotipagem por citometria de fluxo. Esta técnica
ndo sO caracteriza o tipo molecular envolvido na doenca, como também auxilia na
determinacdo da etapa maturativa do processo. A imunofenotipagem também € uma
ferramenta de destaque na estratificacdo e monitorizagdo terapéutica. Além de identificar
possiveis marcadores aberrantes de importancia, como € o caso do CD10 nas LLAs-T. Pelos
motivos expostos acima, esta foi uma das técnicas utilizadas em nosso estudo, j4 que em

varios aspectos era capaz de auxiliar o cumprimento de alguns nossos objetivos.
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Com o advento e a acessibilidade das técnicas genético-moleculares, houve, entdo, a
possibilidade de se complementar a técnica imunofenotipica. A juncdo destes dois métodos
tornou possivel o estabelecimento de relagdes entre fenétipo e gendtipo das doengas, como € o
caso das leucemias. Com o objetivo de melhor caracterizar etiopatogenicamente as leucemias
agudas de célula T, aliamos, no presente estudo, testes imunofenotipicos com técnicas de

andlises genéticas.

Entre as técnicas de rastreamento genético, destacam-se o0 RT-PCR, o PCR, o DHPLC
e o seqiienciamento direto. Todas estas tém as suas vantagens e desvantagens, sendo,
portanto, necessario o uso combinado dos diferentes métodos. O RT-PCR ¢ bastante rdpido e
especifico, porém, detecta somente uma alteracdo pontual por reacdo. O PCR também ¢é
rapido e simples, mas s6 € capaz de promover amplificacdo génica, o que, em geral, ndo € um
resultado isoladamente conclusivo, necessitando de complementacdo com outra técnica. O
DHPLC ¢é uma ferramenta bastante eficaz para o rastreamento de alteragdes em nivel
genomico. Contudo, € um método muito sensivel, capaz de detectar pequenas ‘“‘alteracdes”
que podem nao ser necessariamente uma anomalia do DNA, por este motivo é aconselhdvel
complementar esta metodologia com o seqiienciamento. As pequenas “alteragdes” captadas
pelo DHPLC sao, na verdade, falso-positivos, que surgem devido a modifica¢des de alguns
fatores. Dentre estes fatores temos a acetagem do aparelho, a pureza dos oligonucleotideos
usados nos PCRs, e a qualidade da DNA polimerase [52]. O seqiienciamento direto €
altamente especifico, mas possui um custo bastante elevado e a andlise dos eletroferogramas
gerados € bastante trabalhosa e deve ser consideravelmente minuciosa, para que nao se perca

nenhum tipo de anomalia na seqii€ncia.

A caracterizagdo clinico-demografica das LLAs-T, foi realizada recentemente por Paes
AC e cols [53] com foco no status socio-econdmico da coorte analisada. Este estudo

demonstrou uma média de idade de 7.4 anos; predominincia de homens em relacdo a
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mulheres de 2: 1; leucometria predominante nos casos >50x10%/ mm (26,7 %); e pacientes
procedentes somente da regido sudeste do pais (Sao Paulo e Minas Gerais). E obteve como
conclusdes: uma maior ocorréncia de LLA-T (18,0 %) na coorte brasileira estudada, quando
comparado com populagdes européias descritas na literatura (<15,0 %); e associagcdo
significante entre ocorréncia de LLA-T e baixo status socio-econdmico. Todas estas questoes,
com excec¢do da sécio-econdmica, foram avaliadas em nosso estudo, com maior detalhamento
e acrescidas dos biomarcadores essenciais para o entendimento da performance terapéutica
das LLAs-T no Brasil. Os resultados foram similares no que se refere ao perfil demogréfico-
clinico. Nossa coorte de estudo € mais abrangente no que diz respeito as regides geograficas
do Brasil incluindo casos das regides sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo), centro-oeste
(Goids e Mato Grosso do Sul) e nordeste (Bahia, Pernambuco e Paraiba). Em relacdo ao
aspecto biomarcadores, nosso estudo se difere do descrito por Paes AC e cols, por fazer uma

abordagem imunofenotipica e molecular bem detalhada.

Através da imunofenotipagem, focando na questao maturativa, observamos em nosso
trabalho um predominio do estdgio mais maduro da linhagem T (T-IV). Consideramos que
nossas andlises podem, de fato, retratar o perfil das LLAs-T no Brasil. Pois este achado sobre
maturidade celular nos faz questionar se esta etapa maturativa mais avangada pode refletir a
extensdo da evolucdo clinica da doenga. A tendéncia natural de um LLb-T é leucemizar com o
passar do tempo, e sob a Optica da expressao fenotipica existe uma superposi¢do entre LLA-T
e LLb-T. Os critérios para distincdo entre estas duas entidades € arbitrado em relacdo a
quantidade de células T que infiltram a MO. Talvez com as intmeras dificuldades de acesso
ao sistema de saude, grande parte dos nossos casos representem um estidgio leucemizado dos
LLbs-T. Ao comparar criticamente nossos resultados ao descrito na literatura, vimos que estes

sdo bastante consistentes e bem representativos.
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Um exemplo desta representatividade, estd na nossa andlise do antigeno CD10 em
LLAs-T. Em artigo publicado por Béne MC e cols [33], identificou-se a presenca do CD10
em em casos de LLA-T. De um modo geral, o antigeno CD10 € preferencialmente expresso
em células pré-B. Nas LLAs-B € um marcador independente de bom progndstico. Ja nas
LLAs-T, ele possui um papel ainda controverso, € considerado um marcador aberrante,
podendo estar expresso em 30,0% dos casos. Em nossa coorte de LLAs-T encontramos

resultados similares para CD10* (36,4 %).

O rearranjo SIL-TALI esteve presente em 24,4 % dos casos analisados neste estudo, de
acordo com as estimativas esperadas entre 16,0- 26,0 % [56]. Embora niao haja um consenso
sobre o valor deste marcador para decisdo terapéutica, o conhecimento do seu status é
importante, para a identificacdo de doenga residual minima (DRM), visto que é exclusivo das
LLAs de célula T. Os diferentes tipos de transcritos encontrados nos casos SIL-TALI", nio
refletem o fendtipo da LLA-T, nem sdo importantes para avaliacdo de progndstico. O tnico
trabalho existente na literatura que faz uma anélise destes transcritos demonstrou que dentro
dos 16,0 % dos casos SIL-TALI", a maioria apresentou o tipo I [57], semelhante aos nossos
resultados. Contudo neste estudo ndo houve citacdo de quais eram as possiveis combinacdes
entre os transcritos. Apesar de ser uma andlise meramente descritiva, sem pretensoes
progndsticas, julgamos interessante fazé-la, ja que estes diferentes transcritos podem ser
resultantes da acdo andmala das mesmas enzimas RAGs 1 e 2 que processam os rearranjos de

TCR [36].

Uma das discordancias na freqiiéncia das alteragdes genéticas nas LLAs-T desta coorte
se refere ao gene HOXI11L2. Diferentemente do descrito em criancas européias, nossos
resultados demonstraram uma freqiiéncia inferior (11,5 %) na mesma faixa etdria avaliada.
Nio temos ainda uma explicacdo para esta diferenca de freqiiéncia do HOXI1L2", mas deve-

se considerar que esta € uma comparacao feita entre duas populagdes (européia e brasileira)
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étnica e socio-economicamente distintas. O que podemos afirmar com seguranca é que as
técnicas para o rastreamento foram realizadas de modo bastante preciso, € que a nossa série de
casos possui um tamanho amostral bem representativo e suficiente para uma andlise

comparativa confidvel.

Sabe-se que a via de sinalizacdo do NOTCHI é de grande importancia para varios
estagios do surgimento e desenvolvimento de células T normais, alteracdes que afetem este
gene sdo fortes candidatas para elucidar sua participagdo na leucemogénese. Um exemplo
representativo destas alteracdes sao as mutacdes que acometem o NOTCHI, estas sdo
anomalias especificamente encontradas em LLAs-T humanas, quando se avalia os canceres

em vertebrados [44].

As mutagdes nos diferentes dominios da seqiiéncia génica do NOTCHI foram
identificadas como importantes marcadores nas andlises de sobrevida dos pacientes com
LLA-T, bem como nos estudos de etiopatogénese. No nosso estudo estas mutagdes foram
identificadas em 82,4 % dos casos, sendo encontradas nos dominios HD (16,2 %) e/ou PEST
(8,8 %) individualmente ou presentes em ambos (57,4 %). Em 2006, o trabalho realizado por
Breit S e cols [58] detectou 52,2 % de mutagdes no NOTCHI, sendo 35,0 % exclusivas do
dominio HD, 8,3 % do PEST e 9,0 % envolvendo ambos os dominios. Ao comparar 0os nossos
resultados com o trabalho em questdo, vimos que os valores sé foram concordantes em
relacdo as mutagdes exclusivas do dominio PEST. As mutagdes que ocorriam somente no
dominio HD foram mais raras no nosso estudo, em compensacao as que afetarem ambos os
dominios foram mais freqiientes. Estas freqiiéncias podem ser explicadas pelo tamanho
amostral da nossa coorte. Portanto para que se possa confirmar estas diferencas faz-se
necessario a continuagdo do rastreamento de mutagdes do NOTCHI no total de casos do

nosso trabalho.
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Outro fator que poderia ser questionado na tentativa de explicar estas freqii€ncias
divergentes nas mutagdes seria a metodologia empregada. Nosso trabalho consistiu de um
rastreamento inicial através do DHPLC para, em etapa posterior, ser confirmado por
seqiienciamento direto. No entanto, a técnica de seqiienciamento foi realizada somente no
dominio HD das amostras. Como mencionado anteriormente, o DHPLC € um método muito
sensivel, existindo a possibilidade da ocorréncia de falso-positivos, sendo assim a realizacao

da etapa de seqiienciamento se faz muito importante.

Ainda sobre a freqii€ncia de mutacdes do NOTCH1, hd uma outra possivel explicacao
para as diferencas encontradas. Como os éxons acometidos pelas mutacdes (26, 27 e 34) sdo
extensos, € possivel que estejamos detectando novas mutacdes que ainda nao foram descritas
a exemplo dos dados publicados por Yong-Mei Zhu e cols [S9]. Neste trabalho os autores
encontraram freqiiéncias divergentes devido a identificagcdo de novas mutacdes no dominio
PEST que ainda nao haviam sido descritas nos estudos anteriores [44]. Portanto, nossos
resultados preliminares necessitam de complementacdo para confirmar as alteracdes

encontradas e descrever suas caracteristicas no dominio PEST.

Um outro ponto dentro desta questdo de excesso de mutacdes encontradas pelo
DHPLC, ¢ a possibilidade da ocorréncia de single nucleotide polymorphism (SNPs) ao longo
da extensdo do gene NOTCHI. Estes SNPs sdo algumas vezes considerados como ndo
patogénicos, mas podem também atuar como alteragdes nocivas ao funcionamento normal do

gene afetado.

Sobre os casos familiares analisados para o NOTCHI, ap6s fazer uma revisdo na
literatura, constatamos que ainda nao ha descri¢do deste tipo de andlise. Sendo assim, esta
parte do nosso estudo se torna bastante interessante e por isso deve ser tratada com especial
atencdo. Ao verificar as amostras dos pais, ndo encontramos nenhum tipo de alteracdo no

gene NOTCHI, mas vimos que ambas as irmas, apesar de ndo-gemelares, exibiram a mesma
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mutacdo nos dominios HD e PEST. Esta concordancia de resultados nos leva a hipétese de
que talvez uma anomalia com predisposi¢io genética pudesse estar associada a
leucemogénese destes casos. Dai fazermos este rastreamento familiar para verificar o padrdo
hereditario das muta¢des do NOTCHI. Como as mutacdes s6 foram identificadas nas irmas,
mas ndo em seus pais, pode-se afirmar que estas alteracdes sdo somdticas. Uma questdao
plausivel de andlise seria avaliar quais as interagdes genético-ambientais envolvidas nestes

casos.

Nas nossas andlises de correlacdo entre os resultados referentes aos marcadores
genético-moleculares e os das caracteristicas clinico-demogréficas ndo houve discordancia ao
ja descrito na literatura [40]. Os casos SIL-TALI" sdo mais freqiientes em criangas com idade
inferior a 15 anos e leucometria >100x10%/ mm. Enquanto nos casos HOXIIL2" sdo
predominantes em criancas com idade inferior a 10 anos e leucometria <50x10*/ mm [40].

Nos casos de LLA-T com NOTCHI mutado Breit S e cols [S8] observaram que ha
uma maior freqiiéncia em criancas com idade <10 anos e leucometria inferior a 50x10°/ mm.

Os resultados encontrados em nosso estudo estavam todos de acordo com os descritos na

literatura, como pode se observar na Tabela 4 dos resultados.

Em relacdo ao CD10, foi descrito por Bash RO e cols [54] em 1993, que nas LLAs-T,
quando ocorrem rearranjos que envolvem o gene TALI, hia uma queda expressiva da
expressdao do CD10. Eles demonstraram que em 87,5 % dos casos com o TALI rearranjado
nao houve expressaio do CD10. Em concordancia com os dados do estudo descrito,

observamos que o CD10 foi negativo em 65,9 % dos nossos casos com o rearranjo SIL-TALI.

Em 2004 verificou-se a relagdo concordante entre SIL-TALI" e os estidgios maturativo
com CDI1a" (T-III) em 41,7% dos casos, demonstrando o predominio deste marcador (CD1a")
imuno-molecular nas LLLAs-T com a presenca do rearranjo [40]. Por outro lado, Asnafi V e

cols observaram a coexisténcia entre a expressao do gene HOX11L2 e a presenga do antigeno
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CD10 em 55,0 % dos seus pacientes com LLA-T [55]. Ambas as correlagdes foram

confirmadas nas nossas analises.

Sobre a correlacio NOTCHI mutado e imunofendtipo, no trabalho desenvolvido por
Breit S e cols [58], demonstrou-se um predominio (79,3 %) dos casos NOTCHI mutado, no
estdgio maturativo definido pela positividade do CD1a (T-III). N6s também observamos que
as mutacdes do gene em questdo foram mais freqiientes no estdgio T-III, representando 33,9
% dos casos. Além disso, analisamos também a coexisténcia das mutacdes com o CD10*, e
vimos que em 32,1 % dos pacientes esta combinagdo esteve presente. Nao hd na literatura

descricdo do NOTCH1 associado ao antigeno CD10.

Em 2006, Yong-Mei Zhu e cols [59] realizaram um estudo similar a0 nosso por
investigar a ocorréncia de mutacdes do NOTCHI nas LLAs-T, e também por analisar a
freqiéncia das alteragdes SIL-TALI e expressio HOXIIL2 nesta mesma neoplasia,
discutindo, ainda, sobre a coexisténcia destas alteracdes entre si. Como resultados deste
trabalho, sobre a coexisténcia das alteracdes, apenas 3 casos apresentaram mutacao no
NOTCHI e SIL-TALI", 6 casos foram HOXIIL2" e exibiram mutacdo no NOTCHI. Porém
ndo se observou associagdo estatisticamente significante entre as alteracdes. NOs encontramos
um ndmero consideravelmente maior de casos onde coexistiam o rearranjo SIL-TALI e as
mutacdes do gene NOTCHI, havia 18 casos com este perfil. Esta diferenca pode ser
parcialmente explicada pela maior freqiiéncia de casos SIL-TALI" (24,4 %) em nossa coorte
quando comparadas com o estudo comentado (14,7 %). Na combinacio HOXIIL2" e

NOTCHI mutado, o resultado que encontramos foi 0 mesmo, 5 casos.

Nosso estudo avaliou ainda a coexisténcia das alteragdes avaliadas com a expressao do
antigeno CD10, como ja descrito em topicos anteriores. Através de revisdo bibliografica nao
encontramos trabalhos que relacionassem de modo consistente o CDI0 com alteracdes

genéticas em LLAs-T, portanto este € um outro ponto de destaque em nossa discussdo. Ao
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avaliar a coexisténcia do CD10 com duas alteragdes genéticas, vimos que em 3 casos SIL-
TALI" e NOTCHI mutado o CDI10 foi também positivo, e que este antigeno também foi
expresso em outros 3 casos HOX11L2" e NOTCHI mutado. O significado destas correlacdes
na pratica clinica ainda € uma incognita, devido as divergéncias quanto a significancia
estatistica para as associacdes da maioria das varidveis avaliadas neste estudo (CD10, CDla,
SIL-TALI, HOX11L2,e NOTCH]I).

O cdlculo das odds ratios de quase todas as associacdes entre os marcadores do
estudo, ndo apresentou resultados estatisticamente significante. No entanto, nos casos com
NOTCH]I mutado e idade superior a 10 anos (p= 0,015), ou HOX11L2" e CD10* (p= 0,057)
foi observada associacdo com valor significante.

Correlacdo significativa entre o status do NOTCHI e idade dos pacientes foi
encontrada por Yong-Mei Zhu e cols [59]. Eles observaram que para os pacientes com idade
superior a 18 anos, hd associac@o significativa com o NOTCHI mutado (p= 0,0015). Como
nossa coorte analisada para o gene em questao possui tamanho amostral ainda reduzido, faz-
se necessdrio realizar andlises mais completas para o status do NOTCH1.

Quanto 2 significAncia da associacdo HOXIIL2" e CDI10" encontrada em nossa
andlise, houve descricdo prévia desta associa¢do na literatura realizada por Ballerini e cols,
eles observaram que em 66,6 % dos casos houve a dupla-positividade para os marcadores,

porém ndo foi demonstrado valor significante estatisticamente (p= 0,264) [61].

Em relacdo a sobrevida avaliada em nosso estudo, os resultados para as varidveis
implicadas na historia natural das LLAs-T ndo demonstraram valor estatistico significante.
Finalmente, futuras andlises se fazem necessdrias para o melhor entendimento entre as

associacdes dos marcadores analisados e seu impacto na evolucdo das LLAs-T.
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7. CONCLUSOES

As anélises imunofenotipicas demonstraram predominios de LLAs-T com células em estdgios
mais maduros (T-III e T-IV), e CD1a" (28,8 %), sendo que este marcador nio exibiu valor
progndstico significante;

A presenca do CD10 foi detectada em 36,4 % dos casos de LLA-T da coorte, porém sem valor
progndstico;

A freqiiéncia do rearranjo SIL-TALI na coorte estudada foi de 24,4 %, corroborando os
achados da literatura;

A presenca do gene HOX11L2 em LLAs-T (11,5 %) foi inferior ao estimado entre 18,0 e 22,0
Po;

Foi possivel estabelecer a técnica de rastreamento de mutacdes do NOTCHI pelo método do
DHPLC, que apesar de muito laborioso, € bastante sensivel para a identificacdo de mutagdes;
nao houve discordancia entre DHPLC e seqiienciamento, até 0 momento;

Nao foi encontrado um perfil imunofenotipico preditivo da existéncia de uma alteragao
molecular especifica;

Identificamos a ocorréncia simultanea de mais de uma alteragdo molecular na mesma amostra
de LLA-T. A combinag¢iio mais comum foi entre SIL-TALI* ¢ NOTCHI mutado, porém ao se
avaliar estatisticamente, apenas a combinacio HOX11L2" e CD10" se mostrou significativa;
As andlises de sobrevida em 36 meses sugeriram algumas tendéncias, mas nenhum marcador
apresentou valores de significancia estatistica para o progndstico, por isso € necessario dar

continuidade a este estudo ampliando ainda mais as andlises.
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9. ANEXOS

9.1) FICHA DE ENCAMINHAMENTO

9.2) CARTA DE APROVACAO DO CEP (INCA) E TCLE

9.3) BANCO DE DADOS

9.4) CURVAS DO DHPLC

9.5) ELETROFEROGRAMAS

9.6) APRESENTACOES EM CONGRESSOS INTERNACIONAIS
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