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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Danielle Tavares Vianna

Apesar do grande avango na compreensédo da biogénese das leucemias agudas (LA), ainda
existem subgrupos que permanecem como Verdadeiros desafios tanto diagndsticos quanto
terapéuticos. Esses subtipos de LA, descritos como mais imaturos e mais raros, apresentam perfis
imunofenotipicos com certo grau de sobreposi¢do expressando uma significativa quantidade de
marcadores comuns a linhagens celulares distintas. Essas entidades ndo apresentam alteragdes
citogenéticas caracteristicas conhecidas e tendem a se comportar de forma mais agressiva, com
progndstico incerto. Dentre esses subgrupos de LA, destacam-se a Leucemia Linfoide Aguda de
Precursor Precoce de Célula T (ETP-ALL), a Leucemia Aguda de Fendtipo Misto T/ Mieloide
(MPAL T/M) e a Leucemia Mieloide Aguda com Diferenciacdo Minima (LMA MO0). Recentemente,
novas tecnologias revelaram a presenca de uma certa sobreposicdo bioldgica entre essas entidades,
com a identificacdo de alteragdes moleculares que parecem co-existir nesses trés subgrupos. Com
0 objetivo de contribuir para melhor compreensao do panorama molecular dessas entidades clinicas
e da estreita relacdo bioldgica entre elas, investigamos a presenca de rearranjos nos genes dos
receptores de células T e B nesses 3 subgrupos de LA, identificando os segmentos génicos
envolvidos nos rearranjos — V, (D) e J — e a composicdo da regido juncional entre esses segmentos.
Além disso, essa coorte também foi investigada quanto a presenca de mutac¢des do tipo FLT3-1TD.
Neste estudo, foram analisadas amostras diagndsticas de medula 6ssea ou sangue periférico de 41
pacientes pediatricos, sendo 21 de ETP-ALL, 8 de MPAL T/M e 12 de LMA MO. Para analise dos
rearranjos V(D)J, foram realizadas maltiplas PCR alelo-especificas, seguidas pela analise de
heteroduplex dos produtos em gel de poliacrilamida e pelo sequenciamento direto das bandas
monoclonais, primeiramente em um estudo-piloto com linhagens celulares para implementacgéo da
metodologia e, posteriormente, nas amostras-alvo do estudo. Rearranjos V(D)J foram identificados
em 71,4% (15/21), 25% (2/8) e 25% (3/12) dos casos de ETP-ALL, MPAL T/M e LMA MO,
respectivamente. Na ETP-ALL, foram encontrados 44 rearranjos monoclonais/bi-alélicos
envolvendo os 4 loci génicos estudados (TCRG, TCRD, TCRB e IGH). Sessenta e dois por cento
dos pacientes com ETP-ALL apresentaram pelo menos um rearranjo envolvendo o locus TCRD,
sendo este 0 locus mais comumente rearranjado. As LMA MO apresentaram rearranjos nos loci
TCRB e IGH, e as MPAL T/M, nos loci TCRG e IGH. O perfil molecular dos rearranjos TCR dos
pacientes ETP-ALL revelou-se diferente daquele descrito na LLA-T, enquanto que pareceu ser
semelhante entre os casos de MPAL T/M e LMA MO. FLT3-ITD foi encontrada em 19% dos
casos de ETP-ALL, enquanto apenas 10% das LMA MO abrigaram a mutagdo. Sendo assim, 0s
resultados encontrados corroboram com a existéncia de concordancias genémicas nos subtipos de
LA avaliadas e sugerem que estudos moleculares possam contribuir para o entendimento da
biogénese dessas entidades clinicas.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Danielle Tavares Vianna

Despite the great advance in the understanding of the biogenesis of acute leukemias (LA), there are
still subgroups that remain as true diagnostic and therapeutic challenges. These subtypes of LA,
described as more immature and rare, have immunophenotypic profiles with a certain degree of
overlap expressing a significant number of markers common to different cell lines. These entities
do not present known cytogenetic changes and tend to behave more aggressively, with an uncertain
prognosis. Among these subgroups of LA, we highlight the Early T-Cell Precursor Early Lymphoid
Leukemia (ETP-ALL), the T-Myeloid Mixed Phenotype Acute Leukemia (MPAL T/M) and the
Acute Myeloid Leukemia with Minimal Differentiation (AML MO). Recently, new technologies
have revealed the presence of a certain biological overlap between these entities, with the
identification of molecular changes that seem to co-exist in these three subgroups. In order to
contribute to a better understanding of the molecular panorama of these clinical entities and the
close biological relationship between them, we investigated the presence of rearrangements in the
T and B cell receptor genes in these 3 LA subgroups, identifying the gene segments involved in the
rearrangements - V, (D) and J - and the composition of the junctional region between these
segments. In addition, this cohort was also investigated for the presence of FLT3-ITD-type
mutations. In this study, diagnostic samples of bone marrow or peripheral blood from 41 pediatric
patients were analyzed, 21 of ETP-ALL, 8 of MPAL T/M and 12 of AML MO. For the analysis of
the V(D)J rearrangements, multiple allele-specific PCRs were performed, followed by the
heteroduplex analysis of the products in polyacrylamide gel and by direct sequencing of the
monoclonal bands, first in a pilot study with cell lines to implement the methodology and, later, in
the target samples of the study. V(D)J rearrangements were identified in 71.4% (15/21), 25% (2/8)
and 25% (3/12) of the cases of ETP-ALL, MPAL T/M and LMA MO, respectively. In ETP-ALL,
44 monoclonal / bi-allelic rearrangements were found involving the 4 studied genic loci (TCRG,
TCRD, TCRB and IGH). Sixty-two percent of patients with ETP-ALL had at least one
rearrangement involving the TCRD locus, this being the most commonly rearranged locus. The
LMA MO showed rearrangements in the TCRB and IGH loci, and the MPAL T/M, in the TCRG and
IGH loci. The molecular profile of the TCR rearrangements of the ETP-ALL patients proved to be
different from that described in the T-ALL, while it appeared to be similar between the cases of
MPAL T/M and AML MO. FLT3-ITD was found in 19% of ETP-ALL cases, while only 10% of
AML MO harbored the mutation. Thus, the results found corroborate the existence of genomic
concordances in the evaluated LA subtypes and suggest that molecular studies may contribute to
the understanding of the biogenesis of these clinical entities.
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l. Introducéo

As leucemias agudas (LA) sdo um grupo heterogéneo de neoplasias hematoldgicas
malignas agressivas, que se caracterizam pelo bloqueio da diferenciacao celular e pela expanséo
clonal de precursores hematopoiéticos na medula Ossea. Essas células malignas (blastos)
ocupam a medula dssea e inibem a hematopoiese normal, gerando repercussdes clinicas
consequentes & anemia, a leucopenia e a plaquetopenia decorrentes dessa condi¢cdo. As LA
acometem individuos em todas as faixas etérias, com picos de incidéncia entre as criangas e
individuos mais idosos (HOFFMAN, 2018).

Nas Gltimas décadas, muito se avancou no entendimento da patogénese das LA e, em
grande parte, pelo desenvolvimento e aperfeicoamento de ferramentas na esfera da biologia
molecular. Novas abordagens diagnosticas e terapéuticas foram desenvolvidas, como terapias
para alvos moleculares especificos, por exemplo, permitindo um notério ganho na sobrevida
dos pacientes. Entretanto, apesar dos excelentes resultados alcancados para alguns subtipos de
LA, ainda existem subgrupos da doenca que estdo bem distantes dessa realidade, permanecendo
como verdadeiros desafios tanto diagndsticos como terapéuticos.

Embora seja possivel uma classificacdo imunofenotipica acurada de grande parte dos
casos de LA, ainda existem entidades que apresentam perfis imunofenotipicos com certo grau
de sobreposicao, expressando uma significativa quantidade de marcadores comuns a linhagens
distintas. Essas entidades clinicas sdo descritas como leucemias mais imaturas que, além de
mais raras, ndo tém até o momento alteracBes citogenéticas caracteristicas descritas.
Clinicamente, tendem a se comportar de forma mais agressiva, com impacto prognéstico incerto
—apesar do tratamento altamente intensivo e toxico ao qual os pacientes sdo submetidos. Dentre
esses subgrupos de LA, destacam- se a Leucemia Linféide Aguda de Precursor Precoce de
Célula T (ETP-ALL), a Leucemia Aguda de Fendtipo Misto T/ Mieloide (MPAL T/M) e a
Leucemia Mieldide Aguda com Diferenciacdo Minima, também denominada LMA MO pela
classificacdo FAB (ALEXANDER et al., 2018).

Recentes estudos apontam para uma certa sobreposicao biologica entre essas entidades
clinicas, com a identificacdo de alteracdes moleculares que parecem co-existir nesses trés
subgrupos. Embora poucos trabalhos tenham investigado essa questdo — sobretudo na
populacdo pedidtrica, os rearranjos dos genes dos receptores das células T (TCR) e das
imunoglobulinas (lg), caracteristicos de celulas linfoides em desenvolvimento, ja foram

descritos em alguns subtipos de leucemias mieldides agudas. Inversamente, mutacdes em genes



classicamente presentes nas leucemias mieloides, como FLT3-ITD, também parecem ocorrer
em uma significativa frequéncia dos casos de ETP-ALL (ZHANG et al., 2012).

Esses sdo exemplos de achados gendmicos que corroboram para existéncia de uma
estreita relacdo bioldgica entre esses subgrupos de LA. Essa concordancia sugere que eles
possam ser agrupados em uma mesma categoria — 0 que poderia trazer impactos relevantes nas
estratégias atuais de tratamento adotadas. Dessa forma, o melhor entendimento das bases
moleculares dessas entidades clinicas pode contribuir significativamente para o
estabelecimento de uma abordagem diagndstica mais acurada, assim como para O
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes (GUTIERREZ e KENTSIS, 2018).

A fim de cooperar para elucidacdo do complexo panorama genético dessas raras e pouco
compreendidas entidades clinicas, nos investigamos a presenca de rearranjos dos genes de
TCR/BCR e de mutacdes no gene FLT3, tipo ITD, em uma coorte de 41 pacientes pediatricos
portadores de um desses trés subtipos de leucemias agudas: Leucemia Linféide Aguda de
Precursor Precoce de Célula T, Leucemia Aguda de Fendtipo Misto T/ Mieloide e Leucemia
Mieloide Aguda Indiferenciada — que serdo mais profundamente descritas nas segoes

subsequentes.



Il. Revisdo Bibliografica

2.1 Origem e Desenvolvimento das Células Sanguineas

Apesar das extremas diferencas estruturais e funcionais entre as células que compdem
0 tecido sanguineo, existem fortes evidéncias que todas elas se originam a partir de um
precursor comum, indiferenciado, a célula tronco-hematopoiética (CTH), e, o processo pelo
qual a CTH da origem a essa ampla gama de células é conhecido como hematopoiese. A
hematopoiese € um processo intensamente complexo, finamente regulado pela ativacéo e
silenciamento de grupos génicos, que ocorre ao longo de toda a vida do individuo e se inicia
muito precocemente durante a embriogénese, na fase de gastrulacdo, mais especificamente no
saco vitelinico extra-embrionario. Cerca de 1 a 2 dias depois de iniciada, a hematopoiese, até
entdo conhecida como primitiva, da lugar a chamada hematopoiese definitiva, com a producéo
das células sanguineas ocorrendo nos recém-surgidos tecidos hematopoiéticos — oriundos dos
tecidos mesodérmicos localizados na porcao anterior da regido da aorta-gébnada-mesonéfrons
(AGM) do embrido. Nessa fase, conhecida como terceira onda, ocorre o surgimento das
primeiras células com caracteristicas de CTH (KAUSHANSKY, 2016; HOFFMAN, 2018).
Essas células sdo conhecidas como células-tronco hematopoiéticas de repopulacdo a longo
prazo (CTH-RLP ou apenas CTH-LP). Elas possuem uma importante capacidade de
autorrenovacao, que é controlada por fatores de transcricdo conhecidos, como IKAROS e E2A
(ALVAREZ-ERRICO et al., 2015). Além disso, apresentam a expressdo de muitos marcadores
moleculares encontrados nas células endoteliais que formam a vasculatura, como CD34, FLT3
ligante, FLK-1, TAL-1, GATA-2, LMO-2, AML-1 e CD31. Por volta de 5 semanas de gestacao,
o figado fetal torna-se a principal fonte de células sanguineas e, aproximadamente na 8 semana
de gestacdo, a medula 6ssea comeca a povoar-se com células hematopoiéticas. Da 62 semana
até 6-7 meses de vida fetal, o baco e o figado s@o os principais sitios de hematopoiese, e apos
esse periodo, esse posto passa a ser ocupado pela medula dssea, sobretudo pelos 0ssos chatos.
Ja na fase pos-natal, toda a medula dssea se torna hematopoiética e, posteriormente, 0S 0sS0S
longos, mais especificamente o esqueleto central e as extremidades proximais do fémur e do
umero, assumem exclusivamente a funcdo de produzir as celulas sanguineas nos individuos
adultos (KAUSHANSKY, 2016; HOFFMAN, 2018).

Para entendermos mais profundamente a origem das células hematopoiéticas e o
estabelecimento de suas linhagens celulares (linféide — incluem os progenitores e precursores
linfoides, os linfocitos e os plasmocitos — e mieloide — incluem os demais leucdécitos, alem dos

setores eritrdide e megacariocitico), é importante a compreensdo mais minuciosa da
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hematopoiese e da consequente diferenciacdo iniciada na CTH. Nos ultimos anos, com 0
desenvolvimento de novas tecnologias, o entendimento desse intrigante processo tem sido
aprofundado e algumas questdes tém sido levantadas. A idéia de um processo rigidamente
hierarquizado em diferentes etapas tem sido substituida pela hipdtese de um fluxo continuo de
diferenciacdo celular sem limites tdo precisamente definidos, como outrora se imaginava. A
imunofenotipagem tem sido uma importante ferramenta para que os estagios dinamicos desse
caminho de diferenciagdo possam ser reconhecidos, permitindo o estabelecimento da fase de
maturacdo celular e a linhagem com a qual a célula tronco se comprometeu (BUENROSTRO
etal., 2018; LAURENTI; GOTTGENS, 2018; ZHANG et al., 2018).

A hematopoiese é minuciosamente regulada pela atuacdo orquestrada de grupos
especificos de fatores de transcricdo em momentos cruciais da diferenciacéo celular, induzindo
a ativacdo ou o silenciamento de outros genes linhagem-especificos e, por conseguinte,
acabando por direcionar a diferenciacdo celular. Células tronco hematopoiéticas precoces
podem expressar marcadores de multiplas linhagens e, sob o efeito complexo desses fatores de
transcricdo, podem ter suprimida sua programacdo génica alternativa, o que restringe o
potencial de diferenciacdo da célula precursora a uma linhagem especifica (ORKIN, 2003;
PAUL et al., 2015; BUENROSTRO et al., 2018; LAURENTI; GOTTGENS, 2018; ZHANG et
al., 2018).

Além disso, ao contrdrio do proposto pelo modelo classico de hematopoiese
hierarquizada, as CTH tém se revelado uma populacéo de células heterogéneas, tanto em suas
habilidades de autorrenovacdo quanto no seu potencial de diferenciacdo em uma linhagem
especifica (ZHANG et al., 2018). As CTH apresentam uma assinatura de expressdo génica
semelhante, porém com variacdo na arquitetura de cromatina e consequente acessibilidade
diferenciada a diferentes loci génicos relacionados as linhagens. Dessa forma, as CTH ja
parecem revelar algum grau de programacdo linhagem-especifica, demonstrando que o
comprometimento com uma determinada linhagem parece acontecer ainda em etapas bem
precoces da diferenciacdo hematopoiética (TANG et al., 2017; BUENROSTRO et al., 2018).

Classicamente, de acordo com a durag&o e o nivel de reconstituicdo multilinhagem que
elas proporcionam, as CTH podem ser classificadas em duas subpopulages: CTH de longo
prazo (CTH-LP) e CTH de curto prazo (CTH-CP). Como citado anteriormente, as CTH-LP sdo
as primeiras CTH a surgirem na hematopoiese e apresentam perfil imunofenotipico
classicamente definido como: Lin—cKit+CD150+CD48—CD34—FIt3— (KOCH; RADTKE,
2011). Sdo uma populacéo rara na medula éssea, caracterizando-se pela capacidade permanente
de autorrenovacdo e de reconstituicdo do tecido hematopoiético. Encontram-se num estado

quiescente e, quando expostas a um estimulo de estresse, as CTH-LP entram no ciclo celular.
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Ja quando séo expostas a estimulos de diferenciacao, as CTH-LP transformam-se nas CTH-CP,
identificadas como Lin—cKit+CD150+CD48—CD34+ Flt3—. Estas sdo células capazes de
restaurar rapidamente o sistema hematopoiético, por até cerca de 6-8 semanas apds um
transplante de medula 0ssea, porém apresentam um menor potencial de autorrenovagdo. Além
disso, as CTH-CP podem se diferenciar nos chamados progenitores multipotentes (PMP)
(BUENROSTRO et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

Recentemente, novas subpopulacbes de CTH tém sido descritas. Uma dessas
populacgdes é a de células-tronco hematopoiéticas de prazo intermediario (CTH-PI). Trata-se de
uma grupo transitorio de células, que apresentam capacidade de autorrenovacao e situam-se
entre as CTH-LP e CTH-CP (BENVENISTE et al., 2010). Além disso, ja foi descrita uma
subpopulacdo de CTH comprometida preferencialmente com a diferenciacdo linféide e
imunofenotipicamente semelhante aos PMP do subgrupo 4 (descritos mais a frente), porém com
alta expressao do gene FLT3 (Lin—cKit+Scal+FIt3+CD34+). Essa subpopulacdo de CTH foi
denominada precursores multipotentes linféide-comprometidos (PMLC ou, do inglés,
Lymphoid-Primed Multipotent Progenitors — LPMP) (ADOLFSSON et al., 2005). Por outro
lado, ja foi identificada em murinos, uma outra subpopulacdo de CTH comprometida com a
linhagem mieloide. Esse subgrupo possui capacidade de autorrenovacao por mais de 8 semanas
revelando vias alternativas de repopulacdo mieloide que poderiam ser essenciais nas respostas
rapidas a ablacéo transplante-induzida. Da mesma forma, esse achado corrobora com a idéia de
que a perda do potencial de autorrenovacao e a progressao gradual nos estagios de diferenciacédo
ndo sdo essenciais para o comprometimento das CTH com linhagens especificas
(YAMAMOTO et al., 2013).

Oriundos das CTH, os progenitores multipotentes (PMP) ainda possuem algumas
caracteristicas imunofenotipicas comuns as suas células progenitoras, como a positividade para
CD34+ e auséncia de CD38, CD90 CD45RA, CD49f e LIN. Os PMP possuem capacidade de
autorrenovacdo limitada ou ndo detectavel, ou seja, permitem uma regeneracdo multilinhagem
apenas de curto prazo (até 8 semanas), mas apresentam maior atividade mitética gqaundo
comparados as CTH (MORRISON et al., 1997; YAMAMOTO 2013). Atualmente, os PMP
podem ser categorizados em subpopulag¢des (PMP1, PMP2, PMP3 e PMP4) de acordo com 0
seu perfil imunofenotipico, seu status no ciclo celular, sua capacidade de diferenciacdo e sua
abundancia na medula 6ssea (WILSON et al., 2008; PIETRAS et al., 2015; ZHANG et al.,
2018). Nesse contexto, o0s PMP1 estdo mais proximos das CTH-CP enquanto as outras
subpopulagdes de PMP parecem estar um passo a frente no processo de diferenciagéo, atuando
para sustentar a producdo normal do tecido sanguineo (PIETRAS et al., 2015). Os PMP2 e
PMP3 diferenciam-se nos chamados progenitores mieloides comuns (PMC) que podem se
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diferenciar em progenitores megacariociticos/ eritréides (PME) e progenitores granulociticos/
de macréfagos (PGM). J& os PMP4 sdo geralmente mais raros e diferenciam-se nos progenitores
linf6ides comuns (PLC) que d&o origem aos linfocitos. Interessantemente, foi demonstrado que
durante as fases de regenecdo do tecido hematopoiético, os PMP4 podem ser transitoriamente
superproduzidos pelas CTH e direcionados a diferenciacdo mieloide (PIETRAS et al., 2015).
(Figura 2.1)

CTH-PI

CTH-CP/

Figura 2.1. Hierarquia atualizada da hematopoiese. CTH-LP: Célula tronco hematopoiética — longo prazo; CTH-PI: Célula
tronco hematopoiética — prazo intermediario; CTH-CP: Célula tronco hematopoiética — curto prazo; PMP: Progenitor
multipotente; PMC: Precursor mieldide comum; PME: Progenitor de megacariocitos/ eritrocitos; PMG: Progenitor dos
macro6fagos/ granulécitos; PMLC: Precursor multipotente linfdide-comprometido; PLC: Progenitor linféide comum. Fonte:
Adaptado de (Zhang et al., 2018).



1.2.2 Diferenciacdo Mieloide

A chamada linhagem miel6ide inclui células do tecido sanguineo originadas na medula
Ossea e que possuem uma ampla variedade de funcdes, incluindo os eritrocitos, megacariocitos,
monocitos, células dendriticas e granuldcitos. Estas sdo células efetoras cruciais da resposta
imune inata e sdo importantes reguladoras da imunidade adaptativa (ALVAREZ-ERRICO et
al., 2015; KAUSHANSKY, 2016; HOFFMAN, 2018).

A diferenciacdo e ativacdo de progenitores mieldides a partir de células-tronco
hematopoiéeticas (CTH) indiferenciadas € um processo complexo, envolvendo varios
reguladores transcricionais, como PU.1 e CEBPa, a expressdo de fatores especificos de
linhagem e de receptores de citocinas, além de mecanismos epigenéticos que levam a
modificacdes de histonas e a metilacdo do DNA. Os passos iniciais desse processo ocorrem na
medula 6ssea e sdo determinados por sinais de citocinas fornecidos principalmente pelas células
estromais, promovendo a ativacdo progressiva de um programa de transcrigdo génica miel6ide-
especifico (CHEN et al., 2014; ALVAREZ-ERRICO et al., 2015; WILSON et al.; 2016).

Nas fases mais iniciais, a progressao das CTH pluripotentes para tipos celulares cada
vez mais comprometidos com a linhagem mielGide depende, em grande parte, da intensidade
da expressdo do fator de transcricdo PU.1. Este por sua vez, interage com enzimas que
promovem a metilacdo do DNA, como a metilcitosina dioxigenase TET2 e DNA
metiltransferase 3B (DNMT3B). Outro importante fator de transcri¢do nesta fase é a proteina
de ligacdo o potenciadora - CCAAT (CEBPa) que coopera com PU.1 para promover a
identidade mieldide da célula (ALVAREZ-ERRICO et al., 2015).

Como descrito previamente, as CTH diferenciam-se em progenitores multipotentes
(PMP) e as subpopulacbes PMP2 e PMP3 originam principalmente os chamados precursores
mieldides comuns (PMC), com perfil imunofenotipico CD34+CD117+HLADR+. Dependendo
do estimulo recebido, os PMC podem originar 0s progenitores dos granuldcitos/macréfagos
(PMG) ou os progenitores dos megacariocitos/eritrécitos (PME). (LAIOSA; STADTFELD;
GRAF, 2006; ZHANG et al., 2018). Existem fatores de crescimento especificos que direcionam
e sustentam o caminho a ser seguido pelos PMC. Sabe-se, por exemplo, que quando a expressao
da histona deacetilase 1 (HDAC1) é sustentada pela proteina de ligagdo GATAL, o PMC
caminha para diferenciacdo em PME, produzindo eritrdcitos e plaguetas. Ja quando a expressdo
de HDACL1 é regulada negativamente pelos fatores de transcricdo CEBP, os PMC se
diferenciam em PMG, originando os mondcitos, neutréfilos, eosinofilos, basofilos, mastocitos
e as celulas dendriticas (WADA et al., 2008).



As etapas finais de diferenciacdo, que geram células mieldides maduras, ocorrem no
sangue ou em tecidos periféricos e também sdo dependentes da exposicdo das células
precursoras a outros estimulos, como citocinas, antigenos, entre outros (CHEN et al., 2014;
ALVAREZ-ERRICO et al., 2015; WILSON et al.; 2016). Os mondcitos por exemplo, em
tecidos inflamados, sofrem diferenciacéo terminal em macréfagos — processo controlado pelo
fator de transcricdo MAFB — ou em células dendriticas inflamatdrias — cujo processo €
controlado pela expressao do fator regulador de interferon- 8 (IRF8). O IRF8 também bloqueia
programas de transcricdo granulocitica (ALVAREZ-ERRICO et al., 2015).

A diferenciacdo em neutrofilos envolve 6 fases bem definidas morfologicamente
(mieloblastos, promieldcitos, mieldcitos, metamieldcitos, bastdes e neutréfilos maduros ou
segmentados). Do ponto de vista imunofenotipcio, cursam com a perda progressiva da
expressao da mieloperoxidade citoplasmatica (cyMPO) e CD33 — que estdo forteente expressas
até a fase de promieldcitos. A molécula de superficie CD15 comeca a ser expressa nas células
comprometidas com a diferenciacdo de neutréfilos que ja& perderam a expressdao de CD34
(mieloblastos CD34-), enquanto 0 CD11b comega ser expresso em mielécitos, o0 CD16 na fase
seguinte até o até o aparecimento de CD10 em neutrofilos maduros. A expressdo de superficie
de CD13 ¢é intensa nas fases mais imaturas de diferenciacdo a neutréfilos, diminui na passagem
de promieldcitos para mielécitos e depois volta a aumentar em neutréfilos maduros.
(ELGHETANY, 2002; VAN LOCHEM et al., 2004).

Todo esse complexo processo de diferenciacdo é finamente orquestrado pela transcricao
de genes especificos e a perda dessa minuciosa regulacdo pode levar ao desenvolvimento de
doencas hematoldgicas mieldides, como sindrome mielodisplasica e leucemia mieloide aguda
(LMA) (WILSON et al., 2016).

1.2.3 Diferenciacéo Linféide T

Os linfécitos T (LT) sdo células altamente especializadas que compdem o sistema
imunoldgico, sendo os principais mediadores da imunidade mediada por célula, a chamada
imunidade adquirida ou adaptativa. Além do importante papel na defesa do organismo contra
virus e bactérias invasoras, os linfécitos T também sdo fundamentais na vigilanica imunoldgica
contra células tumorais e tecidos estranhos, subdividindo-se em grupos ainda mais
especializados — células T CD4, células T CD8, células T Natural Killer e Células T regulatorias
(DALEY etal., 2017; HOSOKAWA; ROTHENBERG, 2018).

O desenvolvimento dessas células tdo especializadas ocorre por um mecanismo

complexo com etapas que transcorrem na medula 6ssea ou figado fetal e no timo. Como descrito
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na secdo anterior, o desenvolvimento dos linfocitos T inicia-se na medula dssea/figado fetal,
com a diferenciacdo e o0 subsequente comprometimento de uma célula tronco-hematopoiética
indiferenciada nos chamados progenitores multipotentes (PMP). O subtipo 4 dos PMP
diferencia-se no precursor linféide comum (PLC) que dara origem aos linfocitos (PIETRAS et
al., 2015; ZHANG et al., 2018).

Em uma proxima etapa, guiadas por uma cascata de interacOes ligantes-receptores,
sendo as interacbes mais criticas a CDG62P/P-selectina-ligante-1 e a CCR9/CCL25, os
progenitores que vao dar origem as células T seguem pela circulacdo sanguinea para o timo, a
fim de completar seu processo de diferenciacdo (KRUEGER; VON BOEHMER, 2007;
KRUEGER et al., 2010). Todavia, o grau de diferenciacdo e de definicdo de linhagem das
células precursoras que chegam ao timo ainda permanece incerto (KOCH; RADTKE, 2011,
HOSOKAWA,; ROTHENBERG, 2018). Alguns estudos demonstraram que trata-se de
progenitores multipotentes com algum potencial para diferenciacdo mieléide (ALLMAN et al.,
2003; SCHWARZ; BHANDOOLA, 2004; BENZ; BLEUL, 2005) e outros revelaram que, na
verdade, sdo precursores ja com restricdo linféide (KONDO; WEISSMAN; AKASHI, 1997;
MARTIN et al., 2003; SCIMONE et al., 2006; INLAY et al., 2009) ou até precursores
definitivamente comprometidos com as células T (KRUEGER; VON BOEHMER, 2007). O
fato é que, no timo, ocorre a diferenciacdo final desses progenitores em direcdo a linhagem
linféide T (HOSOKAWA; ROTHENBERG, 2018).

O timo € um 6rgao linféide primario localizado no térax, no mediastino superior, que se
desenvolve a partir da 5% semana de gestacdo e atinge sua formacdo completa apds o
nascimento. No inicio da puberdade, inicia-se sua involugdo devido a infiltracdo gordurosa da
regido do cortex, porém a glandula segue mantendo a sua funcao protetora (HOFFMAN, 2018).
E composto por 4 compartimentos com papéis diferenciados na maturacéo dos progenitores T:
i. zona subcapsular: composta principalmente por células epiteliais timicas corticais; ii. cortex:
contém um misto de celulas corticais, fibroblastos e macrofagos; iii. medula: possui uma rede
estromal composta por células dendriticas (CD) e células epiteliais timicas medulares; e iv:
juncgdo corticomedular: possui uma rede de células endoteliais que facilita a entrada e saida de
timdcitos para o sangue. Em uma visdo geral, as fases mais precoces da diferenciacdo dos
timaécitos (timocitos duplamente negativos e, posteriormente, duplamente positivos) assim
como o rearranjo dos genes dos receptores de células T (TCR) — também chamado de rearranjo
V(D)J — ocorrem na regido do cortex timico. A medida que os timécitos tornam-se mais
maduros, ja na fase da expressao isolada de CD4 ou de CD8, eles migram para medula timica,
onde permanecem cerca de 4-5 dias antes de serem enviados para periferia (DALEY et al.,
2017).



A - -

Seguindo uma andlise mais detalhada desse processo, a maturacédo linféide T no timo
inicialmente se da pela chegada de um pequeno numero de progenitores de células T oriundos
da medula 6ssea. Esses progenitores encontram células epiteliais na regido subcapsular e
cortical do 6rgdo, recebendo estimulos que os diferenciam nos chamados precursores T
precoces (PTP ou, do inglés, Early T Precursors — ETP). Dentro de regides timicas definidas,
as ETPs entdo passam por etapas sequenciais de maturagdo bem caracterizadas a fim de
produzir células T totalmente maduras (KOCH; RADTKE, 2011). Didaticamente, as células T
imaturas séo classificadas de acordo com a expressdo dos co-receptores CD4 e CD8 em suas
superficies. As células CD4-CD8- sdo chamadas duplamente negativas (DN), representam
cerca de 2% das células timicas e dao origem as células CD4+CD8+, chamadas duplamente
positivas (DP) — que passam a representar 80-85% da populacdo das células timicas. As células
DN também sdo subdividas baseadas na expressdo das moléculas de adesdo CD44 e CD25
(cadeia o do receptor de IL-2), sendo chamadas DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+),
DN3 (CD44-CD25+) ou  DN4 (CD44-CD25-) (KOCH; RADTKE, 2011; YUI;
ROTHENBERG, 2014; DALEY et al., 2017) (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Esquema das fases do desenvolvimento dos precursores das células T no timo. CTH: Célula tronco

Timo

hematopoiética; PET: Precursor enviado ao timo; ETP: Precursor T precoce; DN: Duplamente negativo; DP: Duplamente
positivo; SP: single positivo; NK: Natural Killer; M@: Macréfago; CD: Células dendriticas; TCR: Receptor de células T; Fonte:
Adaptado (de Koch et al., 2011).

Os ETP séo DN1 (CD4-CD8- D44+CD25-) e possuem alta expressao de KIT (CD117)

—importante na proliferacéo celular. Além disso, expressam uma grande quantidade do receptor
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transmembrana NOCTHL1, que interage primeiramente com o ligante Delta-like 4 (LDL4)
(HOSOKAWA e ROTHENBERG, 2017). Essa interagdo NOTCH1-LDL4 ¢é fundamental para
gradual indugdo de um programa genético, caraterizado pela ativagdo e silenciamento de genes,
que determina a diferenciacao para o fenotipo linfoide T. As vias de sinalizacdo ativadas pelo
receptor NOTCHL1 nesta fase (precursores recém-chegados ao timo / ETP) inibem outras vias
que levariam a multiplos destinos de diferenciacao celular, como diferenciacdo mieldide e/ou
linféide B, sendo um ponto crucial para 0 compromisso da populacdo DN1 inicial com a
linhagem de células T (WADA et al., 2008; KOCH; RADTKE, 2011) (Figura 2.3).
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l
1
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p27KIp1 I
L P | ! S
1 - .
--------------- > | mTOR
Y Y
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{ crescimento, }
metabolismo e sobrevida

Figura 2.3. Vias de sinalizag@o iniciadas pela ativagdo de NOTCH na LLA-T. As setas indicam interacdes positivas e as
linhas de inibigdo mostram interagdes regulatdrias negativas contribuindo para o desenvolvimento e / ou manutencéo da LLA-
T. As moléculas ou vias de promogdo do crescimento estdo em azul, enquanto as moléculas inibidoras do crescimento estdo
em vermelho. c-Myc: mielocitomatose celular; CYLD: gene de susceptibilidade a cilindromatosis; mTOR: alvo de rapamicina
em mamero; NFAT: fator nuclear de células T ativadas; NF-kB: factor nuclear potenciador da cadeia leve kapa de células B
ativadas; p27Kipl; p27 proteina inibidora de Kinasel. p|(3)K: fosfoinositide 3-kinase; PTEN: homologo de tensina e fosfatase; Skip2:

proteina de interagdo com kinase fase-S; LLA-T: Leucemia linfoide aguda T. Fonte: Adaptado de (Koch et al., 2011).

A diferenciacdo dos progenitores T pode entdo ser didaticamente divididas em 3 fases,
sendo as duas primeiras altamente dependentes das vias de sinalizacdo ativadas pelo receptor
NOCTHL e a terceira, dependente da sinalizacdo dos pré-receptores de células T (pré-TCR)
(YUIl; ROTHENBERG, 2014; HOSOKAWA e ROTHENBERG, 2017) (Figura 2.4). Na
primeira fase, NOTCH-dependente, as células DN1/ETP progridem para DN2a — que sao
precursores de células T ainda com algum potencial para diferenciacdo miel6ide, mas ndo para
células linfoides B — e sdo chamados globalmente de pro-T. As células DN2a possuem uma

grande expressao de receptores de IL-7, FIt3 e cKit que apoiam a intensa atividade proliferativa
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dessas células. A via de sinalizacdo NOTCH, além de ativar genes candnicos, como Hesl,
também inicia a transcricdo de genes especificos da linhagem T, como Gata3 e Tcf7 (codifica
a proteina especifica de células T-1, TCF1) (HOSOKAWA e ROTHENBERG, 2017).

Na etapa seguinte, ainda NOTCH-dependente, as células DN2a sofrem um processo de
diferenciacdo que gera comprometimento definitivo com a linhagem linféide T, originando as
células DN2b. Nesta fase, ocorre uma intensa regulacdo positiva e negativa de varios genes,
destacando-se a ativacdo do gene Bclllb. A proteina BCL11b é um repressor da transcricdo
génica e é fundamental para completar, nessas células pro-T, o processo de exclusdo do
potencial para diferenciacdo ndo-T, ou seja, para estabelecer o comprometimento definitivo das
células com a linhagem linféide T. Além disso, BCL11b induz a reducdo da expressdo do
receptor cKit, diminuido a proliferagdo das células DN2b. Essas células também véo sendo
dessensibilizadas a acdo de IL-7, via mecanismo induzido pela proteina E, e passam a ficar
altamente dependentes da via de sinalizacao ativada por NOTCH para sobreviverem. No estagio
seguinte, DN3a, ocorre o0 pico da expressdo dos genes dependentes da sinalizacdo NOTCH e
proteina E, como o gene ativador da recombinacdo génica 1 (Ragl) e 2 (Rag2), que codifica o
pré-TCR alfa (PTCRa) e 0 CD3e (CD3e) (HOSOKAWA e ROTHENBERG, 2017).

A terceira e Ultima fase é dependente da sinalizacdo via pré-TCR. Sendo assim, as
células DN3a que tiveram sucesso no rearranjo VVDJ das cadeias  do TCR, expressam 0s pré-
TCR e seguem para diferenciagdo em DN3b. E importante ressaltar que nas células em que
houve a produgdo de um TCRyd funcional, um outro caminho de diferenciacéo é seguido, tema
que sera abordado mais adiante. Entdo, nas células com producdo do pré-TCR funcional (fase
DN3a), ocorre uma mudanca na regulacdo génica, com o silenciamento dos genes dependentes
da via NOTCH e reducdo da expressao de IL7, tornando as células DN3a em DN3b e em
seguida DN4. As células DN4 sofrem um novo periodo de intensa proliferacdo na regido
subcapsular do timo. Proliferacdo esta provavelmente relacionada a acdo de citocinas como
CXCL12/ CXCR4 (JANAS et al., 2010; TUSSIWAND et al., 2011) e a atuacao das proteinas
TCF1 e LEF1 na via Wnt canonica (YU; SHARMA,; SEN, 2010), mas essa questdo ainda néo
foi totalmente elucidada. Por fim, as células DN4 deixam de expressar 0s Ultimos genes da fase
DN, como ERG e Hesl, comegam a expressar novos fatores transcripcionais, como IKZF3, e
cessam a fase proliferativa, entrando num estado de quiescéncia transcripcional. Além disso,
apos uma curta fase de expressao isolada do co-receptor CD8, ocorre a expressdo simultanea
dos 2 co-receptores, CD4 e CD8, e as DN4 tornam-se células duplamente positivas (DP)
(HOSOKAWA e ROTHENBERG, 2017).
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Figura 2.4. Esquema das trés fases do desenvolvimento das células T precoces. PPT: Precursor pré-timico; TCR: Receptor
de células T; ETP: Precursor precoce T; DN: Duplamente negativo; IL-7: Interleucina-7. Fonte: Adaptado de (Hosakawa et al.,
2017).

As células T DP, CD4+CD8+, seguem o seu desenvolvimento, movendo-se mais
profundamente no coértex timico e expressando uma pequena quantidade de receptores de
antigenos completos (TCRaf). Esses recém-sintetizados TCRof serdo avaliados quanto a sua
especificidade e a sua avidez (ou forca) de interacdo com as moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC). Aquelas células T cujos receptores ndo sejam capazes de
reconhecer as moléculas de MHC sofrerdo apoptose em aproximadamente 3 dias (DALEY et
al., 2017; MURPHY, 2012). Ja as células que sdo capazes de reconhecer as moléculas de MHC
sofrem um “despertar transcripcional” e sdo resgatadas da morte, ou seja, recebem sinais de
sobrevivéncia, na chamada selecdo positiva. Essas células T DP seguem no processo de
desenvolvimento e passam a expressar apenas um co-receptor, CD4 ou CD8. Essa transicédo
também envolve a determinacdo de subtipos de linfécitos T, uma vez que as células que
expressam um TCRaf responsivo ao MHC classe I tornam-se CD8+CD4- e as que expressam
um TCRaf responsivo ao MHC classe Il, tornam-se CD4+CD8- (DALEY et al., 2017;
MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015)
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No entanto, a ligacdo do TCRaf ao complexo MHC:auto-antigenos também pode
induzir outro destino as células T DP. As células que apresentam uma intensa afinidade com as
moléculas do MHC falham em ativar o fator nuclear kappa B (NFkB) e regulam positivamente
proteinas pro-apoptoticas, como BIM/PUMA, levando a célula a apoptose, na chamada selecdo
negativa. Uma minoria das células T CD4+ sobrevive e se diferencia em um subtipo
denominado pré-Treg que podem se tornar células Treg maduras, caracterizadas pela expressdo
de superficie de CD4 e CD25 na auséncia de CD127 e na presenga intracelular de FOXP3.
(DALEY et al., 2017). Ao final dessa dupla triagem, cerca de 2% das células T, inicialmente
duplamente positivas, sobrevivem e amadurecem, sendo gradualmente exportadas do timo para
formar o repertério de células T periféricas. (DALEY et al., 2017; MURPHY, 2012)

1.2.3.1.Rearranjo dos genes dos Receptores dos Linfocitos T

Os genes que codificam os receptores das células T (TCR) e das células B
(Imunoglobulinas — Ig) encontram-se sob uma forma n&o funcional na linhagem germinativa
das células T e B, respectivamente, e, em fases precoces da diferenciacdo dessas células, esses
genes sofrem um processo de rearranjo, denominado rearranjo ou recombinacdo somatica
(MURPHY, 2012).

Ao longo do seu desenvolvimento, as células T maduras podem originar 2 tipos distintos
de TCR — frutos da combinagdo de 4 tipos diferentes de cadeias polipeptidicas (o e p ou y € d)
codificadas em 4 loci génicos: TCRB, TCRA, TCRG e TCRD. Os TCRaf sdo constituidos por
uma cadeia polipeptidica a e outra ¢ os timécitos TCRaf sd0 0s mais comumente encontrados.
Ja 0s TCRyd possuem uma cadeia y e outra 8 e representam uma pequena populacéo das células
T, preservando algumas peculiaridades. A via precisa de diferenciacdo das células yé ainda ndo
é tdo bem definida e eles parecem atuar de forma a complementar e a regular as atividades das
células T of}, particularmente nos tecidos (HAYDAY; PENNINGTON, 2007). Essas células yd
sdo encontradas principalmente em locais de epitélio e mucosa, ndo expressam 0s co-receptores
CD4 e CD8, nao reconhecem antigenos restritos ao MHC e, em comparagdo com as células T
TCRap, pouco se sabe sobre seus ligantes. (HAYDAY; PENNINGTON, 2007; MURPHY,
2012; DALEY etal., 2017).

Cada cadeia polipeptidica do TCR é composta por uma regido constante, que demonstra
muito pouca variacdo entre 0S receptores e esta associada as suas fungdes efetoras e

propriedades fisico-quimicas, e uma outra regido, chamada variével, que é o local de ligagéo e
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reconhecimento do antigeno que, por sua vez, € apresentado a célula T em associacdo a uma
molécula de MHC (complexo de histocompatibilidade maior) por uma célula apresentadora de
antigenos (APC) (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015) (Figura 2.5).

ICR
local de ligagio do antigénio
Regides variaveis
Regides constantes —
Regiiio [
Transmembranar Is

cadeia alfa cadeiabeta

Figura 2.5. Estrutura do Receptor de Célula T. Diagrama esquematico de uma molécula de TCRof. As duas cadeias
polipeptidicas sdo representadas em verde (cadeia alfa) e em amarelo (cadeia beta). Cada uma delas com seus dominios
constantes e varidveis, estes Ultimos localizados mais externamente. As regides de ligagdo ao antigeno séo formadas pela

justaposi¢do dos dominios varidveis das duas cadeias. Fonte: Adaptado de (Murphy, 2012).

As regides variaveis das cadeias do TCR sdo codificadas por segmentos génicos (éxons)
denominados V (variable, variavel) e J (joining, juncéo), sendo que as cadeias B e 6, também
sdo codificadas por um terceiro tipo de segmento génico, denominado D (diversity,
diversidade). Durante a recombinagdo somatica, esses éxons sao aleatoriamente selecionados e
aproximados e as regides ndo codificantes (introns) que os separam sdo eliminadas, ocorrendo
a juncdo dos segmentos génicos V(D)J. Nesse processo, podem ser adicionados nucleotideos
aleatorios nas regides juncionais, entre 0s segmentos génicos aproximados, ampliando a
diversidade das proteinas codificadas e, consequentemente, dos TCR. Este assunto sera
abordado mais minuciosamente a diante (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

Interessantemente, a maior parte das diferencas na sequéncia de amino&cidos das
regides variaveis concentra-se em 3 pequenas regides, denominadas regides hipervariaveis ou
regides determinantes da complementaridade (CDR) — porgque sé@o complementares a estrutura
tridimensional do antigeno ligado. Existem 3 CDR na regido variavel de cada cadeia
polipeptidica do TCR. Das regides hipervariaveis, a CDR3 é a regido mais variavel pois engloba
a regido de jun¢do de um segmento V e um J nas cadeias a e y ou de um segmento VV com um

D e do D com um J, no caso das cadeias B e & (Figura 2.6). A diversidade da CDR3 é
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significativamente aumentada justamente pela delecdo e adicdo de nucleotideos na formagéo
da regido de juncéo entre os segmentos (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015; ATAFF et al., 2015).

Essas regides sao formadas por aproximadamente 10 aminoacidos e sdo flanqueadas por
sequéncias mais conservadas, denominadas regides framework (FR). No TCR, as 3 regides
hipervariaveis das cadeias o ¢ B ou das cadeias y e & aproximam-Se tridimensionalmente para
formar uma superficie de ligacdo ao MHC:antigeno (Figura 2.6) (MURPHY, 2012; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; ATAFF et al., 2015).
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Figura 2.6. Estrutura da proteina e dos genes do TCR. TCR: Receptor de células T; CDR: Regido determinante de
complementaridade. Fonte: Adaptado de (Attaf et al., 2015)

Os genes que codificam as cadeias a (TCRA), B (TCRB) e y (TCRG) encontram-se em 3
loci génicos diferentes, enquanto que o locus que codifica a cadeia 6 (TCRD) encontra-se
entremeado ao locus da cadeia a. Como citado anteriormente, esses 4 loci (TCRA, TCRB, TCRD
e TCRG) sdo constituidos por diferentes segmentos génicos codificantes — segmentos V, D
(apenas nos loci TCRB e TCRD) e J, que codificam a regido variavel dessas cadeias, e 0S
segmentos C, que codificam suas regides constantes — além dos introns que os separam quando
na linhagem germinativa (MURPHY, 2012; ATAFF et al., 2015) (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Complexos Génicos dos Receptores de Células T. (a) Complexo génico TCRB. S&o cerca de 64-67 segmentos V
(39-46 funcionais), 2 segmentos D e 13 segmentos J (6 no primeiro cluster JB1 e 7 no segundo JB2), além de 2 segmentos C.
Os segmentos V funcionais (rearranjaveis) sdo representados em azul e os ndo funcionais, em cinza. Os segmentos C sdo
representados em preto. (b) Complexo génico TCRA e TCRD. TCRA é composto por 54 segmentos V (45-47 funcionais)
representados em preto, 61 segmentos J (50 funcionais) e 1 segmento C. Entre os segmentos VV do TCRA, encontram-se 4
segmentos V9, representados em azul. A jusante 3’, encontra-se um cluster TCRD com um segmento V (V32), 3 segmentos D,
3 segmentos J e 0 Unico segmento C. Este é seguido a 3” por um segmento V (V33). (c) Complexo génico TCRG. Sdo cerca de
12-15 segmentos V (incluindo pseudogenes néo representados na figura), sendo 4-6 Vyy funcionais. Além disso, sdo encontrados
5 segmentos J e 2 segmentos C. Os segmentos V funcionais (rearranjaveis) sao representados em azul e os ndo funcionais, em

cinza. Os segmentos C sdo representados em preto. Fonte: Adaptado de (Murphy, 2012).

Ainda na fase de pro-timaécitos (pro-T), mais especificamente na etapa DN2b, os loci
TCRB, TCRG e TCRD comecam a sofrer recombinagdo somatica quase que simultaneamente.
A decisdo de um pro-timécito de se comprometer com a linhagem 3 ou aff depende de qual
tipo de receptor funcional ¢ expresso primeiro: se um TCRyd ou um pré-TCR (B:pTa) —

processo que sera melhor descrito a seguir. 1sso pode ser deduzido pelo padrdo de rearranjo

17



génico encontrado em células T maduras, uma vez que rearranjos no locus TCRB podem ser
encontrados em células T yd (embora cerca de 80% desses rearranjos sejam improdutivos) e
rearranjos no locus TCRG sao frequentes em células T aff maduras, mas com a maioria sendo
“out-of-frame” — que impedem ou prejudicam gravemente a transcricdo génica (MURPHY,
2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015; ATAFF et al., 2015).

O mais provavel é que ocorra primeiro a sintese de um pré-TCR funcional pois sé
depende do rearranjo produtivo de um locus (TCRB) enquanto que a sintese de um receptor
funcional TCRyd, depende do rearranjo produtivo de 2 loci, TCRG e TCRD. Uma vez expressos
na membrana celular, ambos o0s receptores possuem a capacidade de ativar uma cascata de
sinalizacdo intracelular que gera o comprometimento da célula T com a linhagem of ou yd.
Sabe-que, em comparagdo com os TCRaf3, os TCRyd provocam uma fosforilagdo mais intensa
da kinase ERK mitdgeno-ativada, induzindo a expressdo do fator de transcricdo D3, culminado
com o comprometimento do timécito com a linhagem v9d, e sua posterior saida do timo sem a
expressdo de CD4 ou CD8 e sem que seja submetido aos processos de selecdo positiva e selecéo
negativa, ja descritos na secdo anterior (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI,
2015).

Uma vez iniciada a recombinacdo somatica na fase DN2b, algum segmento D é
rearranjado aleatoriamente com um segmento JB, com remogao dos introns entre os segmentos
génicos selecionados. Em seguida, as células T, ja DN3a, continuam o rearranjo, agora de um
segmento aleatério V com DJ ja rearranjado. Essa sequéncia de rearranjos dos segmentos
génicos (D-J e depois V-DJ) é conservada em outros loci do TCR/Ig e, no caso da auséncia de
segmentos D no locus a ser recombinado, o rearranjo se inicia diretamente do segmento V para
0 segmento J (Figura 2.8) (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Na extremidade 5°, a jusante de cada segmento V, existe uma regido promotora (P) que
é seguida pelo segmento V propriamente dito. Este € composto por um éxon lider na sua
extremidade 5” que codifica 20-30 aminoacidos moderadamente hidrofébicos na extremidade
N-terminal da proteina traduzida, sendo conhecido como um peptideo sinal (L), além do éxon
V. A regido promotora (P), ao se aproximar de uma regido ativadora (enhancer, E) localizada
entre as regides J e C, torna o segmento V transcripcionalmente ativo (MURPHY, 2012;
ATAFF et al., 2015) (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Diagrama das etapas da Recombinagdo Somatica no locus TCRB. Fonte: Mayer, 2017.

E importante relembrar que existe uma ordem pela qual os genes das cadeias do TCR
sdo expressos. Apesar dos loci TCRB, TCRG e TCRD iniciarem a recombinacdo somatica quase
simultaneamente, na maioria dos timdécitos, 0 TCRB se reorganiza com sucesso antes que
ocorram rearranjos produtivos nos loci TCRG e TCRD. Além disso, inicialmente, ocorre o
rearranjo do locus em apenas um alelo e, caso ndao haja um rearranjo produtivo, s6 entdo o outro
alelo é rearranjado. Vale ressaltar que a recombinagdo somatica é um processo complexo com
a maior parte dos rearranjos iniciais ndo sendo produtivos. No locus TCRB, em cerca de 2/3 dos
rearranjos, ha uma interrup¢do do quadro de leitura translacional pela insercdo ou delecdo de
bases na juncdo entre os segmentos génicos em um namero diferente de multiplos de 3, gerando
uma cadeia polipeptidica B ndo funcional. Quando isso ocorre, segue-se, entdo, o rearranjo do
locus TCRB do outro alelo. Mesmo assim, quase metade das células T nesse estagio falham no
rearranjo em ambos os alelos e, se também ndo conseguiram gerar rearranjos produtivos nos
loci TCRG e TCRD para a sintese de um TCRyd funcional, morrem nesta etapa, DN3 (CD4-
CD8-CD44-CD25+). Esse é um importante ponto de selecdo no desenvolvimento dos linfocitos
T, conhecido como checkpoint de selecdo S. Apenas os pré-timécitos com rearranjos TCRB
produtivos seguem as etapas de maturacao e entram nos processos de selecdo positiva e negativa
(KOCH; RADTKE, 2011; MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; XING et
al., 2019).

No caso de um rearranjo produtivo, a cadeia B, recém-sintetizada, é expressa na
membrana da célula pré-T em associa¢do a uma proteina constante, pré-Ta, e a moléculas de
sinalizacdo (CD3y, CD3s, CD3¢ e CD(), formando o chamado receptor pré-T (pré-TCR).
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Nesse estagio, 0s pro-timocitos passam a ser denominados preé-timdcitos ou células pré-T. A
proteina pré-Ta do pré-TCR entdo se liga a um dominio altamente conservado da cadeia V da
outra molécula pré-TCR, permitindo a dimerizacdo de dois pré-TCR diferentes, independente
de ligante (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015).

Caso o pré-TCR seja funcional, ocorre a ativacdo de uma complexa cascata de
sinalizacdo intracelular que regula diversos desfechos biologicos (Figura 2.9). Em geral, o pré-
TCR funcional gera sinais de sobrevivéncia e proliferacdo celular, além de promover
diminuicdo da expresséo de CD25 e a expresséo dos co-receptores CD4 e CD8, impulsionando
as celulas DN3 para o estadgio duplamente positivos (CD4+CD8+). Além disso, ocorre a
inibicdo de rearranjos posteriores do locus TCRB, limitando a acessibilidade da engrenagem de
recombinacdo ao outro alelo — a chamada excluséo alélica. Esse processo se da por meio da
reducdo da expressdo da RAG-1 e RAG-2, da marcagdo de RAG-2 para degradacédo e da
alteracdo da estrutura da cromatina no locus do TCRB (MURPHY, 2012; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os sinais do pré-TCR funcional também iniciam o rearranjo no locus TCRA. A estrutura
do TCRA permite multiplas tentativas sucessivas de rearranjo, de modo que na maioria dos pre-
timécitos em desenvolvimento é possivel a ocorréncia de um rearranjo com sucesso. Essas
funcBes Unicas do pré-TCR também sdo importantes na eliminacao, via apoptose, das células
que ndo conseguiram gerar rearranjos TCRB produtivos em ambos os alelos, como descrito
anteriormente (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; XING et al., 2019).

Interessantemente, 0s rearranjos iniciais envolvendo os segmentos génicos D e J
ocorrem em ambos os alelos, embora o rearranjo completo V-DJ ocorra apenas em um alelo.
Esse fato € importante porque esses rearranjos incompletos ou mesmo 0s rearranjos
improdutivos/ndo funcionais também podem servir de marcador de clonalidade da célula T
(VAN DER VELDEN; VAN DONGEN, 2009; MAYER, 2017).
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Sinalizagdo
do pré-TCR

Blogueio do Sobrevivéncia Proliferacdo

ciclo celular

Apoptose Diferenciacdo Exclusdo alélica

Figura 2.9. Diagrama das principais vias de sinalizacéo intracelular induzidas pelo pré-TCR. Em amarelo s8o evidenciadas
as proteinas de sinalizacdo mais proximais que iniciam a sinalizagdo mais distal. A via PI3K, em verde, inibe a apoptose e 0
bloqueio do ciclo celular. A via PLCy, em lilas, promove proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e excluséo alélica. A via
Ras/Raf, em azul, promove a proliferacdo e a diferenciacdo das células DN3. A sinalizagdo do pré-TCR também inibe p53 (em
vermelho), que seria a causa do bloqueio do ciclo celular e de apoptose das células que ndo tivessem sucesso em produzir um

rearranjo TCRB funcional. TCR: Receptor de célula T. Fonte: Adaptado de (Lopez-Rodriguez et al., 2015).

Molecularmente, quando uma célula comprometida com a linhagem linfocitica T inicia
a recombinacdo do complexo génico da cadeia polipeptidica B, primeiramente um dos
segmentos codificantes D é aproximado de um segmento J e, em seguida, um segmento V é

aproximado da regido DJ ja rearranjada.

Na extremidade 3’ de cada segmento génico V, na extremidade 5’ de cada segmento
génico J e em ambos os lados do segmento génico D existe uma sequéncia altamente conservada
de 7 nucleotideos (heptdmero), geralmente CACAGTC, adjacentes a sequéncia codificadora,
seguida por uma regido conhecida como espacador e novamente uma sequéncia altamente
conservada composta por 9 nucleotideos (nonéamero), rico em AT — ACAAAAACC. Essa
regido é conhecida como Sequéncias de Sinais de Recombinacdo (RSS) (MURPHY, 2012;
ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015) (Figura 2.10).
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RSS com espagador de 23 pb RSS com espacador de 12 pb

CACAGTG ACAAAAACC

GGTTTTTGT CACTGTG
GTGTCAC TGTTTTTGG CCAAAAACA GTGACAC
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RSS

Figura 2.10. Diagrama esquematico das Sequéncias de Sinal de Recombinagéo (RSS). RSS séo sequéncias conservadas de
heptameros e nonameros que flanqueiam os segmentos génicos codificadores das regies V, D e J das imunoglobulinas. Fonte:

Adaptado de (Murphy, 2012).

O espacador contém exatamente 12 ou 23 nucleotideos ndo conservados que
correspondem a aproximadamente a 1 ou 2 voltas da hélice de DNA e presumivelmente
colocam 2 heptameros diferentes em posicdes simultaneamente acessiveis as enzimas que
catalisam o processo de recombinagdo. Interessantemente, a recombinacdo entre dois
segmentos génicos sO ocorre se um dos segmentos é ladeado por um espacador de 12
nucleotideos e o outro por um espagador de 23 (MURPHY, 2012; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015).

O complexo enzimético tetramérico formado pela RAG1/RAG2 (recombinase VDJ)
reconhece a sequéncia de DNA na juncdo entre o heptdmero e o gene codificador (V, D ou J),
clivando a dupla hélice de DNA como uma endonuclease de restricdo. Adjacente ao segmento
codificante, a hidroxila na extremidade 3’ de uma das fitas duplas do DNA clivado ataca a
ligacdo fosfodiéster da outra fita, formando um grampo (hairpin), enquanto que as extremidades
adjacentes ao heptamero também sdo ligadas e todas as sequéncias de DNA entre 0s segmentos
codificantes é eliminada sob a forma de um DNA circular (joint signal) (MURPHY, 2012;
ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015) (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Processamento das regides juncionais V(D)J. Fonte: Adaptado de (Murphy, 2012).

Outras enzimas, como Ku70, Ku80, DNA-PK e Artemis, atuam na abertura do grampo
permitindo que as extremidades das fitas de DNA possam ser processadas. Nesse momento,
ocorre a remocao ou adicdo de nucleotideos entre os segmentos codificantes (D e J, por
exemplo), levando a chamada diversidade juncional — evento responsavel por gerar a maior

contribuicdo a enorme diversidade entre os receptores de antigenos (MURPHY, 2012;
ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015).

Quando a enzima Artemis cliva aleatoriamente e assimetricamente os grampos, a fita
que ficou mais curta precisa ser estendida com nucleotideos complementares a fita matriz — sdo
os chamados nucleotideos P. Além disso, podem ser adicionados até 20 nucleotideos aleat6rios
— nucleotideos N — pela enzima TdT (desoxinucleotidil-transferase terminal) entre as
sequéncias dos segmentos codificantes que posteriormente serdo reunidas pela DNA ligase 1V,
entre outras enzimas (Figura 2.12). A insercdo de nucleotideos também pode interromper a
leitura da sequéncia codificadora, por meio da geragdo de um cddon de parada, dando origem
auma proteina ndo funcional. Isso ocorre em 2 de 3 eventos recombinatorios (MURPHY, 2012;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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Figura 2.12. Processamento das regides juncionais V(D)J. Fonte: Adaptado de (Murphy, 2012).

Como as leucemias e os linfomas linféides podem ser considerados contrapartes
malignas das células linféides normais em seus varios estagios de diferenciag¢@o, a maioria das
doencas malignas originadas dessas células contém genes de TCR e de Ig rearranjados.
Semelhantemente a outras neoplasias, as doengas malignas das células linféides sdo derivadas
de uma unica célula malignamente transformada, o que implica que os rearranjos dos genes do
TCR e da Ig sdo idénticos em todas as células malignas, servindo como um importante marcador

de clonalidade (LANGERAK et al., 1997).

A analise molecular desses genes nas neoplasias linfoides €, portanto, uma importante
estratégia utilizada para provar ou excluir clonalidade. Os achados ¢ os eventos genéticos
descritos na sec¢@o anterior envolvendo os genes de TCR e de Ig — presenca de multiplos
segmentos génicos V, a ocorréncia da diversidade combinatoria (selecdo VDJ e VJ aleatdrias),
da diversidade juncional (delecdo e insercdo de nucleotideos N) e a presencga de rearranjos
incompletos de TCR em LLA de origem B e de Ig em LLA de origem T — compdem uma ampla
diversidade de alvos moleculares especificos que podem ser utilizados para identificar e
monitorar o clone leucémico na LLA (VAN DONGEN et al., 2015).

Até a década de 90, as diferentes combinag¢fes dos segmentos VDJ rearranjados —
repertorio combinatorio — eram frequentemente utilizadas para assegurar clonalidade na LLA e
monitorar a doenca residual minima (DRM) pela técnica de Southern Blot. Entretanto, apesar
deste ser um método confiavel, se combinacdes adequadas de sonda/enzimas de restricdo forem

utilizadas, o advento da Reacdo em Cadeia da Polimerase — oligonucleotideo alelo-
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especifico (ASO-PCR) — uma metodologia mais sensivel e mais rapida — permitiu uma analise
molecular mais apurada das regifes juncionais entre 0s segmentos rearranjados, substituindo a

técnica de Southern Blot.

Uma vez que as regides juncionais (RJ) sdo uma verdadeira “impressdo digital” de
uma determinada célula, ou seja, s@o altamente linfocito-especificas e sdo conservadas em mais
de 98% das malignidades de origem linfoide, elas passaram a ser usadas como alvo-especificos
da célula leucémica para 0 monitoramento de DRM, resultando em exames com sensibilidades
maiores (VAN DONGEN et al., 2015). Todavia, para assegurar clonalidade, os produtos de
PCR precisam ser analisados por métodos que permitam distinguir se esses produtos séo
derivados de populacdes de células linfoides policlonais ou monoclonais e, um desses método
é analise de heteroduplex, melhor descrito na secdo 4, Materiais e Métodos.
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2.2  Leucemias Agudas na Infancia

As leucemias agudas sdo neoplasias hematoldgicas malignas bastante heterogéneas
oriundas do acumulo de uma sequéncia de mutacfes somaticas em uma célula hematopoiética
multipotente primitiva. Essas células hematopoiéticas mutantes (blastos leucémicos) adquirem
caracteristicas de uma célula-tronco leucémica, sendo capazes de se auto-renovarem e
bloquearem o processo de diferenciacéo e maturacao normal da célula. Sendo assim, os blastos
leucémicos ganham uma significativa vantagem proliferativa e de sobrevivéncia em relacéo as
outras células-tronco hematopoiéticas normais e acabam por ocupar parcial ou totalmente a
medula éssea, inibindo a hematopoiese normal (KAUSHANSKY, 2016; HOFFMAN, 2018).

O primeiro caso descrito de leucemia data de 1845, quando o jovem patologista alemao
Rudolph Virchow identificou uma expressiva reducao de células vermelhas e um excesso de
células “brancas” ou “incolores” no esfregaco de sangue periférico de uma cozinheira de 50
anos, falecida apos 4 meses de internagdo. Virchow utilizou o termo “Leukdmie” (em alemao
Patlak) ou “sangue branco” para descrever a condigdo clinica da paciente e, desde entdo, muito
se tem avancado no entendimento da biologia da doenca assim como no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes (VIRCHOW, 1845).

Sabe-se que a leucemia é o tipo de cancer mais comum em criangas e adolescente, sendo
responsavel por 25-35% de todas as neoplasias pediatricas. As leucemias agudas podem se
originar de precursores mutantes da linhagem linfoide (células B ou T) ou da linhagem mieloide
e, na populacdo pediatrica, a Leucemia Linféide Aguda (LLA) é o subtipo de leucemia mais
frequente, respondendo por aproximadamente 80% das leucemias agudas (HEIKAMP; PUI,
2018). A utilizacdo de protocolos de tratamento direcionados pela estratificacdo de risco de
recaida dos pacientes juntamente com 0s avancos nos cuidados de suporte elevaram as taxas de
cura da LLA pediatrica de menos de 10% na década de 60 para mais de 85% nos dias atuais.
Entretanto, como a LLA ¢é o caAncer mais comum na infancia, a LLA recidivada continua sendo
a principal causa de morte por doenca na populacao pediatrica (SMITH et al., 2014; PUl et al.,
2015; HOFFMAN, 2018).

O pico de incidéncia de LLA ocorre por volta dos 3 a 5 anos de idade com mais de 50%
dos casos nesta faixa etaria apresentando hiperdiploidia (> 50 cromossomos) e/ou gene de fusédo
ETV6-RUNX1 (também conhecido como TEL-AML1), também estando associados a
polimorfismos genéticos especificos na linha germinativa. Acredita-se que esses polimorfismos
poderiam explicar a ampla diferenca na incidéncia e proporcao de subtipos genéticos de LLA
entre os diferentes grupos raciais ou étnicos (HUNGER; MULLIGHAN, 2015; HOFFMAN,
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2018). A LLA pode-se originar de precursores de células B ou T, sendo as primeiras mais
comuns (cerca de 85% dos casos). As LLA de células T representam cerca de 12 a 15% dos
casos de LLA e podem ser classificadas em varios subgrupos genéticos distintos que
correspondem a estagios especificos do desenvolvimento de células T e frequentemente estdo
associadas a translocacdes envolvendo os genes dos receptores de células T (TCR) no
cromossomo 14911l ou 7934 com outros parceiros genéticos (KAUSHANSKY, 2016;
HOFFMAN, 2018).

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) corresponde a aproximadamente 20% dos casos
de leucemia em individuos menores de 20 anos e apresenta picos de incidéncia variaveis, com
alguns subtipos sendo mais comum em criangas mais jovens, como a leucemia megacariocitica
aguda, enquanto outros subtipos ocorrem principalmente entre adolescentes, como a leucemia
promielocitica aguda. A sobrevida atual em 5 anos das criancas de até 15 anos com LMA é de
68% e de 57% para adolescentes entre 15 e 19 anos, com novamente alguns subgrupos
alcancado sobrevidas significativamente melhores, proximas a 90%, como no caso da leucemia
promielocitica aguda e da leucemia megacariocitica aguda associada a Sindrome de Down
(TSUKIMOTO et al., 2009; SUNG et al., 2013; SMITH et al., 2014; HOFFMAN, 2018).

Clinicamente, as leucemias agudas se caracterizam pelos sinais e sintomas decorrentes
da incapacidade da medula 6ssea em produzir as células sanguineas, com a consequente queda
do nivel das hemécias, dos leucdcitos e das plaquetas no sangue. Como consequéncia da
anemia, podem ocorrer palidez, cansaco, fraqueza e taquicardia. A leucopenia, sobretudo a
neutropenia e a monocitopenia, tornam o paciente mais susceptivel a infecces, embora seja
incomum a ocorréncia de infeccdes graves ao diagnostico. Entretanto, isso pode ocorrer em
casos avancados da doenca ou decorrente da aplasia provocada pelos quimioterapicos, ao longo
do tratamento. Sangramentos cutdneos e mucosos Sd0 comuns como resultado da
trombocitopenia. Outros achados comuns sdo dor éssea como consequéncia da expansao dos
blastos na medula 6ssea, além de febre, irritabilidade e mal-estar. ManifestacGes neuroldgicas
decorrentes do acometimento do sistema nervoso central ao diagndstico sdo incomuns, porém
células blasticas podem ser detectadas em até 20% dos casos de pacientes com LLA sem
manifestacdes neuroldgicas. Ao exame fisico, podem ser encontradas linfonodomegalias,
hepatoesplenomegalia, infiltragdo de gengiva, além de sinais de sangramentos cutaneos e/ou
mucosos, como petéquias, equimoses e enantemas (KAUSHANSKY, 2016; HOFFMAN,
2018).

Atualmente, o plano terapéutico para as leucemias agudas tem sido estruturado na
estratificacdo dos pacientes em diferentes grupos de risco de recaida. Esta tem sido uma
ferramenta fundamental para definicdo da estratégia terapéutica a ser utilizada no combate a
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doenca e, consequentemente, tem tido um papel importante na melhora de sobrevida desses
pacientes. Critérios clinico-laboratoriais, como idade e leucometria, achados cito-moleculares,
como presenca de mutacOes especificas (FLT3-ITD, por exemplo), genes de fusdo ou
translocacbes cromossdmicas caracteristicas, como cromossomo Philadelphia originando o
gene de fusdo BCR-ABL1, assim como a resposta do paciente a terapia em marcos especificos
do tratamento s&o utilizados para estratificar os pacientes com LA. Sendo assim, a escolha dos
quimioterapicos, a dose administrada e a duracdo da terapia podem ser adaptadas de acordo
com a intensidade da terapia que se deseja ofertar, a fim de que maiores taxas de remissao da
doenca possam ser alcangadas, sem a ocorréncia de toxicidades desnecessarias (TSUKIMOTO
et al., 2009; HEIKAMP; PUI, 2018).

Todavia, apesar de todas as estratégias de sucesso desenvolvidas e do notavel ganho na
sobrevida dos pacientes, alguns subgrupos de LA ainda ndo possuem critérios diagnosticos tdo
bem definidos e apresentam uma maior taxa de faléncia de inducdo de remissédo, como no caso
das ETP-ALL (PATRICK et al., 2014; WOOD et al.,, 2014), e taxas de sobrevida
significativamente menores do que os outros grupos de LA, como no caso das MPAL M/T
(WOLACH et al., 2015) e LMA M0 (BARBARIC et al., 2007). Por essa razéo, essas entidades

clinicas sdo alvos do nosso estudo e serdo melhor detalhadas nas se¢fes subsequentes.
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2.2.1 Leucemia Linfoblastica Aguda de Precursores de Células T Precoces (ETP-
ALL)

H& aproximadamente uma década, foi descrito um novo subgrupo de LLA-T
denominado Leucemia linfobléstica aguda de precursor precoce de célula-T (do inglés,
Early T-cell Precursor — Acute Lymphoblastic Leukemia, ETP-ALL) (COUSTAN-SMITH et
al., 2009). Trata-se de uma neoplasia hematologica maligna rara, acometendo cerca de 10-13%
dos pacientes pediatricos com LLA-T e cerca de 5-10% dos casos de LLA em adultos
(WELTGESUNDHEITSORGANISATION, 2017; HOFFMAN, 2018).

Por definicdo, a ETP-ALL se caracteriza pela presenca de blastos com um perfil
imunofenotipico Unico, caracterizados por um bloqueio de diferenciacdo das células-T em
estagios bem precoces, ETP/DN1. As ETP sdo células T jovens, recém-oriundas da medula
0ssea para o timo, e ainda guardam um potencial de diferenciacdo multi-linhagem, sugerindo
uma origem direta das células tronco hematopoiética (vide secdo 1.1.1). Os blastos da ETP-
ALL expressam CD7, ndo expressam CD8 e CD1a e sdo positivos para um ou mais marcadores
mieloides e/ou de células tronco, como CD34, CD117 (KIT), HLA-DR, CD13, CD33, CD11b
e CD65, porém com MPO negativa, uma vez que uma ETP-ALL com positividade para MPO
provavelmente se enquadraria nos critérios para MPAL linfoide T/ Mieloide, como sera descrito
na sec¢do seguinte. Os blastos também expressam CD3 citoplasmatico, ou, mais raramente, CD3
de superficie, e podem expressar CD2 e/ou CD4. CD5 é frequentemente negativo; quando
positivo, esta presente em <75% da populacdo dos blastos (COUSTAN-SMITH et al., 2009).

A partir da definicdo de ETP-ALL, outras entidades imunofenotipicas j& tém sido
descritas. Tem sido sugerido que as leucemias que expressam CD5 de uma forma mais intensa
ou mais uniforme, mas que ndo correspondam aos critérios para ETP-ALL, sejam chamadas de
near-ETP-ALL (WOOD et al., 2014). Da mesma forma, existe a descri¢cdo de um Unico caso
no qual um homem de 25 anos apresentou uma imunofenotipagem tipica de ETP-ALL, com
MPO negativa, mas com a presenca de bastdes de Auer. Nesse caso, também houve a ocorréncia
de trissomia do 4 e t(6;14)(q27:922) (GAJENDRA et al., 2014).

Além do perfil imunofenotipico distinto, os blastos dos pacientes com ETP-ALL
revelam tanto uma instabilidade genémica marcadamente aumentada (COUSTAN-SMITH et
al., 2009), como perfis de expressdo génica caracteristicos. Observa-se que 0S genes
superexpressos na ETP-ALL incluem muitos que sdo tipicamente caracteristicos da linhagem
mieloide e das células-tronco hematopoiéticas, como CD44, CD34, CD117 (KIT), GATA2 e
CEBPA. Da mesma forma, as mutagfes mais comuns na ETP-ALL também sdo mais frequentes
nas leucemias mieldides do que nas leucemias de origem linfoide T, como mutacgdes nos genes

29



FLT3, NRAS, IDH1, IDH2, DNMT3A (NEUMANN et al., 2013a; VAN VLIERBERGHE et al.,
2011; ZHANG et al., 2012).

Algumas poucas series tém avaliado a frequéncia de mutagdes no gene FLT3 na ETP-
ALL. Em uma série de 12 pacientes adultos, Zhang e colaboradores encontraram apenas 1 caso
de FLT3 mutado, com a mutacdo do tipo dominio tirosina-kinase (ZHANG et al., 2012). Séries
maiores, entretanto, encontraram uma incidéncia maior de mutagdes em FLT3. Em 29 pacientes
com ETP-ALL, 5 (17%) apresentaram FLT3 mutado (VAN VLIERBERGHE et al., 2011) e,
em uma série com 68 pacientes adultos, 35% (24) apresentaram mutacgdes no gene FLT3, sendo
amaior parte dos casos (n:15, 22%), com muta¢6es do tipo duplicacdo interna in tandem (FLT3-
ITD) (Neumann 2013). Além disso, esse subgrupo de doentes com FLT3 mutado, apresentou
um perfil imunofenotipico caracteristico (CD2+CD5-CD13+CD33-), com um padrdo de
expressdo génica (expressdo aberrante de IGFBP7, WT1, GATA3) e um status mutacional
(auséncia de mutacdes em NOTCHL1 e baixa frequéncia — 21% — de rearranjos clonais de TCR)
especificos. Sendo assim, o grupo de pesquisadores propds que ETP-ALL com mutacfes em
FLT3 definiria um subtipo molecular distinto de leucemia, no qual a transformacéo leucémica
ocorreria em estagios bem precoces da diferenciacdo linféide T, antes da fase pro-timacito,
gerando uma “leucemia de células-tronco-/ike”. Também é sugerido que esses pacientes
possam se beneficiar do uso de inibidores tirosina-kinase especificos, uma vez que 0s
pesquisadores obtiveram sucesso com uso desses inibidores em testes in vitro (NEUMANN et
al., 2013b).

Nesta mesma série, a ocorréncia de rearranjos nos genes do TCR néo se revelou baixa
apenas no subgrupo de ETP-ALL com FLT3 mutado, mas nas ETP-ALL como um todo quando
comparadas as LLA-T ndo ETP-ALL (41% vs 78%, respectivamente). Esses achados
confirmam a imaturidade da ETP-ALL - visto que os rearranjos dos TCR sdo raros no estagio
de pro-timécitos (NEUMANN et al., 2013a).

Outro achado interessante é que a assinatura génica da ETP-ALL tem se revelado mais
semelhante a encontrada nos timaocitos precursores normais do que a encontrada nos blastos da
LLA-T tipica — que apresentam estagios mais tardios de diferenciacdo. Mutacdes tipicas da
LLA-T, como as ativadoras do gene NOTCH1 (encontradas em mais de 60% dos casos de LLA-
T) e mutagdes nos genes CDKN1/2 foram menos frequentemente encontradas na ETP-ALL do
gue na LLA-T tipica (VAN VLIERBERGUE et al., 2011). Em 2019, 27 pacientes pediatricos
brasileiros com ETP-ALL foram molecularmente investigados em comparagédo com outros 7

subtipos imunofenotipicos de LLA de células T. A frequéncia de mutacdo em NOCTH1 nas
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ETP-ALL foi de 37%, enquanto na LLA-T cortical precoce foi de 71%. Além disso, delecéo
CDKNZ2A/B foi raramente encontrada na ETP-ALL (p < 0.001) (NORONHA et al. 2019).
Apesar disso, o perfil de expresséo génica ndo parece ser forte o suficiente para permitir uma
clara distincdo entre os casos de ETP-ALL e LLA-T tipica (VAN VLIERBERGUE et al.,
2011).

Clinicamente, os pacientes com ETP-ALL ndo parecem diferir dos pacientes com LLA-
T tipica (INUKAI et al., 2012). Além disso, apesar de inicialmente ter sido relatado uma pobre
resposta a quimioterapia, com os pacientes com ETP-ALL apresentando um prognostico mais
sombrio (INUKAI et al., 2012), séries maiores e mais recentes nas quais 0s pacientes receberam
quimioterapia mais intensiva ndo confirmaram esses primeiros achados. (WOOD et al., 2014,
PATRICK et al., 2014).

Apesar da cinética de resposta a quimioterapia parecer ser mais lenta na ETP-ALL
guando comparada a encontrada na LLA-T tipica, a evolucdo dos pacientes diagnosticados com
qualquer uma das duas entidades clinicas tem se mostrado similar. Wood e colaboradores
investigaram as taxas de remissao completa, sobrevida global e sobrevida livre de eventos em
1440 criancas com LLA-T incluidas no estudo COG AALLO0434 entre janeiro de 2007 e junho
de 2014, classificando-as em ETP-ALL (n=130; 11.3%), Near-ETP-ALL (ETP mas com
elevada expressdo de CD5; n=195; 17%) ou ndo-ETP (n=819; 71.6%). Apesar dos pacientes
com ETP-ALL e near-ETP-ALL terem apresentado uma maior taxa de faléncia de indugéo
guando comparados aos pacientes ndo-ETP-ALL (respectivamente 7,8%, 6,7% e 1,1%,
P<0.0001), os 3 grupos mostraram uma excelente sobrevida livre de eventos e sobrevida global
em 5 anos, sem diferenca estatistica entre eles (ETP-ALL: 87.0%; 93.0%, Near-ETP: 84.4%;
91.6% e ndo-ETP: 86.9%; 92.0%) (WOOD et al., 2014). Da mesma forma, uma outra coorte
com 222 criangas com LLA-T tratadas com o protocolo UKALL-2003, sendo 11 ETP-ALL e
184 LLA-T tipica, também ndo encontrou diferenca estatistica na SLE e na SG em 5 anos entre
pacientes com ETP-ALL e com LLA-T tipica (SLE: 76.7% vs. 84,6%, P = 0.2 e SG: 82.4% vs.
90.9%, P = 0.1, respectivamente) (PATRICK et al., 2014).
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2.2.2 Leucemia Aguda de Fendtipo Misto (MPAL)

Apesar do grande avanco na classificacdo das leucemias, ainda existe uma pequena
parcela que possui uma significativa dificuldade em ser categorizada. Cerca de menos de 4%
das leucemias agudas (2-3% das leucemias agudas pediatricas) podem apresentar blastos com
marcadores imunofenotipicos que co-existem nas linhagens linféide B, linféide T e/ou
mielGide, a um grau tal que ndo é possivel atribuir a leucemia uma diferenciacdo em apenas
uma linhagem, dificultando sua classificacdo. Por essa razdo, as leucemias agudas que se
encontram nessa situacdo ja receberam diferentes nomes, como leucemias indiferenciadas,
leucemias hibridas, leucemias bifenotipicas, leucemias de linhagem ambigua e leucemias
agudas de fendtipo misto (do inglés, Mixed Phenotypic Acute Leukemia, MPAL)
(WEINBERG; ARBER, 2010).

No fim dos anos 70 e inicio dos anos 80, a utilizagao de anticorpos monoclonais permitiu
a melhor caracterizagdo dos blastos leucémicos e surgiram as primeiras publicacdes relatando
a existéncia das chamadas leucemias agudas bifenotipicas. Em 1981, McGraw e
colaboradores descreveram 3 pacientes com LMA, diagnosticados segundo critérios
morfolégicos e citoquimicos, que apresentavam a co-expressao de mieloperoxidase (MPO) e
da desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT) — este dltimo, um classico marcador de
leucemia linféide aguda (MCGRAW et al., 1981).

Ja no inicio dos anos 90, alguns sistemas de pontua¢do comecgaram a ser construidos a
fim de permitir uma melhor definicdo desse novo subgrupo de leucemias agudas. Catovsky e
colaboradores propuseram a construcao de um score baseado na quantidade e na especificidade
dos marcadores expressos ao diagnostico pelas células blasticas. Marcadores considerados mais
especificos para uma determinada linhagem recebiam uma pontuacdo mais alta, como no caso
do CD3 citoplasmatico para linhagem linféide T, CD22 citoplasmatico para linhagem linféide
B e MPO para linhagem mieloide (tabela 2.1). Uma pontuacdo maior ou igual a 2 assegurava
a ocorréncia de uma linhagem fenotipica e a presenca de 2 linhagens definia a existéncia de
leucemia aguda bifenotipica (CATOVSKY et al., 1991).
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Tabela 2.1. Sistema de pontuacéo de Catvosky e col. para diagndstico de Leucemia Aguda Bifenotipica

Pontuagdo Linhagem B Linhagem T Linhagem mieldide
2 cCD22 cCD3 MPO
cadeia cu
1 CD10 CD2 CD33
CD19 CD5 CD12
CD24 Rearranjo TCR CD14

(TCRB ou TCRD)
Morfologia ou
citoquimica de LMA
(outras além de

MPO)
0.5 TdT CD5 CD11b
Rearranjo IGH CD11c

CD15

LMA: Leucemia Miel6ide Aguda; MPO: Mieloperoxidades; TCR: Recetor de células T; TdT: desoxinucleotidil terminal
transferase. >2 pontos sio requeridos para assegurar a linhagem. Fonte: Adaptado de (Weinberg e Arber, 2010).

Alguns anos depois, os critérios de Catovsky foram aprimorados pelo Grupo Europeu
para Caracterizacdo Imunoldgica das Leucemias (EGIL) por meio da adicdo de novos
marcadores linhagem-especificos ao sistema de pontuacdo, como CD79a para linhagem
linf6ide B (Tabela 2.2). O Grupo EGIL também estabeleceu que pelo menos 20% dos blastos
deveriam expressar um determinado marcador para que 0 mesmo fosse considerado positivo —
exceto nos casos de marcadores considerados altamente linhagem-especificos, como CD3,
CD79a, MPO e TdT, onde o cut-off era de 10%. Foram definidas as técnicas pelas quais a
avaliacdo dos marcadores poderia ser realizada, como citometria de fluxo, imunofluroescéncia
indireta e imunocitoquimica. Além disso, a presenca de uma linhagem passou a ser definida
pela presenca de mais de 2 pontos, quando pelos critérios de Catovsky, uma pontuagdo maior
ou igual a 2 ja assegurava a ocorréncia de uma linhagem fenotipica, como descrito no paragrafo
anterior. Posteriormente, o prdprio grupo EGIL revisou seu sistema de pontuacdo, adicionando
0 marcador CD117 como altamente especifico para linhagem miel6ide, e sugeriu um painel
minimo de anticorpos para a definicdo de cada uma das linhagens de leucemia aguda (BENE et
al., 1995, 1998) (Tabela 2.3).
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Tabela 2.2. Sistema de pontuacao revisado pelo grupo EGIL para Leucemia Aguda Bifenotipica

Pontuagdo Linhagem B Linhagem T Linhagem mieldide
2 CD79a CD3 (cit/m) anti-MPO
CD22 cit anti-TCR a/B (anti-lisozima)
cadeia p cit anti-TCR y/&
1 CcD10 CD2 CD13
CD19 CD5 CD33
CD20 CD8 CDwe65
CcD10 CcD117
0.5 TdT TdT CD14
CD24 CcD7 CD15
CDla CD64

cit: citoplasmética; m: membrana; MPO: Mieloperoxidades; TCR: Recetor de células T; TdT: desoxinucleotidil terminal
transferase. >2 pontos sdo requeridos para assegurar a linhagem. Fonte: Adaptado de (Weinberg e Arber, 2010).

Tabela 2.3. Painel de marcadores recomendado pelo grupo EGIL para caracterizacdo de Leucemia

Aguda Bifenotipica

Rastreamento Linhagem Marcadores
Primeiro Linféide B CD19, CD22cit, CD79a, Cd10
painel Linféide T CD3cit, CD2, CD7
Mieldide anti-MPO, CD13, CD33, CDw65, CD117
N3ao linhagem especifica TdT, CD34, HLA-DR
Segundo Se LLA linhagem B IgM cit, k, A, CD20, CD24
painel
Se LLA linhagem T CD1a, mCD3, Cd4, CD5, CD8, anti-TCRa/B, anti-
TCRy/6
Se LMA anti-lisozima, CD14, CD15, CD41, CD61, CD64,

anti-glicoforina A
LMA: leucemia mieldide aguda; LLA: leucemia linfoide aguda; cit: citoplasmatica; m: membrana; MPO: Mieloperoxidades;
TCR: Recetor de células T; TdT: desoxinucleotidil terminal transferase. >2 pontos sdo requeridos para assegurar a linhagem.
Fonte: Adaptado de (Weinberg e Arber, 2010).

Em 2001, a classificacdo das neoplasias linfoides e hematopoiéticas da Organizagédo
Mundial de Saude (do inglés, WHO) incluiu uma nova categoria, denominada leucemia aguda
de linhagem ambigua, baseada nos critérios diagnosticos previamente estabelecidos pelo
grupo EGIL (JAFFE 2001). Essa nova categoria abrigava 3 subgrupos: i. leucemia aguda
indiferenciada — na qual marcadores definidores de linhagem n&o eram identificados;
geralmente, os blastos leucémicos apresentavam positividade para CD34, HLDR e/ou CD38;

ii. leucemia aguda bilinhagem — na qual duas populagdes de blastos imunofenotipicamente
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distintas podiam ser identificadas; iii. leucemia aguda bifenotipica — onde marcadores
linhagem-especificos podiam ser identificados na mesma populacdo de blastos. Entretanto,
algumas questdes tornaram essa classificacdo ndo tdo clara, como a descri¢do de que alguns
casos de leucemia aguda bilinhagem poderiam evoluir para bifenotipica, ndo deixando bem
definida a relacdo entre as duas entidades; a possibilidade de incluséo de casos de leucemia
aguda com troca de linhagem na categoria de leucemia aguda bilinhagem, uma vez que poderia
se tratar da expansdo de um subclone imunofenotipicamente distinto do clone majoritério
inicial, mas ja presente ao diagnostico; aléem disso, um erro tipografico na segunda versédo
impressa da publicacdo, considerou que a presenca de 2 ou mais pontos permitiam a
caracterizacdo de uma linhagem, quando na classificacdo EGIL, eram necessario mais de 2
pontos para que a presenca da linhagem fosse definida.

Na revisdao de 2008, a WHO manteve a categoria leucemia aguda de linhagem
ambigua, mas uma nova subdivisdo foi feita. Os subgrupos leucemia aguda bilinhagem e
leucemia aguda bifenotipica deixaram de existir, dando lugar as leucemias agudas de fenotipo
misto (do inglés, MPAL). Estas poderiam ser classificadas em Linféide T/ Miel6ide (MPAL
T/M) e Linfoide B/ Mieldide (MPAL B/M) de acordo com os marcadores imunofenotipicos
identificados, independentemente se havia presenca de uma ou mais populacdes de blastos.
Além disso, as leucemias agudas com alteracbes genéticas especificas, como a
t(8;21)(g22;922), a inv(16) e a t(15;17)(q22;q12) deveriam ser excluidas da categoria MPAL,
exceto as que possuissem rearranjo do gene MLL ou gene de fusdo BCR-ABL1 — nesse ultimo
caso, era importante a exclusdo de LMC em fase blastica. Esses cuidados devem-se ao fato de
que, quando os critérios de EGIL sdo aplicados, alguns casos classicos de LMA podem ser
erroneamente classificados como MPAL. Por exemplo, a expressdo de marcadores de linhagem
B, como CD19 e PAXS5, é comum na LMA com t(8;21)(g22;922), enquanto que a presenca de
CD2, um marcador de linhagem T, também é comum na LMA que abriga t(15;17)(g22;912),
podendo gerar uma classificacdo inadequada das referidas leucemias. Na verdade, a intensidade
da expressdo do marcador também € importante para defini¢do da linhagem e isso ndo estava
tdo bem representado pelos critérios de EGIL. Sendo assim, a classificagdo WHO estabeleceu
novos critérios para definicdo das linhagens das leucemias agudas, como descrito na tabela 2.4.
Além disso, uma entidade provisoria Leucemia/linfoma linfoblastico de células Natural Killer
(NK) também foi alocada na categoria de leucemias agudas de linhagem ambigua devido a sua

definicdo imunofenotipica ainda permanecer incerta.
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Tabela 2.4. Critérios para assegurar mais do que uma linhagem em uma Unica populacao de blastos

Linhagem Mieldide

MPO (por citometria de fluxo, imuno-histoquimica ou citoquimica)

ou

Diferenciacdo monocitica (> 2 dos seguintes: esterase nao especifica, CD11c, CD14, CD64, lisozima)
Linhagem Célula-T

CD3 citoplasmatica (por citometria de fluxo com anticorpos para cadeia CD3 epsilon; imuno-
histoquimica usando anticorpo anti-CD3 policlonal pode detectar cadeia CD3 zeta, que nao é célula
T — especifica)

ou

CD3 de superficie (rara em leucemias agudas de fendtipo misto)

Linhagem Célula-B (multiplos antigenos requeridos)

Forte CD19
Com 2 1 dos seguintes fortemente expressos: CD79a, CD22 citoplasmdtico, CD10
ou
Fraco CD19
Com 2 2 dos seguintes fortemente expressos: CD79a, CD22 citoplasmatico, CD10
CD: cluster of differentiation; MPO: Mieloperoxidade. Fonte: Adaptado de (Weltgesundheitsorganisation, 2017).

Recentemente, em 2016, a WHO realizou uma nova revisdo da classificacdo das
neoplasias linféides e hematopoiéticas, excluindo a entidade proviséria Leucemia/linfoma
linfoblastico de células Natural Killer (NK) e criando 2 novos subgrupos: ii. MPAL, NOS, tipos
raros — na qual, ocorre a rara presenga de marcadores de linhagem T e B simultaneamente; iii.
leucemias agudas de linhagem ambigua, NOS — onde a combina¢do dos marcadores expressos
ndo permite a classificacdo da leucemia em indiferenciada nem em MPAL (Tabela 2.5) Casos
de leucemia com rearranjos do gene FGFR1 também ndo poderiam ser considerados MPAL.
Todos os casos de leucemia mieldide crénica em crise blastica, de LMA com alteracdes
relacionadas a mielodisplasia e LMA relacionada a terapia deveriam ser classificados
principalmente como tal, com uma notacdo secundaria de que eles teriam um fendtipo misto,
se aplicavel.

Mais uma vez, é importante ressaltar, que a leucemia aguda que apresenta o
envolvimento bem definido de uma determinada linhagem, mas expressa um ou mais antigenos
associados a uma linhagem diferente, deve ser considerada leucemia aguda com expressao de
antigeno aberrante, ao invés de MPAL. Para ser classificada com MPAL, ndo basta que a
leucemia apresente marcadores que co-ocorram em linhagens linfoide B, linféide T e/ou
mieloide. A expressdo desses marcadores precisa ter peso suficiente para ndo permitir a

definicdo com certeza de apenas uma linhagem.
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Tabela 2.5. Classificac6es da WHO para Leucemias Agudas de Linhagem Ambigua em 2001, 2008 e

2016
WHO 2001 WHO 2008 WHO 2016
Leucemias agudas de Leucemias agudas de linhagem Leucemias agudas de
linhagem ambigua ambigua linhagem ambigua
Leucemia aguda indiferenciada Leucemia aguda indiferenciada Leucemia aguda indiferenciada
Leucemia aguda bilinhagem MPAL com 1(9;22)(g34;q11.2); MPAL com t(9;22)(q34;911.2);
Leucemia aguda bifenotipica BCR-ABL1 BCR-ABL1

MPAL com t(v;11923); MLL rearranjado MPAL com t(v;11g23); MLL

MPAL, B/mieldide, NOS rearranjado

MPAL, T/miel6ide, NOS MPAL, B/mieldide, NOS

Entidade Proviséria: Leucemia/linfoma MPAL, T/mieléide, NOS

linfobldstico de células NK MPAL, NOS, tipos raros
Leucemias agudas de linhagem

ambigua, NOS

Recentemente, a analise de uma coorte de 115 criancas com diagndstico de leucemia
aguda de linhagem ambigua (49 casos de MPAL T/M, 35 MPAL B/M, 16 MPAL com KMT2A
rearranjado, 2 MPAL BCR-ABL1, 8 MPAL sem outra especificacdo e 5 leucemias agudas
indiferenciadas) revelou que os subtipos MPAL T/M e MPAL B/M apresentam perfis genéticos
distintos. O rearranjo do gene ZNF384 foi comumente encontrado nos casos de MPAL B/M
(15/35 casos, 48%), enquanto que alteracBes bialélicas do gene WT1 foram frequentes na
MPAL T/M (20/49, 41%). Alteragdes em genes que codificam fatores transcricionais foram
detectadas em 100% dos casos de MPAL T/M, com alteragdes mutuamente exclusivas em WT1,
ETV6, RUNX1 e CEBPA em 82% dos casos. A MPAL T/M também compartilhou
caracteristicas gendmicas com a leucemia linfoblastica aguda de células T precursoras precoces
(ETP-ALL), com vérios genes sendo encontrados mutados em frequéncias similares em ambas
entidades, incluindo ETV6, EZH2, WT1 e FLT3 (ALEXANDER et al., 2018).

Do ponto de vista clinico, as MPAL em geral parecem apresentar um curso clinico mais
agressivo, com uma leucometria mais alta e mais infiltracdo extramedular ao diagnéstico do
que séo encontrados nos casos de LLA e LMA, além de um progndstico mais reservado quando
comparadas as outras leucemias. Isso tem sido confirmado por algumas séries, apesar do
namero relativamente pequeno de casos devido a baixa incidéncia da doenca.

As taxas relatadas de sobrevivéncia para criangas e adultos com MPAL sdo de 47-75%
e 20-40%, respectivamente, e ainda ndo ha consenso sobre o regime terapéutico ideal (LMA ou
LLA) (RUBNITZ et al., 2009; GERR et al., 2010; MATUTES et al., 2011; YAN et al., 2012;
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WOLACH et al., 2015). As duas maiores séries de pacientes adultos com MPAL que seguiram
os critérios da OMS 2008 incluem as séries européias publicadas por Matutes et al. em 2011,
com 100 pacientes (28% criancas), e a experiéncia da Republica da China publicada por Yan
etal. em 2012, com 117 pacientes (RUBNITZ et al., 2009).

Dentre as raras coortes pediatricas, destaca-se a analise de 35 criangas com leucemia de
linhagem mista (bifenotipica linféide T/mieldide: 20 casos, bifenotipica linfoéide B/miel6ide:
12 casos, trifenotipica: 2 casos e indiferenciada: 1 caso) tratadas no St. Jude Hospital entre os
anos de 1985 e 2006. Nesta coorte ndo foi encontrada diferenca nas taxas de SG em 5 anos
dessas criancas quando comparadas as taxas apresentadas pelos pacientes com LMA, assim
como as taxas de SG encontradas entre os subtipos de leucemia bifenotipica linféide B/mieldide
e linféide T/mieldide (36.0% + 16.6% vs. 54.0 +13.8%, P < 0.67) também foram similares.
Entretanto, revelou uma menor SG dos pacientes com leucemia bifenotipica quando
comparados aos pacientes com LLA (84.6% % 1.1%, P < 0.001) (RUBNITZ et al., 2009).

Em 2010, Gerr e colaboradores publicaram o resultado de uma coorte exclusivamente
pediétrica, na qual foram avaliadas 92 criangas diagnosticadas com leucemia aguda de linhagem
ambigua (LALA) incluidas nos protocolos do grupo BFM para tratamento de LMA e de LLA
entre 0s anos de 1998 e 2006. Dezenove pacientes foram tratados de acordo com os protocolos
para LMA (AML-BFM 98 e 2004) (CREUTZIG et al., 2005), 46 de acordo com os protocolos
para LLA (ALL-BFM 95 e 2000) (MORICKE et al., 2008) e 27 pacientes receberam uma
combinacdo de protocolos para LLA e LMA. 33 pacientes (35,9%) foram submetidos a
transplante alogénico de células tronco hematopoiética. Os pacientes foram agrupados de
acordo com a classificacdo mais atual da WHO na ocasido (WHO 2008): 78 casos foram
classificados como bifenotipicos, sendo 45 casos (57,7%) com imunofenétipo linféide
B/mieloide, 27 (34,6%) linfoide T/ mieldide e 6 casos (7,7%) com fendtipo trilinhagem. Seis
casos foram classificados como bilinhagem, sendo 4 linféide B/ miel6ide e 2 casos, como
linféide T/ meldide. Oito casos apresentaram troca de linhagem durante o tratamento (7 de
linhagem linfoide B para mieldide e 1 caso de linfdide T para miel6ide). Nessa coorte, as
criangas com LALA apresentaram significativamente uma media de idade maior (8,9 anos) e
maior frequéncia de hiperleucocitose (18,5%) do que as criangas ndo LALA do protocolo ALL-
BFM 95 (média de idade de 5 anos e 10,9% com hiperleucocitose). O acometimento inicial do
sistema nervoso foi significativamente mais frequente entre as criangas com LALA (24,1%) do
que entre as criangas tratadas nos protocolos AML-BFM 98 (11,5%) e ALL -BFM 95 (3,2%).
As alteragdes citogenéticas mais comumente encontradas foram a presenca do gene de fusdo
ETV6/RUNX1 (16%) e de trissomia do cromossomo 8 (14,6%). A taxa de remissdo completa

entre os pacientes com LALA foi significativamente menor do que a taxa encontrada entre os
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pacientes ndo LALA do protocolo BFM-ALL 95 (91,8% vs. 99,1%, P < 0.001,
respectivamente), enquanto que ndo houve significancia estatistica em relagdo a taxa dos
pacientes ndo LALA do BFM AML 98 (87,9%). A sobrevida livre de eventos (SLE) e a
sobrevida global (SG) em 5 anos foram baixas, ambas de 62 + 5%. SLE em 5 anos dos pacientes
com LALA foi significativamente melhor do que para os pacientes com LMA (49+2%, P =
0,027%), enquanto que a SG foi similar (LMA: 63 + 2%, P =0,86). J& os pacientes com LLA
apresentaram tanto SLE quanto SG significativamente melhores do que os pacientes com
LALA (LLA: SLE 80 + 1%; SG 88 + 1%, P <0,001). Quando foram analisados os diferentes
grupos de risco, os pacientes com LALA apresentaram taxas de SLE semelhantes aos pacientes
com LLA alto risco e LMA baixo risco, porém significativamente melhores do que os pacientes
com LMA alto risco (SLE 40+ 3%, P =0,0005) e piores do que os pacientes com LLA médio e
baixo riscos (80 + 1%, P <0,001 e 90 + 1%, P <0,001, respectivamente). A SLE em 5 anos dos
pacientes com LALA tratados somente com protocolos direcionados para LMA foi
significativamente pior do que a de pacientes que receberam somente protocolos para
tratamento de LLA (n=19, 41 + 12% vs. n=46, 81 + 6%, P = 0,0009, respectivamente). A
evolucdo comparativa entre os subgrupos de LALA demonstrou que os pacientes com fenétipo
linfoide B/ mieldide (n=45) tenderam a apresentar uma SLE em 5 anos melhor do que os
pacientes com fenotipo linfoide T/ mieldide (n=45, 74 + 7% vs. n=27, 53 + 10%, P = 0,06) e
semelhante aos pacientes com fenétipo trilinhagem (GERR et al., 2010).

Um estudo restropectivo internacional, iBFM-AMBI2012, que analisou 233 criancas
entre 1 e 12 anos diagnosticada com LALA entre 2002 e 2015, relatou uma sobrevida livre de
eventos (SLE) em 5 anos superior para os pacientes tratados com terapia primariamente voltada
para LLA em relacdo a SLE dos pacientes tratados com protocolo combinado ou direcionado
para LMA (80 + 4%, 36 £ 7,2% e 50 + 12%, respectivamente). Quando os casos com fusdes
génicas especificas para LLA ou LMA foram excluidos da analise, a SLE em 5 anos para 0s
casos de LALA com CD19 positivo foi de 83 £ 5,3% no tratamento primario para LLA
comparada a 0 + 0% e 28 + 14% nos casos de tratamento priméario combinado e direcionado
para LMA, respectivamente. Sendo assim, o tratamento com protocolos do tipo LLA foi
recomendado para a maioria dos pacientes pediatricos com LALA, incluindo casos com CD19
positivo. Foi sugerido que o tratamento direcionado para LMA fosse preferido em uma minoria
de casos de LALA com CD19 negativo e nenhum outro aspecto linféide. Além disso, nessa
série, ndo foi encontrado nenhum beneficio global do transplante de células tronco
hematopoiéticas, podendo o mesmo ser introduzido para alguns pacientes com uma resposta
pobre ao tratamento (HRUSAK et al., 2018).
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Em suma, ainda ndo existem ensaios clinicos prospectivos, controlados que ajudem a
guiar a terapia. Os limitados dados sugerem que um esquema terapéutico direcionado para
leucemia linféide aguda seguido por transplante de células tronco hematopoiéticas, em alguns
casos, pode ser aconselhavel. Além disso, a adicdo de inibidores tirosina-kinase para 0s
pacientes com MPAL que possuem o gene de fusdo BCR-ABL1 tem sido recomendado.
(WOLACH et al., 2015)

2.2.2.1 Leucemia Aquda de Fendtipo Misto T/ Mieloide (MPAL T/M)

MPAL T/M é uma doenga bem rara, respondendo por < 1% das leucemias, acometendo
adultos e criancas. Como descrito anteriormente, a MPAL linfoide T/ MielGide apresenta
blastos que possuem critérios para que as duas linhagens (linfoide T e mieldide) sejam
definidas, sem outras anormalidades genéticas recorrentes. Os blastos mieldides sdo positivos
para MPO e junto com 0s monoblastos também costumam expressar outros marcadores
mieldides como CD13, CD33 e CD117 (KIT). Além da expressdo do marcador CD3
(principalmente o citoplasmatico) para defini¢cdo da linhagem T, costumam ser encontrados
CD2, CD7 e CD5. Morfologicamente, os blastos podem se assemelhar aos encontrados na
leucemia linféide aguda e/ou pode existir uma populagdo mista, com aspectos linfoides e outra
com aspectos mieloides (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Blastos da Leucemia Aguda de Fendtipo Misto. Existe uma populagdo dismérfica de blastos, com

muitos linfoblastos pequenos. Também podem ser vistos blastos maiores com uma relagéo nucleo/citoplasma alta,
cromatina fina e nucléolo imperceptivel. Fonte: Fonte: Weltgesundheitsorganisation, 2017.
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O status mutacional e assinatura génica da MPAL M/T ainda séo desconhecidos devido
ao reduzido numero de casos descritos. Em uma série de 31 pacientes com MPAL foram
pesquisadas mutagdes em 17 genes relacionados a LLA. Foi encontrada mutagdo em NOTCH1
em apenas um dos 31 pacientes, sendo 0 mesmo do subtipo M/T, assim como a mutagédo em
ETV6 também so foi identificada em um dos 31 casos, também com MPAL M/T. Trés casos
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apresentaram mutacdo em EZH2, sendo 2 deles MPAL M/T (YAN et al., 2012). Outro estudo
com 18 pacientes com MPAL T / M revelou uma frequéncia de 56% de mutac6es em DNMT3A
(KERN et al., 2012). Em outra série, mutagdes no gene FLT3 foram encontradas em 7 de 15
pacientes com MPAL T/M, podendo indicar um possivel alvo terapéutico (HOEHN et al.,
2012).

A MPAL linfoide T/mieldide é considerada uma leucemia de progndstico reservado,
embora 0os dados comparando esses casos com 0s outros subtipos de MPAL sejam escassos.
Nas poucas séries existentes, assim como nos casos de MPAL em geral, os pacientes com
MPAL T/mieloide ndo foram tratados uniformemente, recebendo varias combinacdes e
administracdo sequencial de terapias ora dirigidas para blastos linféides, ora para blastos
mieldides e alguns pacientes parecem responder a um ou a outro esquema. Em geral, as
propostas terapéuticas para MPAL T/M séo semehantes as dos outros subgrupos de MPAL
(RUBNITZ et al., 2009; WOLACH et al., 2015).
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2.2.3 Leucemia Mieloide Aguda com Diferenciacdo Minima (LMA-MO0)

A leucemia mieldide aguda com diferenciacdo minima (LMA-MO, pela classificacdo
FAB) é uma neoplasia hematoldgica rara, ocorrendo em menos de 5% dos casos de LMA.
Acomete individuos de qualquer idade, principalmente lactentes e idosos (HOFFMAN, 2018).

Essa entidade clinica caracteriza-se pela presenca de blastos sem alteracdes
morfologicas e citoquimicas comuns aos blastos da linhagem mieldide. Menos de 3% dos
blastos apresentam coloracdo positiva para mieloperoxidade (MPO), para Sudan-Black B ou
para naftol AS-D cloro-acetato esterase (CAE). Os blastos possuem um tamanho médio, com
nacleos redondos ou levemente indentados com cromatina dispersa, um ou dois nucléolos,
citoplasma agranular com variados graus de basofilia e auséncia de bastonetes de Auer.
Raramente podem ser encontrados pequenos blastos com cromatina condensada e escasso
citoplasma que podem assemelhar-se a linfoblastos (HOFFMAN, 2018).

A LMA MO s6 pode ser diagnosticada pela imunofenotipagem do blasto, por meio da
identificacdo de marcadores mielGides. Além disso, a doenca ndo pode possuir critérios
diagnosticos para outros grupos de neoplasias miel6ides aguda — LMA com anormalidades
genéticas recorrentes, LMA com alteracGes relacionadas a mielodisplasia e LMA relacionada a
terapia (WELTGESUNDHEITSORGANISATION, 2017).

Para que o diagnostico de LMA MO seja confirmado € necessaria a presenca de pelo
menos 2 marcadores mieldides pela imunofenotipagem, sendo CD13 e CD117 (cKIT) os mais
frequentemente encontrados (THALHAMMER-SCHERRE et al., 2002). Em cerca de 60% dos
casos, ocorre a presenca de CD33 (KALEEN et al., 2001). Ocorre a expressdo variavel de
marcadores como MPO, SBB, CD16/ 56. Outros marcadores frequentemente identificados nas
células mieldides e monociticas, como CD11b, CD15, CD14 e CD65, ndo sdo comumente
achados na LMA MO (DUNPHY; TANG, 2007). Entretanto, ¢ comum o achado de marcadores
imunofenotipicos encontrados em células tronco hematopoiéticas ou células hematopoiéticas
precursoras precoces, como CD34, CD38 e HLA-DR. Além disso, embora marcadores
especificos de linhagem linféide B, como cCD79 e CD22, e de linhagem linfoide T, cCD3,
sejam ausentes (KALLEN et al., 2001), a presenca de desoxinucleotidil-transferase terminal
(TdT) nuclear pode ser encontrada em até 50% dos casos e parece indicar um melhor
prognostico (PATEL et al., 2013). A expressdo de CD7 também tem sido relatada em cerca de
40% dos casos (SWERDLOW et al., 2016).

Dentre as alteragdes genéticas, é frequente o achado de anormalidades cromossdmicas
complexas e anormalidades cromossémicas nao-balanceadas, como -5/del(5q),-7/del(7q), +8 e
del(11q) (SHANMUGAN et al., 2018). A trissomia 21 ndo constitucional e hipodiploidia
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também tém sido mais frequentemente encontradas na LMA-MO do que nos outros subtipos de
LMA. Na mesma série, 6 de 36 pacientes com LMA-MO apresentaram mutacdes FLT3-ITD
(17%), mas esse achado ndo apresentou impacto na evolugdo dos pacientes. (BARBARIC et
al., 2007). Mutacbes em RUNX1 tém sido relatadas em cerca de 30% dos casos e apresentam
uma forte associacdo com a trissomia 13, com esses casos apresentando uma expressao
aumentada de FLT3 (SILVA et al., 2007). Mais recentemente, uma série de 28 pacientes com
LMA-MO revelou a presenca de 5 casos (18%) com mutagdo no gene FLT3 (PATEL et al.,
2013).

Ao longo dos anos, a incidéncia de rearranjos dos genes do TCR/Ig na LMA, além de
pouco investigada, tem apresentado resultados divergentes. Em 1987, uma série de 38 casos de
LMA M1-Mb5 (13 casos positivos para TdT e 25 casos com TdT negativo) revelou a ocorréncia
de rearranjo no locus TCRB em 6 casos (5 nos casos com TdT + e 1 nos casos TdT-). Nos 4
casos de LMA indiferenciada analisados todos eram TdT positivos e tiveram rearranjos
identificados, tanto no locus TCRB quanto no locus IGH (SEREMETIS et al., 1987). Em uma
série de 40 casos de LMA em geral, foi identificado rearranjo do locus TCRG em apenas um
caso — uma paciente de 8 anos com LMA-MO0 com marcadores imunofenotipicos linféides (TdT
e CD7) (PARREIRA et al., 1992). No mesmo ano, foi publicada a investigacdo de 100 casos
de LMA (32 criancas e 68 adultos), com a presenca de rearranjo no locus TCRD em 9 pacientes,
sendo que em 8 deles havia expressdo de antigenos linfoides T associados. Pela classificacdo
FAB, 6 casos foram categorizados com M1 e 2 casos com M2 (SCHMIDT et al., 1992). Mais
recentemente, em 2013, a presenca de rearranjos nos loci TCRG e/ou TCRB foi identificada
em 33,4% (11/23) dos casos de LMA-MO (PATEL et al., 2013).

Clinicamente, a LMA MO manifesta-se por sinais e sintomas decorrentes da faléncia
medular, frutos da anemia, neutropenia e plaquetopenia, comuns nos casos de leucemia aguda
em geral. O prognoéstico parece ser mais reservado entre as criancas e adultos com LMA-MO
quando comparado aos outros subtipos de LMA (BENE et al., 2001; BARBARIC et al., 2007).
A sobrevida livre de eventos (23%+11% vs 41%+3%; P <0.018) e a sobrevida livre de doenca
(31%+14% vs 52%= 3%; P<0.009) em 8 anos parecem ser significativamente menores entre as
criangas com LMA-MO0 guando comparadas as com LMA ndo-M0. (BARBARIC et al., 2007).
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2.3 Achados imuno-genéticos similares entre as ETP-ALL, MPAL T/M e
LMA-MO0

As entidades clinicas e imunofenotipicas descritas acima nos trazem questdes relevantes
e intrigantes sobre a origem clonal dessas leucemias. Seja na leucemia mielGide com
diferenciacdo minima, seja na MPAL T/mieldide ou na ETP-ALL, a significativa expressdo
simultanea de marcadores imunofenotipicos definidores de linhagem mieloide e linfoide T
acompanhada de alteraces gendmicas que corroboram esses achados, como perfis de expressdo
génica e mutacionais similares aos encontrados nas leucemias mieloides agudas mesmo
tratando-se de uma ETP-ALL, apontam para que o evento gerador da clonalidade nessas
entidades clinicas tenha ocorrido ainda em etapas bem precoces da diferenciacdo celular. Ha
evidéncias crescentes de uma possivel relacdo entre o desenvolvimento de células T e
mieloides, sugerindo o envolvimento de um precursor comum ou um precursor linféide que
reativou um programa de diferenciacdo mieloide nesse processo. (GUTIERREZ e KENTSIS,
2018).

Ainda durante os anos 80, duas hipdteses principais foram levantadas para explicar a
expressao bifenotipica na leucemia. Uma delas, conhecida como promiscuidade de linhagem
(GREAVES et al., 1986) sugere que células progenitoras hematopoiéticas normais com
potencial de diferenciacdo em mdaltiplas linhagens podem possuir esse potencial preservado,
como uma verdadeira reliquia, quando a transformac&o leucémica ocorre nessa fase, gerando
uma populacdo de blastos com bloqueio maturativo nesse estagio de diferenciacdo celular e,
por conseguinte, expressando marcadores fenotipicos de diferentes linhagens (Greaves 1986).
Outra hipétese, denominada infidelidade de linhagem (MCCULLOCH et al., 1983; SMITH et
al., 1983, 1984) suporta a idéia de que uma expressdo génica anormal nas células blasticas, ou
seja, uma programacao defeituosa oncogeneticamente originada, levaria a producédo de blastos
com expressdo de marcadores de mdltiplas linhagens.

Desde a descricdo dessas hipdteses até os dias atuais, cerca de 3 décadas se passaram e
houve muito progresso no conhecimento da biogénese das leucemias e dos diversos fatores que
interferem e direcionam a diferenciacdo das celulas sanguineas na medula 6ssea. Entretanto,
ainda é dificil definir qual das duas teorias poderia justificar o aparecimento de leucemias
agudas com fenétipo misto ou mesmo com significativa expressdo de marcadores de uma outra
linhagem. Talvez a combinacédo das duas idéias seja 0 mais provavel e, cada vez mais, reforca-
se a importancia da atuagdo orquestrada dos fatores de transcricdo nesse processo.

No contexto das leucemias agudas, varias alteracdes gendmicas e epigenéticas

patologicas podem ocorrer, culminando com a desregulacéo e a expressdo aberrante dos fatores
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de transcricdo, com a subsequente desorganizagdo do processo de diferenciacdo celular.
(ORKIN et al., 2008; LEE et al., 2012; REGALO et al., 2012). Como exemplo desta situacao,
temos a expressdo de NOTCH1. Como melhor descrito na secdo anterior, NOTCH1 é um fator
de transcricdo crucial para diferenciagdo dos precursores linfoides T normais e mutacdes
ativadoras do gene sdo encontradas em mais de 50% das LLA-T. Por outro lado, a auséncia de
NOTCHJ1 parece permitir a diferenciacdo mieloide da até entdo célula linfoide T (WADA et al.,
2008; SULTANA et al.,, 2010; DE OBALDIA et al., 2013). Palomero e colaboradores
identificaram mutacdes ativadoras em NOTCH1 em amostras de LMA-MO0, M1 e M2 e nos
clones de recaida nos casos em que houve troca de linhagem de LMA, ao diagndstico, para
LLA-T, no momento da recidiva. Isso reforca o potencial que mutagdes nos genes dos fatores
de transcricdo podem ter para gerar reprogramacdo de células linhagem-especificas
(PALOMERO et al., 2006). Da mesma forma, a analise do perfil de expressao génica de um
grande grupo de pacientes com LMA identificou um subgrupo com um perfil de expressédo
diferenciado, baseado na presenca de hipermetilagdo do promotor do gene CEBPo. — com
consequente silenciamento do gene — e expressdo aberrante de marcadores imunofenotipicos
de linhagem linfoide T, como CD7. Nesse grupo, foi comum a identificacdo de mutacGes
pontuais ativadoras de NOTCH1 e a sua via de sinalizacdo estava aberrantemente ativada
(WOUTERS et al., 2007).

De fato, as muta¢Ges podem superar o fen6tipo e os achados na ETP-ALL também
corroboram para isso. Na ETP-ALL, sabe-se que a origem da doenca se encontra em um
subconjunto de células precursoras jovens que ainda ndo estdo irreversivelmente
comprometidas com a linhagem linféide T e retém o potencial para diferenciacdo em células
dendriticas/mieloides (WHO 2016). Como relatado, a doenca estd associada a mutacdes
recorrentes tipicamente observadas em neoplasias mieloides como DNMT3A, IDH1 e IDH2,
estando transcripcionalmente relacionada a progenitores mieloides (COUSTAN-SMITH et al.,
2009; VAN VLIERBERGUE et al., 2011; ZHANG et al., 2012). Esses achados ressaltam a
promiscuidade entre as células T precursoras imaturas e a linhagem mieloide, apoiando a
hipbtese da existéncia de progenitores linfocitarios precoces multipotentes (REN et al., 2011).

Na MPAL T/M, a sobreposicéo de alteracdes genéticas comuns as linhagens linfoide e
mieloide também tem sido demonstrada. Em uma coorte pediatrica recente, foi realizada a
comparacdo dos achados genémicos de 49 casos de MPAL T/M com aqueles relatados na
literatura para LLA-T na infancia (LLA-T; n = 245) (Liu 2017) , ETP-ALL (n = 19) (LIU et
al., 2017) e LMA (n=197) (Bolouri 2018). Ao contrario do que se esperaria, alteragdes comuns
na LLA-T, como mutagdes em TAL-1, amplificacdo de MYB, delecdo de LEF1, delecbes de
CDKN2A e CDKN2B e amplificagdo do enhancer MYC dirigido por NOTCH1, foram raras na
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MPAL T/M e na ETP-ALL. Em contraste, as altera¢cdes no WT1 foram comuns em MPAL T/M
(41%) e ETP-ALL (42%), mas ndo na LLA-T (9%; P <0,001). Mutacdes na via de sinalizagdo
Ras e JAK-STAT foram comuns em MPAL T/M e ETP-ALL e as mutacGes da via de
sinalizacdo fosfotidilinositol 3-quinase (P13K) foram comuns na LLA-T. Varios genes foram
mutados em frequéncias similares na MPAL T/M e ETP-ALL, incluindo ETV6, EZH2, WT1 e
FLT3. Assim, MPAL T/M e ETP-ALL foram descritas como entidades semelhantes no espectro
das leucemias imaturas (ALEXANDER et al., 2018)

Baseado nesses achados, Gutierrez e Kentsis propuseram recentemente a criagdo de uma
nova categoria para classificacdo das leucemias agudas, denominada Leucemia Linfoblastica
T/ Mieloide Aguda (LTMA). Essa nova categoria abrigaria as ETP-ALL, as MPAL T/M e um
subtipo especifico de LMA com caracteristicas tipicas de células linfoides T, como presenca

de rearranjos nos genes dos TCR/Ig. Esse subtipo de LMA, ndo megacariocitica, tende a
apresentar positividade para TdT e de outros marcadores linfoides T tipicos, como CD7, CD2
e CD4, além de mutacdes tipicamente encontradas nos casos de LLA-T tipica, como WT1L,
PHF6, RUNX1 e BCL11B (GUTIERREZ e KENTSIS, 2018).

Sendo assim, apesar da notdria ampliacdo no entendimento das alteracfes gendmicas
nas leucemias conquistada nos ultimos anos, alguns subtipos leucémicos ainda carecem de uma
definigdo precisa, prejudicando seu diagndstico correto e a instituicdo de medidas terapéuticas
mais especificas. Por essa razdo, indubitavelmente, investigacdes mais profundas nessa area
precisam ser realizadas, de sorte que possam contribuir significativamente para desvendar o
complexo panorama da biogénese da doenca e, por conseguinte, para o desenvolvimento de

terapias alvo-direcionadas e potencialmente mais eficazes.
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I11. Objetivos

Principal: Identificar a presenca de rearranjos completos e incompletos dos genes do Receptor
de Células T e B nos casos de ETP-ALL, MPAL T/Mieloide e LMA MO em uma coorte de
pacientes pediatricos brasileiros.

Secundarios: i. Identificar possiveis padrfes de rearranjos de segmentos génicos V(D)J que
caracterizem os casos de ETP-ALL, MPAL T/Mieloide e LMA-MO; ii. Avaliar a presenca de
mutac&o do tipo ITD no gene FLT3 nas ETP-ALL, MPAL T/Mieloide e LMA MO pediatricas;
iii. correlacionar a presenca de rearranjos dos genes do TCR/BCR e de mutac¢6es FLT3-1TD nas
ETP-ALL, MPAL T/Mieloide e LMA MO pediatricas com achados clinico-laboratoriais.
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IVV. Materiais e Métodos

4.1. Pacientes e amostras

Esse é um estudo transversal descritivo realizado por meio da analise de amostras de
medula 6ssea ou de sangue periférico de 41 pacientes pediatricos (0 — 21 anos) enviadas para o
Programa de Hematologia-Oncologia Pediatrica do INCA e para o Laboratério de Citometria
de Fluxo do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG)/ UFRJ, recém-
diagnosticados com ETP-ALL, MPAL T/Mieloide ou LMA-MO. Foram analisadas 21 amostras
de pacientes com diagnostico de novo de ETP-ALL, 8 de MPAL T/Mieldide e 12 de diagnostico
de LMA MO entre os anos de 2005 e 2020.

O diagndstico dessas trés entidades clinicas foi estabelecido por imunofenotipagem de
acordo com os critérios de Inukai et al. para diagnostico de ETP-ALL (INUKAI et al., 2012),
com os critérios da classificacdo EGIL revisados pela Organizacdo Mundial de Saide em 2016
para o diagndstico de MPAL T/Mieloide e LMA MO (WELTGESUNDHEITSORGANISATION,
2017), além de estarem em concordancia com os protocolos do Consércio Euroflow para os
procedimentos de calibracdo e compensacdo do citbmetro, processamento das amostras, painéis
de anticorpos utilizados e estratégias de analise (BEISHUIZEN et al. , 1991; SZCZEPANSKI
et al., 2002). O perfil imunofenotipico de cada um dos casos estudados esta descrito na secao
5.2.1, nos quadros 5.3, 5.4 e 5.5 (pag.64 e 65). Todos 0s pacientes que nao atenderam aos
critérios acima descritos foram excluidos do estudo.

Como estudo piloto para padronizacdo no nosso laboratério da técnica de deteccdo dos
rearranjos dos genes dos Receptores de Células T (TCR) e dos Receptores de Células B (BCR
ou imunoglobulinas), inicialmente foi investigada a presenca desses rearranjos em 10 amostras
ao diagnostico de pacientes pediatricos com LLA de precursores B e em 3 linhagens celulares
também oriundas de casos de LLA de precursores B: SUP-B15 — linhagem de LLA-pB com
cromossomo Philadelphia; Nalm6: linhagem de LLA-pB com t(5;12); e SEM: linhagem de
LLA-pB com t(4;11). A execucédo deste trabalho segue as normas da Comissédo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP - 3.164.004).

4.2. Processamento das amostras

As amostras de medula déssea foram submetidas & extracdo de DNA a partir dos

leucdcitos totais, de acordo com o0s seguintes procedimentos abaixo relacionados:
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1) Isolamento de celulas mononucleares de medula Ossea ou de sangue periférico por
centrifugacéo em gradiente de Ficoll-Histopaque (Sigma).

2) Extrac@o de DNA a partir de células mononucleares:

As amostras de SP e/ou MO, ao diagnostico, foram processadas para obtencdo de DNA total.
A extracdo de DNA foi realizada por método automatizado no equipamento Maxwell® 16
(Promega), que utiliza como principio a recuperagdo do DNA por microesferas
ferromagnéticas. Para a quantificacdo e avaliacdo do grau de pureza do DNA, 1 ul do material
extraido foi mensurado por leitura espectrofotométrica (NanoDrop®), nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm. Uma amostra foi considerada adequada sempre que a razao
DNA/proteina: 260/280 foi maior que 1,8.

4.3. Analise semi-quantitativa de FLT3-1TD:

As amostras foram avaliadas quanto a presenca da mutacdo FLT3-1TD e, sendo
positivas, foram semi-quantificadas por meio da analise de fragmento, utilizando-se uma PCR
multiplex alelo-especifica e a plataforma 3130xI (Applied Biosystems®) para corrida de
eletroforese capilar. A reacdo de PCR foi’w realizada segundo Noguera et al. e os resultados
sdo analisados no software Peak Scanner V1.0® (Applied Biosystems®) (NOGUEIRA et al.,
2005).

Nesta reacdo foi utilizado o oligonucleotideo iniciador ndo marcado (2pmol/uL)
5’GGTGTCGAGCAGTACTCTAAACAGGTGTC 3’ e o iniciador marcado com FAM
(2pmol/uL) 5’GATCCTAGTACCTTCCCAAACTC 3’. O perfil térmico consistiu em
desnaturacdo inicial de 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 30s, temperatura de
anelamento de 53°C durante 30s e temperatura de extenséo de 72°C durante 45s e extensao final
de 20 min. O produto observado é um fragmento de 366 - 369 pb correspondente ao alelo
selvagem, além de possiveis bandas adicionais de até aproximadamente 450 pb (FLT3-ITD).

Para a analise, consideraramos apenas as corridas que foram aprovadas no critério de
qualidade do marcador de peso molecular e também que apresentam picos principais com
intensidade superior a 1000 rfu (unidades relativas de fluorescéncia) e inferior a 8000 rfu; assim
como ruido inferior a 30 rfu e picos secundarios iguais ou superiores a 100 rfu. A altura de cada
pico de fluorescéncia, nos tamanhos de fragmentos demarcados no painel, foi registrada pelo

software Chimer Marker.
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4.4. Identificacdo de rearranjos completos e incompletos dos TCR /BCR

Para identificacdo dos segmentos génicos e da regido juncional dos rearranjos nos genes
de TCR/BCR, realizamos multiplas ReacGes em Cadeia da Polimerase — Oligonucleotideo
Alelo-Especifico (ASO-PCR). Em seguida, para determinar a clonalidade dos produtos de PCR,
utilizamos o método de anélise heteroduplex com posterior sequenciamento direto dos casos

com rearranjos monoclonais ou bi-alélicos.

4.4.1. PCR V(D)J

Para a realizacdo do estudo-piloto, as amostras diagnoésticas de 10 pacientes pediatricos
com LLA-B derivada e de 3 linhagens celulares de leucemias linfoides B foram investigadas
para a presenca de rearranjos clono-especificos completos e incompletos nos loci IgH, IGK,
IGL, TCRD e TCRB. Foram realizadas 26 PCR, uni e multiplex, para cada uma das amostras
estudadas, sendo que em 4 amostras de pacientes com LLA-B derivada também foi possivel a
investigacdo de rearranjos no loci TCRG, totalizando 32 PCR em cada um desses casos.

As amostras diagnosticas de ETP-ALL, MPAL T/M e LMA MO do estudo principal
foram analisadas para identificacdo de rearranjos clono-especificos completos e incompletos
nos loci codificadores TCRG, TCRD, TCRB e IgH. Foram realizadas 19 PCR uni e multiplex
em cada um dos 44 casos analisados.

Todas as PCR V(D)J foram realizadas segundo protocolo utilizado no Molecular
Biology Laboratory de Erasmus MC — Universitair Medish Centrum Rotterdam (VAN DER
VELDEN; VAN DONGEN, 2009). A combinacéo utilizada de primers e de reagentes em cada

reacao de PCR estdo representados nos quadros 4.1 e 4.2
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Quadro 4.1 — Combinacéo de primers usada para detec¢do de rearranjos dos genes do

TCR/lg no Estudo-Piloto e no Estudo Principal

ESTUDO-PILOTO - PCR VDJ para LLA-pB

ESTUDO PRINCIPAL — PCR VDJ para LLA-T

. . Produto . . Produto
Tubo Primer Forward Primer Reverse Tubo Primer Forward Primer Reverse
(pb) (pb)
A VyI-F1-B1 Jy1.1/2.1-R1-B1 129 A VyI-F1-B1 Jy1.1/2.1-R1-B1 329
B Vyl-F1-B1 Jy1.3/2.3-R1-B1 533 B Vyl-F1-B1 Jy1.3/2.3-R1-B1 533
C VylI-F1-B1 Jy1.1/2.1-R1-B1 318 C VyII-F1-B1 Jy1.3/2.3-R1-B1 522
D VyII-F1-B1 Jy1.3/2.3-R1-B1 522 D VyII-F1-B1 Jy1.3/2.3-R1-B1 522
E VyIV-F1-B1 Jy1.1/2.1-R1-B1 353 E VyIV-F1-B1 Jy1.3/2.3-R1-B1 557
F VyIV-F1-B1 Jy1.3/2.3-R1-B1 557 F V§1-F1-B1 J581-R1-B1 452
G V62-F1-B1 D&3-R1-Bl 501 G Vé2-F1-B1 D&3-R1-Bl 501
H Dé2-F1-B1 D&3-R1-B1 608 H Vo2-F1-B1 J81-R1-B1 443
| VklI-F1-B1 Kde-R1-B1 433 | V3-F1-B1 J81-R1-B1 440
J VkllI-F1-B1 Kde-R1-B1 443 J D§2-F1-B1 D&3-R1-B1 608
K Vxlll-F1-B1 Kde-R1-B1 429 K D§2-F1-B1 J81-R1-B1 550
23x VB-F1-B2: 2,4,5
,6a, 6b, 6¢, 73, 8a, 9, 10, | 9x JB-R1-B2: 1.1,
L VkIV-F1-B1 Kde-R1-B1 445 M 11, 13a, 13b, 14, 16, 17, 12,13,14,15, 240-280
18,19, 20, 21, 22, 23, 1.6,22,2.6,27
24
23x VB-F1-B2: 2,4,5
,6a, 6b, 6¢, 74, 843, 9, 10,
4x JB-R1-B2: 2.1,
M Intron-F1-B2 Kde-R1-B1 511 N 11, 133, 13b, 14, 16, 17, 2324 25 240-280
18,19, 20, 21, 22, 23, R
24
13x JB-R1-B2:
170-200
11,12,13,1.4,
Dp1-F1-B2 + DB2-F1- (DB1)
N VH1/7-F1-CLB JH-R1-CLB 300-400 (6] 15,16,2.1,22,
B2 290-310
2.3,24,25,2.8, DB
27 (DB2)
(0] VH2-F1-CLB JH-R1-CLB 300-400 AA DH1-F1-EUR JH-R1-CLB 130
P VH3-F1-CLB JH-R1-CLB 300-400 BB DH2-F1-EUR JH-R1-CLB 240
Q VH4/6-F1-CLB JH-R1-CLB 300-400 cC DH3-F1-EUR JH-R1-CLB 160
R VH5-F1-CLB JH-R1-CLB 300-400 DD DH4-F1-EUR JH-R1-CLB 180
23x VB-F1-B2: 2,
4,5 64, 6b, 6¢, 7a,
9x JB-R1-B2: 1.1,
8a, 9, 10, 11, 13a,
S 1.2,1.3,14,15, 240-280 EE DH5-F1-EUR JH-R1-CLB 300
13b, 14, 16, 17, 18,
1.6,22,2.6,27
19, 20, 21, 22, 23,
24
23x VB-F1-B2: 2,
4,5 64, 6b, 6¢, 7a,
8a, 9, 10, 11, 13a, 4x JB-R1-B2: 2.1,
T 240-280 FF DH6-F1-EUR JH-R1-CLB 200

13b, 14, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23,
24

23,24,25
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Fonte: VAN DER VELDEN; VAN DONGEN, 2009

Quadro 4.2 — Sumario dos reagentes e volumes utilizados para cada reacdo de PCR

13x JB-R1-B2:
170-200
11,1.2,1.3,14,
DB1-F1-B2 + DB2- (DB1)
U 15,16,2.1,22, GG DH7-F1-EUR JH-R1-CLB 230
F1-B2 290-310
2.3,24,25,26, o2)
2.7
Y V§2-F1-B2 Jo29-R1-EUR | 200-350
12x Ja-R1-EUR:
9,30, 48, 49, 52,
w V§2-F1-B2 200-350
54, 55, 56, 57, 58,
59, 61
AA DH1-F1-EUR JH-R1-CLB 130
BB DH2-F1-EUR JH-R1-CLB 240
cc DH3-F1-EUR JH-R1-CLB 160
DD DH4-F1-EUR JH-R1-CLB 180
EE DH5-F1-EUR JH-R1-CLB 300
FF DH6-F1-EUR JH-R1-CLB 200
GG DH7-F1-EUR JH-R1-CLB 230
6x VK-F1-B2:1/6, | 2x JK-R1-B2: 1-
TT 130
2,3,4,57 4,5
VL % -F1-B2 +
uu JL1,2,3-R1-B2 240
VL3-F1-B2

Reagentes e volumes para 1 rea¢io de PCR por tubo

Reagentes A-R e S T U | Reagentes V | W | TT | UU
AA-GG
Perkin Elmer 5 5 5 5 | Perkin Elmer 5 5 5 5
buffer II (10x) buffer II (10x)
MgCl, (25mM) 3 6 6 3 | MgClL,(25mM) 4 4 3 3
Milli-Q H,O 339 16,1 | 18,6 | 27,8 | Milli-Q H,O 33,2 (27,7|31,3|338
dNTP (20mM) 0,5 05 | 05 | 05 |dNTP(20mM) 0505|0505
BSA (20mg/ml) 1 1 1 1 | BSA (20mg/ml) 1 1 1 1
F primer (10 pmol/ul) 0,7 F primer (20 pmol/ul) 05| 05
R primer (10 pmol/ul) 0,7 R primer (20 pmol/ul) 05| 6
Primermix Btl (23x VB + 9x JB) 16 VK-JK Primermix TT (6x VK + 2x 4
(20 pmol/ul, 0,5 ul cada) JK)
(20 pmol/ul, 0,5 ul cada)

Primermix Bt2 (23x VB + 4x JB) 13,5 VL-JL Primermix UU (2xVL + 1x JL) 15
(20 pmol/ul, 0,5 ul cada) (20 pmol/ul, 0,5 ul cada)
Primermix Bt3 (2x DB + 13x JB) 75
(20 pmol/ul, 0,5 ul cada)
TaqGOLD (5U/pl) 0,2 04 | 04 | 0,2 |TaqGOLD (5U/nl) 03]03)|02]|02
DNA (10 ng/ pl) 5 5 5 5 | DNA (10 ng/ pl) 5 5 5 5
Volume Final 50 50 50 50 | Volume Final 50 | 50 | 50 | 50

Fonte: VAN DER VELDEN; VAN DONGEN, 2009

Os primers utilizados foram confeccionados de acordo com os protocolos descritos por

van der Velden e van Dongen, 2009. Para cada reagdo foram utilizados dois controles negativos:
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H20 e no template control (NTC) — pool de DNA de medula 6ssea de 20 individuos saudaveis.
As condigOes de PCR foram: 95°C por 7 min; 35 ciclos de 94°C por 30 s; 60°C por 45
s; 72°C por 90 s; 72°C por 10 min; manter 15°C.

Para determinacdo do sucesso da amplificacdo, os produtos de PCR assim como dos
controles negativos foram analisados em gel de agarose 1% (1,5g de agarose em 150 mL de
TAE 1X) previamente corado com 10 pL de GelRed™ 10.000X (Uniscience -Biotium). Foram
aplicados 4 pL da reacdo de PCR no gel de agarose distribuido em cuba de eletroforese
horizontal e submetido a 100 V e 60 mA por 1 hora. Em seguida, foram analisados sob luz
ultravioleta. No caso de ndo haver amplificacdo em nenhuma das amostras avaliadas, a PCR foi

repetida.

4.4.2. Andlise de Heteroduplex

Ap6s as PCR, os produtos das reacGes foram submetidos a andlise de heteroduplex.
Nessa metodologia, os produtos de PCR s&o desnaturados em alta temperatura e
subsequentemente renaturado (baixa temperatura) para induzir formacdo de homo ou
heteroduplex que, posteriormente, sdo aplicados em géis de poliacrilamida ndo desnaturante
para que possam ser separados com base em suas conformagdoes.

Os homoduplexes sdo formados a partir de produtos de PCR com regides juncionais
idénticas, perfeitamente complementares, e que correm mais rapidamente na eletroforese em
gel do que os chamados heteroduplexes — oriundos de produtos de PCR com regifes juncionais
heterogéneas. (LANGERAK et al., 1997). Os rearranjos homoduplexes sdo cacaracterizados
pela presenca de uma banda Unica no gel apos este ser revelado, correspondendo a rearranjos
monoclonais. Ja os rearranjos heteroduplexes, geram um aspecto de esfregaco no gel, conforme
ilustrado na figura 5.1, e correspondem a rearranjos policlonais. Em alguns casos, € possivel a
identificacdo de ambos, rearranjos homoduplexes e heteroduplexes, na mesma amostra,
podendo corresponder a rearranjos bi-alélicos. Por vezes, também é possivel a identificacdo de

um padréo oligoclonal, com a presenca de varios heteroduplexes na mesma reagdo de PCR.
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Heteroduplex analysis

Monoclonal
Monoclonal
Polyclonal

=
monoclonal monoclonal cells polyclonal =
cells in polyclonal cells =
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Figura 5.1. Analise Heteroduplex de rearranjos nos genes de TCR/lg. Fonte: van der Velden e van Dongen,
20009.

Sendo assim, apds as PCR, os produtos das reaces foram aquecidos a 94°C por 5 min
e resfriados a 4°C por 60 minutos no termociclador. Foi realizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6% dos produtos de cada uma das reacdes, seguida pela coloracdo com
GelRed™ 10.000X (Uniscience -Biotium) e analise heteroduplex sob luz ultravioleta. Os
rearranjos foram identificados como monoclonal (forte, fraco ou muito fraco), bi-alélico,
oligoclonal ou policlonal, como critério para definicdo da quantidade e da origem do material
que seria utilizado na etapa seguinte, a etapa de sequenciamento (VAN DER VELDEN; VAN
DONGEN, 2009).

4.4.3 Sequenciamento Direto

Os rearranjos cujas bandas foram consideradas monoclonais fortes no gel tiveram 1 pL
retirado diretamente do tubo de PCR para ser utilizado na reagé@o de sequenciamento; rearranjos
cujas bandas monoclonais foram consideradas fracas e muito fracas no gel tiveram 2 uL e 3 pL
retirados diretamente do tubo, respectivamente; no caso de rearranjos oligoclonais ou bi-
alélicos, as bandas mais bem definidas foram cortadas do gel e postas em tubos separados,
sendo mantidas overnight a -20°C em uma solucédo de 400 uL de EtOH 100% gelado + 4 pL
Acetato de Sédio 3M. Em seguida, foram submetidas a precipitacdo por centrifugacdo na
velocidade maxima por 15 min. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 500 uL EtOH
75% seguido por centrifugacdo por 2 minutos em velocidade maxima. O sobrenadante foi

novamente descartado e o pellet foi seco em ar ambiente e ressuspenso em 10 pL de Milli-Q

54



H>O. Foram retirados 5 pL de cada tubo para a realizagdo da reacdo de sequenciamento direto
(VAN DER VELDEN; VAN DONGEN, 2009).

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se Big Dye V3., segundo as
seguintes condicdes: 96°C por 1 min; 25 ciclos de 96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg, 60°C por
30 min. A corrida eletroforética capilar foi realizada em aparelho 3130xI (Applied Biosystems).
Os eletroferogramas foram analisados por meio dos softwares CLC Main Workbench 7.6.2
(Qiagen Bioinformatics) e BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Therapeutics). (Quadro 3)

A sequéncia nucleotidica dos segmentos analisados foi checada segundo informacdes
obtidas em documentos confidenciais do Departamento de Imunologia da University Medical
Center Rotterdam e em banco de dados disponiveis nos sites: IMGT/V-Quest, NCBI e VBase/
DNA PLOT . A sequéncia analisada foi considerada sequéncia valida quando da presenca de
homologia de pelo menos 1/3 dos nucleotideos entre a sequéncia alvo e a sequéncia identificada

pelo site. As regides juncionais foram identificadas em cada uma das sequéncias analisadas.

Quadro 4.3 — Sumario dos reagentes e volumes utilizados para cada reacao de
sequenciamento direto

Material — concentragao inicial Quantidade a ser pipetada (ul)
Produto PCR (nl) 1 2 5
Primer 3.2 pmol (ul) 1.3 1.3 1.3

Vgl, Vgll, VglV, Jg1.1/2.1, Jg1.3/2.3

Vd1, Vd2, Vd3, Jd1, Dd2, Dd3, Ja29, Ja’s tube2
VK, VKII, VKL, VKIV, Intron, Kde

VH1/7, VH2, VH3, VH4/6, VH5, JH

DH1, DH2, DH3, DH4, DH5, DH6, DH7

Primer 1 pmol (ul) 1 1 1

All Vb’s

Jb’s tube1, Jb’s tube2, All Jb’s

Db1+Db2 0.5+0.5 | 0.5+0.5 | 0.5+0.5
Primer 3.2 pmol (ul) 1 1 1
VK, Jk,

VI, JI

H20 (ul) 5.7 47 1.7
BDT mix (ul) 0.5 0.5 0.5
Buffer seq (ul) 1.5 15 1.5

Fonte: VAN DER VELDEN; VAN DONGEN, 2009
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4.5. Analise Estatistica

Além da andlise de frequéncia e mediana, utilizou-se o teste de qui-quadrado ou teste
exato de Fisher, para comparar entre si, 0s grupos de varidveis categéricas ou qualitativas. O
teste de Fisher bi-caudal é indicado quando o tamanho de duas amostras independentes é
pequeno e consiste em determinar a probabilidade exata de ocorréncia de uma frequéncia
observada. A associacdo seré considerada estatisticamente significativa sempre que o erro alfa
for menor do que 0,05 (p < 0,05). Todas as anélise e gréaficos foram realizados software SPSS
(IBM, 2020).

56



V. Resultados

5.1 Estudo-Piloto

Como parte do estudo piloto para identificacdo de rearranjos clonais, foram realizados
26 tipos de reacdes de PCR diferentes por amostra estudada, cobrindo os segmentos génicos
V(D)J dos loci IGH, IGK, IGL, TCRG, TCRD e TCRB, seguidas pelas etapas de analise
heteroduplex e de sequenciamento direto. Nesse estudo, foram analisadas amostras de 10
pacientes pediatricos portadores de LLA B-derivada e 3 linhagens celulares linfoides B (SUP-
B15, Nalm-6 e SEM). Em 4 das amostras de pacientes, além dos 26 PCR V(D)J, outros 6 PCR
diferentes foram realizados para avaliagéo do locus TCRG, totalizando 32 PCR por amostra,

nestes casos.

5.1.1 PCR V(D)J e eletroforese em gel de agarose a 1%

Ap6s amplificacdo, os produtos das 26 PCR V(D)J dos 10 pacientes e das 3 linhagens e
0s produtos das 6 PCR TCRG dos 4 casos foram aplicados em gel de agarose a 1% contendo
brometo de etideo, submetidos a eletroforese, e posterior visualizacdo sob luz ultravioleta, como

descrito anteriormente. (Figura 5.2)

PM 4 5 6 7 8 9 10 11 12NTCCN

Figura 5.2. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos das PCR do Estudo-Piloto. Representacdo dos
produtos da PCR DH1-JH. Os nimeros 4-9 representam as amostras dos pacientes; 10-12 representam as linhagens
utilizadas (Nalm-6, SEM e SUP-B15, respectivamente); NTC: no template control; CN: Controle negativo; PM:

Peso Molecular de 100 pares de base.

5.1.2 Andlise Heteroduplex

Apos os produtos de PCR terem sido aquecidos e resfriados, conforme descrito na se¢éo
anterior, eles foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corados e
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visualizados sob luz ultravioleta para deteccdo de homo e heteroduplexes. A fim de
exemplificagdo, na figura abaixo, (Figura 5.3), estdo demonstradas as 32 andlises de

heteroduplex realizadas para cada uma das amostras 1, 2, 3 e 4.
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Figura 5.3. Anélise Heteroduplex dos rearranjos dos genes do TCR/BCR. A-H. Na figura A, séo identificados
o0s tamanhos, em pares de base, dos fragmentos formados a partir do uso do marcador de peso molecular de 100
pb. Foi o utilizado 0 mesmo marcador de peso molecular em todos os experimentos. As amostras sdo representadas

pelos nimeros 1-4; - : controle negativo; +: controle positivo; PM: Peso Molecular; pb: pares de base.

Com base no padrdo de duplexes apresentado, a amostra foi classificada como policlonal
(P), oligoclonal (OL), bi-alélico (Bi) ou monoclonal (M) para cada PCR avaliado. Foram
encontrados 35 rearranjos monoclonais, 12 bi-alélicos, 9 oligoclonais e 3 monoclonais em um

fundo policlonal (M/P). O resultado da analise heteroduplex estad sumarizado no quadro 5.1.
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Quadro 5.1 — Sumario da Analise Heteroduplex do Estudo-Piloto

PCR
Amostras
B C D E F G H | J K L M N O P Q R S T
P P P P P P M P P P P P P M M P P P P
P P P P P Bl oL P P P P P P P P P P P P
M P P P P M P P P P P P P P P M P P P
P P P P P B P P M P P M ™M P P P P P MY

- - - - - P P P MP P MP P B P P P MY P P

- - - - - P P P P P MP P P P P O P P P

- - - -/ - P (B |P P P P P P P P O P P P
SN R e e B ET (N RN BRI RN B P P P OL O P P P
SN I e e = i RNER BEN BRER NEN e P P P P P P P P

- - - - - MW P P P P P P P P P P MW P
o o @ = | = P P P P P P Mww - p P P P P P
PCR
Amostras u v w AA BB CC DD EE FF GG TT uu

P P P P P P P P P P P P

P P P P M M P P P P P P

M P P M P P P P P P P P

M P MW P P P P P P P P M

P P P P P P P P P P M P

“ P Bl MW P P P P P P P P P

P P P P P P P P P P P P

“ M P P oL P P P P P P P MWW

“ P BI P M P P P P P P P P

P BI P M P P P P P P P P

P P P P P P P P P P P P

P P P oL P P P P P P P

P P P P P P P P P P M P

P: policlonal; M: monoclonal; OL: oligoclonal; Bi: Bi-alélico; MY: mono weak; MYW: mono weak weak
- : ndo realizado. A descricdo dos rearranjos investigados em cada PCR (A-U; AA-GG;TT;UU) encontra-se no
quadro 4.1, pag. 52 e 53, e também na figura 5.3, pag.58
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5.1.3 Sequenciamento Direto

A sequir, apds purificacdo dos produtos, foram realizadas um total de 248 reacdes de
sequenciamento (124 no sentido 3’- 5’ e 124 no sentido 5°-3”), sendo 140 delas com amostras
originarias de bandas extraidas do gel de poliacrilamida a 6% no volume de 5 pL e outras 108
provenientes diretamente do tubo de PCR, com volumes variando entre 1 uL, 2 uL e 3 uL, de
acordo com a intensidade da banda monoclonal visualizada no gel, conforme descrito na secédo

anterior.

As reacdes de sequenciamento foram precipitadas e submetidas a eletroforese capilar.
Os eletroferogramas foram analisados por meio dos softwares CLC Main Workbench 7.6.2
(Qiagen Bioinformatics) e BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Therapeutics). Assim, foi
obtida uma sequéncia consenso gerada pelo alinhamento entre as sequéncias forward e reverse,
permitindo a identificacdo dos segmentos V(D)J envolvidos no rearranjo e a composicdo das
regides juncionais (Figura 5.4).
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LACGCTAGGGGATGGRAGACACGCGTCCCRARCCCRATRACTGT
LA ACALCTGARAGCAGGT TACAGAGTTGGE GALT
LCRACCGGECTCTCCRRR

Vk2.30 Regido Juncional Kde
-1 +6 -1

B)

Figura 5.4. Analise do sequenciamento direto da amostra 5 e identificacdo dos segmentos V(D)J rearranjados
e da regido juncional. A) Eletroferograma da sequéncia forward e da sequéncia reverse do produto do PCR J
(VKII-Kde). B) Sequéncia consenso com a regido do segmento VK?2.30 identificada pela cor azul, apresentando a
delecdo de 1 nucleotideo na extremidade 5°, a regido juncional em vermelho composta por 6 nucleotideos e a
regido do segmento Kde identificada pela cor amarela, com a delecdo de 1 nucleotideo.

Os resultados que permitiram uma correta identificagdo do rearranjo V(D)J (24)
envolvido assim como uma boa defini¢éo da regiéo juncional (RJ) s&o descritos no Quadro 5.2.

Para descricdo da RJ foi utilizada a estrutura a/b/c, onde a= nimero de nucleotideos deletados
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na extremidade 5’ do segmento V, D ou J imediatamente antes do inicio da RJ; b= nimero de

nucleotideos inseridos na RJ; c= nimero de nucleotideos deletados na extremidade 3’ do

segmento V, D ou J imediatamente ap6s o fim da RJ. O simbolo (+) foi utilizado para indicar

insercdo de nucleotideos e o simbolo (-) para indicar delec&o.

Quadro 5.2 — Rearranjos V(D)J e Regides Juncionais identificados

Amostra PCR

Rearranjo V(D)J
identificado

Regido Juncional (5’del/lns/3’del)

(@) I

e

w
vy}
w NeN 2

(@)

Z ©

[N
[S)
()

(=

Dd2 — Dd3
VH2.26 — DH6.6 — J6b

VH3.9 —DH2.2 - DH 3.10 —
JH6b

DH2.15 — JH5b
Vd2 — Dd3
Vg3 -Jgl.3
Vd2 — Dd3
VH6.1 — JH5b
DH1.7 — JH5b
Db2 — Jb2.2
Vd2 — Dd3
VK2.30 — Kde
Intron-Kde
VH1.1 — DH4.11 — J5b
Vb27.1 — Db2 — Jb2.3
Db2 — Jb2.3
VL2.5-JL1
VH1.18 — DH6.13 — JH5b
VK1.6 — Kde
VK2.30 — Kde
DH1.20 ou 1.7 — JH4b
Dd2 — Dd3
VK2.30 — Kde

Vd2 — Dd3

-2/+9/-2
0/+8/-5 -4/+9/-4

-3/+9/-4 -6/+26/-1 -9/+5/-5

-6/+6/-6
-3/+8/-3
0/+8/-5
-24/+15/-25
-14/+34/-13
-10/+28/-13
-5/+2/-2
0/+2/0
-5/+5/-1
-2/0/-9
-13/+9/-8 0/+1/-3
-4/+9/0 0/+6/-6
+/+6/-6
-6/+3/-4
-1/+5/-9 -1/+8/-19
-3/+1/-1
-1/+3/-9
-3/+12/0
-2/+3/-1
-1/+6/-1

-6/+5/0
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5.2 Estudo Principal

Tendo sido estabelecida a metodologia e os parametros para analise dos dados e
identificacdo dos rearranjos clonais por meio do estudo-piloto, passamos entdo ao estudo
principal envolvendo os 41 casos de leucemias imaturas — ETP-ALL, MPAL T/Mieloide e
LMA MO.

5.2.1 Casuistica

O perfil clinico dos 41 pacientes estudados (21 com diagnostico de ETP-ALL, 8 com
MPAL T/Mieloide e 12 LMA MO) esta descrito nas tabelas 5.1 e 5.2. A presenca de pacientes
maiores do que 10 anos de idade foi mais frequente no grupo de ETP-ALL do que nas outras
duas entidades clinicas (p=0,03, Teste Exato de Fisher bi-caudal) (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Distribuigdo dos 41 casos analisados no Estudo Principal por sexo e
idade

Variavel Subtipos Clinicos
ETP-ALL MPAL T/M LMA MO Total p-valor
Sexo (n
pacientes)
Feminino 9(43%) 3 (37,5%) 6 (50%) 18 (44%) 0.84
Masculino 12 (57%) 5 (62,5%) 6 (50%) 23 (56%)
Idade (anos)
Mediana 11,0 8,0 12,0 11,0 0.33
Range 2,0-19,0 2,0-15,0 0,9-18,0 0,9-19,0
<10 6 (29%) 6 (75%) 5 (42%) 17 (41,5%) 0.07
210 15 (71%) 2 (25%) 7 (58%) 24 (58,5%)

Subtipos Clinicos

Variavel
ETP-ALL MPALT/M p-valor
Idade (anos)
<10 6 (29%) 6 (75%)
0.03
210 15 (71%) 2 (25%)

A leucometria mais alta (>100.000/mm?®) ao diagnostico foi mais prevalente entre os
pacientes com ETP-ALL do que entre os pacientes com MPAL T/Mieloide e LMA MO
(p=0.005, Teste Exato de Fisher bi-caudal) (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 — Distribuicdo dos 41 casos analisados no Estudo Principal por

leucometria
Variavel Subtipos Clinicos
ETP-ALL MPAL T/M LA MO Total p-valor
Leucometria
(x10°/p)
Mediana 102.330 25.170 39.900 45,200 0.53
Range 1.000-200.000 500-540.000 2.330-53.000 500-800.000
<50 9 (43%) 5 (62,5%) 7 (58%) 21 (51%) 0.005
50-100 1 {5%) 1(12,5%) 5 (42%) 7 (17%)
2100 11 (52%) 2 (25%) 0 13 (32%)

O perfil imunofenotipico dos 41 pacientes estudados esta descrito nos quadros 5.3, 5.4

e5.5.

Quadro 5.3 — Perfil imunofenotipico dos pacientes com ETP-ALL

Amostra CDla cb2 D3

1 negativo  pegativo  positivo
2 negativo negativo positivo
3 negativo negativo positivo
4 negativo positivo positivo
5 negativo positivo positivo
6 negativo  heoativo  positivo
7 negativo  ocitivo  positivo
8 negativo negativo positivo
9 negativo positivo positivo
10 negativo negativo positivo
11 negativo negativo positivo
12 negativo positivo positivo
13 negativo negativo positivo
14 negativo negativo positivo
15 negativo  hegativo  positivo
16 negativo negativo positivo
17 negativo negativo  positivo
18 negativo positivo positivo
19 negativo  pocitivo  positivo
20 negativo negativo positivo
21 negativo

positivo positivo

NI: ndo informado

CD4

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

CD5

positivo
negativo
negativo
positivo
negativo
positivo
positivo
positivo
positivo
negativo
positivo
positivo
positivo
positivo
negativo
negativo
positivo
positivo
negativo
positivo

negativo

CD8

negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

CD10

positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

CD13

positivo
positivo
NI
negativo
positivo
positivo
NI
NI
positivo
negativo
positivo
negativo
NI
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
positivo

negativo
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CD33 CD34

negativo positivo
positivo positivo

NI positivo
positivo positivo

positivo positivo

positivo positivo
NI negativo
NI positivo

negativo positivo
positivo positivo
negativo negativo
positivo positivo

NI negativo
positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo
negativo positivo
positivo positivo
negativo positivo
positivo positivo

positivo positivo

CD56

positivo
negativo

NI
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

NI
negativo

NI

NI

NI

NI
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

HLA-
DR

NI
positivo
NI
negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
positivo
negativo
negativo
positivo

positivo

MPO

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

Percentual
de Blastos
(%)
>25
>25
>25
>25
>25
>25
>25
>25
>25
>25
>25
87
>25
70
70
73
75
78
92
96

71,5



Amostra

22
23
24
25
26
27
28
29

Amostra

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Quadro 5.4 — Perfil imunofenotipico dos pacientes com MPAL T/Mieloide

CDla

negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
negativo

negativo

NI

mCD3

positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

NI

cyCD3

positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo

positivo negativo

CD2 CD4 CD5 CD7
negativo negativo positivo
negativo positivo positivo
positivo positivo positivo
positivo negativo positivo
negativo negativo positivo
negativo negativo positivo
negativo negativo negativo

NI NI positivo

positivo positivo

NI: ndo informado

co1I3  CD33  cp  cbur A
positivo positivo positivo positivo positivo
positivo positivo positivo negativo positivo
negativo positivo negativo negativo positivo
positivo positivo negativo negativo positivo
positivo negativo positivo positivo positivo
positivo positivo positivo positivo positivo
negativo positivo positivo positivo positivo
positivo positivo positivo positivo positivo

Quadro 5.5 — Perfil imunofenotipico dos pacientes com LMA MO

cyCD3

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

CD10

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
NI
negativo
NI
negativo

negativo

CD19

positivo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

NI: ndo informado

cyCD22

positivo
negativo
positivo
positivo
NI
negativo
negativo
NI
NI
positivo
NI

NI

CD79

negativo
negativo

NI

NI
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo
negativo

NI

NI

5.2.2 Pesquisa de FTL3-ITD

CD7 TdT CD13
positivo positivo positivo
positivo positivo positivo
positivo positivo positivo
positivo negativo positivo
positivo NI positivo
positivo negativo positivo
negativo positivo positivo
negativo negativo negativo
positivo NI positivo
positivo NI positivo
positivo NI positivo
positivo NI positivo

CD33

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

CD34

negativo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

CD117

positivo
positivo
negativo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
NI

negativo

MPO

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

HLA-DR

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
negativo
positivo
NI
positivo
negativo
positivo

positivo

Percentual
de Blastos
(%)

66
62
89
>20
90
97
66,7
83

Percentual
de Blastos
(%)

71

63
92
90

88,9
60

89,1

A pesquisa de mutacGes no gene FLT3, do tipo ITD, pbde ser realizada em 39 dos 41
casos analisados, sendo 21/21 casos de ETP-ALL, 8/8 de MPAL T/mieloide e 10/12 de LMA
MO. Em 2 casos de LMA MO nao houve amplificacdo identificavel (Figura 5.5).

FLT3-ITD foi encontrada em 17% dos casos (7/41). Na ETP-ALL, 4 de 21 amostras

foram positivas para a mutagdo (19%); na MPAL T/mieloide foram encontrados 2 casos

mutados em 8 pacientes (25%); e na LMA MO apenas 1 paciente abrigou a mutacdo em 10
analisados (10%) (Quadro 5.6).
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Quadro 5.6 — Distribuicdo das mutacdes FLT3-1TD e carga alélica entre os pacientes
com ETP-ALL, MPAL T/mieloide e LMA MO

e i i

Amostra Amostra Amostra
1 36 22
5 26
8
19
[ FLT3 |
320 340 360 380

3,200+ _

3,000 ?79
2,800
2,600+
2,400
2,200-
2,000
1,800
1,600+
1,400
1,200-
1,000

800 329.3 H
600 o
400
200 J
ol L

200

3 faut

Figura 5.5. Resultado da anélise de fragmento para pesquisa de FLT3-1TD no caso 1 portador de ETP-ALL.
WT: wild-type (selvagem; sem mutagdo); MUT: mutado.

Do ponto de vista imunofenotipico, todos os pacientes (4/4) com FLT3-ITD da nossa
coorte de ETP-ALL foram positivos para expressdo do antigeno CD117, enquanto que apenas
53% dos pacientes negativos para a mutacdo apresentaram CD117. O Perfil
TdT+CD7+CD13+CD34+CD117+ foi significativamente mais frequente nos pacientes com
ETP-ALL FLT3-ITD+ do que nos pacientes ETP-ALL FLT3-ITD- (p=0,005 pelo Teste Exato
de Fisher bi-caudal), com uma sensibilidade de 100% e especificidade de 93% para predizer 0s
pacientes com ETP-ALL com FLT3-ITD.
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Os 2 pacientes com MPAL T/Mieloide positivos para mutacdo FLT3-I1TD apresentaram
os marcadores linfoides CD2, CD7 e cyCD3 e os marcadores de precursores hematopoiéticos
CD34 e CD117. O unico paciente com LMA MO positivo para mutacdo FLT3-ITD ndo
expressou o antigeno CD7, enquanto que esse antigeno linfoide péde ser identificado em 8 dos
outros 9 casos (89%) de LMA MO0 com FLT3-ITD negativo.

5.2.3 Pesquisa de rearranjos V(D)J

5.2.3.1 PCR V(D)J e Eletroforese em gel de agarose a 1%

Foram realizadas 21 reacdes de PCR para cada uma das 41 amostras. Os produtos dos
possiveis controles positivos e dos dois controles negativos (NTC e H20) de cada uma das 21
PCR V(D)J foram avaliados em eletroforese de gel de agarose a 1% sob luz ultravioleta,
evidenciando a presenca de produtos de amplificacdo em todas as reacdes — o que confirma que

as mesmas foram efetivas (Figura 5.6).

PM CP1 CP2 CP3 NTC H,O

Figura 5.6. Eletroforese em gel de agarose a 1% das PCR do Estudo-Principal. Representacdo dos produtos de
3 possiveis controles positivos e dos dois controles negativos (NTC e H,0) da PCR GG (DH7-JH). Foi o utilizado
0 marcador de peso molecular de 100 pares de base. CP: controle positivo; NTC: no template control; PM: Peso

Molecular

5.2.3.2 Andlise Heteroduplex

Na etapa seguinte, todos os produtos de cada PCR foram submetidos a analise
heteroduplex para identificag&o de arranjos clonais. Em 16 das 21 PCR, houve identificacdo de
bandas monoclonais, bi-alélicas e/ou oligoclonais. O registro sob luz ultravioleta de alguns dos

géis de poliacrilamida com bandas monoclonais (M), bi-alélicas (Bi), oligoclonais (OL) e
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policlonais (P) sdo mostrados na figura 5.7. As bandas monoclonais e bi-alélicas foram
subclassificadas em 3 categorias: monoclonais M, M"Y (weak=fraca) e M"" (weak weak=muito
fraca); bi-alélica Bi, Bi" (weak=fraca) e Bi""' (weak weak=muito fraca) de acordo com a

intensidade que as bandas reveladas apresentaram no gel de poliacrilamida.

A) B)

¢ 2
$ 9 10 11 30 32 38 37 41 1 15 25 PM_NTCCN_ 2

PM 2 3 4
ETEW
e

C) D) E)

PM 19 21 2 23 4 CP NTC CN 12 13

Figura 5.7. Andlise heteroduplex dos rearranjos TCR/ BCR do Estudo Principal. A) PCR B: trés bandas
monoclonais evidenciadas pelos circulos brancos e uma banda policlonal evidenciada pelo circulo azul; B) PCR I:
banda monoclonal circulada de branco e trés bandas monoclonais destacadas pelo circulo azul (MY); C) PCR K:
rearranjo bi-alélico (Bi); D) rearranjo oligoclonal com mudltiplas bandas (OL); E) banda monoclonal muito fraca

circulada de branco (M""). Em todos os experimentos, foi o utilizado o marcador de peso molecular de 100 pares

de base. CP: controle positivo; NTC: no template control.

Dentre as 21 PCR realizadas, a PCR | (Vd3-Jd1) revelou o maior nimero de rearranjos

(9), sendo todos monoclonais (Figura 5.8).
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MPAL T/Mieldide

Figura 5.8. Resultado da Analise Heteroduplex dos rearranjos TCR/ BCR do Estudo Principal. Apés as PCR para
amplificacdo dos segmentos génicos, os produtos foram submetidos a analise de heteroduplex. Em seguida, foram
aplicados em gel de poliacrilamida e submetidos a corrida eletroforética. Devido as diferentes velocidades de difuséo
no gel, os hetero e homoduplexes podem ser separados, permitindo a identificagdo de bandas, que podem
corresponder a rearranjos monoclonais, bi-alélicos, oligoclonais, ou ainda demonstrando um aspecto de esfregaco,
correspondendo a um padrdo policlonal. M: monoclonal; MY: monoclonal fraca; M*¥: monoclonal muito fraca; Bi:
bi-alélica, Bi*: bi-alélica fraca; Bi"": bi-alélica muito fraca; M/P: monoclonal no fundo policlonal; OL: oligoclonal;

P: policlonal

No total, foram encontrados 51 rearranjos nos genes de TCR/BCR nos 41 pacientes
estudados. Foram identificados 44 rearranjos monoclonais, 3 bi-alélicos, 2 monoclonais em um
fundo policlonal (M/P) e 2 oligoclonais. A ETP-ALL abrigou a maior parte dos rearranjos
monoclonais (83%), enquanto que nenhum rearranjo monoclonal foi encontrado entre 0s casos
de MPAL T/Mieloide (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3 — Distribuicao dos 51 rearranjos no Estudo Principal por sexo e idade

Subtipos Clinicos

Rearranjo V(D))
ETP-ALL MPAL T/M LMA MO Total
Monoclonal 41 (89%) 0 3 (100%) 44 (86%)
Monoclonal com o 0 o
fundo policlonal 1(3%) 1(50%) © 2 (%)
Bi-Alélico 2 (4%) 1 (50%) 0 3 (6%)
Oligoclonal 2 (4%) 0 0 2 (4%)
Total de rearranjos 46 2 3 51

A prevaléncia de rearranjos indicativos de clonalidade (monoclonal, bi-alélico e
monoclonal com fundo policlonal) foi significativamente maior entre os pacientes com ETP-

ALL do que nas outras entidades clinicas (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Distribuicéo dos 51 rearranjos no Estudo Principal por sexo e idade

Subtipos Clinicos

Rearranjo V(D)J
ETP-ALL MPAL T/M LMA MO Total p-valor
Presente 15(71%) 2 (25%) 3 (25%) 20 (49%) 0.01
Ausente 6 (29%) 6 (75%) 9 (75%) 21 (51%)
Total de pacientes 21 8 12 41

5.2.3.2.1 Anélise Heteroduplex na ETP-ALL

A andlise de heteroduplex dos produtos das PCR revelou a presenca de 44 rearranjos
monoclonais ou bi-alélicos em 15 pacientes com ETP-ALL (71% dos casos). Todos 0s 4 loci
génicos estudados — TCRD, TCRG, TCRB e IGH — apresentaram rearranjos em pelo menos um
caso. Adicionalmente, foi observada a presenca de 2 rearranjo oligoclonais — um na amostra 5,

envolvendo o locus IGH, e outro na amostra 18, envolvendo o locus TCRB.

Sessenta e dois por cento dos pacientes com ETP-ALL apresentaram pelo menos um

rearranjo envolvendo o locus TCRD, sendo este o locus mais comumente rearranjado. Em
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seguida, observou-se rearranjos envolvendo os loci TCRG (43% dos pacientes), IGH (28%) e
TCRB (24%), como descrito no quadro 5.7.

Quadro 5.7 — Distribuicao dos rearranjos monoclonais e bi-alélicos na ETP-ALL

Locus rearranjado n de pacientes (%)
TCRD 13 (62%)
TCRG 9 (43%)
TCRB 5 (24%)
IGH 6 (29%)

Na nossa coorte de ETP-ALL, 67% (10/15) dos pacientes com rearranjos apresentaram
mais de um rearranjo monoclonal e/ou bi-alélico, sendo que em 4 deles (27%) foi possivel a

identificacdo de 5 ou mais rearranjos (Quadro 5.8).

Quadro 5.8 — Numero de rearranjos monoclonais ou bi-alélicos por paciente na ETP-ALL

n de

n rearranjos/ paciente . Pacientes Locus rearranjado
pacientes
1 5 1,6,10,12,13 TCRGD, TCRG
2 3 5,15,16 TCRD, IGH
3 2 3,18 TCRD, TCRG, TCRB
4 1 7 TCRD, TCRG, TCRB
25 4 8,9,11,17 TCRD, TCRG, TCRB, IGH

Dos 44 rearranjos monoclonais ou bi-alélicos identificados na analise de heteroduplex,
20 (45%) ocorreram no locus TCRD. O locus TCRD foi novamente seguido, em ordem
decrescente de frequéncia de rearranjos, pelos loci TCRG, IGH e TCRB (Quadro 5.9). Todos os
6 pacientes que apresentaram rearranjos no locus IGH também tinham rearranjos no locus
TCRD. Quarenta e seis por cento (6/13) dos pacientes com TCRD rearranjado também

apresentaram rearranjos IGH.

Quadro 5.9 — Distribuicéo dos rearranjos monoclonais ou bi-alélicos na ETP-ALL
de acordo com o locus rearranjado

Locus rearranjado n de rearranjos monoclonais ou bi-alélicos (%)
TCRD 20 (45%)
TCRG 11 (25%)
TCRB 6 (14%)
IGH 7 (16%)
Total de rearranjos 44
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5.2.3.2.2 Analise de Heteroduplex na MPAL T/mieloide

Dentre os 8 pacientes com MPAL T/mieloide, 2 (25%) apresentaram rearranjos: O
paciente 23 apresentou um rearranjo bi-alélico no locus TCRG e 0 paciente 28 apresentou um

rearranjo monoclonal em um fundo policlonal no locus IGH.

5.2.3.2.3 Anélise Heteroduplex na LMA MO

A prevaléncia de rearranjos nas LMA MO foi de 12,5% (3/12). Todos o0s 3 pacientes com
rearranjos identificados apresentaram rearranjos do tipo monoclonal. Esses rearranjos
envolveram o locus IGH em um paciente e, em 2 pacientes, o locus rearranjado foi o TCRB.

Nenhum dos 3 pacientes apresentou mais de 1 rearranjo identificado.

5.2.3.3 Sequenciamento Direto das amostras com rearranjos V(D)J

Os 49 rearranjos V(D)J identificados pela analise de heteroduplex foram avaliados por
sequenciamento direto. Foram realizadas 82 reacGes de sequenciamento (41 no sentido 3°- 5’ ¢
41 no sentido 5°-3”), utilizando os produtos retirados diretamente de cada tudo de PCR, com
volumes variando entre 1 pL, 2 pL e 3 pL, de acordo com a intensidade da banda clonal

visualizada no gel, conforme descrito na se¢do de Materiais e Métodos.

Os eletroferogramas foram analisados por meio dos softwares CLC Main Workbench
7.6.2 (Qiagen Bioinformatics) e BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Therapeutics). Foi
obtida uma sequéncia consenso gerada pelo alinhamento entre as sequéncias forward e reverse,
permitindo a identificacdo dos segmentos V(D)J envolvidos no rearranjo e a composicéo das
regides juncionais (Figura 5.9). Nos casos em que nao foi possivel a geracdo de uma sequéncia
consenso, 0s segmentos e a regido Juncional entre eles envolvidos no rearranjo foram

identificados pela sequéncia forward e/ou reverse isoladamente.
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A)

e = =R S S = S

—— i = o 1. e e i B e it e A e 2

B)

GATAGGATACCTGAAACGTCTACATCCACTCTCACCATTCACAATGTAGAGAAACAGGACATAGCT
ACCTACTACTGTGCCTTGTGGGAGACAATCCCCCCGGACAAGAAACTCTTTGGCAGTGGAACAAC
ACTTGTTGTCACAGGTAAGTATCGGAAGAATACAACATTTCCAAGGTAATAGAGGGAAGGCAGG
AAATGATTAAACTGGAATAATGTAATAATGTTTAGAAAAAAGA

Vgd.1 +— Regido Juncional —» Jg2.3

-3 +15 -10

Figura 5.9. Andlise do sequenciamento direto da amostra 7 no PCR C. A) Eletroferograma da
sequéncia forward e da sequéncia reverse do produto da PCR C (Vg9.1-Jg2.3). B) Sequéncia consenso
com a regido do segmento Vg9.1 identificada pela cor azul, apresentando a delecao de 3 nucleotideos
na extremidade 5’, a regido juncional em vermelho composta por 15 nucleotideos e a regido do
segmento Jg2.3 identificada pela cor amarela, com a delecdo de 10 nucleotideos.

5.2.3.3.1 Sequenciamento Direto das amostras de ETP-ALL com rearranjos

Dos 44 rearranjos monoclonais ou bi-alélicos demonstrados pela analise de
heteroduplex, o sequenciamento direto permitiu a identificacdo dos segmentos génicos
envolvidos e das regides juncionais em 39 rearranjos. Cinco rearranjos ndo conseguiram ser

adequadamente sequenciados.

No quadro 5.10, encontra-se a descri¢cdo dos segmentos V(D)J e da regido juncional (RJ)
de cada um dos rearranjos monoclonais e bi-alélicos analisados. A estrutura a/b/c — onde a=
numero de nucleotideos deletados na extremidade 5° do segmento V, D ou J imediatamente
antes do inicio da RJ; b= numero de nucleotideos inseridos na RJ; c= numero de nucleotideos
deletados na extremidade 3’ do segmento V, D ou J imediatamente apds o fim da RJ — foi
utilizada para descri¢do da RJ. O simbolo (+) foi utilizado para indicar insercdo de nucleotideos

e o simbolo (-) para indicar delecdo.
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Quadro 5.10 — Rearranjos monoclonais e bi-alélicos e Regides Juncionais identificados na

Amostra

B (==
N(N(N(N

M/P
MW
MW
MWU

BiWW

MWW
MWW

MWW
MW

MWW

Locus
rearranjado
TCRG
TCRG
TCRD
TCRB
TCRD
TCRD
TCRG
TCRG
TCRD
TCRB
TCRB
TCRG
TCRG
IGH
TCRD
IGH
TCRD
TCRB
TCRG
TCRD

IGH

TCRD
TCRB
TCRD
TCRG
TCRD
TCRD
TCRD
TCRB
IGH

TCRD

TCRD
IGH
TCRD
TCRD
IGH
TCRG
TCRG
TCRD
TCRD
IGH
TCRG
TCRD
TCRD

ETP-ALL

Rearranjo V(D)J
identificado
VG9.1-JG2.3

VG10.1-JG2.3
VvD3.1-DD3.1-JD1.1
VB12.3.1-DB1-JB1.4.1
VD1.1-DD2.1-JD1.1

VD2.3-DD3-JD1
VG9.1-JG2.3
VG11-)G2.3

VD1-DD3-JD1
VB5.3.1-DB1.1-JB1.2.1
DB2-JB2.3
VG10.1-JG2.3
VG11.1-JG2.3
DH1.26-JH4B
VD2.1-DD3
DH7.27-JH3B
VD3.2-DD2.1-JD1.1
VB15.2-DB1.1-DB2.1-JB1.4.1
VG10.1-JG1.3
VD1-DD2-JD1
IGHD6.13-JH4B
IGHD6.19-JH6B
DD2-JD1
VD3.2-DD3.1-JD1.1
VG3.1-JG1.3
VD1.1-DD3.1-JD1.1
VD2.2-DD3
VD3.2-DD3.1-JD1.1
VB5.6.1-DB2.2-DB1-JB2.3.2
DD2-DD3-JD1
DD2-DD3-JD1
VD3.1-DD2.1-JD1.1
DH7.27-JH3B

VD3.1-DD2.1-JD1.1
VG5-JG1.3
VG10.10u10.2-JG1.3
VD1-DD2-DD3-JD1
VD3.2-DD1.1-DD3.1-JD1.1
VG4.1-JG1.3
VD1-DD2-JD1
VD3.1-DD1.2-DD3.1-JD1.1

Regido Juncional (5’del/Ins/3’del)

-8/+5/-8
-8/+5/-12
-2/+21/-2 -5/+8/-3
-3/+5/-3 -3/+5/-8
-1/+6/-2 0/+17/-3
0/+1/-2 -4/+16/-11
-3/+15/-10
-4/+12/-3
0/+9/-2 0/0/-1
-4/2/-3 -2/-5/-2
-5/+6/-8
-8/+9/-10
-3/+8/-4
-4/+3/-9
0/+1/-3
-1/+6/-4
-3 /+13/0 -3/+9/0
-61 /+60/0 -2/+28/-2 -8/+86/-2
-8/+15/-11
0/+5/-1 -3/+10/0
-6/+2/-6
0/+6/-6
-1/+26/-6
-4/+9/-1 -1/+1/0
-1/+1/-2
0/+11/-1 -5 /+6/-1
0/+23/0
-5/+13/-1-3/+12/-1
-1/+18/-3 -1/+10/-5 0/0/-3
-2/0/-1 -1/+6/0
-3/+3/0 -3/+8/-1
-2/6/-2 -3/13/-6
0/+11/-1
0/+5/-1 -6/+14/-11
0/+7/0
-8/22/0
-5/+4/0 0/+5/-4 -3/+22/0
-8/+23/-4 0/+2/-5 -2/0/0

-6/9/-4
-5/+18/-2 0/+11/0
-4/+5/-4 0/+5/0 -2/+7/-11

Pela analise de Heteroduplex, foi possivel a identificacdo de 2 rearranjos oligoclonais. Os

produtos desses rearranjos foram reaplicados no gel de poliacrilamida e as bandas visualizadas

sob luz ultravioleta foram extraidas e sequenciadas separadamente. Conseguimos identificar
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pelo menos um dos rearranjos — seus segmentos génicos e suas regides juncionais — de cada

rearranjo oligoclonal (Quadro 5.11).

Quadro 5.11 — Rearranjos oligoclonais identificados na ETP-ALL

Amostra Gel Locus CEENENTRY ()] Regido Juncional

rearranjado identificado (5’del/Ins/3’del)
oL IGHDA4.4-JH5b -2/+8/-8

i o TCRB DB1-JB1.1 -1/+3/0

Como jé foi descrito na secdo anterior sobre os resultados das analises de heteroduplexes,
houve um predominio de rearranjos envolvendo o locus TCRD. Os rearranjos completos TCRD
ocorreram em mais da metade dos pacientes com ETP-ALL (52%). O rearranjo no locus TCRG
foi 0 segundo mais comum, ocorrendo em 9 dos 21 pacientes analisados (43%) (Quadro 5.12).

Quadro 5.12 — Distribuicéo dos rearranjos monoclonais ou bi-alélicos completos e
incompletos na ETP-ALL

Locus rearranjado Tipo de rearranjo n de rearranjos  n de pacientes (%)
-~ cCcompleto 15  11(52%)
TCRD Incompleto 4 4 (19%)
NI 1 1 (5%)
Completo 4 4 (19%)
TCRB Incompleto 1 4 (19%)
NI 1 1 (5%)
Completo 11 9 (43%)
TCRG NI 0 0
Incompleto 4 4 (19%)
IGH
NI 3 3 (14%)
Total 44 rearranjos 21 pacientes

A identificacdo dos segmentos génicos rearranjados e da regido juncional foi possivel
em 39 de 44 rearranjos (89%). O segmento mais utilizado nos rearranjos em geral foi o Jd1,
seguido pelos segmentos Dd3, Dd2 e Vd3 — todos integrantes do locus TCRD. No locus TCRG,
0 segmento mais rearranjado foi Jg2.3, seguido pelo Vgl10. Os segmentos Vb rearranjados
foram os mais proximos a porgdo 5’ (upstream) do TCRB. Também foi possivel observar um

leve predominio do segmento Dbl e dos segmentos da familia Jb1 nos rearranjos envolvendo
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0 locus TCRB. No locus IGH, os segmentos DH7.27, JH3b e JH4b foram os mais utilizados
(Quadro 5.13).

Quadro 5.13 — Segmentos génicos rearranjados por locus de TCR e IGH na ETP-ALL

TCRG TCRD TCRB IGH
Segmento n Segmento n Segmento n Segmento N
Vg9 2 Vd1 6 Vb5 2 DH1.26 1
Vg10 4 Vd2 3 Vb12 1 DH6.13 1
Vg1l 2 Vd3 8 Vb15 1 DH6.19 1
Vg3 1 Dd1 2 Db1 4 DH7.27 2
Vg4 1 Dd2 9 Db2 3 JH3b 2
Vg5 1 Dd3 12 Jb1.2 1 JH4b 2
Jg1.3 5 Jd1 17 Jb1.4 2 JH6b 1
Jg2.3 6 Jb2.3 2

A distribuicdo dos rearranjos V(D)J foi semelhante entre os pacientes com ETP-ALL
positivos e negativos para mutacdo FLT3-ITD (75% vs 70%, respectivamente). Da mesma
forma, também nédo foram encontradas diferencas imunofenotipicas significativas entre os

pacientes com ETP-ALL com e sem rearranjo V(D)J identificavel.

5.2.3.3.2 Sequenciamento Direto das amostras de MPAL T/Mieloide com rearranjos

A anélise do sequenciamento direto dos 2 rearranjos encontrados em 2 pacientes com
MPAL T/Mieloide permitiu a identificagdo apenas do rearranjo IGH, envolvendo os segmentos
DH1.26 e JH4b. Esse rearranjo ndo foi acompanhado de rearranjo no TCRD. N&o foi possivel
identificar por sequenciamento os segmentos envolvidos no rearranjo que ocorreu no TCRG.
Cada um dos 2 pacientes apresentou apenas 1 rearranjo e 0s 2 pacientes foram negativos para
mutacdo FLT3-ITD (Quadro 5.14).
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Quadro 5.14 — Segmentos génicos rearranjados por locus de TCR e BCR na MPAL
T/Mieloide

Locus Rearranjo V(D))  Regido Juncional

CENEWELR) identificado (5’del/Ins/3’del)
TCRG - -
IGH DH1.26-JH4b 0/+5/-11

5.2.3.3.3 Sequenciamento Direto das amostras de LMA MO com rearranjos

Entre os pacientes com LMA MO, foram identificados 3 rearranjos monoclonais em 3

pacientes diferentes (25% dos casos) — um rearranjo no locus IGH e 2 no locus TCRB. A

identificacdo dos segmentos génicos rearranjados e da regido juncional foi possivel apenas no

rearranjo que envolveu o locus IGH. Esse rearranjo também nao foi acompanhado de rearranjo

no locus TCRD, assim como na MPAL T/Mieloide. O segmento JH utilizado, JH4b, foi o

mesmo utilizado no dnico rearranjo IGH encontrado na MPAL T/mieloide (Quadro 5.15).

Quadro 5.15 — Segmentos génicos rearranjados por locus de TCR e IGH na LMA MO

Locus Rearranjo V(D)) Regido Juncional

Amostra Gel

rearranjado identificado (5’del/Ins/3’del)
IGH DH2.2-JH4b -7/0/-6
M TCRB - -

M TCRB - -

Todos os 3 pacientes com LMA MO e rearranjos nos genes de TCR/BCR expressaram

o marcador de diferenciacdo linfoblastica T — CD7 e, 2 desses pacientes, também expressaram

TdT. O unico paciente com LMA MO0 que apresentou FLT3-ITD ndo apresentou rearranjo

V(D)J identificavel e também ndo expressou o antigeno linféide CD7.
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V1. Discussao

Nesse trabalho, buscamos avaliar do ponto de vista molecular, os rearranjos de TCR e
de BCR presentes em amostras de pacientes com leucemias imaturas — ETP-ALL, MPAL
T/Mieloide e LMA MO — principalmente, a fim de avangar no conhecimento da biologia dessas
neoplasias. A identificacdo e a descricdo molecular desses rearranjos podem contribuir para o
melhor entendimento da origem mieloide e/ou linfoide dessas doencas, assim como ajudar a
compreender o perfil de imaturidade que essas entidades clinicas apresentam
imunofenotipicamente. Adicionalmente, investigamos a presenc¢a de mutacdes do tipo FLT3-
ITD — mutacdes classicamente identificadas em leucemias mieloides, mas que também parecem
ocorrer em uma significativa frequéncia dos casos de ETP-ALL. Apesar da nossa coorte ser
pequena, a mesma torna-se relevante por se tratar de doencas raras e por existirem pouquissimos

dados disponiveis na literatura sobre o tema.

A prevaléncia de mutacdes do tipo FLT3-ITD entre nossos pacientes com ETP-ALL foi
de 19% - proximo aos 22% encontrados por Neumann e col e, ao mesmo tempo, distante dos
44% descritos por Liu e col. (NEUMANN et al., 2013a; LIU et al., 2017). Na primeira coorte
descrita (Neumann e col.) foram encontrados 15 pacientes com FLT3-ITD em 68 pacientes com
ETP-ALL, enquanto na segunda coorte (Liu e col.) foram encontrados 4 casos positivos para a
mutacdo em 9 pacientes — um n menor do que os 21 pacientes com ETP-ALL investigados na
nossa coorte. Interessantemente, a frequéncia de mutacdes FLT3-ITD na nossa coorte de ETP-
ALL revelou-se bem acima dos 1-3% descritos nos casos de LLA de precursores T mais
maduros (VAN DONGEN et al., 1991; VAN DER VELDEN et al., 2009).

Em todos os pacientes com FLT3-ITD da nossa coorte de ETP-ALL foi encontrada a
expressao do antigeno CD117 (4/4), enquanto que apenas 53% dos pacientes negativos para a
mutacdo FLT3-1TD apresentaram CD117, semelhantemente ao descrito na literatura. Da mesma
forma, o perfil imunofenotipico TdT+CD7+CD13+CD34+CD117+, previamente descrito por
Neumann e col. com 75% de sensibilidade e 93% de especificidade para detecgéo de pacientes
com ETP-ALL FLT3-ITD+, também foi capaz de predizer na nossa coorte 0s pacientes com
ETP-ALL positivos para FLT3-ITD, com uma sensibilidade de 100% e especificidade de 93%
(NEUMANN et al., 2013a).

J& a prevaléncia de mutacdo do tipo FLT3-ITD entre os pacientes com MPAL
T/mieloide (25%) foi menor do que a descrita na literatura (40% e 47%) (HOEHN et al., 2012;
ALEXANDER et al., 2018). Essas diferencas talvez possam ser justificadas pelo pequeno
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numero de pacientes nas duas coortes anteriormente citadas (6 pacientes positivos em 7
pacientes investigados e 16 pacientes positivos em 34 pacientes investigados, respectivamente)
e também pela aparente heterogeneidade da MPAL T/Mieloide, visto que seu componente
mieloide pode apresentar padrées de diferenciacao distintos, encontrando-se mais préximo de
uma diferenciacdo neutrofilica, monocitica ou dendritica, por exemplo. Além disso, nosso
estudo limitou-se a pacientes de 0 a 21 anos de idade, enquanto na coorte descrita por Hohen e
col. ndo parece ter havido limite de faixa etaria. Por tltimo, a existéncia de possiveis diferengas

étnicas também podem ter impactado os resultados.

Nas LMA com diferenciagdo minima, encontramos a mutacdo do tipo FLT3-ITD em
10% dos pacientes (1/10) — valor proximo ao relatado por Zwann e col. (11%) com 1 paciente
positivo para mutacdo em 9 investigados e por Thiede e col (12%) que encontrou 8 pacientes
positivos em 68 investigados (ZWANN et al., 2003; THIEDE et al., 2002). Na nossa coorte, 0
caso que abrigou a mutacdo FLT3-ITD ndo apresentou rearranjo nos genes dos TCR/BCR,
enquanto que os 3 casos de LMA MO que apresentaram rearranjo identificado foram negativos
para a mutacdo FLT3-1TD. Interessantemente, esse Unico caso que foi positivo para mutacdo
FLT3-ITD também ndo expressou o antigeno CD7. Esse antigeno linfoide foi encontrado em 8
dos outros 9 casos de LMA MO negativos para FLT3-ITD (89%). Esses achados poderiam
indicar uma maior proximidade com a diferenciagédo mieloide do caso FLT3-ITD positivo do

que dos casos em que ndo foi encontrada a mutacao.

Em relacdo aos rearranjos envolvendo os genes dos TCR/BCR, encontramos 71% de
rearranjos entre os pacientes com ETP-ALL - resultado, este, abaixo dos 90-95% descritos nos
casos de LLA de precursores T mais maduros (VAN DER VELDEN et al., 2009). Além disso,
a caracterizagdo molecular dos rearranjos génicos nos 21 casos de ETP-ALL realizada no nosso
trabalho revelou padrBes de recombinacdo diferentes dos que tém sido relatados em séries de
LLA-T.

No nosso estudo, a maior parte dos pacientes apresentou rearranjo envolvendo o locus
TCRD (62%), seguido pelos pacientes com rearranjos nos loci TCRG (43%), IGH (28%) e
TCRB (24%). Esse resultado difere do que tem sido descrito na LLA-T, onde 95% dos pacientes
apresentam rearranjos envolvendo o locus TCRG, 90% envolvendo o locus TCRB e 50-55%, o
TCRD (VAN DER VELDEN et al., 2009). Apesar dos poucos dados disponiveis na literatura,
a frequéncia de rearranjos envolvendo o locus TCRG na nossa coorte de ETP-ALL (43%)
assemelha-se aos 41% relatados por Neumann e col. (NEUMANN et al., 2013a).
Interessantemente, a distribui¢do percentual dos rearranjos de TCR que encontramos entre 0S

pacientes da nossa coorte de ETP-ALL é semelhante a encontrada na LLA de precursores B —

80



TCRD (89%), TCRG (59%) e TCRB (35%). Além disso, embora alguns autores acreditem que
0 rearranjo dos loci génicos dos TCR ocorra praticamente simultaneamente durante o
desenvolvimento inicial da célula T, alguns outros acreditam que exista uma ordem hierarquica
de recombinacdo, na qual o primeiro a ser rearranjado € o locus TCRD, para entdo ocorrer
rearranjos nos loci TCRG e TCRB — uma sequéncia cronologica de recombinacao génica que
também seria analoga a distribuicdo percentual dos rearranjos TCR encontrada na nossa
populagéo de ETP-ALL (SZCZEPANSKI et al., 1999; VAN DER VELDEN et al., 2009).

O estudo dos rearranjos no locus TCRB das ETP-ALL também evidenciou diferencas
em relacdo aos rearranjos descritos na LLA-T. Observamos o uso de segmentos Vb mais
proximos a porgdo 5’ do gene (upstream) — TCRVB5.1, TCRVB5.3, TCRVB12.3 e TCRVB15.2
— quando na LLA-T parece haver o uso preferencial de segmentos Vb mais downstream
(TCRVB20.1, TCRVB19 e TCRVB21.1), ou seja, mais préximos a por¢dao 3’ do TCRB. Em
relacdo aos segmentos Jb, encontramos um predominio do segmento TCRJB1 (60%), enquanto
na LLA-T relata-se um predominio de TCRJB2, ocorrendo em 70% dos casos. O segmento
TCRJBL1.4, que € raro na LLA-T e no sangue periférico de individuos saudaveis, foi um dos
mais frequentes na nossa coorte de ETP-ALL. Foi observada também uma leve predominéancia
do segmento DB1 em relacdo ao DB2 (1,3:1), enquanto na LLA-T é descrito uma distribuicédo
similar entre DB1 e DB2, de aproximadamente 28% cada. As regides juncionais dos rearranjos
incompletos no locus TCRB dos casos de ETP-ALL estudados também parecem ser menores
(contém de 0-6 nucleotideos; média de 4 nucleotideos) do que as previamente descritas na
literatura nos casos de LLA-T (0-22 nucleotideos; média de 7,2 nucleotideos).
(BRUGGERMMAN et al., 2004).

A andlise do locus TCRD nas ETP-ALL revelou um predominio de rearranjos completos
Vd-(Dd)-Jd (78%) em relacdo aos rearranjos incompletos Dd-Dd/Vd-Dd/Dd-Jd, assim como
encontrado nas LLA-T. Entretanto, encontramos a maior prevaléncia de rearranjos do subtipo
Vd3-Jd1 (42%) enquanto nas LLA-T esse subtipo foi descrito em apenas 6% dos rearranjos
TCRD (Quadro 6.1) (SZCZEPANSKI et al., 1998).
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Quadro 6.1 — Distribuicao dos subtipos de rearranjos TCRD na ETP-ALL e na LLA-T

Subtipos de ETP-ALL LLA-T descritas por
Rearranjos n (%) Szczepanski et al. 1998
TCRD n (%)
Vdi-Jdi 6 (31%) 9 (56%)
Vd2-Jd1 1 (5%) 1 (6%)
Vd3-Jd1 8 (42%) 1 (6%)
Vd2-Dd3 2 (10%) 0
Dd2-)d1 2 (10%) 4 (25%)
Dd2-Dd3 0 1 (6%)
Total 192 16

2 Nao foi possivel o sequenciamento de um rearranjo envolvendo o locus TCRD

Em relag&o ao locus TCRG, ao comparar nossos resultados com os descritos na literatura
para LLA-T, além da frequéncia relativamente maior (43%) nas ETP-ALL, também
observamos um predominio de rearranjos envolvendo os segmentos Vg10 e Jg1.3/2.3 (36%)
enquanto na LLA-T, os rearranjos Vg2/4-Jg1.3/2.3 foram mais comumente encontrados
(Quadro 6.2) (SZCZEPANSKI et al., 1998).

Quadro 6.2 — Distribuicao dos subtipos de rearranjos TCRG na ETP-ALL e na LLA-T

Subtipos de ETP-ALL LLA-T descritas por
Rearranjos TCRG n (%) Szczepanski et al. 1998
n (%)
Vg2/4-1g1.3/2.3 1 (9%) 14 (42%)
vg3-Jgl1.3/2.3 1 (9%) 3 (9%)
Vg5-Jd1.3-2.3 1(9%) 1(3%)
vg8-Jd1.3-2.3 0 8 (24%)
Vgll (9)-Jg1.3/2.3 2 (4%) 2 (6%)
Vglll (10)-)Jg1.3/2.3 4 (36%) 5(15%)
VglV (11)-Jg1.3/2.3 2 (18%) 0
Total 11 33

A prevaléncia de rearranjos IGH na nossa coorte de ETP-ALL, 29%, assemelha-se a
descrita nas LLA-T (20-25%) e parece ser superior a encontrada nas LLA-B (10-15%) (VAN
DONGEN et al., 1991; VAN DER VELDEN et al., 2009). Além disso, nossos resultados
demonstraram a possibilidade de uma estreita relagdo entre rearranjos nos loci IGH e TCRD.
Todos os pacientes com ETP-ALL da nossa coorte que apresentaram o locus IGH rearranjado
também apresentaram rearranjos no locus TCRD. Seis de 13 (46%) pacientes com TCRD
rearranjado também apresentaram rearranjos IGH. Essa relacdo foi observada por Szczepanski
e colaboradores na LLA-T, com 32% dos pacientes portadores de rearranjos TCRD
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apresentando IGH rearranjado. O segmento DH7.27 foi encontrado em 40% dos rearranjos no
locus IGH, sendo 0 mais comumente rearranjado, e também é descrito como um dos mais
frequentemente rearranjados na LLA-T. O segmento DH6.19, que tem sido relatado como o
segmento DH mais usado na LLA-T (45% dos rearranjos), também foi encontrado rearranjado
na nossa coorte de ETP-ALL em 20% dos rearranjos IGH (SZCZEPANSKI et al., 1999).

Esses resultados podem indicar que o perfil molecular dos rearranjos no locus IGH dos
pacientes com ETP-ALL seja mais similar ao perfil descrito na LLA-T, do que quando
comparamos o perfil dos rearranjos dos genes de TCR (TCRD, TCRB e TCRG). Os loci
rearranjados TCRD, TCRG e TCRB das ETP-ALL parecem abrigar mais diferencas em relacao
a LLA-T, tanto do ponto de vista da prevaléncia dos rearranjos encontrados, quanto do uso

preferencial dos segmentos génicos em cada locus rearranjado.

Apesar do escasso relato de dados sobre o tema, 0s rearranjos nos genes dos TCR/BCR
nas MPAL T/ mieloide no nosso estudo parece ser menos frequentes do que o relatado na
literatura. Encontramos 25% de rearranjos (2/8), sendo 1 rearranjo no locus TCRG (12,5%) —
Hohen e colaboradores encontraram 5 pacientes com rearranjos TCRG em 13 pacientes
estudados (38%) (HOEHN et al., 2012).

Semelhantemente, a prevaléncia de rearranjos entre os pacientes com LMA MO0 (25% —
3/12) também parece ser menor do que a previamente relatada. Patel e col. investigaram a
presenca de rearranjos nos loci IGH, TCRB e TCRG em 23 pacientes com LMA MO, relatando
52% de rearranjos identificaveis (12/23), sendo 22% de rearranjos IGH (4/18) e 48% de
rearranjos TCRG e/ou TCRB (11/23). Possiveis diferencas étnicas e o fato de nosso estudo ter
investigado rearranjos em pacientes com até 21 anos de idade talvez possam ter influenciado a
diferenga de prevaléncia encontrada entre as duas coortes.

Além disso, assim como previamente relatado por Schmidt e col., nossos casos de LMA
MO que abrigaram rearranjos dos TCR/BCR também expressaram antigenos de diferenciacéo
linfoide T. Todos os 3 casos expressaram CD7, marcador fenotipico de diferenciacdo
linfoblastica T, e 2/3 deles (67%) co-expressaram TdT — um deles ndo teve a presenca de TdT
investigada. Isso corrobora com a hipétese de que as LMA com diferenciacdo minima que
abrigam rearranjos nos genes dos TCR/BCR possam integrar um grupo de leucemias agudas
que compartilhem achados moleculares de diferenciacéo linfoide e mieloide simultaneamente.

E interessante ressaltar que a prevaléncia de rearranjos dos genes de TCR/BCR foi a
mesma na LMA MO0 e na MPAL T/mieloide, 25%. Além disso, tanto os pacientes com LMA
MO quanto os pacientes com MPAL T/mieloide que apresentaram rearranjo dos TCR/BCR
demonstraram apenas um rearranjo cada, ou seja, ndo houve a ocorréncia de mais de um
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rearranjo por paciente. Adicionalmente, o perfil de recombinacdo génica V(D)J nessas duas
entidades clinicas também parece ser semelhante, visto que em ambas foi identificado rearranjo
no locus IGH, que, como comentado, ocorreu isoladamente de outros rearranjos génicos, além
de ter ocorrido o uso do mesmo segmento génico, JH4b, nas duas doencas.

Por outro lado, a frequéncia de rearranjos identificada na LMA MO e na MPAL
T/mieloide foi inferior aos 71% de rearranjos encontrados na ETP-ALL. Da mesma forma,
todos os rearranjos IGH na ETP-ALL co-ocorreram com outros rearranjos, diferentemente do
que encontramos nas outras duas entidades clinicas estudadas. Adicionalmente, o locus mais
rearranjado na ETP-ALL, TCRD, ndo foi encontrado rearranjado nem nos casos de MPAL
T/Mieloide, nem nos de LMA MO.

Sendo assim, a caracterizagdo molecular dos rearranjos TCR/BCR na nossa coorte
parece aproximar a MPAL T/mieloide e a LMA MO, enquanto contribui para afastar a ETP-
ALL das outras duas entidades clinicas (Figura 6.1). Entretanto, nossos achados na ETP-ALL
— menor frequéncia de rearranjos V(D)J e maior frequéncia de mutagdes FLT3-ITD em relagéo
ao descrito para as LLA de precursores T mais maduros — apontam que a ETP-ALL possa
possuir um perfil molecular mais distante das LLA-T e talvez mais proximo do perfil de

leucemias de origem mieloide.

/ MPAL
‘\T Mieloide

V(D)J
FLT3-ITD
Linhagem Linhagem
Mieloide Linfoide

Figura 6.1. Representagdo esquematica do impacto da caracterizacdo molecular dos rearranjos de TCR/BCR e
da presenca de FLT3-1TD na definicéo de linhagem na ETP-ALL, na MPAL T/Mieloide e na LMA MO.
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VI1I. Conclusao

As leucemias agudas (LA) ainda sdo causa relevante de morbi-mortalidade em criangas
e adultos e, apesar de todo avanco nas estratégias diagnosticas e terapéuticas adotadas, ainda
existem subgrupos da doenca com perfis imunofenotipicos indefinidos. Sdo subtipos mais
imaturos que compartilham marcadores comuns a diferentes linhagens, mieloide, linfoide T
e/ou B, e que tendem a apresentar um comportamento clinico mais agressivo, com prognostico
incerto. Entidades como a Leucemia Linfoide Aguda de Precursores T Precoces (ETP-ALL), a
Leucemia Aguda de Fenotipo Misto T/ Mieldide (MPAL T/M) e a Leucemia Mieldide Aguda
com Diferenciacdo Minima (LMA MO0) compdem esse quadro e parecem apresentar algumas
caracteristicas bioldgicas semelhantes — que foram alvo de investigacdo na nossa coorte de

pacientes pediatricos brasileiros.

A caracterizagdo molecular dos rearranjos nos genes de TCR/BCR, assim como a
investigacdo da presenca de mutacdes do tipo FLT3-ITD nessas doencas, apontam para o
compartilhamento de achados linfoides e mieloides e sugerem a existéncia de algum grau de
concordancia gendmica entre esses subtipos de leucemias agudas, sugerindo que essas
entidades clinicas possam ser oriundas de precursores hematopoiéticos em estagios semelhantes

de diferenciacédo e ainda mais indiferenciados do que os que originam as LLA e LMA.

Esses resultados indicam a necessidade de estudos moleculares mais amplos e com
nimero maior de pacientes para que haja um melhor entendimento do complexo panorama da
biogénese dessas entidades clinicas, com consequente desenvolvimento de terapias alvo-

direcionadas e potencialmente mais eficazes para os pacientes acometidos.

85



VII11. Referéncias Bibliograficas

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Cellular and molecular immunology. Eighth edition
ed. Philadelphia, PA: Elsevier Saunders, 2015.

ADOLFSSON, J. et al. Identification of FIt3+ Lympho-Myeloid Stem Cells Lacking Erythro-
Megakaryocytic Potential. Cell, v. 121, n. 2, p. 295-306, abr. 2005.

ALEXANDER, T. B. et al. The genetic basis and cell of origin of mixed phenotype acute leukaemia.
Nature, v. 562, n. 7727, p. 373-379, out. 2018.

ALLMAN, D. et al. Thymopoiesis independent of common lymphoid progenitors. Nature
Immunology, v. 4, n. 2, p. 168-174, fev. 2003.

ALVAREZ-ERRICO, D. et al. Epigenetic control of myeloid cell differentiation, identity and function.
Nature Reviews Immunology, v. 15, n. 1, p. 7-17, jan. 2015.

ATTAF, M.; HUSEBY, E.; SEWELL, A. K. af T cell receptors as predictors of health and disease.
Cellular & Molecular Immunology, v. 12, n. 4, p. 391-399, jul. 2015.

BARBARIC, D. et al. Minimally differentiated acute myeloid leukemia (FAB AML-MO) is associated
with an adverse outcome in children: a report from the Children’s Oncology Group, studies CCG-2891
and CCG-2961. Blood, v. 109, n. 6, p. 2314-2321, 15 mar. 2007.

BEISHUIZEN, A. et al. Multiple rearranged immunoglobulin genes in childhood acute lymphoblastic
leukemia of precursor B-cell origin. Leukemia. v. 5; n. 8; p. 657-667, 1991.

BENE, M. C. et al. Proposals for the immunological classification of acute leukemias. European Group
for the Immunological Characterization of Leukemias (EGIL). Leukemia, v. 9, n. 10, p. 1783-1786,
out. 1995.

BENE, M. C. et al. The reliability and specificity of c-kit for the diagnosis of acute myeloid leukemias
and undifferentiated leukemias. The European Group for the Immunological Classification of
Leukemias (EGIL). Blood, v. 92, n. 2, p. 596-599, 15 jul. 1998.

BENE, M. C. Biphenotypic, bilineal, ambiguous or mixed lineage: strange leukemias! Haematologica,
v.94,n.7,p. 891-893, 1 jul. 2009.

BENE, M. C.; PORWIT, A. Acute leukemias of ambiguous lineage. Seminars in Diagnostic
Pathology, v. 29, n. 1, p. 12-18, fev. 2012.

BENE, M.-C. et al. Acute myeloid leukaemia MO: haematological, immunophenotypic and cytogenetic
characteristics and their prognostic significance: an analysis in 241 patients. British Journal of
Haematology, v. 113, n. 3, p. 737-745, jun. 2001.

BENZ, C.; BLEUL, C. C. A multipotent precursor in the thymus maps to the branching point of the T
versus B lineage decision. The Journal of Experimental Medicine, v. 202, n. 1, p. 21-31, 4 jul. 2005.

BORGHESI, L. Hematopoiesis in Steady-State versus Stress: Self-Renewal, Lineage Fate Choice, and
the Conversion of Danger Signals into Cytokine Signals in Hematopoietic Stem Cells. The Journal of
Immunology, v. 193, n. 5, p. 2053-2058, 1 set. 2014.

BUENROSTRO, J. D. et al. Integrated Single-Cell Analysis Maps the Continuous Regulatory
Landscape of Human Hematopoietic Differentiation. Cell, v. 173, n. 6, p. 1535- 1548.e16, maio 2018.

86



CATOVSKY, D. et al. A classification of acute leukaemia for the 1990s. Annals of Hematology, v. 62,
n. 1, p. 16-21, fev. 1991.

CHEN, L. et al. Transcriptional diversity during lineage commitment of human blood progenitors.
Science, v. 345, n. 6204, p. 1251033-1251033, 26 set. 2014.

COUSTAN-SMITH, E. et al. Early T-cell precursor leukaemia: a subtype of very high-risk acute
lymphoblastic leukaemia. The Lancet Oncology, v. 10, n. 2, p. 147-156, fev. 2009.

DALEY, S. R. et al. Cell death and thymic tolerance. Immunological Reviews, v. 277, n. 1, p. 9-20,
maio 2017.

DEFFIS-COURT, M. et al. Diagnosing and treating mixed phenotype acute leukemia: a multicenter 10-
year experience in México. Annals of Hematology, v. 93, n. 4, p. 595-601, abr. 2014.

DUNPHY, C. H.; TANG, W. The value of CD64 expression in distinguishing acute myeloid leukemia
with monocytic differentiation from other subtypes of acute myeloid leukemia: a flow cytometric
analysis of 64 cases. Archives of Pathology & Laboratory Medicine, v. 131, n. 5, p. 748-754, maio
2007.

ELGHETANY, M. T. Surface antigen changes during normal neutrophilic development: a critical
review. Blood Cells, Molecules & Diseases, v. 28, n. 2, p. 260274, abr. 2002.

GAJENDRA, S. et al. Mixed-phenotypic acute leukemia: cytochemically myeloid and phenotypically
early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia. Blood Research, v. 49, n. 3, p. 196, 2014.

GERR, H. et al. Acute leukaemias of ambiguous lineage in children: characterization, prognosis and
therapy recommendations. British Journal of Haematology, v. 149, n. 1, p. 84-92, abr. 2010.

GREAVES, M. F. et al. Lineage promiscuity in hemopoietic differentiation and leukemia. Blood, v. 67,
n. 1, p. 1-11, jan. 1986.

HAYDAY, A. C.; PENNINGTON, D. J. Key factors in the organized chaos of early T cell development.
Nature Immunology, v. 8, n. 2, p. 137-144, fev. 2007.

HEIKAMP, E. B.; PUI, C.-H. Next-Generation Evaluation and Treatment of Pediatric Acute
Lymphoblastic Leukemia. The Journal of Pediatrics, v. 203, p. 14- 24.e2, dez. 2018.

HOFFMAN, R. (ED.). Hematology: basic principles and practice. 7th edition ed. Philadelphia, PA:
Elsevier, 2018.

HOSOKAWA, H.; ROTHENBERG, E. V. Cytokines, Transcription Factors, and the Initiation of T-
Cell Development. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, v. 10, n. 5, p. a028621, maio 2018.

HRUSAK, O. et al. International cooperative study identifies treatment strategy in childhood ambiguous
lineage leukemia. Blood, v. 132, n. 3, p. 264-276, 19 jul. 2018.

HUNGER, S. P.; MULLIGHAN, C. G. Acute Lymphoblastic Leukemia in Children. New England
Journal of Medicine, v. 373, n. 16, p. 1541-1552, 15 out. 2015.

INLAY, M. A. et al. Ly6d marks the earliest stage of B-cell specification and identifies the branchpoint
between B-cell and T-cell development. Genes & Development, v. 23, n. 20, p. 2376-2381, 15 out.
20009.

INUKAL, T. et al. Clinical significance of early T-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia: results

of the Tokyo Children’s Cancer Study Group Study L99-15: Clinical Significance of ETP-ALL in
TCCSG L99-15 Study. British Journal of Haematology, v. 156, n. 3, p. 358-365, fev. 2012.

87



JANAS, M. L. et al. Thymic development beyond B-selection requires phosphatidylinositol 3-kinase
activation by CXCR4. The Journal of Experimental Medicine, v. 207, n. 1, p. 247-261, 18 jan. 2010.

KALEEM, Z.; WHITE, G. Diagnostic Criteria for Minimally Differentiated Acute Myeloid Leukemia
(AML-MO): Evaluation and a Proposal. American Journal of Clinical Pathology, v. 115, n. 6, p. 876—
884, jun. 2001.

KAUSHANSKY, K. (ED.). Williams hematology. Ninth edition ed. New York: McGraw-Hill, 2016.

KAWAMOTO, H. A close developmental relationship between the lymphoid and myeloid lineages.
Trends in Immunology, v. 27, n. 4, p. 169-175, abr. 2006.

KHAN, M.; SIDDIQI, R.; NAQVI, K. An update on classification, genetics, and clinical approach to
mixed phenotype acute leukemia (MPAL). Annals of Hematology, v. 97, n. 6, p. 945-953, jun. 2018.

KOCH, U.; RADTKE, F. Mechanisms of T Cell Development and Transformation. Annual Review of
Cell and Developmental Biology, v. 27, n. 1, p. 539-562, 10 nov. 2011.

KONDO, M.; WEISSMAN, I. L.; AKASHI, K. Identification of Clonogenic Common Lymphoid
Progenitors in Mouse Bone Marrow. Cell, v. 91, n. 5, p. 661-672, nov. 1997.

KRUEGER, A. et al. CC chemokine receptor 7 and 9 double-deficient hematopoietic progenitors are
severely impaired in seeding the adult thymus. Blood, v. 115, n. 10, p. 1906-1912, 11 mar. 2010.

KRUEGER, A.; VON BOEHMER, H. Identification of a T Lineage-Committed Progenitor in Adult
Blood. Immunity, v. 26, n. 1, p. 105-116, jan. 2007.

LAIOSA, C. V.; STADTFELD, M.; GRAF, T. DETERMINANTS OF LYMPHOID-MYELOID
LINEAGE DIVERSIFICATION. Annual Review of Immunology, v. 24, n. 1, p. 705-738, abr. 2006.

LAURENTI, E.; GOTTGENS, B. From haematopoietic stem cells to complex differentiation
landscapes. Nature, v. 553, n. 7689, p. 418-426, jan. 2018.

LOPEZ-RODRIGUEZ, C.; ARAMBURU, J.; BERGA-BOLANOS, R. Transcription factors and target
genes of pre-TCR signaling. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 72, n. 12, p. 2305-2321, jun.
2015.

LU, J. et al. Children Diagnosed as Mixed-Phenotype Acute Leukemia Didn’t Benefit from the CCLG-
2008 Protocol, Retrospective Analysis from Single Center. Indian Journal of Hematology and Blood
Transfusion, v. 31, n. 1, p. 32-37, mar. 2015.

MARTIN, C. H. et al. Efficient thymic immigration of B220+ lymphoid-restricted bone marrow cells
with T precursor potential. Nature Immunology, v. 4, n. 9, p. 866-873, set. 2003.

MAYER, G. Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e Recptores de Células T -papel nas
respostas imunes. In: Microbiology and Immunology On-line, Mayer G. editor. 2017. Disponivel em:
<https://www.microbiologybook.org/Portuguese/chap10-9.gif>. Acesso em: 02 set. 2019.

MCCULLOCH, E. A. Stem cells in normal and leukemic hemopoiesis (Henry Stratton Lecture, 1982).
Blood, v. 62, n. 1, p. 1-13, jul. 1983.

MCGRAW, T. P. et al. Terminal deoxynucleotidyl transferase-positive acute myeloblastic leukemia.
American Journal of Hematology, v. 10, n. 3, p. 251-258, maio 1981.

MORRISON, S. J. et al. Identification of a lineage of multipotent hematopoietic progenitors.
Development (Cambridge, England), v. 124, n. 10, p. 1929-1939, maio 1997.

MURPHY, K. et al. Janeway’s immunobiology. 8th ed ed. New York: Garland Science, 2012.
88



NEUMANN, M. et al. FLT3 Mutations in Early T-Cell Precursor ALL Characterize a Stem Cell Like
Leukemia and Imply the Clinical Use of Tyrosine Kinase Inhibitors. PLoS ONE, v. 8, n. 1, p. €53190,
24 jan. 2013a.

NEUMANN, M. et al. Whole-exome sequencing in adult ETP-ALL reveals a high rate of DNMT3A
mutations. Blood, v. 121, n. 23, p. 4749-4752, 6 jun. 2013b.

NOGUERA, N. I., et al. Simultaneous detection of NPM1 and FLT3-ITD mutations by capillary
electrophoresis in acute myeloid leukemia. Leukemia. v. 19, n. 8, p. 1479. 2005.

NORONHA, E. P, et al. The profile of Immunophenotype and genotype aberrations in subsets of
pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia. Front. Oncol. v.9, n. 316, p. 1-10, abr. 2019.

ORKIN, S. H. Priming the hematopoietic pump. Immunity, v. 19, n. 5, p. 633-634, nov. 2003.

ORKIN, S. H.; ZON, L. I. Hematopoiesis: An Evolving Paradigm for Stem Cell Biology. Cell, v. 132,
n. 4, p. 631-644, fev. 2008.

PALOMERQO, T. et al. Activating mutations in NOTCHZ1 in acute myeloid leukemia and lineage switch
leukemias. Leukemia, v. 20, n. 11, p. 1963-1966, nov. 2006.

PATEL, K. P. etal. TdT expression in acute myeloid leukemia with minimal differentiation is associated
with distinctive clinicopathological features and better overall survival following stem cell
transplantation. Modern Pathology, v. 26, n. 2, p. 195-203, fev. 2013.

PATRICK, K. et al. Outcome for children and young people with Early T-cell precursor acute
lymphoblastic leukaemia treated on a contemporary protocol, UKALL 2003. British Journal of
Haematology, v. 166, n. 3, p. 421-424, ago. 2014.

PAUL, F. et al. Transcriptional Heterogeneity and Lineage Commitment in Myeloid Progenitors. Cell,
v. 163, n. 7, p. 1663-1677, dez. 2015.

PIETRAS, E. M. et al. Functionally Distinct Subsets of Lineage-Biased Multipotent Progenitors Control
Blood Production in Normal and Regenerative Conditions. Cell Stem Cell, v. 17, n. 1, p. 35-46, jul.
2015.

PUI, C. H.; ROBISON, L. L.; LOOK, A. T. Acute lymphoblastic leukaemia. Lancet. v. 371; n. 9617
p. 1030-1043; 2008.

PUI, C.-H. et al. Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia: Progress Through Collaboration. Journal
of Clinical Oncology, v. 33, n. 27, p. 2938-2948, 20 set. 2015.

ROSSI, J. G. et al. Lineage switch in childhood acute leukemia: An unusual event with poor outcome.
American Journal of Hematology, v. 87, n. 9, p. 890-897, set. 2012.

RUBNITZ, J. E. et al. Acute mixed lineage leukemia in children: the experience of St Jude Children’s
Research Hospital. Blood, v. 113, n. 21, p. 5083-5089, 21 maio 2009.

SCHMIDT, C. A. et al. Rearrangements of T-cell receptor delta, gamma and beta genes in acute myeloid
leukemia coexpressing T-lymphoid features. Leukemia, v. 6, n. 12, p. 1263-1267, dez. 1992.

SCHMIDT, C. A. et al. Heterogeneity of V52 TCR 8 Gene Rearrangements in Acute Myeloid Leukemia.
Leukemia & Lymphoma, v. 16, n. 1-2, p. 73-77, jan. 1994,

SCHWARZ, B. A.; BHANDOOLA, A. Circulating hematopoietic progenitors with T lineage potential.
Nature Immunology, v. 5, n. 9, p. 953-960, set. 2004.

89



SCIMONE, M. L. et al. A multistep adhesion cascade for lymphoid progenitor cell homing to the
thymus. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 103, n. 18, p. 7006-7011, 2 maio 2006.

SEREMETIS, S. V. High frequency of clonal immunoglobulin or T cell receptor gene rearrangements
in acute myelogenous leukemia expressing terminal deoxyribonucleotidyltransferase. Journal of
Experimental Medicine, v. 165, n. 6, p. 1703-1712, 1 jun. 1987.

SHANMUGAM, V.; DORFMAN, D. M. Acute myeloid leukemia with minimal differentiation (AML
MO) mimicking acute lymphoblastic leukemia. American Journal of Hematology, v. 94, n. 8, p. 955—
956, ago. 20109.

SILVA, F. P. G. et al. Trisomy 13 correlates with RUNX1 mutation and increased FLT3 expression in
AML-MO patients. Haematologica, v. 92, n. 8, p. 1123-1126, 1 ago. 2007.

SIMMONS, S. et al. Biphenotypic B-lymphoid/myeloid cells expressing low levels of Pax5: potential
targets of BAL development. Blood, v. 120, n. 18, p. 3688-3698, 1 nov. 2012.

SMITH, L. J. et al. Lineage infidelity in acute leukemia. Blood, v. 61, n. 6, p. 1138-1145, jun. 1983.

SMITH, M. A. et al. Declining childhood and adolescent cancer mortality: Childhood & Adolescent
Cancer Mortality. Cancer, v. 120, n. 16, p. 2497-2506, 15 ago. 2014.

SUNG, L. et al. Effectiveness of supportive care measures to reduce infections in pediatric AML: a
report from the Children’s Oncology Group. Blood, v. 121, n. 18, p. 3573-3577, 2 maio 2013.

SZCZEPANSKI, T. et al. Ig heavy chain gene rearrangements in T-cell acute lymphoblastic leukemia
exhibit predominant DH6-19 and DH7-27 gene usage, can result in complete V-D-J rearrangements,
and are rare in T-cell receptor alpha beta lineage. Blood, v. 93, n. 12, p. 40794085, 15 jun. 1999.

SZCZEPANSKI, T., et al. Comparative analysis of Ig and TCR gene rearrangements at diagnosis and
at relapse of childhood precursor-B-ALL provides improved strategies for selection of stable PCR
targets formonitoring of minimal residual disease. Blood. v. 99; v. 7; p. 2315-2323; 2002.

TANG, Q. et al. Dissecting hematopoietic and renal cell heterogeneity in adult zebrafish at single-cell
resolution using RNA sequencing. The Journal of Experimental Medicine, v. 214, n. 10, p. 2875—
2887, 2 out. 2017.

THALHAMMER-SCHERRER, R. et al. The Immunophenotype of 325 Adult Acute Leukemias:
Relationship to Morphologic and Molecular Classification and Proposal for a Minimal Screening
Program Highly Predictive for Lineage Discrimination. American Journal of Clinical Pathology, v.
117, n. 3, p. 380-389, mar. 2002.

THIEDE, C. et al. Analysis of FLT3-activating mutations in 979 patients with acute myelogenous
leukemia: association with FAB subtypes and identification of subgroups with poor prognosis:
Presented in part at the 42nd Annual Meeting of the American Society of Hematology December 1-5,
2000, San Francisco, CA (abstract 2334). Blood. v. 99; n. 12, p. 4326-4335. 2002.

TSAPOGAS, P. et al. The Cytokine FIt3-Ligand in Normal and Malignant Hematopoiesis.
International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n. 6, p. 1115, 24 maio 2017.

TSUKIMOTO, I. et al. Risk-Stratified Therapy and the Intensive Use of Cytarabine Improves the
Outcome in Childhood Acute Myeloid Leukemia: The AML99 Trial From the Japanese Childhood
AMVL Cooperative Study Group. Journal of Clinical Oncology, v. 27, n. 24, p. 4007-4013, 20 ago.
20009.

90



TUSSIWAND, R. et al. The preTCR-dependent DN3 to DP transition requires Notch signaling, is
improved by CXCL12 signaling and is inhibited by IL-7 signaling. European Journal of Immunology,
v.41,n. 11, p. 3371-3380, nov. 2011.

VAN DER VELDEN, V. H. J.; VAN DONGEN, J. J. M. MRD Detection in Acute Lymphoblastic
Leukemia Patients Using Ig/TCR Gene Rearrangements as Targets for Real-Time Quantitative PCR. In:
ERIC SO, C. W. (Ed.). . Leukemia. Totowa, NJ: Humana Press, 2009. v. 538p. 115-150.

VAN DONGEN, J. J. M. et al. Analysis of immunoglobulin and T cell receptor genes. Part I1:
Possibilities and limitations in the diagnosis and management of lymphoproliferative diseases and
related disorders. Clin Chim Acta, v. 198, n. 93, 1991.

VAN DONGEN, J. J. M. et al. Minimal residual disease diagnostics in acute lymphoblastic leukemia:
need for sensitive, fast, and standardized technologies. Blood, v. 125, n. 26, p. 39964009, 25 jun.
2015.

VAN LOCHEM, E. G. et al. Immunophenotypic differentiation patterns of normal hematopoiesis in
human bone marrow: Reference patterns for age-related changes and disease-induced shifts.
Cytometry, v. 60B, n. 1, p. 1-13, jul. 2004.

VAN VLIERBERGHE, P. et al. ETV6 mutations in early immature human T cell leukemias. The
Journal of Experimental Medicine, v. 208, n. 13, p. 2571-2579, 19 dez. 2011.

VIRCHOW, R. Weisses Blut. Froriep's Notizen. v. 36; n. 148; 1845.

WADA, H. etal. Adult T-cell progenitors retain myeloid potential. Nature, v. 452, n. 7188, p. 768-772,
abr. 2008.

WEERKAMP, F.; PIKE-OVERZET, K.; STAAL, F. J. T. T-sing progenitors to commit. Trends in
Immunology, v. 27, n. 3, p. 125-131, mar. 2006.

WEINBERG, 0. K.; ARBER, D. A. Mixed-phenotype acute leukemia: historical overview and a new
definition. Leukemia, v. 24, n. 11, p. 1844-1851, nov. 2010.

WELTGESUNDHEITSORGANISATION. WHO classification of tumours of haematopoietic and
lymphoid tissues. Revised 4th edition ed. Lyon: International Agency for Research on Cancer, 2017.

WILSON, M. et al. EVI1 Interferes with Myeloid Maturation via Transcriptional Repression of Cebpa
, via Binding to Two Far Downstream Regulatory Elements. Journal of Biological Chemistry, v. 291,
n. 26, p. 13591-13607, 24 jun. 2016.

WOLACH, O.; STONE, R. M. How I treat mixed-phenotype acute leukemia. Blood, v. 125, n. 16, p.
2477-2485, 16 abr. 2015.

WOOD, B. L. et al. T-lymphoblastic leukemia (T-ALL) shows excellent outcome, lack of significance
of the early thymic precursor (ETP) immunophenotype, and validation of the prognostic value of end-
induction minimal residual disease (MRD) in children's oncology group (COG) study AALL0434.
Blood. v. 124; n. 1; 2014.

WOUTERS, B. J. et al. Distinct gene expression profiles of acute myeloid/T-lymphoid leukemia with
silenced CEBPA and mutations in NOTCH1. Blood, v. 110, n. 10, p. 3706-3714, 15 nov. 2007.

XING, S. et al. Tcfl and Lefl are required for the immunosuppressive function of regulatory T cells.
The Journal of Experimental Medicine, v. 216, n. 4, p. 847-866, 1 abr. 2019.

YAMAMOTO, R. et al. Clonal Analysis Unveils Self-Renewing Lineage-Restricted Progenitors
Generated Directly from Hematopoietic Stem Cells. Cell, v. 154, n. 5, p. 1112-1126, ago. 2013.

91


http://www.bloodjournal.org/content/124/21/1?sso-checked=true
http://www.bloodjournal.org/content/124/21/1?sso-checked=true
http://www.bloodjournal.org/content/124/21/1?sso-checked=true

YAN, L. et al. Clinical, immunophenotypic, cytogenetic, and molecular genetic features in 117 adult
patients with mixed-phenotype acute leukemia defined by WHO-2008 classification. Haematologica,
v.97,n. 11, p. 1708-1712, 1 nov. 2012.

YU, Q.; SHARMA, A.; SEN, J. M. TCF1 and B-catenin regulate T cell development and function.
Immunologic Research, v. 47, n. 1-3, p. 45-55, jul. 2010.

YUI, M. A.; ROTHENBERG, E. V. Developmental gene networks: a triathlon on the course to T cell
identity. Nature Reviews Immunology, v. 14, n. 8, p. 529-545, ago. 2014.

ZHANG, J. et al. The genetic basis of early T-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia. Nature, v.
481, n. 7380, p. 157-163, jan. 2012.

ZHANG, Y. et al. Hematopoietic Hierarchy — An Updated Roadmap. Trends in Cell Biology, v. 28, n.
12, p. 976-986, dez. 2018.

92



IX. Anexos

COMISSAQ NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA wllﬂ
PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS Dl EMENDA

Tiwlo da Pesquisa: ESTUDOS MULTI-INSTITUCIONAL DAS LEUCEMIAS INFANTIS: CONTRIBUIGAD
D05 MARCADORES IMUNO-MOLECULARES NA DISTINCAD DE SEUS SUBTIPOS
E DE FATORES DE RISCOS ETIOPATOGENICOS.

Pasquisador: Maria do Socormo Pombo de Oliveira
Area Temética: A critério do CEP

VersBo: G

CAAE: 33243214.7 00005274

Iinstitulgdo Proponente: Coordenagdo de Pesquisa

Patrocinador Principal: FUMN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARD A PESOQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JAHEIRD - FAPERY

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 3.164.004

Apresantacio do Projeto:

Az informagies eencadas nos campos “Apresentacio do Projeta”. “Objetive da Pesquiss® e “Avallagio dos
Riscos e Beneficios® foram retiradas do arguive Informacdes Bésicas da Pesguizsa
(B_INFORMACOES_BASICAS_12B41T6_E1_pdf, de 06/02/2018) afou do Projeto Detalhado
(Projeto_Multi_Biorrepositorie_Emenda_1_275et2018.doc, de 27/0%/2018).

INTRODUAD

importéncia da identificagdo de biomarcadores em leucemias da crianga e do sdolescente. Nas Gtimas
quatre décadas, o progresso no tratamento do céncer na infAncia & na adolescéncla fol extremamente
slgnificative. Hoje, am tormo de 70% das crianges e adolescentes acometidos de leucemias podern ser
curados, & tratados em centros especializados. A maloria deles terd bosa qualidade de vida apds o
trataments adegusds. Ag incidénciss de cAncer infantil no Brasll apresentam taxas vardveds, dependendo
da area geografica sugerindo fatores amblentals ou de estilo de vida. Atualmente redes de atendimentos &
crianga com cdncer estdo bem estabelecidas fortalecends o tratamento clinico & as interagdes para
execugio de investigacbes clentificas. Desta forma, apesar do cancer Iinfantil ser raro, as pesguisas
realizadas neste gnups de necplasias, tem impacio na salde pablica, parbculamments na qualidade de vida,
pols a grande maloria cAncer

Enmdarapo:  SRNTWY 7O, 'Via W 5 Nome - Edificio PD 700, 27 andar

EBalrro:  Asa More CEP: 70.719-043
UF: OF Municiplo: BERASILLA
Tolefone: [E13315-5577 Esmall: conepilisaude gowbr

93



COMISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA

ol i s iy P 5 1840004

@Gt

atribuigies definidas na Resclugdc CHS n® 466 de 2012 & na Morma Operacional n® 001 de 2013 do CHS,
manifesta-se pela sprovacio da emenda progosta a0 projeio de pesguisa.

Siteacso: Emenda aproveda

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documerrtas Arquiso Postagem Awtor Situacao
Informacdes Basicas| PE_IN 3 | 1 1 19 Acsito
oo Priojeto 6 El 18:52-07
Farecer Anenor A X DBSTANCI 19 |Mana do Socoro ACEID
COMEP 1304043 pf 104701 |

Chuwtros Forrmudano Submissac_ 06022019, pdf DEMD22018 |Maria do Socomo Acsito

10:37:45 | Pombo de Oliveirs

[ Outros Projeto EMILL Termo_de_Acordo_Biore| DGU2/2019 |Mana do ACEID
positorio_paginas_assinatras 0402301  19:32:43 | Pombo de Olivelra

[Cutros Er:'efl-:r_Emlll_Tmnﬂ_da_Amrdn_H-:rdal 18 |Mana 4o Socomo ACEtn
o 20 Outubro 2018 doc 18:31-58  |Pombo de elra

Cutros Projeto_Emill_Termo_de_Acordo_Model| DEO2/2019 |Mana do Socormo Acelto
o 20 Outubro Eﬂiﬁ.g 10:31:3% | Pombo de Oliveira

TCLE | Termas de [E_EMILI . 5 Emendal 2700 | DEOZZ019 |Mana do ACEito

Aasentimanto / 2018_Final_limpa.doc 18:26:00 | Pombo de Oliveira

Justificativa de

FAasséncia

TCLE / Terrmos de | TCLE_EMILI_Cnancas Ernendad_ 2700 | 06022019 |Mana do Socormo Aceito

Aasentimanto | 2018_Final.doc 18:25:52  |Pombo de Oliveira

Justificativa de

Aasséncia

Cutros Sumario_modificacoes_Ddfeverairo2018] DEO22019 |Maria do Socomo Acelto
docx 10:18=24 | Pombo de Oliveira

[Frojetn Detalhado | | Proeto_Multl_Beomeposiono_Emenda_ 1 ana do ACElD

Brochura 1_2rSet2018.doc 18:18:00  |Pombo de Oliveira

Investigadar _

Progeto Detalhado | | Progeto_Multl_Béomeposiono_Emenda_ | 080202018 | Maria do Socomo Acsito

Brochura 1_275et2016_versao_limpa.doc 181748 | Pombo de Oliveira

 Investigadar

Falha de Rosto Folha de rosto_ 0807 201 4_pdf OBMAT2014 Acelto

12:48:48

Sluacho do Parecer:

Aprovada

Emdoropn:  SRMTV 704, Via W 5 Hore - Edificio PO 700, 37 andar

Bairmo:  Asa Nome CEP: 70.719-049

UF: OF Municiplo: ERASILLA

Talofone: (E13315-5877 E-mall: conepiSisasde gowbr

94




95



