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CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DE EXPRESSÃO E DO PAPEL FUNCIONAL DA 

OSTEOPONTINA-C NA LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA DE CÉLULAS B 

 

RESUMO 

Dissertação de mestrado 

Ana Clara Santos da Fonseca Bastos 

 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é o câncer mais comumente diagnosticado na infância, 

sendo as originadas de células B, as mais frequentes (LLA-B). A presença de rearranjos 

gênicos está associada à estratificação de risco e prognóstico da doença. Pacientes positivos 

para a fusão gênica KMT2A-AFF1 são incluídos no subgrupo de pior prognóstico, com 

elevado risco de recaída e acometimento do sistema nervoso central (SNC). Dentre os 

produtos gênicos de expressão alterada nas LLAs, está osteopontina (OPN). A OPN é uma 

glicofosfoproteína de matriz extracellular envolvida em diversas etapas da progressão 

tumoral. O transcrito primário da OPN apresenta splicing alternativo gerando três isoformas, 

denominadas OPNa, OPNb e OPNc. Essas isoformas apresentam um perfil de expressão e 

papéis tecido-tumores específicos. Na LLA, já foi demonstrado que a OPN total, ou seja, a 

soma de todas as isoformas da OPN oriundas de modificações pós transcricionais e 

traducionais, suporta a dormência das células e sua sobrevivência em resposta ao tratamento 

com quimioterápicos. Entretanto, os papéis das isoformas da OPN na LLA-B ainda não foram 

elucidados. Sendo assim, nosso estudo buscou investigar o perfil de expressão transcricional e 

os papéis das isoformas da OPN na LLA-B KMT2A-AFF1. Desta forma, analisamos amostras 

de pacientes LLA-B disponíveis no banco de dados TARGET e observamos que a maioria 

expressava as três isoformas da OPN. Para confirmar esse resultado, analisamos amostras do 

INCA de pacientes LLA-B positivos para KMT2A-AFF1 (n=26) ou ETV6-RUNX1 (n=28, 

grupo comparativo). Os níveis de expressão transcricional das isoformas da OPN foram 

analisados por RT-qPCR. Demonstramos que a OPNc foi a isoforma superexpressa no 

subgrupo KMT2A-AFF1 e que está associada à características desfavoráveis da doença. Para 

investigar o papel da OPNc na LLA-B KMT2A-AFF1, escolhemos a linhagem celular RS4;11. 

As células RS4;11 foram transfectadas com oligômeros de DNA anti-senso anti-OPNc ou sua 

respectiva sequencia controle scramble, utilizando o sistema Nucleofector 4D. A eficiência do 

silenciamento foi avaliada por RT-qPCR e imunofluorescência. Observamos que mediante o 

silenciamento da OPNc as células aumentaram sua proliferação, porém diminuiram sua 

viabilidade, capacidade adesiva, migratória e invasiva. Com base nesses resultados, nossa 

hipótese é que a OPNc pode controlar a habilidade das células leucêmicas em invadirem o 

SNC, contribuindo para um fenótipo mais agressivo na LLA-B.  
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CARACTERIZATION OF OSTEONPONTIN-C EXPRESSION PROFILE AND 

FUNCTIONAL ROLES IN B CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA 

 

 ABSTRACT 

 Master degree dissertation 

 Ana Clara Santos da Fonseca Bastos 

 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most commonly diagnosed pediatric cancer. 

Within ALL, those originating from B-cells are the most frequent (B-ALL). The occurrence 

of specific gene rearrangements is associated with prognostic risk stratification. Patients 

harboring the KMT2A-AFF1 gene fusion are included in the poor prognostic subgroup, with 

increased risk of relapse and central nervous system (CNS) involvement. Among several gene 

products presenting aberrant expression in ALL, osteopontin (OPN) has been reported. OPN 

is a matricellular glycophosphoprotein involved in several steps of tumor progression. OPN 

primary transcript is subject to alternative splicing, generating at least three splice isoforms 

(OPN-SI), named OPNa, OPNb, OPNc. These OPN-SI display tumor and tissue-specific 

roles. In ALL, it has been reported that total OPN, the sum of all OPN isoforms generated 

from transcriptional and translational modifications, supports tumor dormancy and cell 

survival in response to chemotherapeutic drugs. However, the putative roles of OPN-SI in B-

ALL cells have not been addressed. In this scenario, our study aims to evaluate the expression 

profiles and roles of OPN-SI in B-ALL presenting KMT2A-AFF1. We analyzed B-ALL 

samples available on TARGET database and we demonstrated that most patients express the 

three OPN-SI. To confirm this result, we also analyzed patients’ samples containing KMT2A-

AFF1 (n = 26) or the ETV6-RUNX1 (n = 28, as our comparative group) gene rearrangements 

from INCA. OPN-SI transcriptional expression levels were evaluated by RT-qPCR. We 

demonstrated that OPNc is the most upregulated OPN-SI in the KMT2A-AFF1 subgroup and 

is associated with poor prognostic risk features. To investigate the putative roles of OPNc on 

modulating cellular and molecular aspects of B-ALL presenting KMT2A-AFF1, we choose 

RS4;11 cell line for our study. The RS4;11 was transfected with DNA oligomer targeting 

OPNc (ASO anti-OPNc) or a scrambled control sequence (ASO scramble) using the 4D-

nucleofector. The efficiency of OPNc knockdown was analyzed using RT-qPCR and 

immunofluorescence. We found that RS4;11 OPNc-silenced cells increased proliferation, 

while decreased cell viability, adhesion to matrigel and osteoblast cell matrix, as well as 

migration and invasion rates, when compared to ASO scrambled-transfected cells. We then 

hypothesize that OPNc may control the leukemic cell's ability to detach from the bone 

marrow matrix, while decreasing cell proliferation and acquiring invasive properties, possibly 

being able to infiltrate the central nervous system, contributing to a more aggressive B-ALL 

phenotypes. 
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1) INTRODUÇÃO 

1.1)  Leucemia linfoblástica aguda 

 

1.1.1) Definição e epidemiologia  

 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é definida como uma neoplasia hematológica 

caracterizada pela proliferação clonal e maligna de células progenitoras linfoides imaturas, as 

quais acumulam-se no nicho endosteal da medula óssea (MO), impedindo o processo da 

hematopoiese normal (COBALEDA & SÁNCHEZ-GARCÍA, 2009). Nesse processo, as 

células progenitoras linfoides sofrem uma interrupção em seu processo de diferenciação e 

proliferam de maneira exacerbada. Esse descontrole tem sido atribuído à presença de 

alterações genéticas e moleculares em genes fundamentais na regulação dessas vias, bem 

como à existência de um microambiente que permita a manutenção da leucemogênese 

(MULLIGHAN, 2012; KUMAR et al., 2018). Os componentes presentes no microambiente 

da MO são conhecidos por regularem a proliferação, diferenciação e sobrevivência das 

células-tronco hematopoiéticas em condições normais. Com a presença das células leucêmicas 

nesse nicho, todas as funções normais desempenhadas pelos componentes do microambiente 

da MO são desreguladas, de forma a sustentar a leucemogênese (YAN et al., 2015). Além 

disso, essas células progenitoras imaturas também podem ser capazes de infiltrar diversos 

sítios extramedulares, como: sistema nervoso central (SNC), testículos, fígado, baço e ovários 

(HUNGER; MULLIGHAN, 2015).  

A LLA é uma doença heterogênea em níveis clínicos, genéticos e demográficos. É o 

câncer mais comumente diagnosticado na infância, correspondendo a aproximadamente 35% 

dos casos de cânceres pediátricos (MOORMAN, 2016; GLOBOCAN, 2020). O número de 

novos casos de leucemia esperados para o Brasil, para cada ano do triênio 2020-2022, será de 

5.920 casos em homens e 4.890 em mulheres (INCA, 2020). Embora 80% das LLAs 

acometam crianças entre 3-6 anos, é uma doença que pode acontecer em indivíduos de 

qualquer idade, sendo mais prevalente naqueles do sexo masculino, correspondendo a 55% 

dos pacientes pediátricos (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017; ZHANG et al., 2019). Nos 

últimos anos, com o desenvolvimento de melhores abordagens terapêuticas e maiores 

conhecimentos a respeito da biologia da doença, a sobrevida de pacientes com LLA tem 

aumentado consideravelmente, porém varia drasticamente de acordo com a idade dos 

pacientes. Quando tratados com os protocolos mais modernos, os pacientes pediátricos 

apresentam uma sobrevida global (SG) em torno de 90%, enquanto os adultos entre 25-50 
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anos apresentam uma SG de 40%. Já aqueles com idade superior a 50 anos apresentam uma 

SG inferior a 20% (BHOJWANI et al., 2015; MOORMAN, 2016). Apesar de todos os 

avanços no tratamento da doença, as taxas de recaída entre os pacientes pediátricos com LLA 

ainda correspondem a 20%, sendo um grande desafio clínico (MOORMAN et al., 2010). 

Dentre os tipos de LLAs, aquelas que se originam de células precursoras B (LLA-B) 

são as mais comuns, correspondendo a cerca de 85% dos casos de LLA em pacientes 

pediátricos e 75% dos casos em pacientes adultos (BHOJWANI et al., 2015). A LLA-B é 

definida como uma neoplasia hematológica de células linfoides B imaturas, as quais podem 

apresentar alguns tipos de alterações genéticas e cromossômicas, que contribuirão para sua 

rápida auto-renovação e inibição de seu processo de maturação (HUNGER; MULLIGHAN, 

2015; LOGHAVI; KUTOK; JORGENSEN, 2015)  

1.2) Alterações genéticas e cromossômicas na LLA 

 

A aquisição de alterações genéticas ou cromossômicas nas células leucêmicas de 

pacientes com LLA é um dos principais pilares desta doença, uma vez que sua identificação 

auxilia no diagnóstico, na estratificação de risco da doença, na determinação do prognóstico 

do paciente e na definição da terapia em que o mesmo será submetido. Nos últimos anos, uma 

série de alterações genéticas e cromossômicas na LLA têm sido caracterizadas e essas 

costumam estar associadas às características clínico-demográficas dos pacientes, como: idade, 

leucometria e imunofenótipo. Essas alterações também têm se mostrado fortemente 

associadas a resposta ao tratamento e ao desfecho clínico desses pacientes (MOORMAN, 

2012; ZHANG et al., 2019). 

Em pacientes pediátricos com LLA, as alterações genéticas podem ser divididas em 

primárias ou secundárias. Segundo a hipótese de Greaves, as alterações primárias são as 

responsáveis pela iniciação do clone pré-leucêmico e acontecem na fase intrauterina. Após o 

nascimento e durante a infância, os clones pré-leucêmicos adquirem alterações secundárias 

cooperativas, ocasionando o desenvolvimento e manutenção da LLA. Além disso, muitos 

estudos têm demonstrado que um clone pré-leucêmico pode permanecer latente durante anos 

até o diagnóstico da LLA (GREAVES, 2006).  

As alterações primárias na LLA são normalmente translocações cromossômicas, 

resultando em fusões gênicas ou aneuploidias (ganho ou perda de múltiplos cromossomos 

inteiros). Observam-se também alterações secundárias, que costumam ser alterações no 

número de cópias (frequentemente deleções de únicos ou poucos éxons de um gene) ou 

mutações pontuais. Segundo Anderson e colaboradores, as alterações primárias podem ser 
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definidas como aquelas presentes em todos os clones leucêmicos, sendo as responsáveis pelas 

principais características da leucemia. Por outro lado, as alterações secundárias estão 

presentes em apenas uma parte dos clones leucêmicos, dando assim origem a uma arquitetura 

sub-clonal mais complexa e heterogênea (ANDERSON et al., 2011). Algumas alterações 

secundárias são mais frequentemente observadas em subgrupos citogenético-moleculares 

específicos, conforme descrito na Tabela 1.1. Estas alterações primárias e secundárias na 

LLA, em conjunto, colaboram para a manutenção e progressão da leucemia (Tabela 1.1) 

(MOORMAN, 2016).  

 

Tabela 1.1 – Principais alterações primárias e as alterações secundárias cooperativas em 

LLA-B*  

 

*Nesta tabela estão listados os genes mais comumente alterados em cada um dos subgrupos 

citados. Modificado de (MOORMAN, 2016). 

 

Cerca de 75% dos pacientes pediátricos com LLA-B apresentam algum tipo de 

alteração genética ou cromossômica, que podem ser diagnosticadas através das técnicas: 

hibridização por fluorescência in situ (do inglês, FISH), transcrição reversa seguida por 

reação em cadeia da polimerase e amplificação multiplex de sondas dependente de ligação (do 

inglês, MLPA). Dentre as alterações primárias mais recorrentes na LLA-B pediátrica, 

podemos citar as translocações t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1, t(12;21)(p13;q22)/ETV6-

RUNX1, t(4;11)(q21;q23)/KMT2A-AFF1, t(1;19)(q23;p13)/TCF3-PBX1, alta hiperdiploidia e 

hipodiploidia. As alterações secundárias mais recorrentes costumam acontecer nos genes 
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IKZF1, CRLF2, PAX5 e FLT3 (Figura 1.1) (WOO; ALBERTI; TIRADO, 2014; MOORMAN, 

2016). 

As alterações primárias na LLA-B são consideradas biomarcadores de risco 

prognóstico mais confiáveis do que as alterações secundárias (MOORMAN, 2016). Isso pode 

ser justificado pelo fato das primárias estarem sempre presentes, definindo as principais 

características dos clones leucêmicos. Sendo assim, as alterações primárias são categorizadas 

de acordo com seu risco prognóstico como: risco padrão/favorável, risco intermediário e alto 

risco (Figura 1.1) (WOO; ALBERTI; TIRADO, 2014; MOORMAN, 2016). 

 

Figura 1.1 - Frequência das alterações cromossômicas mais comuns na LLA-B 

pediátrica. Frequência das alterações cromossômicas e sua associação com as classificações 

de risco, definidas como: alto risco (iAMP21, hipodiploidia, haploidia, TCF3-HLF, BCR-

ABL1 e rearranjos de KMT2A), risco intermediário (LLA-B SOE, rearranjos de IGH, TCF3-

PBX1) e risco padrão/favorável (alta hiperdiploidia e ETV6-RUNX1). Modificado de 

(MOORMAN, 2016).  

 

 

 Dentre as alterações primárias citadas anteriormente, a fusão gênica ETV6-RUNX1 e 

os rearranjos de KMT2A (KMT2A-r), apresentam características de risco e prognóstico opostas 

e, por isso, serão enfatizados a seguir. 
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1.2.1) Translocação cromossômica t(12;21)(p13;q22) – ETV6-RUNX1 

 

A translocação cromossômica t(12;21)(p13;q22) resulta na fusão quimérica ETV6-

RUNX1 (antigamente denominada TEL-AML1), a qual está associada ao bom prognóstico, 

sendo a fusão gênica mais comum em pacientes pediátricos com LLA-B e raramente 

encontrada em pacientes adultos (Figura 1.2)   (PUI; RELLING; DOWNING, 2004).  

 

 

Figura 1.2- Representação esquemática das translocações envolvendo os cromossomos 

12 e 21. O cromossomo 12 está representado em laranja claro e cromossomo 21 em laranja 

escuro. O cromossomo com o der(12)t12;21) compreende a fusão recíproca RUNX1-ETV6 e o 

cromossomo com o der(21)t(12;21) compreende a fusão direta ETV6-RUNX1. Modificado de 

(AL-SHEHHI et al., 2013). 

 

Esta fusão gênica está presente em aproximadamente 25% dos casos de LLA-B 

pediátrica no momento do diagnóstico e em 15-20% dos casos de recaída (MULLIGHAN, 

2012b) (MULLIGHAN, 2012b). Os casos de recaída em pacientes positivos para ETV6-

RUNX1 costumam ocorrer após longos períodos de latência após o término da terapia inicial ( 

SEEGER et al., 2001; IRVING et al., 2016). Na literatura, já existiu um conflito sobre a 

significância da fusão ETV6-RUNX1 como um marcador prognóstico independente. 

Conforme revisado por Rubnitz e colaboradores, alguns autores defendiam que a presença 

desta fusão poderia ser incorporada a classificação de risco, uma vez que indicava um 

excelente prognóstico, no qual os pacientes respondiam bem a terapia (RUBNITZ et al., 

2008). Em contrapartida, outros autores defendiam que essa fusão não poderia ser considerada 

um marcador independente associado ao um bom prognóstico, visto que nem sempre estava 

relacionada a um bom desfecho no tratamento, bem como por haver uma alta prevalência 

desta fusão entre os pacientes que recaem (RUBNITZ et al., 2008). Apesar dessa divergência 
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na literatura, a maioria dos estudos têm consistentemente demonstrado que os pacientes com 

ETV6-RUNX1 apresentam uma alta SG, com baixas taxas de recaída quando comparados com 

os demais subgrupos, sendo assim considerado um marcador associado ao bom prognóstico 

na LLA (RUBNITZ et al., 2008; MOORMAN et al., 2010; BHOJWANI et al., 2013).  

Os fatores de transcrição ETV6 e RUNX1 são necessários para a regulação da 

hematopoiese normal, mas a fusão ETV6-RUNX1 é capaz de alterar a expressão normal dos 

genes regulados por RUNX1, fazendo com que esse fator se torne um repressor transcricional 

(WOO; ALBERTI; TIRADO, 2014). Essa fusão também promove a superexpressão do 

receptor de eritropoetina e ativação das vias de sinalização envolvendo as proteínas 

JAK/STAT (TORRANO et al., 2011). Além disso, a presença de ETV6-RUNX1 altera os 

processos de diferenciação e estimula a auto-renovação das células progenitoras 

hematopoiéticas, principalmente as da linhagem B (MORROW et al., 2004).  

Uma série de estudos realizados por Greaves demonstraram que a fusão ETV6-RUNX1 

ocorre ainda no período do desenvolvimento fetal no útero, mas sozinha não é suficiente para 

causar leucemia. Dessa maneira, outras alterações seriam necessárias para causar a doença 

(GREAVES, 2006). A perda do segundo alelo do ETV6 não rearranjado localizado no 

cromossomo 12 normal ocorre em aproximadamente 2/3 dos casos, enquanto o ganho do 

cromossomo 21 normal ou derivativo ocorre em 25% e 20% dos casos, respectivamente 

(ATTARBASCHI et al., 2004; STAMS et al., 2006). Outros estudos também têm 

demonstrado uma associação entre ETV6-RUNX1 e alterações genéticas secundárias, como 

deleção dos genes PAX5 e TBL1XR1 (KUIPER et al., 2007; MULLIGHAN et al., 2007; 

PARKER et al., 2008). 

 

1.2.2) Translocação cromossômica t(4;11)(q21;q23) – KMT2A-AFF1  

 

O gene MLL (“mixed-lineage leukemia”), atualmente conhecido como KMT2A, está 

localizado no cromossomo 11q23 e codifica uma proteína com atividade de histona 

metiltransferase, sabidamente envolvida na regulação da hematopoiese (GHAZAVI et al., 

2015). Esse gene apresenta mais de 100 parceiros de fusão já descritos até o momento, 

estando associado com as leucemias agudas (MEYER et al., 2006, 2009). Dentre os rearranjos 

de KMT2A, o mais frequente nos pacientes pediátricos com LLA-B, consiste na fusão do gene 

KMT2A com o gene AFF1 gerada a partir da translocação t(4;11)(q21;q23) (Figura 1.3) (PUI 

et al., 2002; PIETERS et al., 2007; ANDERSSON et al., 2015)  
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Figura 1.3- Representação esquemática das translocações envolvendo os cromossomos 4 

e 11. O cromossomo 11 está representado em azul claro e cromossomo 21 em azul escuro. O 

cromossomo com o der(4)t(4;11) compreende a fusão recíproca AFF1-KMT2A e o 

cromossomo com o der(11)t(4;11) compreende a fusão direta KMT2A-AFF1. Modificado de 

(RAGUSA et al., 2019). 

 

 

Os rearranjos de KMT2A (KMT2A-r) são mais prevalentes em pacientes lactentes (< 1 

ano de idade), acometendo cerca de 80% deste grupo etário com LLA, sendo que dentro desta 

porcentagem, 50% dos pacientes apresentam a fusão KMT2A-AFF1. Pacientes pediátricos 

com LLA-B e KMT2A-r são classificados como grupo de alto risco da doença, sendo esses 

rearranjos considerados marcadores independentes associados ao prognóstico ruim da doença 

(PUI et al., 2002; PIETERS et al., 2007; ANDERSSON et al., 2015).  

Muitos estudos têm demonstrado que a expressão dos rearranjos de KMT2A é capaz de 

induzir o fenótipo leucêmico sem a presença de alterações genéticas secundárias. Mesmo 

assim, mutações nos genes KRAS, NRAS, FLT3 e nas vias envolvendo as proteínas PI3K/RAS 

podem ser observadas em pacientes pediátricos com KMT2A-AFF1 (ARMSTRONG et al., 

2003; ANDERSSON et al., 2015). Esses rearranjos estão envolvidos no controle da 

transcrição dos genes da família HOXA (HOXA5, HOXA7 e HOXA9) e seu cofator MEIS1, os 

quais são normalmente expressos por progenitores hematopoiéticos imaturos, como as 

células-tronco (ZEISIG et al., 2004; KRIVTSOV et al., 2006). A expressão do gene HOX9 

facilita a expansão das células progenitoras imaturas e contribui para a imortalização das 

mesmas (SCHNABEL; JACOBS; CLEARY, 2000; ZEISIG et al., 2004). A co-expressão dos 

genes da família HOXA e seu cofator MEIS1 cooperam para que os rearranjos de KMT2A 

sejam capazes de induzir o fenótipo leucêmico. Essas alterações estimulam a expansão, 

sobrevivência e auto-renovação dos progenitores linfoides imaturos, também impedindo a 
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diferenciação dos mesmos. Sendo assim, o KMT2A-r é considerado uma alteração molecular 

de alta penetrância durante a leucemogênese (ARMSTRONG et al., 2001; FABER et al., 

2008).  

Os pacientes pediátricos com KMT2A-AFF1 apresentam uma sobrevida livre de 

eventos (SLE) de 4 anos e uma SG de 50% (CEPPI et al., 2015). Esses dados são um reflexo 

da resistência ao tratamento quimioterápico demonstrada por esse grupo de pacientes, os quais 

ainda apresentam elevadas taxas de recaída e acometimento do SNC (PUI, 2000). Desta 

maneira, todos pacientes que apresentam a fusão KMT2A-AFF1 são submetidos a um 

tratamento quimioterápico intensivo e causador de graves sequelas como infertilidade, 

deficiência neurocognitiva, associado a elevados riscos de neoplasias secundárias e morbidade 

(CHOW et al., 2014; WARRIS et al., 2016). Isso acontece porque até o momento não existem 

biomarcadores que consigam estratificar esse grupo de pacientes de maneira a predizer quais 

apresentam maiores ou menores riscos de acometimento do SNC. Além disto, essas 

abordagens terapêuticas não têm melhorado o desfecho clínico desse grupo de pacientes ao 

longo dos últimos anos, indicando a necessidade da busca por biomarcadores capazes de 

predizer o risco de acometimento do SNC como também de novos alvos terapêuticos 

associados aos rearranjos de KMT2A-AFF1, de forma a reduzir a resistência ao tratamento e a 

recaída da doença (LE VISEUR et al., 2008; REHE et al., 2013; CEPPI et al., 2015). 

 

1.3) Recaída e acometimento do SNC na LLA-B 

 

1.3.1)  Definição e epidemiologia 

 

De modo geral, os pacientes com LLA apresentam uma porcentagem de cura da 

doença de 80%. Embora isso seja um grande sucesso da medicina oncológica, cerca de 20% 

dos pacientes pediátricos ainda recaem e esse número não têm diminuído a medida que novas 

abordagens terapêuticas têm sido desenvolvidas (NGUYEN et al., 2010; PIERRO et al., 

2018). O número de pacientes pediátricos com LLA-B que recaem a cada ano é equivalente 

ao número de novos pacientes pediátricos diagnosticados com leucemia mieloide aguda 

(LMA). E mesmo com a combinação entre a intensa quimioterapia e o transplante de células-

tronco hematopoiéticas, apenas 30-50% dos pacientes pediátricos que recaem são curados 

(LOCATELLI et al., 2012). Se a recaída ocorrer após o primeiro tratamento ser completado, a 

maioria dos pacientes pediátricos entrarão em uma segunda remissão e a chance de cura passa 

a ser de 50%. Já se a recaída ocorrer durante a terapia, a chance de os pacientes alcançarem 
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uma segunda remissão é de 50-70% e apenas 20-30% dos pacientes serão curados (HUNGER; 

MULLIGHAN, 2015). 

A recaída na LLA pode ser definida como o reaparecimento das células leucêmicas em 

qualquer região do corpo do paciente. Essa pode ser isolada, onde as células leucêmicas 

reaparecem em uma única região do corpo (medular ou extramedular) ou uma recaída 

combinada em que as células leucêmicas reaparecem em mais de uma região do corpo 

(medular e extramedular) (ROGANOVIC, 2013). As recaídas combinadas e as isoladas em 

sítios extramedulares apresentam melhores respostas à terapia do que as recaídas isoladas na 

MO (GAYNON, 2005; CONTER et al., 2010). A maioria das recaídas ocorrem na MO, seja 

de maneira isolada como também combinada com sítios extramedulares, sendo o SNC o 

principal sítio acometido. As recaídas isoladas no SNC, nos testículos e em outros sítios 

extramedulares também podem ocorrer, porém em menor frequência (LOCATELLI et al., 

2012). 

 

1.3.2) Recaídas na MO  

 

 As recaídas na MO são as mais comuns na LLA-B pediátrica, correspondendo a 75-

90% dos casos de recaída. Geralmente estão relacionadas a um prognóstico ruim, sendo as 

recaídas tardias associadas com um risco prognóstico mais favorável do que as recaídas 

precoces (SAARINEN-PIHKALA et al., 2006; GAUDICHON et al., 2019). As duas 

abordagens utilizadas no tratamento da recaída medular são a quimioterapia e o transplante de 

células-tronco hematopoéticas. Os pacientes que recebem apenas a quimioterapia também 

precisam receber um tratamento direto no SNC, com o intuito de prevenir uma subsequente 

recaída neste sítio extramedular (PUI, 2012). Por causa desse intenso tratamento 

quimioterápico, cerca de 66-82% dos pacientes com recaída precoce alcançam uma segunda 

remissão da doença.  Para aqueles que apresentaram recaída tardia, esse número aumenta para 

90-95%. Entretanto, a utilização desses intensos regimes quimioterápicos não tem resultado 

em melhores taxas de recuperação dos pacientes, que muitas vezes atingem seu limite de 

tolerância ao esquema terapêutico, demonstrando a importância do transplante no tratamento 

desses pacientes (CHESSELLS et al., 2003; MARTIN; MORGAN; HIJIYA, 2012). 

 

1.3.3) Recaídas no SNC 

 

 Na LLA-B, um dos maiores desafios da prática clínica é realizar um diagnóstico e 

tratamento adequados para os pacientes pediátricos que apresentam o acometimento do SNC, 
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o qual é detectado em 3-8% dos pacientes no momento do diagnóstico e em 30-40% daqueles 

que recaem (PUI & HOWARD, 2008; FRISHMAN-LEVY; IZRAELI, 2017). 

O padrão ouro para avaliar o acometimento do SNC é a detecção de células 

leucêmicas no líquido cefalorraquidiano (LCR), após punção lombar. Porém, o fato de que a 

maioria das recaídas no SNC ocorre em pacientes que inicialmente são diagnosticados sem a 

presença de células leucêmicas no LCR, nos evidencia a urgente necessidade de serem 

encontradas abordagens diagnósticas mais precisas (BÜRGER et al., 2003). Portanto, 

independentemente do status do SNC no momento do diagnóstico, todos os pacientes são 

tratados com uma terapia profilática intratecal com a administração de metotrexato e em um 

número limitado de pacientes é realizada a irradiação craniana (HUNGER; MULLIGHAN 

2015; CHEUNG et al., 2018). Ambas as abordagens terapêuticas estão associadas a graves 

sequelas, como o aumento do risco de formação de neoplasias secundárias, infertilidade, 

déficit neuro cognitivo, entre outras (KRULL et al., 2013; CHEUNG et al., 2018). Existem 

alguns fatores de risco associados ao acometimento do SNC na LLA-B, como a 

hiperleucocitose periférica no diagnóstico e a presença de determinados rearranjos 

cromossômicos, principalmente o BCR-ABL1 e o KMT2A-AFF1 (ALSADEQ; SCHEWE, 

2017; FRISHMAN-LEVY; IZRAELI, 2017; SANCHEZ et al., 2017; WINTERS; BERNT, 

2017).  

 

1.3.4) A biologia da recaída na LLA-B 

 

 A heterogeneidade clonal é uma das principais características da LLA. A evolução dos 

clones é um processo dinâmico no qual fatores intrínsecos e extrínsecos, como as condições 

microambientais e o tratamento quimioterápico, podem favorecê-los de forma a ocorrer 

posteriormente uma recaída (LOCATELLI et al., 2012; GAUDICHON et al., 2019). Na 

clínica, isso é corroborado pelas baixas taxas de remissão da doença e a persistência da 

doença residual mínima no momento da recaída, mesmo após o tratamento quimioterápico 

intensivo (BOROWITZ et al., 2008; RAETZ et al., 2008; ECKERT et al., 2013)  

 Muito estudos têm comparado os clones malignos presentes no momento do 

diagnóstico com aqueles presentes na recaída, de forma a entender os mecanismos celulares e 

moleculares responsáveis pela evolução desses clones ao longo do tempo  (MULLIGHAN et 

al., 2008; YANG et al., 2008; HOGAN et al., 2011). Esses estudos têm demonstrado que uma 

primeira alteração cromossômica (como os rearranjos gênicos) nos progenitores 

hematopoiéticos, ocasionaria no surgimento de um clone pré-leucêmico. Esse clone 

subsequentemente acumularia outras alterações genéticas, e assim daria origem aos “clones 
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leucêmicos ancestrais”. Outras alterações genéticas possibilitariam o surgimento de clones 

que dariam origem à LLA, que seria composta por distintas populações de clones malignos. 

Essas populações clonais poderiam se diferir em número de clones, como também em 

características genéticas e moleculares. Após o diagnóstico, o tratamento quimioterápico 

erradicaria todos ou quase todos os clones malignos que iriam compor a LLA. Entretanto, 

algumas células poderiam sobreviver ao tratamento dando origem à recaída a partir da maior 

população de clones encontradas no diagnóstico (Figura 1.4C). Alternativamente, células 

derivadas da maior ou menor população de clones poderiam adquirir outras alterações 

genéticas e dariam origem a outro tipo de recaída (Figura 1.4B e D). A recaída também 

poderia ter origem dos “clones leucêmicos ancestrais” ou até mesmo do clone pré-leucêmico 

(Figura 1.4A e E) (GAUDICHON et al., 2019). Além disto, já foi demonstrado por Borowitz 

e colaboradores que muitas alterações genéticas, como alterações no número de cópias 

gênicas presentes nos clones malignos da recaída, envolvem genes associados a 

quimioresistência, como CDKN2A e IKZF1 (BOROWITZ et al., 2008). 

 

 

Figura 1.4 – Evolução clonal das células leucêmicas até a recaída a partir de um clone 

pré-leucêmico. (A) Recaída a partir de um clone leucêmico ancestral; (B) recaída a partir de 

um clone da população clonal maior o qual adquiriu novas alterações genéticas; (C) recaída a 

partir de um clone da população clonal maior; (D) recaída a partir de um clone da população 

clonal menor e (E) recaída a partir do clone pré-leucêmico. Modificado de (GAUDICHON et 

al., 2019). 

 

A recaída também poderia ser explicada pela presença de algumas células leucêmicas 

em estado dormente dentro da população de células LLA. Essas células por estarem na fase 

G0 do ciclo celular, não estão se dividindo e por isso não estão sensíveis a ação dos agentes 

quimioterápicos. Posteriormente, ao entrarem novamente no ciclo celular, dão origem a uma 
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nova população de células leucêmicas responsáveis pela recaída. O microambiente em que a 

célula leucêmica se encontra, sua interação com as demais células daquele nicho e 

componentes ali presentes podem auxiliar na manutenção de seu estado dormente, sendo um 

local protetor e facilitador do escape ao tratamento quimioterápico (FORD et al., 2015; 

SPINELLA et al., 2018; LENK; ALSADEQ; SCHEWE, 2020). Neste contexto, os 

mecanismos pelos quais as células leucêmicas se tornam dormentes e posteriormente 

retornam ao ciclo celular, provocando a recaída da doença, assim como migram e invadem 

outros microambientes extramedulares, ainda precisam ser melhor elucidados.  

Dessa maneira, estudos têm buscado investigar genes possivelmente envolvidos nos 

mecanismos de recaída e acometimento do SNC na LLA. Nesses estudos, os autores têm 

buscado encontrar genes diferencialmente expressos entre amostras de aspirados da MO ou 

LCR de grupos de pacientes que apresentaram ou não recaída da doença. Dentre esses genes 

diferencialmente expressos associados à recaída e acometimento do SNC podemos citar o 

VEGF, NG2, SCD e SPP1 (codificador da proteína osteopontina) (VAN DER VELDEN et al., 

2016; MÜNCH et al., 2017; PRIETO et al., 2018). 

  

1.4)  Osteopontina  

 

Dentre os produtos gênicos de expressão alterada nas leucemias está a osteopontina 

(OPN) (BASTOS et al., 2017). A nomenclatura de OPN é a combinação entre as palavras 

“osteo” e “pontin” para caracterizar sua função de ligação das células ósseas à matriz 

extracelular óssea (EL-TANANI et al., 2006). É também conhecida como SPP1 (“secreted 

phosphoprotein 1”) e ETA1 (“Early T-lymphocyte activation 1 protein”). A OPN é uma 

glicoproteína de matriz extracelular, pertencente à família SIBLING (“Small Integrin-Binding 

Ligand N-linked Glycoprotein”), expressa por diferentes tecidos e envolvida em diversos 

processos fisiológicos e patológicos como, calcificação óssea, inflamação, resposta 

imunológica e câncer (BELLAHCÈNE et al., 2008). A OPN pode ser sintetizada e secretada 

por diversos tipos de células, incluindo os osteoblastos, osteoclastos, células epiteliais, células 

endoteliais, células neuronais, células tumorais e células imunes (como as células T e B, 

macrófagos e Natural Killer) (WAI; KUO, 2004, 2008; RANGASWAMI; BULBULE; 

KUNDU, 2006; KUNII et al., 2009). É expressa constitutivamente em órgãos como os rins, 

bexiga, ossos e em fluidos biológicos como sangue, urina, saliva, leite, fluidos seminais e bile 

(WAI; KUO, 2004; RANGASWAMI; BULBULE; KUNDU, 2006). Embora a maioria dos 

estudos refiram-se a OPN secretada (OPNs), já foi demonstrado que a OPN também pode ser 
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encontrada no núcleo e no citoplasma das células e não ser secretada, sendo assim 

denominada de OPN intracelular (OPNi) (JUNAID et al., 2007). A forma intracelular da OPN 

já se mostrou expressa em células dendríticas, macrófagos e células nervosas, onde sua função 

está principalmente associada à regulação do citoesqueleto e na transdução de sinais 

intracelulares (ZHU et al., 2004; SHINOHARA et al., 2006, 2008; WUNG et al., 2007; 

INOUE; SHINOHARA, 2011). 

 

1.4.1) OPN e estrutura  

 

A proteína OPN, de aproximadamente 35kDa, é codificada pelo gene SPP1 presente 

no braço longo do cromossomo 4, locus 22 em humanos e é pertencente à família SIBLING 

(CASTELLO et al., 2017). A família SIBLING inclui a OPN, a sialoproteína óssea (BSP), 

proteína da matriz da dentina I (DMP1) e sialofosfoproteína da dentina (DSPP), as quais 

apresentam algumas similaridades estruturais (FEDARKO et al., 2001; FISHER et al., 2001). 

As cinco proteínas apresentam o domínio RGD composto pelos aminoácidos arginina, glicina 

e asparagina e vários sítios semelhantes de modificações pós-traducionais (FEDARKO et al., 

2001).    

O gene SPP1 em humanos é composto por 7 éxons e 6 íntrons, tendo uma extensão de 

aproximadamente 9 kb, com uma região aberta de leitura que consiste em 942 nucleotídeos 

que inicia-se no códon de iniciação de tradução localizado no éxon 2 e termina códon de 

parada de tradução localizado no éxon 7. A região 5’ não traduzida inclui o éxon  1, o qual 

começa com um sítio de iniciação a transcrição AGC, enquanto  a região 3’ não traduzida 

consiste na última parte do éxon 7, o qual inclui três possíveis sinais de poliadenilação 

(AATAA). O éxon 2 codifica um peptídeo sinal e os dois primeiros aminoácidos da proteína 

madura. Os éxons 3 e 5 apresentam as sequencias de fosforilação serina-serina-glutamina-

glutamina. Já o éxon 4 apresenta dois resíduos de transglutaminase e por fim o éxon 6 uma 

sequencia rica em ácido aspártico. O éxon 7 é o maior dentre os 7, e contém metade da região 

codificante da proteína, incluindo o domínio RGD e o domínio central de clivagem da 

trombina (RODRIGUES et al., 2007).   

Na Figura 1.5 observa-se os domínios conservados presentes na proteína OPN: 

domínio RGD (arginina-glicina-asparagina), sequencia de reconhecimento (GRGDS), 

sequencia SVVYGLR, domínio de clivagem da trombina (RSK), região N-terminal rica em 

ácido aspártico, sítio de ligação ao cálcio e região C-terminal com o domínio de ligação a 

heparina (WEI et al., 2017).  
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Figura 1.5 – Representação dos domínios estruturais da OPN. Modificado de (WEI et al., 

2017).  

 

 A OPN é capaz de interagir com muitas integrinas e receptores celulares, 

desencadeando a ativação de uma série de vias de sinalização fundamentais para os processos 

fisiológicos e patológicos em que ela está envolvida. A OPN é capaz de interagir com as 

integrinas αv, principalmente as αvβ1, αvβ3, αvβ5, através do seu domínio RGD, como 

também interage com as α9β1, α4β1, α4β7 através da sequência SVVYGLR. Além disso, 

também interage com as variantes de splicing do receptor CD44 (CD44v3, CD44v6 e 

CD44v7) através do seu domínio C-terminal (HAO et al., 2017). 

 

1.4.2) OPN e polimorfismos 

 

 Para o gene SPP1 já foi descrito cerca de 310 variações de sua sequência. Desse total, 

10 variações correspondem a pequenas deleções ou polimorfismos de inserção, enquanto as 

outras 300 correspondem a polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs). Além disto, cerca de 

239 variações de sequência estão localizadas em regiões transcritas do gene (BRIONES-

ORTA et al., 2017).  

 Sítios de polimorfismo na região promotora do gene pode impactar na ligação de 

fatores de transcrição e consequentemente na expressão do gene. Dos 16 SNPs localizados na 

região promotora do gene SPP1, 15 estão relacionados ao câncer, influenciando nos níveis de 

expressão da OPN como também na sua associação com o risco prognóstico da doença 

(BRIONES-ORTA et al., 2017). 
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1.4.3) OPN e suas isoformas de splicing 

 

 A OPN é codificada por um único gene, porém existe em várias isoformas, as quais se 

diferem principalmente em relação as suas modificações pós-tradução e devido ao processo 

de tradução e splicing alternativos. Dentre as modificações pós-tradução, podemos citar a 

fosforilação da serina e treonina, glicosilação, sulfatação da tirosina e proteólise, que 

permitem a geração de distintas isoformas monoméricas que variam entre 41 e 75kDa 

(CHRISTENSEN; PETERSEN; SØRENSEN, 2008). Essas modificações são tecido e célula-

específicas e dependem de outros fatores fisicopatológicos que impactam na estrutura e 

função da OPN (CHRISTENSEN et al., 2007; KAZANECKI; UZWIAK; DENHARDT, 

2007; ZHANG et al., 2007; ANBORGH et al., 2009). O splicing alternativo é um dos 

processos que mais contribui para a diversidade molecular da célula, onde diversos RNAs 

mensageiros (RNAm) maduros podem ser produzidos a partir de um único pré-RNAm. Esse 

processo não acontece apenas em condições fisiológicas normais, mas tem sido cada vez mais 

associado a determinadas doenças, como o câncer (SINGH; EYRAS, 2017). O transcrito 

primário da OPN sofre splicing alternativo, gerando três principais isoformas denominadas 

OPNa, OPNb e OPNc. A OPNa é conhecida como a isoforma completa por conter os 7 éxons, 

a OPNb apresenta o éxon 5 deletado e a OPNc apresenta o éxon 4 deletado. Recentemente, 

duas novas isoformas da splicing da OPN foram descritas, denominadas de OPN4 e OPN5. A 

OPN4 apresenta a deleção dos éxons 4 e 5 enquanto a OPN5 contém um éxon extra gerado a 

partir da retenção de uma porção do íntron 3 da isoforma canônica. Além disso, a OPN5 

apresenta um códon de iniciação de tradução adicional, sendo assim considerada a maior 

isoforma de splicing da OPN. Entretando, diferentemente da OPNa, OPNb e OPNc, os papéis 

funcionais dessas novas isoformas de splicing ainda não foram caracterizados (BASTOS et 

al., 2017) (Figura 1.6).  
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Figura 1.6 – Estrutura das isoformas de splicing da OPN.  A OPNa apresenta todos os 7 

éxons enquanto a OPNb e OPNc apresentam a deleção dos éxons 5 e 4, respetivamente. A 

OPN4 apresenta a deleção dos éxons 4 e 5 e a OPN5 contém um éxon extra localizado entre 

os éxons 3 e 4, devido a retenção do íntron 3. As regiões não codificantes estão representadas 

pela cor branca e as regiões codificantes representadas pelos diferentes tons das cores rosa, 

lilás e azul. Modificado de (BASTOS et al., 2017). 

 

 

 A soma de todas as isoformas da OPN, sejam as geradas a partir das modificações pós-

transcricionais ou pós traducionais, constitui a OPN total (OPNt) ou apenas OPN como é 

descrita na maioria dos artigos. 

 

1.4.4) OPN e suas isoformas de splicing na biologia tumoral 

 

Muito estudos, experimentais e/ou clínicos, têm demonstrado o papel da OPN e de 

suas isoformas de splicing na progressão tumoral, em que estão associadas à diversas 

características de células tumorais, como: proliferação, sobrevivência, angiogênese, 

quimioresistência, aumento das características de células tronco, migração, invasão e 

metástase (WEI et al., 2017).  

Uma série de mecanismos complexos estão envolvidos no papel da OPN e suas 

isoformas no câncer, os quais incluem a interação das mesmas com receptores de superfície 

celular, fatores de crescimento e proteases. A interação da OPN e suas isoformas com 

diferentes receptores de superfície pode ativar uma série de vias de transdução de sinal. Isso 

resulta na modificação da expressão de diversos genes e proteínas, contribuindo diretamente 

para uma modificação do comportamento celular. Os efeitos da OPN e suas isoformas sobre o 

comportamento celular variam de acordo com o tipo de célula, pois depende do tipo de 
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integrinas e outros receptores que essas células expressam para definir quais vias poderão ser 

ativadas (RODRIGUES et al., 2007).  

No processo de proliferação e adesão celular já foi demonstrado que a OPN interage 

com o CD44 através da integrina β1. Essa interação da OPN com o CD44 também é capaz de 

promover a migração celular através de vias envolvendo as proteínas pKC, PI3K e AKT. Já 

no processo de invasão celular, foi demonstrado que a OPN induz a expressão de MMPs e 

uPA, através de vias envolvendo a integrina αvβ3 e proteínas como PI3K, NFKB e AP1 

(BELLAHCÈNE et al., 2008). 

As isoformas de splicing da OPN apresentam um perfil de expressão e funções tecido-

tumores específicas, contribuindo de maneiras distintas para a progressão tumoral. As razões 

pelas quais isso acontece ainda não foram bem elucidadas. Neste sentido, nosso grupo de 

pesquisa tem proposto que modificações pós-tradução podem impactar na estrutura e nas 

propriedades de interação das isoformas de splicing da OPN, assim como em seus papéis 

funcionais em diferentes contextos celulares, como já bem descrito por alguns autores em 

tumores sólidos (BLASBERG et al., 2010; GOPARAJU et al., 2010; YAN et al., 2010; 

ZHAO et al., 2011; TILLI et al., 2012b; GIMBA; TILLI, 2013). Ao analisar os locais de 

fosforilação nos resíduos de aminoácidos serina, tirosina e treonina na região que corresponde 

aos éxons 3, 4, 5 e 6 das isoformas OPNa, OPNb e OPNc, nosso grupo observou que essas 

isoformas de splicing da OPN apresentam perfis distintos de fosforilação (GIMBA & TILLI, 

2013). Alguns estudos já demonstraram que a fosforilação interfere na interação da proteína 

com seus receptores e que a diferença no perfil de fosforilação entre isoformas de splicing 

implica nos seus diferentes papéis em um mesmo modelo tumoral. Logo, as deleções dos 

éxon 4 e 5 podem alterar os perfis de modificações pós-tradução das isoformas da OPN, 

resultando nos seus distintos papéis funcionais ( MENG et al., 2004; EDBERG et al., 2005; 

COURTER et al., 2010; GIMBA; TILLI, 2013). 

Até o presente momento, a maioria dos estudos elucidou o papel das isoformas da 

OPN em tumores sólidos, como: mama, próstata, cólon, ovário, estômago, fígado, pulmão e 

tireóide (TUCK et al., 1998; ZHANG et al., 2001; AGRAWAL et al., 2002; FOROOTAN et 

al., 2006; BAO et al., 2007; IMANO et al., 2009; CHEN et al., 2011; TILLI et al., 2012b, 

2011; FERREIRA et al., 2016a, 2016b, 2018). Entretanto, existem poucas informações a 

respeito do papel das isoformas da OPN em tumores não sólidos, como as leucemias, estando 

a maioria dos estudos voltados para o papel da OPN total, conforme recentemente revisado 

por nosso grupo (BASTOS et al., 2017; ANEXO 1). Até o presente momento, nada havia sido 

descrito a respeito das isoformas de splicing da OPN nas LLAs, sendo o nosso grupo de 

pesquisa pioneiro nesta investigação. 
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1.4.5) OPN e leucemia 

 

 Nas leucemias, níveis elevados de expressão da OPN têm se mostrado associados a um 

pior prognóstico e fenótipo mais agressivo da doença (BASTOS et al., 2017). Na leucemia 

mieloide crônica (LMC), a expressão da OPN mostrou-se elevada no soro dos pacientes, 

independente do estágio clínico em que se encontravam (FLAMANT et al., 2005). Estudos in 

vitro demonstraram a primeira evidência de que a OPN pode ser regulada pela expressão de 

uma alteração genética primária, a BCR-ABL1, associada a um pior prognóstico em pacientes 

com LMC. A BCR-ABL1 é capaz de mediar a superexpressão da OPN através da ativação de 

uma via de sinalização envolvendo as proteínas RAS, PI3K, aPKC, Raf-1 e MEK. Nesse 

mesmo modelo tumoral, a elevada expressão da OPN também colabora para o aumento das 

características de células tronco, para o aumento da capacidade migratória e do escape das 

células leucêmicas da apoptose (HICKEY; ENGLAND; COTTER, 2005; VEJDA; 

PIWOCKA; MCKENNA, 2005). Corroborando esses dados, na LMA, estudos clínicos 

também relataram a elevada expressão da OPN no soro dos pacientes e que esta estava 

associada a uma menor SG e menor SLE (LIERSCH et al., 2012; CHEN et al., 2017). 

Estudos in vitro, demonstraram que células de LMA tratadas com partenolídeo, apresentaram 

elevada expressão da OPN, AKT, mTOR, β-catenina e PTEN. Mediante o silenciamento da 

OPN, ocorreu uma diminuição das proteínas AKT, mTOR, β-catenina e PTEN. Estas células 

apresentaram uma redução da sua viabilidade, capacidade proliferativa e de formação de 

colônias após o tratamento com o mesmo composto. Esses dados demonstraram uma possível 

ação da OPN no processo de quimioresistência na LMA (MOHAMMADI et al., 2017). 

 É sabido que o microambiente exerce um importante papel na manutenção do fenótipo 

leucêmico, seja através das células como também de moléculas ali presentes. Na LLA, 

estudos in vitro e in vivo demonstraram que os blastos leucêmicos ativos no ciclo celular 

migram em direção ao nicho endosteal da MO, em resposta a expressão de citocinas desse 

microambiente. Uma dessas citocinas é a OPN, a qual é secretada pelos osteoblastos presentes 

no nicho endosteal da MO. Dentro no nicho endosteal, os blastos leucêmicos utilizam seus 

receptores de integrinas, como VLA-4, para se ligarem à OPN expressa pelos osteoblastos 

locais. Dessa maneira, a OPN serviria como âncora, aprisionando os blastos leucêmicos nesse 

nicho e sustentando o estado dormente dessas células. Como consequência, os blastos 

dormentes em G0 não estariam mais ativos no ciclo celular e assim conseguiriam escapar dos 

agentes quimioterápicos, colaborando para o processo de quimioresistência e um possível 

processo de recaída da doença (Figura 1.7) (BOYERINAS et al., 2013). 
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Figura 1.7- Modelo de indução das células leucêmicas à dormência no nicho endosteal da 

medula óssea. As células leucêmicas ativas no ciclo celular (G1/G2) são atraídas para o nicho 

endosteal da MO em resposta a OPN secretada pelos osteoblastos. A OPN serve como ancora 

para essas células leucêmicas no nicho endosteal da MO, sustentando o estado dormente (G0) 

dessas células. Modificado de (BOYERINAS et al., 2013). 

 

 Nas LLAs pediátricas, um estudo clínico demonstrou altos níveis de OPN circulante 

no LCR dos pacientes que apresentaram recaída no SNC, demonstrando uma possível relação 

da OPN com esse processo (INCESOY-ÖZDEMIR et al., 2013). Recentemente, Van der 

Velden e colaboradores demonstraram a primeira evidência de que a OPN pode estar 

envolvida na recaída do SNC na LLA-B. Neste estudo, os autores mapearam uma série de 

genes nas amostras de aspirados de MO no momento do diagnóstico e do LCR dos mesmos 

pacientes no momento da recaída no SNC. Descreveram que as células de LLA-B envolvidas 

na recaída do SNC apresentavam um perfil proteico característico, em que a OPN se mostrava 

superexpressa, sendo assim cogitada com um possível preditor de acometimento do SNC 

(VAN DER VELDEN et al., 2016). 

 Quando expressa de maneira elevada, a OPN pode estimular diversas etapas da 

leucemogênese, incluindo: adesão, migração, invasão, sobrevivência, escape da apoptose, 

dormência e quimioresistência. Dessa maneira, colaborando para um fenótipo mais agressivo 

da doença, estando associada a diversas características de pior prognóstico, como menor 

sobrevida e acometimento do SNC (Figura 1.8) (BASTOS et al., 2017). 
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Figura 1.8 – Os distintos papéis da OPN na leucemogênese. No nicho endosteal da medula 

óssea, a OPN é superexpressa pelos clones malignos e pelas células presentes nesse 

microambiente, como os osteoblastos. A superexpressão da OPN pode induzir diversas etapas 

da progressão das leucemias, como adesão, migração, invasão, sobrevivência, escape da 

apoptose, dormência e quimioresistência. Em resposta a elevada expressão da OPN, os clones 

malignos são capazes de invadir sítios extramedulares, como o sistema nervoso central. 

Modificado de (BASTOS et al., 2017). 
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2) JUSTIFICATIVA 

 

 A LLA-B é o tipo de câncer mais comumente diagnosticado na infância, com uma 

porcentagem de cura de aproximadamente 80%. Apesar do avanço das abordagens 

terapêuticas, cerca de 20% dos pacientes ainda recaem (MOORMAN, 2016). Neste contexto, 

o rearranjo KMT2A-AFF1 corresponde à uma alteração genética primária, associada a um 

prognóstico desfavorável, mais frequente em pacientes pediátricos LLA-B. Esses pacientes 

são classificados dentro do grupo de alto risco da doença, com uma SG de aproximadamente 

50% quando tratados com os protocolos terapêuticos mais avançados (ANDERSSON et al., 

2015). Essa baixa SG deve-se principalmente devido à resistência desses pacientes ao 

tratamento quimioterápico. Por apresentarem elevadas chances de recaída no SNC, todos os 

pacientes positivos para a fusão KMT2A-AFF1 são submetidos a um tratamento 

quimioterápico intratecal, causador de graves sequelas ou até mesmo o óbito (PUI, 2000). Até 

o presente momento, não existem biomarcadores capazes de predizer quais pacientes desse 

grupo terão o acometimento do SNC pelas células leucêmicas, a fim de estratificá-los de 

forma a submeter à terapia apenas aqueles com elevados riscos. Dessa maneira, muitos 

estudos têm buscado investigar genes possivelmente envolvidos no mecanismo de recaída do 

SNC, em busca de biomarcadores de predição como também de possíveis alvos terapêuticos 

(CEPPI et al., 2015). 

 Dentre os produtos gênicos de expressão alterada na LLA, está a OPN. A OPN é uma 

glicoproteína de matriz extracelular sabidamente envolvida em diversas etapas da progressão 

tumoral. Suas isoformas de splicing têm sido identificadas como importantes biomarcadores 

em tumores sólidos, uma vez que apresentam um perfil de expressão e funções tecido-tumor 

específicas. Apesar de seus papéis serem bem descritos em tumores sólidos, não haviam 

informações a respeito de suas funções em tumores não sólidos, como nas LLAs (BASTOS et 

al., 2017).  

Recentemente, foi demonstrado que OPN está envolvida em um fenótipo mais 

agressivo nas LLAs e que se mostrou superexpressa em uma população de células LLA-B 

envolvidas no acometimento do SNC (VAN DER VELDEN et al., 2016). Dado que as 

isoformas de splicing da OPN apresentam funções tecido e tumor específicas, estudar suas 

possíveis funções nas LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1, é de extrema 

importância para compreender seus potenciais papéis na manutenção do fenótipo leucêmico. 

Uma vez envolvidas nesse processo, podem ser propostas como promissores biomarcadores 

ou alvos de estratégias terapêuticas para esta doença.  
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3) OBJETIVOS 

 

3.1) OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar o perfil de expressão transcricional e os papéis funcionais das isoformas de 

splicing OPNa, OPNb e OPNc na LLA-B pediátrica contendo a fusão gênica KMT2A-

AFF1 

 

3.2) OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

•  Avaliar o perfil de expressão das isoformas de splicing OPNa, OPNb e OPNc, 

utilizando dados de pacientes pediátricos com LLA-B provenientes do projeto 

TARGET; 

• Associar a expressão transcricional das isoformas de splicing OPNa, OPNb e OPNc 

destes pacientes com o acometimento do SNC; 

• Avaliar o perfil de expressão transcricional das isoformas de splicing OPNa, OPNb e 

OPNc em amostras de pacientes pediátricos com LLA-B de casuística do INCA 

contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1 ou ETV6-RUNX1 (grupo comparativo); 

• Com base no perfil de expressão transcricional diferencial observado para as isoformas 

de splicing, associar seus perfis de expressão transcricional com características de 

risco prognóstico  

• Realizar estudos funcionais de aspectos ligados a progressão da LLA-B, como 

viabilidade, proliferação, adesão, migração e invasão, por meio do silenciamento da(s) 

isoforma(s) de interesse 
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4) METODOLOGIA 

 

 De modo geral, para atingir os objetivos propostos, dividimos o presente estudo em 

três etapas experimentais. A primeira etapa consistiu no estudo da frequência e do perfil 

expressão transcricional das isoformas de splicing OPNa, OPNb e OPNc em amostras de 

pacientes pediátricos LLA-B disponíveis no banco de dados TARGET, independe do 

rearranjo gênico que apresentavam. A segunda etapa, foi o estudo da frequência e do perfil de 

expressão transcricional das mesmas isoformas da OPN utilizando a casuística do INCA. Essa 

análise foi feita pela técnica de PCR quantitativo em tempo real em amostras pacientes 

pediátricos LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1, utilizando como grupo 

comparativo pacientes que apresentavam a fusão gênica ETV6-RUNX1. A partir dos 

resultados obtidos, a terceira etapa foi o estudo in vitro, utilizando como modelo a linhagem 

celular RS4;11, a qual é positiva para a fusão gênica KMT2A-AFF1 de interesse do estudo. 

Realizamos o silenciamento da isoforma de interesse através do sistema de eletroporação 

Nucleofector 4D. Em seguida, avaliamos a eficiência do silenciamento da isoforma em níveis 

transcricionais e proteicos através de ensaios de PCR quantitativo em tempo real e 

imunofluorescência, respectivamente. Após a validação do silenciamento, realizamos ensaios 

funcionais de viabilidade, proliferação, adesão, migração e invasão (Figura 4.1). 

 

 

Figura 4.1 – Fluxograma do desenho experimental realizado no estudo 
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4.1) Análise de bioinformática  

 

 Os níveis de expressão transcricional das isoformas de splicing OPNa, OPNb e OPNc 

foram inicialmente avaliados em uma coorte independente de pacientes, através de dados 

disponibilizados online pela iniciativa Therapeutically Applicable Research to Generate 

Effective Treatments (TARGET) (https://ocg.cancer.gov/programs/target/data-matrix). Esta 

etapa foi realizada em colaboração com a Dra. Mariana Boroni e a Ma. Caroline Poubel, no 

Laboratório de Bioinformática e Ciência Computacional do INCA.  

O projeto TARGET Acute Lymphoblastic Leukemia, tem como objetivo elucidar a 

caracterização molecular, para determinar as mudanças genéticas responsáveis pela iniciação 

e progressão das LLAs pediátricas difíceis de serem tratadas. Este projeto foi gerado em duas 

fases distintas: a) fase piloto (ALL Phase I); e b) fase de expansão, subdividida em descoberta 

e validação (ALL Phase II). Apenas a fase de descoberta foi utilizada para a etapa de 

validação do presente projeto, devido a disponibilidade dos dados.  

Através da planilha de dados em formato .xlsx, contendo as características clínicas dos 

pacientes, foi possível selecionar apenas os casos diagnosticados com LLA-B e excluir 

aqueles com síndrome de Down. Todas as amostras utilizadas foram obtidas a partir de MO 

e/ou sangue periférico, colhidas ao diagnóstico. Os detalhes sobre a manipulação dos 

materiais e dos dados gerados estão depositados no endereço eletrônico do projeto, com o 

título TARGET Project Experimental Methods (https://ocg.cancer.gov/programs/target/target-

methods). O passo seguinte foi obter a expressão transcricional das isoformas de splicing 

citadas nas amostras destes pacientes. Para isso, foram utilizados dados públicos processados 

oriundos da metodologia de RNA sequencing e que incluíam a quantificação de isoformas. 

Esses dados encontram-se disponibilizados em arquivo de formato .txt para cada paciente. 

Desta forma, os níveis de expressão transcricional das isoformas de splicing da OPN 

representados pela unidade de medida RPKM (Reads Per Kilobase Million) foram obtidos e 

utilizados para as análises de expressão. 

 

4.2) Coleta das amostras de pacientes da casuística do INCA 

 

 As amostras de pacientes pediátricos com LLA-B são provenientes do Programa de 

Hemato-Oncologia Pediátrica do INCA, em colaboração com a Dra. Maria Socorro Pombo de 

Oliveira. Essas amostras foram coletadas entre os anos de 2000 a 2016, e foram selecionadas 

de acordo com a presença de alterações genéticas e disponibilidade de RNA para os ensaios 
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em laboratório. Para o nosso estudo, foram incluídas amostras de pacientes LLA-B 

pediátricos com a fusão gênica KMT2A-AFF1 (n=26) ou ETV6-RUNX1 (n=28). Embora nosso 

estudo tenha como foco pacientes positivos para KMT2A-AFF1, os pacientes positivos para 

ETV6-RUNX1 foram escolhidos como grupo comparativo, uma vez que apresentam 

características clínicas opostas em relação ao nosso modelo de estudo principal. Todas as 

amostras foram obtidas a partir de aspirados da MO dos pacientes. Os pacientes foram 

classificados como risco padrão quando apresentavam: idade > 12 meses e < 10 anos, 

leucometria < 50 x 10³ céls./mm³, negativas para a rearranjos de KMT2A e BCR-ABL1 e 

ausência de acometimento do SNC. Já os pacientes classificados como alto risco 

apresentavam: idade < 12 meses e > 10 anos, leucometria ≥ 50 x 10³ céls./mm³. O uso das 

amostras foi aprovado pelo Comitê de Ética do INCA, protocolo de número 

33243214700005274. 

 

4.3) Cultura de células 

 

 A linhagem celular em suspensão RS4;11 de LLA-B, positiva para a fusão gênica 

KMT2A-AFF1, foi gentilmente cedida pelo Laboratório de Imunologia Tumoral do INCA, em 

colaboração com o Dr. Martín Bonamino. As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 

(Sigma®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina G (100 mg/L) 

e estreptomicina (60 mg/L), pH 7,2. Essa linhagem celular foi mantida em estufa a 37ºc e 5% 

de CO2, em concordância com as recomendações do American Type Culture Collection 

(ATCC). 

 A linhagem celular MC3T3-E1, de osteoblastos murinos, foi gentilmente cedida pelo 

Laboratório de Biocerâmicas e Cultura Celular da UFRJ, em colaboração com a Dra. Elena 

Mavropoulos e a Técnica Suzana Anjos. As células foram cultivadas em meio MEM-α 

(Gibco®) suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina 

(60 mg/L), pH 7,4. Essa linhagem celular foi mantida em estufa a 37ºc e 5% de CO2, em 

concordância com as recomendações do American Type Culture Collection (ATCC). 

 

4.4) Extração de RNA  

 

 A extração de RNA das amostras de pacientes foi realizada a partir das células 

mononucleares separadas após gradiente de Ficoll (leucometria ≥16.000) ou de lise de 

hemácias (leucometria <16.000). A partir de 5 x 106 células, o RNA total destas amostras de 
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pacientes foi extraído seguindo-se as recomendações do fabricante do reagente Trizol™ 

(Invitrogen). A extração de RNA da linhagem celular RS4;11 também foi realizada a partir de 

5 x106 células, seguindo o mesmo protocolo. Foram acrescentados 1 ml de Trizol ao 

precipitado de células, sendo homogeneizadas com uma pipeta automática e em seguida 

incubadas por 5 min à temperatura ambiente (TA). Em seguida, foram adicionados 200 µL de 

clorofórmio, pipetando vigorosamente por alguns segundos, e incubando por 3 min à TA. As 

amostras foram então centrifugadas a 12.500 rpm por 15 min à 4ºC (centrífuga eppendorf  

5402, rotor fixo). Após a centrifugação, foi coletado o sobrenadante e este foi transferido para 

um tubo novo livre de RNase. A esse novo tubo com a solução contendo RNA foram 

adicionados 500 µL de etanol isopropílico 100%. Essa mistura foi incubada por 10 min à TA. 

O material foi em seguida centrifugado a 12.500 rpm por 10 min à 4ºC (centrífuga eppendorf  

5402, rotor fixo). O sobrenadante foi descartado e o precipitado (RNA) lavado com 1 ml  de 

etanol 75%. O material foi novamente centrifugado a 12.500 rpm por 10 min à 4ºC 

(centrífuga eppendorf 5402, rotor fixo). O sobrenadante foi retirado para secagem do 

precipitado e a este foram acrescentados 20 µL de água tratada com dietil pirocarbonato 

(DEPC). O material foi homogeneizado com o auxílio de uma pipeta e incubado por 10 min a 

60ºC. Após a extração, o RNA foi mantido à –80ºC até o seu uso nas reações de síntese de 

DNA complementar (cDNA). As amostras de RNA foram quantificadas em 

espectrofotômetro NanoDrop (Nanodrop Technologies, USA) a 260 nm. 

 

4.5) Síntese de cDNA  

 

A síntese de cDNA dos pacientes foi realizada a partir de 1 µg de cada amostra de 

RNA total e da linhagem celular RS4;11 foi realizada a partir de 2 µg de RNA total, segundo 

o protocolo do kit “Superscript II First Strand Synthesis System for RT PCR” (Invitrogen). Às 

amostras de RNA, foram adicionados OligodT (500μg/mL) e dNTPmix (10μM) com 

incubação a 65ºC, durante 5 min no termociclador (Applied Biosystems) e armazenamento no 

gelo por 1 min. Em seguida, foram adicionados o tampão 5X First Strand, DTT (0.1M) e 

RNAse OUT (400 ng/μl), seguido de incubação a 42ºC durante 2 min. Posteriormente, nesta 

solução foram adicionados 2 μL de SuperScript II Transcriptase Reversa , seguida de 

incubação a 42ºC durante 50 min. A reação foi inativada através de incubação a 70ºC pelo 

período de 15 min. O cDNA sintetizado posteriormente foi utilizado para os ensaios de PCR 

quantitativo em tempo real (RT-qPCR). As amostras de cDNA foram quantificadas em 

espectrofotômetro NanoDrop (Nanodrop Technologies, USA) a 260 nm. 
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4.6) RT-PCR  

 

 As reações de PCR a partir de cDNA previamente sintetizado (RT-PCR, do inglês 

reverse transcription-polimerase chain reaction) foram realizadas para detectar a expressão 

do transcrito direto da fusão gênica KMT2A-AFF1 na linhagem celular RS4;11. Para esta 

análise, foi utilizada uma concentração final de 500 ng de cDNA da linhagem celular RS4;11. 

Os pares de oligonucleotídeos utilizados na reação estão descritos na Tabela 4.1. A reação foi 

executada com 2 μL de cDNA, tampão 1X, 1,5 mM de MgCl2, 50pM de oligos, 10 nM de 

dNTPs, 0,1 U/reação de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condições de ciclagem foram: 

94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 66°C por 30 s e 72°C por 1 minuto. Um ciclo de 

extensão final a 72°C por 2 min em termociclador (Applied Biosystems). O produto de 

amplificação da RT-PCR foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 2% corado com 

GelRed® (Biotium) e visualizado em trans iluminador com luz ultra violeta (ChemiDoc, 

BioRad). 

 

Tabela 4.1 Sequências dos oligonucleotídeos utilizados para a análise de RT-PCR 

 

 

4.7) PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

 

 O nível de expressão transcricional das isoformas de splicing da OPN foi avaliado por 

PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR), utilizando o aparelho Eco Real-Time PCR 

System (Illumina). Para esta análise, foi utilizada uma concentração final de 60ng de cDNA 

das amostras de pacientes e 500ng de cDNA da linhagem celular RS4;11. O sistema de 

detecção utilizado foi o SYBR™ Green (Applied Biosystem). Os pares de oligonucleotídeos 

utilizados na reação estão descritos na Tabela 4.2. Os níveis transcricionais de expressão das 

isoformas de splicing foram normalizados utilizando a β-actina como gene constitutivo e o 

cálculo foi feito utilizando o método de quantificação 1/deltaCT. A reação continha 10μL de 

SYBR™ Green, 5 μL de cDNA e 5 μL de oligonucleotídeo. As condições de ciclagem foram: 

incubação inicial a 50°C por 2 min (etapa incubação UDG), seguido de uma etapa a 95° C por 
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5min (etapa ativação da polimerase), 40 ciclos a 95°C por 30s, 60º por 30s e 72º por 30s 

(etapa de anelamento) e uma etapa de extensão final de 90º por 5 s , 55ºc por 5s e 90º por 5s. 

 

Tabela 4.2 Sequências dos oligonucleotídeos utilizados para a análise de RT-qPCR 

 

 

4.8) Imunofluorescência 

 

 Cerca de 5 x 104 células da linhagem RS4;11 foram submetidas a centrifugação 

utilizando o aparelho de Cytospin™ (Thermo Fisher Scientific) durante 15 min, a 10.000 rpm, 

a fim de que as mesmas aderissem à lamínula. Após a centrifugação, as células foram fixadas 

na lamínula com solução de paraformaldeído (PFA) 2%, durante 10 min. Após a fixação, as 

células foram lavadas com solução de PBS/CM (PBS com 100mM de CaCl2 e 100mM de 

MgCl2, pH 8,0). Em seguida, foram permeabilizadas com solução de 0,2% de soro de 

albumina bovina (BSA) + 0,1% de Triton X-100 em PBS, pH 8.0, durante 30 min. 

Posteriormente, foram bloqueadas com solução de BSA 0,2% pH 8.0, durante 1h. Após 

algumas lavagens com PBS/CM, as células foram incubadas por 4h com anticorpo anti-OPNc 

conjugado ao fluoróforo FITC (Fluorescein isothiocyanate) (FITC Chicken anti-Human 

Osteopontin-c), em TA, na ausência de luz. O anticorpo anti-OPNc conjugado ao FITC foi 

diluído em solução de 0,2% de BSA/ Triton X-100 0,1% em PBS pH 8.0, na proporção de 

1:25. Após lavagens com PBS/CM, as células foram incubadas com 4',6'-diamino-2-fenil-

indol (DAPI) por 1 min, diluído em água Milli-Q na proporção de 1:1000. Em seguida, as 

células foram lavadas novamente com PBS/CM. Por fim, todas as lâminas foram montadas 

em solução contendo reagente Antifade Gold ProLong (Invitrogen). Todas as imagens foram 

capturadas em microscópio confocal a laser (Fluoview FV10i Overview) nos planos X e Y, em 

aumento de 2x. Para análise das imagens, ajuste de coloração e contraste utilizou-se o 
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software ICY bioimage analysis. As análises de intensidade de fluorescência foram realizadas 

pelo programa Image J (versão 1.51p). 

 

4.9) Silenciamento da OPNc na linhagem celular RS4;11 

 

Para realizar o silenciamento da OPNc na linhagem RS4;11, foi utilizado um total de 4 

x 106 células. As células foram submetidas ao sistema de eletroporação Nucleofector 4D™  

(Lonza) para a transfecção com os oligômeros de DNA anti-senso (ASO) anti-OPNc (5’ 

A*C*A*AC*GCATTCTGCTTT*T*C*C 3’ – ASO anti-OPNc) ou scramble (5’ 

C*C*T*T*TTCGTCTTACGAC*A*C*A 3’ – ASO scramble). O ASO scramble foi incluído 

no ensaio a fim de monitorar a especificidade e a eficiência do silenciamento da OPNc, sendo 

assim utilizado como controle. Os asteriscos presentes nas sequências dos oligômeros anti-

OPNc e scramble, indicam as modificações químicas do tipo fosforotioatos nos ácidos 

nucléicos nas extremidades 3´ e 5’. Essas modificações químicas conferem uma melhor 

eficiência de inibição específica da OPNc, conferindo uma maior estabilidade aos oligômeros. 

No sistema de eletroporação Nucleofector 4D™ foi utilizado o programa T-016 e o tampão 

1SM, ambos específicos para a linhagem celular RS4;11, conforme padronizado por nosso 

grupo. Foram testadas as concentrações de 50 e 100 nM de oligômeros nos tempos de 36h e 

48h. Logo após a transfecção, as células RS4;11 foram cultivadas em meio RPMI 1640 

suplementado com 20% de SFB, na ausência de penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina (60 

mg/L), até completar os tempos testados. A eficiência do silenciamento da OPNc na linhagem 

celular RS4;11 foi avaliada em níveis transcricionais pela técnica de RT-qPCR e a níveis 

proteicos por imunofluorescência. 

 

4.10) Ensaio de viabilidade celular 

 

 Para avaliar a viabilidade das células RS4;11 mediante o silenciamento da OPNc, 

utilizamos o ensaio colorimétrico de (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil 

tetrazolium] (MTT) (Sigma®). Nesse ensaio, desidrogenases mitocondriais presentes nas 

células metabolicamente viáveis clivam o anel tetrazólico do composto MTT, transformando-

o de um composto de coloração amarela para um composto de coloração azul escuro chamado 

formazan. Dessa maneira, o ensaio mede a respiração celular, a qual é proporcional à 

quantidade de formazan produzido e ao número de células metabolicamente viáveis 

(KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). 
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Após a transfecção das células RS4;11 com os ASOs anti-OPNc ou scramble, o ensaio 

de MTT foi realizado nos tempos de 0 h, 12 h, 24 h, 36 h e 48 h. Foi utilizada uma 

concentração de 4 x 104 céls./poço em placa de 96 poços. As células RS4;11 foram tratadas 

com o MTT em cada um dos tempos indicados, incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2, 

durante 3 h, na ausência de luz. Em seguida, as placas de 96 poços contendo as células 

RS4;11 foram centrifugadas a 1500 rpm (centrífuga eppendorf 5804R), por 15 minutos, de 

forma a fazer com que as células aderissem no fundo do poço. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e as células homogeneizadas com dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Sigma®). A quantificação de células metabolicamente ativas foi realizada através de leitura 

da absorbância em comprimento de onda de 538 nm no espectrofotômetro Spectra Max 190 

(Molecular Devices). O experimento foi realizado em quintuplicatas (para cada condição: 

células RS4;11 transfectadas com ASOs anti-OPNc ou sua respectiva sequencia scramble), 

em três experimentos independentes. 

  

4.11) Ensaio de proliferação celular 

 

 Para avaliar a proliferação das células RS4;11 mediante o silenciamento da OPNc, 

escolhemos o ensaio de azul de tripan (Sigma®). Neste ensaio, o corante azul de tripan não é 

capaz de atravessar membranas íntegras. Assim, células vivas não permitem a passagem do 

corante, logo, não adquirem nenhuma coloração. Como as células mortas têm suas 

membranas danificadas, ocorre o fluxo do corante para o interior da célula fornecendo uma 

coloração azul.  

 Após a transfecção das células RS4;11 com os ASOs anti-OPNc ou scramble, as 

células foram contadas nos tempos de 0 h, 12 h, 24 h, 36 h e 48 h.  Uma alíquota de 10 μL de 

células foi coletada, a qual foi misturada com 10 μL de azul de tripan 0,4%. As células foram 

colocadas na câmara de Neubauer e observadas ao microscópio óptico. As células viáveis 

foram contadas utilizando o seguinte cálculo: Cv = Nv x 104 x 2, onde Cv representa a 

concentração de células viáveis na suspensão celular e Nv corresponde à média do número de 

células viáveis observada nos quatro campos da câmara de Neubauer. Foram realizados cinco 

experimentos independentes. 
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4.12) Ensaio de adesão celular 

  

Os ensaios de adesão celular foram realizados sobre matrigel ou sobre a matriz 

extracelular formada por osteoblastos.  

Para a adesão em matrigel, cerca de 24 h antes do ensaio ser iniciado, as células 

RS4;11 transfectadas com ASOs anti-OPNc ou scramble, tiveram seu meio de cultura trocado 

para o meio RPMI 1640 suplementado com 1% de penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina 

(60 mg/L), na ausência de SFB. Neste mesmo tempo, a Matrigel ® (BD Biosciences) foi 

plaqueada nos poços da placa de 96 poços e incubada em uma temperatura de 4ºC. 

Após 36 h de transfecção das células RS4;11 com os ASOs anti-OPNc ou scramble, 

foi iniciado o ensaio de adesão em matrigel. Neste ensaio, uma concentração de 2 x 104 

células ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 3% de BSA e 1% 

de penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina (60 mg/L), foi plaqueada sobre o matrigel. As 

placas contendo as células plaqueadas sobre o matrigel foram incubadas na estufa a 37ºC e 

5% de CO2, durante 12 h. Após esse tempo, as células que não aderiram foram removidas 

através de lavagem com PBS 1x,  e as células aderidas foram sendo em seguida fixadas com 

solução de formalina 10% (Isofar®). Em seguida, as células foram coradas com azul de 

toluidina em solução de boro 1% (Isofar®), durante 1 min. Posteriormente, o corante foi 

retirado, e as células foram homogeneizadas com SDS 1% (Sigma®). A quantificação de 

células aderidas em matrigel foi realizada através de leitura da absorbância em comprimento 

de onda de 650 nm no espectrofotômetro Spectra Max 190 (Molecular Devices). O 

experimento foi realizado em triplicatas (para cada condição: células RS4;11 transfectadas 

com ASOs anti-OPNc ou sua respectiva sequencia scramble) em três experimentos 

independentes. 

 Para a adesão na sobre a matriz extracelular formada por osteoblasto, utilizamos a 

linhagem celular MC3T3-E1 de osteoblastos murinos. Para este ensaio as células MC3T3-E1 

foram plaqueadas na concentração de 1 x 104 céls./poço em placa de 96 poços. Essas células 

foram cultivadas em meio MEM-α suplementado com 10% de com 10% de SFB e 1% de 

penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina (60 mg/L) e foram tratadas a cada 48h com a 

solução indutora de matriz (β-Fosfatase Glicerol). Cerca de 14 dias após o início da indução, a 

formação da matriz extracelular oriunda de osteoblastos foi analisada por meio de ensaio 

utilizando o corante Alizarin Red (Sigma®).  

 No ensaio com o corante Alizarin Red, as células MC3T3-E1 foram lavadas com PBS 

1x e fixadas com PFA 4% durante 15 min. Em seguida, foram lavadas com água destilada e o 

corante Alizarin Red foi adicionado. As células foram incubadas com o corante Alizarin Red 
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durante 20 min, em TA, na ausência de luz. Após esse tempo, as células foram lavadas com 

água destilada. A formação da matriz extracelular foi visualizada e as imagens foram 

capturadas em microscópio de contraste de fase, em um aumento de 20x. O corante Alizarin 

Red, é capaz de se ligar aos depósitos de cálcio presentes na matriz extracelular formadas por 

osteoblastos (YANG et al., 2015). 

 Para o ensaio de adesão das células RS4;11 em matriz extracelular foi necessário que 

retirássemos os osteoblastos presentes na matriz. Para isto, as células MC3T3-E1 foram 

lavadas com solução de PBS Ca2+ e em seguida incubadas durante 3 minutos com uma 

solução de extração composta por 0,1% de Triton X-100 + Hidróxido de amônia + PBS Ca2+ 

+ inibidor de protease e fosfatase (Thermo Scientific). Após as células MC3T3-E1 serem 

retiradas da matriz, esta foi bloqueada com solução de 3% de BSA em PBS durante 1h.  

 O ensaio de adesão das células RS4;11 mediante o silenciamento da OPNc em matriz 

extracelular formada por osteoblastos seguiu todas as etapas descritas para no ensaio de 

adesão em matrigel. As imagens das células RS4;11 após a transfecção, aderidas na matriz 

extracelular, foram capturadas em microscópio Axio Observer. Z1 equipado com um Axio 

Cam HRc e Axio Vision Release 8.2 Image Analyzer (Carl Zeiss), em um aumento de 20x. Os 

experimentos foram realizados em triplicatas (para cada condição: células RS4;11 

transfectadas com ASOs anti-OPNc ou sua respectiva sequencia scramble), em três 

experimentos independentes. 

  

4.13) Ensaio de transmigração celular 

  

 Para avaliar a migração das células RS4;11, após 36 h de transfecção com os ASOs 

anti-OPNc ou scramble, as células foram plaqueadas na concentração de 1,5 x 104 e 

cultivadas em 200 µl de meio RPMI 1640 suplementado com 1% de penicilina G (100 mg/L) 

e estreptomicina (60 mg/L) na membrana de policarbonato Transwell ® (poro de 8 um; 

Corning Incorporated). Utilizou-se meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SFB como 

um quimioatraente na parte inferior da câmara Transwell. As células RS4;11 cultivadas na 

câmara Transwell foram incubadas durante 4 h em estufa a 37ºC e 5% de CO2. As células que 

atravessaram a membrana de policarbonato Transwell são aquelas que migraram e 

consequentemente encontraram-se na parte inferior da membrana. Posteriormente, os insertos 

foram lavados com PBS 1x, as células que migraram foram coradas com panóptico 

(Laborclin) e em seguida lavadas sucessivamente com água Milli-Q. Para análise da 

capacidade migratória das células, imagens de cinco campos das membranas coradas foram 
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capturadas em microscópio Axio Observer. Z1 equipado com um Axio Cam HRc e Axio Vision 

Release 8.2 Image Analyzer (Carl Zeiss), onde mensurou-se o número de células que 

migraram. Foram realizados três experimentos independentes. 

 

4.14) Ensaio de invasão celular 

 

Para avaliar a capacidade invasiva das células RS4;11, após 36 h de transfecção com 

os ASOs anti-OPNc ou scramble, as células foram plaqueadas na concentração de 1 x 106 e 

cultivadas em 200µl de meio RPMI 1640 suplementado com 1% de penicilina G (100 mg/L) e 

estreptomicina (60 mg/L) na membrana de policarbonato Transwell® (poro de 8 um; Corning 

Incorporated). A membrana de policarbonato Transwell foi revestida com 50 μL de 

Matrigel® (BD Biosciences) diluído 1:10 em meio RPMI 1640 suplementado com 1% de 

penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina (60 mg/L). Utilizou-se meio RPMI 1640 

suplementado com 20% de SFB como um quimio-atraente na parte inferior da câmara 

Transwell. As células RS4;11 cultivadas na câmara Transwell foram incubadas durante 24 h 

em estufa a 37ºC e 5% de CO2. As células que atravessaram a membrana de policarbonato 

Transwell e o matrigel, são aquelas que invadiram e consequentemente encontraram-se na 

parte inferior da membrana. Posteriormente, o matrigel que revestiu a parte superior da 

membrana foi retirado com uma haste de algodão. Em seguida, os insertos foram lavados com 

PBS 1x, as células que invadiram foram coradas com panóptico (Laborclin) e em seguida 

lavadas sucessivamente com água Milli-Q. Para análise da capacidade invasiva das células, 

imagens de cinco campos dos insertos foram capturadas em microscópio Axio Observer. Z1 

equipado com um Axio Cam HRc e Axio Vision Release 8.2 Image Analyzer (Carl Zeiss), 

onde mensurou-se o número de células que migraram. Foram realizados três experimentos 

independentes. 

4.15) Análises estatísticas 

 

 A significância estatística das diferenças observadas entre as condições estudadas foi 

calculada através do Teste T Student’s. As diferenças foram consideradas significativa 

quando: *p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,0005. Os gráficos foram construídos com auxílio da 

GraphPad Prism 8.0 (GraphPad ™ Software, San Diego, CA, EUA). 
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5) RESULTADOS 

 

 Parte dos resultados aqui descritos foram publicados na forma de 3 artigos científicos, 

os quais encontram-se em anexo 

 

5.1) Avaliação da expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em 

pacientes pediátricos com LLA-B do banco de dados TARGET  

 

5.1.1) Características clínicas de pacientes pediátricos com LLA-B  

 

 O presente estudo é pioneiro na análise do perfil de expressão transcricional das 

isoformas de splicing da OPN em LLA-B. Desta maneira, realizamos uma análise preliminar 

in silico do perfil de expressão transcricional dessas isoformas em amostras de pacientes 

pediátricos diagnosticados com LLA-B.   

 Utilizando o banco de dados TARGET, obtivemos uma coorte de 135 pacientes 

diagnosticados com LLA-B com distintas alterações moleculares, tais como: BCR-ABL1, 

ETV6-RUNX1, KMT2A-r, TCF3-PBX1, iAMP21 e alta hiperdiploidia. As principais 

características clínicas dos pacientes, disponíveis no banco de dados, estão descritas na Tabela 

5.1. A maioria dos pacientes incluídos nesta análise apresenta idade entre 1-10 anos (66,67%), 

é do sexo masculino (51,11%), apresenta contagem leucocitária <50 x 10³ céls./µl (61,49%), 

recaída da doença (74,08%) e não apresenta acometimento do SNC (80,74%). O status de 

acometimento do SNC foi dividido em três categorias: SNC1, refere-se aos pacientes que não 

apresentaram acometimento do SNC; SNC2, refere-se aos pacientes que apresentaram um 

valor de acometimento ≤ 5 céls./μL. Já os SNC3, referem-se aos pacientes que apresentaram 

total acometimento do SNC (Tabela 5.1).   
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Tabela 5.1 – Características clínicas de pacientes pediátricos com LLA-B disponíveis no 

banco de dados TARGET* 

 

*No banco de dados TARGET foram excluídos os pacientes com idade inferior a 1 ano. 

 

 

5.1.2) Níveis de expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em 

pacientes pediátricos com LLA-B  

 

 Com base nos dados disponíveis no TARGET, analisamos o perfil de expressão 

transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc nestas amostras.  A Figura 5.1 mostra que 

a maioria dos pacientes com LLA-B apresentou a expressão transcricional das isoformas 

OPNa, OPNb e OPNc concomitantemente (47%), enquanto outros 32% apresentaram a 

expressão transcricional de apenas duas destas isoformas (ocorrendo as três combinações: 

OPNa e OPNb, OPNa e OPNc e OPNb e OPNc). Outros 17% apresentaram expressão 

transcricional de apenas uma destas três isoformas. Os demais 4% não apresentaram a 

expressão transcricional de nenhuma das isoformas testadas.  
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Figura 5.1 – Frequência de pacientes pediátricos com LLA-B que expressam as 

isoformas OPNa, OPNb e OPNc. As amostras de pacientes com LLA-B disponíveis no 

banco de dados TARGET (n=135) foram analisadas em relação a frequência de expressão 

transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc. A cor azul representa a porcentagem de 

pacientes que expressam estas três isoformas da OPN, a cor verde dos que expressam duas 

destas três isoformas, a cor amarela daqueles que expressam apenas uma destas três isoformas 

e a cor vermelha daqueles que não expressam nenhuma destas três isoformas analisadas.  

 

 

A análise do nível de expressão transcricional destas três isoformas na amostra testada, 

mostrou que a OPNa foi a isoforma que apresentou maior nível de expressão transcricional 

(mediana =1,50), seguida da OPNc (mediana = 0,74) e OPNb, (mediana =0,50), 

respectivamente (Figura 5.2).  
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Figura 5.2 – Expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em pacientes 

LLA-B disponíveis no banco de dados TARGET. Os pacientes com LLA-B disponíveis no 

banco de dados TARGET (n=135) foram analisados em relação a expressão transcricional das 

isoformas OPNa, OPNb e OPNc. O valor de expressão transcricional tem como unidade de 

medida o RPKM (“reads per kilobase million”). Para a análise estatística empregou-se o 

Teste T Student’s com a correção de Welch’s. A diferença foi considerada significativa 

quando: *p<0,05. 
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5.1.3) Associação da expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc com o 

acometimento do SNC em pacientes pediátricos com LLA-B  

 

 Em seguida, avaliamos a associação do nível de expressão transcricional das isoformas 

da OPN com o status de acometimento do SNC. Observamos que as três isoformas da OPN 

analisadas apresentaram maiores medianas de expressão transcricional nos pacientes com 

total acometimento do SNC (SNC 3) (OPNa, mediana = 3,54; OPNb, mediana = 1,95; OPNc, 

mediana = 0,89), em comparação àqueles com acometimento parcial (SNC 2) (OPNa, 

mediana = 1,10; OPNb, mediana = 0,33; OPNc, mediana = 0,64) ou sem acometimento (SNC 

1) (OPNa, mediana = 1,5; OPNb, mediana= 0,48; OPNc, mediana = 0,74) (p>0,05) (Figura 

5.3). 
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5.3 – Associação da expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc os 

status de acometimento do SNC de pacientes LLA-B disponíveis no banco de dados 

TARGET. Os níveis de expressão transcricional das três isoformas da OPN testadas foram 

associadas com os status de acometimento do SNC de pacientes com LLA-B disponíveis no 

banco de dados TARGET (n=135). (A) Nível de expressão transcricional da OPNa em cada 

status de acometimento do SNC. (B) Nível de expressão transcricional da OPNb em cada 

status de acometimento do SNC. (C) Nível de expressão transcricional da OPNc em cada 

status de acometimento do SNC. O status de acometimento do SNC foi dividido em três 

categorias: SNC1, refere-se aos pacientes que não apresentaram acomentimento do SNC; 

SNC2, refere-se aos pacientes que apresentaram um valor de acometimento ≤ 5 céls./μL e 

SNC3, refere-se aos pacientes que apresentaram total acometimento do SNC. O valor de 

expressão transcricional das isoformas da OPN tem como unidade de medida o RPKM 

(“reads per kilobase million”). Para a análise estatística empregou-se o Teste T Student’s.  
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Em conjunto, esses dados indicam uma possível associação da expressão 

transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em células de LLA-B com o processo de 

acometimento de sítios extramedulares, como o SNC.  

 

5.2. Avaliação da expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em 

pacientes pediátricos com LLA-B de casuística do INCA 

 

5.2.1) Características clínicas de pacientes pediátricos com LLA-B contendo a fusão 

gênica KMT2A-AFF1 ou ETV6-RUNX1   

 

Com base nos resultados anteriormente descritos, que indicaram uma possível 

associação da expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc com o 

acometimento do SNC, escolhemos como grupo modelo para a etapa seguinte de nosso estudo 

os pacientes pediátricos com LLA-B que apresentam a fusão KMT2A-AFF1. Pacientes 

positivos para esta fusão gênica apresentam elevadas taxas de acometimento de sítios 

extramedulares, sendo o SNC o principal sítio (LOPEZ-MILLAN et al., 2019). Como grupo 

comparativo oposto a este, utilizamos amostras de pacientes que apresentavam a fusão ETV6-

RUNX1, associada à características bom prognóstico da doença na LLA-B (MOORMAN, 

2012). Nesta etapa, foram extraídas amostras de RNA obtidas a partir sangue periférico ou 

aspirado de MO de pacientes pertencentes aos dois grupos estudados, provenientes de 

casuística do INCA.  

 Para avaliar o perfil de expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc 

em pacientes LLA-B, utilizamos uma coorte de 54 pacientes pediátricos com LLA-B. Dentro 

desta coorte, 26 pacientes eram positivos para a fusão gênica KMT2A-AFF1, enquanto 28 

pacientes eram positivos para o rearranjo gênico ETV6-RUNX1. As principais características 

clínicas desses pacientes estão apresentadas na Tabela 5.2. A maioria dos pacientes incluídos 

nesta coorte positivos para a fusão KMT2A-AFF1, apresenta idade inferior a 1 ano (35,18%), 

é do sexo feminino (53,48%), apresenta contagem leucocitária ≥ 50 x 10³ céls./µl (69,23%), 

acometimento do SNC (65,38%) e foi classificada dentro do grupo de alto risco da doença 

(96,15%) de acordo com os critérios estabelecidos pelo National Cancer Institute (NCI). Os 

pacientes positivos para a fusão ETV6-RUNX1, em sua maioria apresenta idade entre 1-10 

anos (85,71%), é do sexo masculino (60,71%), apresenta contagem leucocitária <50 x 10³ 

céls./µl (71,42%), acometimento do SNC (96,42%) e foram classificados dentro do grupo de 

risco padrão da doença (71,42%) de acordo com o NCI (Tabela 5.2).  
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Tabela 5.2 – Características clínicas dos pacientes diagnosticados com LLA-B de 

casuística do INCA 

 

 

 

5.2.2) Níveis de expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em 

pacientes pediátricos com LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1 ou ETV6-

RUNX1 

 

 Utilizando amostras da coorte de pacientes do INCA descrita acima, realizamos uma 

análise da frequência de casos positivos para expressão transcricional das isoformas OPNa, 

OPNb e OPNc e do perfil transcricional dessas variantes de splicing.  

 Através da técnica de RT-qPCR com o uso de sequências de oligonucleotídeos 

específicas para cada uma dessas isoformas, observamos que a maioria dos pacientes 

positivos para a fusão KMT2A-AFF1 apresentou concomitantemente a expressão 

transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc (77%). Outros 8% e 15% dos pacientes 

apresentaram a expressão transcricional de duas (ocorrendo as três combinações: OPNa e 

OPNb, OPNa e OPNc e OPNb e OPNc) ou de apenas uma destas isoformas, respectivamente 

(Figura 5.4A). De forma similar, a maioria dos pacientes positivos para a fusão ETV6-

RUNX1, também apresentou a expressão transcricional destas três isoformas (75%), enquanto 

11% e 7% deles destes apresentou respectivamente a expressão transcricional de duas 

(ocorrendo as três combinações: OPNa e OPNb, OPNa e OPNc e OPNb e OPNc) ou de 

apenas uma das três isoformas citadas da OPN.  Diferentemente do observado no grupo de 

pacientes positivos para a fusão KMT2A-AFF1, em que todos os pacientes apresentaram a 



 

58 

 

expressão transcricional de pelo menos uma destas isoformas da OPN, 7% das amostras do 

grupo comparativo positivo para a fusão ETV6-RUNX1 não expressa nenhuma das três 

isoformas analisadas (Figura 5.4B).  

 

 

Figura 5.4 – Frequência de pacientes pediátricos com LLA-B contendo a fusão KMT2A-

AFF1 ou ETV6-RUNX1 que expressam as isoformas OPNa, OPNb e OPNc. As amostras 

de pacientes com LLA-B contendo a fusão KMT2A-AFF1 ou ETV6-RUNX1 (n=54) foram 

analisadas em relação a frequência de expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e 

OPNc.  (A) Frequência de expressão transcricional destas três isoformas da OPN em 

pacientes LLA-B contendo a fusão KMT2A-AFF1 (n=26). (B) Frequência de expressão 

transcricional destas três isoformas da OPN em pacientes LLA-B contendo a fusão ETV6-

RUNX1 (n=28). A cor azul representa a porcentagem de pacientes que expressam estas três 

isoformas da OPN, a cor verde dos que expressam duas destas três isoformas, a cor amarela 

daqueles que expressam apenas uma destas três isoformas e a cor vermelha daqueles que não 

expressam nenhuma destas três isoformas analisadas.  

  

 

 

 A análise do nível de expressão transcricional das isoformas da OPN nos pacientes 

positivos para a fusão KMT2A-AFF1 mostrou que a OPNc é a isoforma que apresenta a maior 

mediana de expressão transcricional neste grupo (mediana = 0,162), seguida da OPNb 

(mediana = 0,116) e OPNa (mediana = 0,122) (Figura 5.5A) (p>0,05). Já nos pacientes 

positivos para a fusão ETV6-RUNX1, a OPNa é a isoforma com maior mediana de expressão 

transcricional (mediana = 0,095), seguida da OPNc (mediana = 0,091) e OPNb (mediana = 
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0,090) (Figura 5.5B) (p>0,05). Uma vez que a OPNc se mostrou mais expressa no grupo 

positivo para a fusão KMT2A-AFF1, foco do presente estudo, resolvemos comparar a mediana 

de expressão transcricional desta isoforma entre os dois grupos de pacientes. Observamos que 

a mediana de expressão transcricional da OPNc é significativamente maior no grupo de 

pacientes positivos para a fusão KMT2A-AFF1 em relação ao grupo de pacientes positivos 

para a fusão ETV6-RUNX1 (p= 0,0056) (Figura 5.5C). 
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Figura 5.5 – Expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em pacientes 

LLA-B contendo a fusão KMT2A-AFF1 ou ETV6-RUNX1. (A) Nível de expressão 

transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em pacientes com LLA-B contendo a 

fusão KMT2A-AFF1 (n= 26). (B) Nível de expressão transcricional das isoformas  OPNa, 

OPNb e OPNc em pacientes com LLA-B contendo a fusão ETV6-RUNX1 (n= 28) (C) O nível 

de expressão transcricional da OPNc foi comparado entre o grupo de pacientes positivos para 

a fusão KMT2A-AFF1 e o grupo de pacientes positivos para a fusão ETV6-RUNX1. Ensaio de 
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RT-qPCR foi realizado para avaliar o nível de expressão transcricional das três isoformas da 

OPN, através do uso de oligonucleotídeos específicos para cada uma delas. A β-actina foi 

utilizada como gene constitutivo para normalização dos níveis de expressão transcricional. O 

cálculo da expressão transcricional foi realizado pelo método de quantificação 1/deltaCT. 

Para a análise estatística empregou-se o Teste T Student’s. A análise foi considerada 

significativa quando: *p<0,05, **p<0,005. Os resultados apresentados foram realizados em 

duplicatas, em três experimentos independentes. 

 

 

5.2.3) A expressão transcricional da isoforma OPNc está associada com características 

de risco e prognóstico desfavoráveis em amostras pediátricas de LLA-B 

 

 Em seguida, analisamos a possível associação entre a expressão transcricional da 

isoforma OPNc com características de risco e prognóstico desfavoráveis da doença, tais 

como: a classificação de risco de acordo com os critérios estabelecidos pelo NCI, a 

leucometria e o acometimento do SNC. Os pacientes classificados dentro do grupo de risco 

elevado da doença apresentaram uma mediana de expressão transcricional da OPNc (mediana 

= 0,150) significativamente maior que aqueles dentro do grupo de risco padrão da doença 

(mediana = 0,089; p=0,0070) (Figura 5.6A). Pacientes com leucometria ≥ 50.000 céls./µl 

também apresentaram maior mediana de expressão transcricional da OPNc (mediana = 

0,150), quando comparados aqueles com leucometria <50.000 céls./µl (mediana = 0,094) 

(p=0,0345) (Figura 5.6B). Pacientes com acometimento do SNC também apresentaram uma 

maior mediana de expressão transcricional da OPNc (mediana = 0,162) em relação aqueles 

pacientes sem acometimento do SNC (mediana = 0,096) (p >0,05) (Figura 5.6C). 
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Figura 5.6 – Associação da expressão transcricional da isoforma OPNc com 

características de risco e prognóstico desfavoráveis em LLA-B. (A) Os níveis de expressão 

transcricional da OPNc foram comparados entre os pacientes classificados como de risco 

padrão e risco elevado de acordo com os critérios estabelecidos pelo NCI. (B) Os níveis de 

expressão transcricional da OPNc foram comparados entre os pacientes que apresentavam 

leucometria <50.000 céls./µl e ≥ 50.000 céls./µl. (C) O nível de expressão transcricional da 

OPNc foi comparado entre o grupo de pacientes positivos para a fusão KMT2A-AFF1 e o 

grupo de pacientes positivos para a fusão ETV6-RUNX1. Ensaio de RT-qPCR foi realizado 

para avaliar o nível de expressão transcricional da OPNc através do uso de oligonucleotídeos 

específicos para esta isoforma. A β-actina foi utilizada como gene constitutivo da reação. O 

cálculo da expressão transcricional foi realizado pelo método de quantificação 1/deltaCT. 

Para a análise estatística empregou-se o Teste T Student’s. A análise foi considerada 

significativa quando: *p<0,05, **p<0,005. Os resultados apresentados foram realizados em 

duplicatas em três experimentos independentes. 
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5.3) Expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc na linhagem celular 

RS4;11 de LLA-B 

 

5.3.1) Caracterização da linhagem celular RS4;11  

 

 Os dados acima apresentados apontaram uma maior mediana de expressão 

transcricional da OPNc em pacientes LLA-B positivos para a fusão KMT2A-AFF1, bem como 

sua associação com características de fenótipo mais agressivo desta doença. Neste sentido, de 

forma a iniciar a caracterização funcional da OPNc na leucemogênese de células B contendo a 

fusão KMT2A-AFF1, escolhemos como nosso modelo de estudo a linhagem celular RS4;11 de 

LLA-B (Figura 5.7), a qual apresenta a fusão gênica de interesse do presente trabalho.  

 

 

Figura 5.7 – Imagem da linhagem celular RS4;11 de LLA-B que contém a fusão 

KMT2A-AFF1. A captura das imagens da linhagem celular RS4;11 foi realizada através do 

microscópio óptico invertido em um aumento de 40x.  

 

Realizamos a caracterização desta linhagem celular confirmando a presença da fusão 

KMT2A-AFF1 e analisando o perfil de expressão da OPNc em nível transcricional e proteico. 

Para tal, primeiramente realizamos a análise qualitativa da fusão gênica através da técnica de 

RT-PCR com o uso de sequências de oligonucleotídeos específicas para os pontos de quebra 

da fusão. Utilizamos como controle positivo do ensaio uma amostra de cDNA de sangue 

periférico oriunda de paciente previamente diagnosticado com LLA-B positiva para a fusão 

KMT2A-AFF1. A presença da fusão KMT2A-AFF1 foi confirmada em duas amostras de 

cDNA da linhagem celular RS4;11 oriundas de diferentes passagens (P1: passagem 1 e P10: 

passagem 10) (Figura 5.8). O gene KMT2A e AFF1 apresentam diferentes pontos de quebra 

entre os éxons 8 – 12 e 3 – 7, respectivamente. Desta maneira, as amostras com a fusão 
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KMT2A-AFF1 podem apresentar diferentes tamanhos, como observado em nosso resultado 

(Figura 5.8).   

 

                  

Figura 5.8 – Perfil de expressão transcricional da fusão KMT2A-AFF1 na linhagem 

celular RS4;11. Produto de amplificação da fusão KMT2A-AFF1 resolvido em análise 

eletroforética em gel de agarose 2% após ensaio de RT-PCR. Como controle positivo (CP) da 

reação foi utilizada uma amostra de paciente diagnosticado com LLA-B positivo para a fusão 

KMT2A-AFF1. As amostras de cDNA da linhagem celular RS4;11 foram oriundas das 

passagens 1 (P1) e 10 (P10). 

 

 

Para avaliar o perfil de expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc 

na linhagem celular RS4;11, realizamos ensaios de RT-qPCR através do uso de sequências de 

oligonucletídeos específicos para cada uma destas isoformas. A linhagem celular RS4;11 

expressa as isoformas OPNa, OPNb e OPNc, sendo as duas últimas as que apresentam 

maiores medianas de expressão transcricional  (p>0,05) (Figura 5.9).  

 

 

Figura 5.9 – Perfil de expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc na 

linhagem celular RS4;11. Ensaio de RT-qPCR foi realizado para avaliar o nível de expressão 

transcricional das três isoformas da OPN na linhagem celular RS4;11, através do uso de 

oligonucleotídeos específicos para cada uma delas. A β-actina foi utilizada como gene 

constitutivo da reação. O cálculo da expressão transcricional foi realizado pelo método de 

quantificação 1/deltaCT. Para a análise estatística empregou-se o Teste T Student’s. Os 

resultados apresentados foram realizados em duplicatas em três experimentos independentes. 
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Uma vez que os dados observados nos pacientes de casuística do INCA apresentaram 

maiores medianas de expressão transcricional da OPNc, decidimos avaliara expressão desta 

isoforma em nível proteico na linhagem celular RS4;11, através do ensaio de 

imunofluorescência utilizando anticorpo específico para esta isoforma.  De acordo com esta 

análise, a proteína OPNc (fluorescência verde) apresenta-se expressa predominantemente no 

citoplasma circundando o núcleo (fluorescência azul) da linhagem celular RS4;11. 

 

Figura 5.10 – Ensaio de imunofluorescência para análise da localização subcelular da 

proteína OPNc na linhagem celular RS4;11. A isoforma OPNc e o núcleo foram marcados 

com o anticorpo Chicken anti-Human Osteopontin-c conjugado ao FITC (fluorescência verde) 

e DAPI (fluorescência azul), respectivamente. A captura das imagens foi realizada em 

microscópio confocal e as análises através do software ICY bioimage analysis. 

 

5.4) Silenciamento da OPNc na linhagem celular RS4;11 

 

 Para avaliarmos o possível papel da OPNc na leucemogênese de células B contendo a 

fusão KMT2A-AFF1, optamos pela abordagem do silenciamento da expressão transcricional e 

protéica desta isoforma na linhagem celular RS4;11. Como primeiro passo nesse sentido, 

padronizamos o silenciamento desta isoforma por meio da transfecção das células RS4;11 

com ASOs anti-OPNc e sua respectiva sequência controle scramble (ASO scramble).  

 As células RS4;11 foram transfectadas com as concentrações de 50 e 100 nM de ASOs 

anti-OPNc e sua respectiva sequência scramble. Após 36 e 48 h de transfecção, as células 

RS4;11 foram coletadas e tiveram seu RNA extraído e cDNA sintetizado. Em seguida, as 

amostras de cDNA geradas foram submetidas à ensaio de RT-qPCR para a quantificação da 

expressão transcricional da OPNc em resposta à transfecção com os ASOs anti-OPNc. 

Observamos que ao utilizarmos 50 nM de ASOs anti-OPNc, 36 h após a transfecção, ocorreu 

uma melhor eficiência no silenciamento da expressão transcricional da isoforma OPNc 

(eficiência de silenciamento = 98%), quando comparado às células transfectadas com a 

concentração de 100 nM no mesmo tempo pós-transfecção (eficiência de silenciamento = 

89%) (Figura 5.11A). Além disto, no tempo de 48 h após a transfecção, o uso da concentração 

de 50 nM de ASOs anti-OPNc também demonstrou uma melhor eficiência no silenciamento 
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da expressão transcricional da OPNc (eficiência do silenciamento = 84%) quando comparado 

às células transfectadas com a concentração de 100 nM (eficiência do silenciamento = 24%) 

(Figura 5.11B). 

 

Figura 5.11 – Silenciamento da expressão transcricional da OPNc na linhagem celular 

RS4;11. (A) Nível de expressão transcricional da OPNc na linhagem celular RS4;11 após a 

transfecção com 50 e 100 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva sequencia scramble no 

tempo de 36 h. (B) Nível de expressão transcricional da OPNc na linhagem celular RS4;11 

após a transfecção com 50 e 100 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva sequencia scramble 

no tempo de 48 h. O ensaio de RT-qPCR foi realizado para avaliar o nível de expressão 

transcricional da OPNc na linhagem celular RS4;11 através do uso de oligonucleotídeos 

específicos. A β-actina foi utilizada como gene constitutivo da reação. O cálculo da expressão 

transcricional relativa foi realizado pelo método de quantificação 1/delta deltaCT. Para a 

análise estatística empregou-se o Teste T Student’s. Os resultados apresentados foram 

realizados em duplicatas em três experimentos independentes. 
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 Com o objetivo de avaliar se o silenciamento da OPNc ocorreu também em níveis 

proteicos, após 36 h de transfecção das células RS4;11 e utilizando 50 nM de ASOs anti-

OPNc ou scramble, realizamos o ensaio de imunofluorescência com o uso do anticorpo anti-

OPNc.  

A intensidade total de fluorescência de toda a área de três campos distintos CP1, CP2 e 

CP3), de uma mesma lâmina contendo as células RS4;11 marcadas com o anticorpo anti-

OPNc-FITC (fluorescência verde), foi quantificada nas células transfectadas com o ASO anti-

OPNc (Figura 5.12A, imagens A, B e C) ou com o ASO scramble (Figura 5.12A, imagens L, 

M e N). Nas células que foram transfectadas com o ASO anti-OPNc, observamos uma 

diminuição de aproximadamente 1,5X na intensidade total de fluorescência, em comparação 

àquelas transfectadas com o ASO scramble (Figura 5.12B), indicando diminuição da 

expressão proteica da OPNc nestas células.  

Os dados acima foram corroborados quando quantificamos especificamente as células 

marcadas com o anticorpo anti-OPNc-FITC, em que também observamos uma menor 

intensidade média de fluorescência nas células transfectadas com o ASO anti-OPNc (Figura 

5.12C, imagens A, B e C), em relação àquelas transfectadas com o ASO scramble (Figura 

5.12C, imagens L, M e N).  

Observamos que a expressão proteica da OPNc nas células RS4;11 é 

predominantemente citoplasmática, em torno do grande núcleo destas células (Figura 5.10). 

De forma a reforçar a observação de diminuição da proteína OPNc após transfecção dessas 

células com o ASO anti-OPNc, também analisamos a razão da intensidade de fluorescência 

dos núcleos marcadas com DAPI (fluorescência azul) sobre a intensidade de fluorescência das 

células marcadas com o anticorpo anti-OPNc-FITC (fluorescência verde) (Figura 5.12D). 

Denominamos esta razão de A(azul)/V(verde). Observamos que as células transfectadas com 

o ASO anti-OPNc apresentam maior razão A/V do que as células transfectadas com o ASO 

scramble, indicando um maior predomínio da intensidade marcação dos núcleos em relação 

ao citoplasma das células RS4;11 em que a OPNc encontra-se silenciada (Figura 5.12D). 
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Figura 5.12 – Ensaio de imunofluorescência para análise da localização da expressão 

proteica da OPNc na linhagem celular RS4;11 após 36 h de silenciamento da OPNc. A 

expressão proteica da OPNc na linhagem celular RS4;11 foi avaliada após a transfecção com 

50 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva sequência “scramble”, 36 h após a transfecção 

com os oligômeros. (A) A OPNc e o núcleo das células RS4;11 foram marcados com o 

anticorpo Chicken anti-Human Osteopontin conjugado ao FITC (marcação em verde, imagens 

A-C e L-N) e DAPI (marcação em azul, imagens D-F e O-Q). Imagens de co-marcação com 

FITC e DAPI também estão apresentadas (imagens G-I e R-T). A intensidade total dos três 

campos analisados (B) ou das células marcadas especificamente (C) foi quantificada e 

representadas nos gráficos de barras (D). As imagens J e U à esquerda foram apresentadas em 

zoom, sendo representativas das imagens analisadas para os cálculos das razões da 

fluorescência dos núcleos marcados com DAPI (azul-A) sobre a intensidade do citoplasma 
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celular marcado com FITC (verde); razão A/V. Os dados são representativos de três 

experimentos independentes. Pelo menos 50 células foram analisadas em cada experimento. 

As imagens foram adquiridas utilizando parâmetros idênticos. Barras: 10 μm (A-T); mA 

captura das imagens foi realizada em microscópio confocal e as análises através do software 

Image J. 

 

 

 Esse conjunto de dados demonstra a eficiência do silenciamento da expressão da 

isoforma OPNc, em níveis transcricionais e proteicos, nas células RS4;11, após 36 h de 

transfecção com 50 nM de ASOs anti-OPNc. Após o estabelecimento destas condições de 

silenciamento da OPNc na linhagem celular RS4;11, seguimos para a realização dos ensaios 

funcionais de avaliação de diversos aspectos do comportamento e fenótipo destas células em 

resposta ao silenciamento desta isoforma.  

Para facilitar a compreensão e análise dos resultados descritos a seguir, 

convencionamos que a linhagem celular RS4;11 que apresenta a OPNc silenciada será 

identificada como “RS4;11 Oligo anti-OPNc”.  As células RS4;11 que foram transfectadas 

com a sequência Oligo scramble e que, portanto, expressam a OPNc a níveis transcricionais e 

proteicos, serão identificadas como “RS4;11 Oligo scramble”. 

 

5.5) Ensaios funcionais para avaliação do efeito do silenciamento da OPNc na linhagem 

celular RS4;11 

 

5.5.1) O silenciamento da OPNc diminui a viabilidade das células RS4;11 

 

 Para avaliar o efeito do silenciamento da OPNc na viabilidade das células RS4;11, 

realizamos o ensaio de MTT. Para esse ensaio, as células RS4;11 foram tratadas com MTT 

nos tempos de 0h, 12 h, 24 h, 36 h e 48 h após a transfecção com os oligômeros ASOs anti-

OPNc ou scramble.  Observamos que em todos os tempos avaliados, as células RS4;11 

transfectadas com o ASO anti-OPNc apresentaram menor viabilidade celular que aquelas 

transfectadas com a sequência controle scramble (Figura 5.13). Esse efeito na redução da 

viabilidade celular após o silenciamento da OPNc ficou ainda mais evidente no tempo de 24 h 

após a transfecção com os oligômeros (p=0,009).  
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Figura 5.13 – Índice de viabilidade da linhagem celular RS4;11 após o silenciamento da  

da OPNc. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio por MTT, nos tempos de 0 h, 

12 h, 24 h, 36 h e 48 h após a transfecção da linhagem celular RS4;11 com 50 nM de ASOs 

anti-OPNc e sua respectiva sequência scramble. Para a análise estatística empregou-se o Teste 

T Student’s. A análise foi considerada significativa quando: *p<0,05, **p<0,005. Os 

resultados apresentados foram realizados em quintuplicatas em três experimentos 

independentes. 

 

 

5.5.2) O silenciamento da OPNc aumenta a proliferação das células RS4;11 

 

 Para melhor compreendermos o efeito do silenciamento da OPNc nas células RS4;11, 

realizamos o ensaio de proliferação celular por azul de tripan.  Ao final dos tempos de 0 h, 12 

h, 24 h, 36 h e 48 h após a transfecção, as células foram coradas com azul de tripan e contadas 

em câmara de Neubauer.  Ao longo de todos os tempos avaliados, as células RS4;11 em que a 

OPNc se mostrou silenciada apresentaram uma maior capacidade proliferativa, em 

comparação àquelas transfectadas com o ASO scramble. No tempo de 24h, houve maior taxa 

proliferativa nas células em que a OPNc se encontrava silenciada, quando comparado aos 

demais tempos testados (Figura 5.14).  
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Figura 5.14 – Índice de proliferação da linhagem celular RS4;11 em resposta ao 

silenciamento  da OPNc na linhagem celular RS4;11. A proliferação celular foi avaliada 

através do ensaio por Azul de tripan, nos tempos de 0  h , 12h, 24h, 36 h e 48 h após a 

transfecção da linhagem celular RS4;11 com 50 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva 

sequência scramble. Para as análises estatísticas, empregou-se o Teste T Student’s. Os 

resultados apresentados foram realizados em cinco experimentos independentes. 

 

 

5.5.3) O silenciamento da OPNc diminui a capacidade de adesão células RS4;11  

 

 No nicho endosteal da MO a OPNt é capaz de ancorar blastos leucêmicos, 

colaborando diretamente para a adesão e estado quiescente dessas células (Boyerinas et al., 

2013), eventos celulares comumente observados na recaída da doença LLA-B. Desta forma, 

decidimos avaliar o possível envolvimento da OPNc no processo de adesão das células 

leucêmicas da linhagem RS4;11  sobre matrigel e sobre a matrix extracelular secretada por 

uma linhagem celular de osteoblastos.  

Após 36 h de transfecção com os ASOs anti-OPNc ou scramble, observamos que 

aquelas células em que a OPNc se apresentava silenciada, apresentaram uma menor 

capacidade de adesão em matrigel quando comparadas às células transfectadas com os ASOs 

scramble (Figura 5.15). 
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Figura 5.15 – Índice de adesão da linhagem celular RS4;11 sobre matrigel em resposta 

ao silenciamento da OPNc. A adesão celular sobre matrigel foi avaliada após a transfecção 

da linhagem celular RS4;11 com 50 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva sequência 

scramble. Para a análise estatística empregou-se o Teste T Student’s. Os resultados 

apresentados foram realizados em triplicatas em três experimentos independentes. 

 

 

Com o objetivo de corroborar este resultado e mimetizar o microambiente da MO, 

onde células osteoblásticas estão presentes e secretam uma matriz extracelular, realizamos um 

protocolo similar de ensaio de adesão em que a matrigel foi substituida por uma matriz 

extracelular secretada por osteoblastos da linhagem celular MC3T3-E1 (Figura 5.16A). Cerca 

de 14 dias após o início da indução de formação da matriz extracelular oriunda de 

osteoblastos, observamos a formação desta matriz através do uso do corante Alizarin Red, o 

qual é capaz de se ligar a depósitos de cálcio presentes na matriz (YANG et al., 2015). Assim, 

observamos que quanto mais intensa foi a cor vermelha observada, maior a quantidade de 

matriz secretada por estas células (Figura 5.16B).  

 

 

Figura 5.16 – Imagem da matriz extracelular secretada pela linhagem celular MC3T3-

E1. (A) A análise de linhagem celular MC3T3-E1 foi realizada através do microscópio de 

contraste de fase. (B) A análise da matriz extracelular da linhagem MC3T3-E1 corada com 

Alizarin Red foi realizada em microscópio de contraste de fase após 14 dias do início da 

indução para formação matriz. As duas imagens foram capturadas em um aumento de 20x. 
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Após a confirmação da formação de matriz extracelular secretada pelos osteoblastos 

da linhagem MC3T3-E1, estas células foram soltas da matriz, e sobre esta matriz 

remanescente foram plaqueadas as células da linhagem RS4;11 tranfectadas com os ASOs 

anti-OPNc ou scramble, seguido de avaliação da capacidade de adesão sobre a matriz. As 

células RS4;11 foram plaqueadas após 36 h de transfecção e incubadas sobre a matriz 

extracelular durante 12 h em estufa a 37ºC. Células RS4;11 transfectadas com os ASOs anti-

OPNc apresentaram uma menor capacidade de adesão à matriz extracelular do que àquelas 

transfectadas com os ASOs scramble (Figura 5.17). Em conjunto, esses dados sugerem que a 

diminuição da expressão da OPNc, em níveis transcricionais e proteicos, diminui a 

capacidade adesiva das células leucêmicas no microambiente da MO. 

 

 

Figura 5.17 – Índice de adesão celular à matriz extracelular secretada pelos osteoblastos 

da linhagem celular MC3T3-E1 em resposta ao silenciamento  da OPNc. A adesão celular 

sobre a matriz extracelular secretada por osteoblastos foi avaliada após a transfecção da 

linhagem celular RS4;11 com 50 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva sequência 

scramble. Para a análise estatística empregou-se o Teste T Student’s. Os resultados 

apresentados foram realizados em triplicatas em três experimentos independentes. As imagens 

foram capturadas em microscópio de contraste de fase em um aumento de 20x. 

 

 

 

 



 

73 

 

5.5.4) O silenciamento da OPNc diminui a capacidade de migração e invasão das células 

RS4;11  

 

 A OPNt já se mostrou superexpressa em células leucêmicas envolvidas no 

acometimento do SNC em LLA-B. Assim, foi proposto que esta proteína possa colaborar no 

processo de migração e invasão dessas células para ambiente extramedulares (VAN DER 

VELDEN et al., 2016; SANTORO et al., 2019). Com base nessas evidências, buscamos 

entender se a OPNc poderia estar envolvida nesses dois processos. Para tal, as células RS4;11 

foram plaqueadas em câmara Transwell após 36 h de transfecção com os ASOs anti-OPNc ou 

scramble, na presença (ensaio de invasão) ou ausência de matrigel (ensaio de transmigração).  

No ensaio de transmigração, observamos que as células RS4;11 em que a OPNc foi 

silenciada apresentaram uma menor capacidade migratória que as células RS4;11 

transfectadas com os ASOs scramble (Figura 5.18). 

 

 

Figura 5.18 – Índice de migração da linhagem celular RS4;11 após o silenciamento da  

da OPNc. A migração foi avaliada em câmara Transwell após a transfecção da linhagem 

celular RS4;11 com 50 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva sequência scramble. As 

células que migraram através dos poros da membrana da câmara Transwell foram coradas 

com patóptico e analisadas em microscópio de contraste de fase. Para a análise estatística 

empregou-se o Teste T Student’s. Os resultados apresentados foram realizados em três 

experimentos independentes. As imagens das membranas das câmaras foram capturadas em 

microscópio de contraste de fase em um aumento de 20x. 
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No ensaio de invasão, as células RS4;11 em que a  OPNc estava silenciada 

apresentaram uma diminuição na capacidade invasiva quando comparadas as células RS4;11 

em que a OPNc estava sendo expressa. Esse conjunto de dados nos sugere que a OPNc pode 

estar envolvida no processo de migração e invasão das células leucêmicas para ambientes 

extramedulares (Figura 5.19). 

 

Figura 5.19 – Índice de invasão da linhagem celular RS4;11 após o silenciamento  da 

OPNc. A invasão foi avaliada em câmara Transwell na presença de matrigel após a 

transfecção da linhagem celular RS4;11 com 50 nM de ASOs anti-OPNc e sua respectiva 

sequência scramble. As células que invadiram a barreira de matrigel e os poros da membrana 

da câmara Transwell foram coradas com patóptico e analisadas em microscópio de contraste 

de fase. Para a análise estatística empregou-se o Teste T Student’s. Os resultados apresentados 

foram realizados em três experimentos distintos. As imagens das membranas das câmaras 

foram capturadas em microscópio de contraste de fase em um aumento de 20x. 
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6) DISCUSSÃO 

 

 As variantes de splicing da OPN têm sido descritas como importantes biomarcadores e 

potenciais alvos terapêuticos em diferentes tipos de tumores sólidos (GIMBA & TILLI, 

2013). No entanto, todos os dados obtidos até o momento em LLA, se referem apenas ao da 

OPNt, ou seja, a soma de todas as isoformas, sejam aquelas geradas a partir de mecanismos 

pós-traducionais ou pós-transcricionais (BASTOS et al., 2017). Considerando a expressão 

alterada das isoformas de splicing da OPN e seus papéis tecido e tumor específicos (HAO et 

al., 2017), avaliar os seus perfis de expressão, assim como seus potenciais papéis enquanto 

biomarcadores ou novos potenciais alvos terapêuticos nas leucemias, é de grande importância. 

Sendo assim, de forma a buscar entender a contribuição das isoformas de splicing da OPN na 

leucemogênese, no presente estudo elucidamos o perfil de expressão transcricional das 

isoformas OPNa, OPNb e OPNc e os possíveis papéis funcionais da OPNc na LLA-B.  

 Neste contexto, inicialmente avaliamos o perfil de expressão transcricional destas três 

isoformas da OPN em uma série de pacientes pediátricos diagnosticados com LLA-B, 

disponíveis no banco de dados TARGET, independentemente das alterações genéticas que 

eles apresentavam. Utilizamos essa estratégia para avaliarmos se tais isoformas eram 

expressas em amostras de pacientes com LLA, já que até o momento estes dados não haviam 

sido descritos na literatura. Nesta análise, observamos que a maioria dos pacientes com LLA-

B expressavam as três isoformas da OPN (47%), enquanto 32% expressavam apenas duas 

isoformas, 17% apenas uma delas e os 4% restantes não expressavam nenhuma das três 

isoformas analisadas. As três isoformas da OPN também apresentaram diferentes níveis de 

expressão transcricional nesta série de casos. Estes dados também já haviam sido relatados 

por nosso grupo de pesquisa e também por outros que, em diversos modelos tumorais, os 

perfis e a frequência de expressão transcricional das isoformas da OPN são variáveis, como 

no câncer de ovário (TILLI et al., 2011), de próstata (TILLI et al., 2012b), de pulmão (SUN et 

al., 2016), tireóide (FERREIRA et al, 2016a; FERREIRA et al., 2016b), mama (ZDUNIAK et 

al., 2015), gliomas (YAN et al., 2010) e carcinoma hepatocelular (CHAE et al., 2009). Nesta 

série de casos do TARGET, as amostras de pacientes em que havia acometimento do SNC 

pelos blastos leucêmicos apresentaram maior nível de expressão transcricional das três 

isoformas avaliadas. Estes resultados nos fizeram levantar a hipótese de que as isoformas da 

OPN poderiam estar diferencialmente envolvidas no mecanismo de acometimento de sítios 

extramedulares por células leucêmicas na LLA-B, relação que até o momento só havia sido 

descrita com relação à OPNt (VAN DER VELDEN et al., 2016). Contudo, esta série de casos 
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analisada apresentava a limitação de ser composta por pacientes submetidos a distintos 

protocolos terapêuticos e com distintas alterações moleculares. 

Com a finalidade de validar estes primeiros achados, em seguida utilizamos uma série 

de casos pediátricos diagnosticados com LLA-B provenientes do INCA. Uma vez que nossa 

hipótese era de que as isoformas de splicing OPNa, OPNb e OPNc poderiam estar 

diferencialmente envolvidas no processo de acometimento de sítios extramedulares, como o 

SNC, o modelo experimental escolhido para realizar esta investigação foi o de comparar o 

perfil de expressão transcricional destas variantes de splicing da OPN entre um grupo 

pacientes pediátricos com LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1 (caracteristicamente 

de mau prognóstico) com um grupo de comparação que apresenta a fusão gênica ETV6-

RUNX1 (grupo de bom prognóstico). A escolha do grupo que continha a fusão KMT2A-AFF1 

foi realizada baseando-se no que já havia sido descrito na literatura que pacientes pediátricos 

contendo esta fusão apresentavam maiores chances de recaída e acometimento de sítios 

extramedulares (PUI, 2000; SCHRAPPE, 2008; MOORMAN, 2012). Além disto, é premente 

a disponibilidade de novos alvos terapêuticos ou biomarcadores que sejam capazes de 

predizer, no momento do diagnóstico, a possibilidade de recaída ou de acometimento de sítios 

extramedulares para este grupo de pacientes (VAN DER VELDEN et al., 2016; LENK; 

ALSADEQ; SCHEWE, 2020). A disponibilidade destes biomarcadores permitiria uma 

melhor estratificação destes pacientes, evitando que muitos fossem submetidos a um 

tratamento quimioterápico intensivo, causador de graves sequelas como deficiências 

neurocognitivas ou neoplasias secundárias, como tem sido amplamente reportado na literatura 

(PUI & HOWARD, 2008; CHEUNG et al., 2018).   

Já a escolha  do grupo de comparação, de pacientes que apresentavam a fusão gênica 

ETV6-RUNX,1 foi feita baseando-se no fato de que esta fusão gênica na maioria dos casos 

está associada a um bom prognóstico na LLA-B, com menores chances de recaídas e 

acometimento de sítios extramedulares (MOORMAN, 2012). Sendo assim, corresponde a um 

grupo de pacientes com características clínicas opostas àqueles contendo a fusão KMT2A-

AFF1. 

Nossos dados mostraram que a maioria dos pacientes contendo as fusões KMT2A-

AFF1 ou ETV6-RUNX1 apresentaram a expressão transcricional das três isoformas da OPN 

analisadas. Estes dados corroboram com aqueles observados nos pacientes pediátricos com 

dados disponíveis no TARGET, em que independentemente da alteração genética e molecular 

que apresentavam, a maioria expressou as três isoformas da OPN. Por outro lado, observamos 

que no grupo contendo a fusão KMT2A-AFF1, todos os pacientes expressavam pelo menos 

uma isoforma da OPN, enquanto no grupo contendo a fusão ETV6-RUNX1 observamos que 
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7% dos pacientes não expressava nenhuma das três isoformas analisadas. Esses achados estão 

de acordo com os dados da literatura, em que as isoformas da OPN apresentam diferentes 

frequências de expressão transcricional, contribuindo de distintas maneiras para a progressão 

de distintos tumores (GIMBA & TILLI, 2013; HAO et al., 2017).  

Nossos achados também demonstraram que os níveis de expressão transcricional das 

três isoformas da OPN analisadas são distintos entre os grupos contendo as fusões KMT2A-

AFF1 ou ETV6-RUNX1. Nos pacientes contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1, a isoforma 

OPNc mostrou-se superexpressa em relação à OPNa e a OPNb. Já naqueles que apresentavam 

a fusão ETV6-RUNX1, a isoforma OPNa foi a que se mostrou superexpressa em comparação 

às duas demais variantes analisadas. Estes achados reforçam dados prévios em que se 

demonstrou que isoformas da OPN apresentam diferentes perfis de expressão transcricional 

entre grupos de pacientes com diferentes prognósticos.  No câncer de mama, por exemplo, 

Hao e colaboradores demonstraram que níveis elevados da OPNc estão associados a uma 

menor sobrevida global dos pacientes (HAO et al., 2016).  

Esse conjunto de dados também nos levaram a pensar em uma possível relação entre a 

superexpressão das diferentes isoformas da OPN com a presença das fusões gênicas 

analisadas. Hickey e colaboradores demonstraram que a OPNt é superexpressa em amostras 

que apresentam a fusão gênica BCR-ABL1, associada a um prognóstico desfavorável na LLA 

e na LMC (HICKEY; ENGLAND; COTTER, 2005). Neste trabalho, os autores também 

demonstraram que a fusão BCR-ABL1 ativa uma via de  sinalização que envolve as proteínas 

RAS, PI3K, aPKC, RAF-1 e MEK, que por sua vez medeiam a superexpressão da OPNt, 

demonstrando a associação entre a presença de um gene fusionado e a expressão proteica da 

OPNt (HICKEY; ENGLAND; COTTER, 2005).  

Nosso estudo demonstrou também que a variante OPNa estava superexpressa no grupo 

de pacientes contendo a fusão ETV6-RUNX1, quando comparado aqueles que continham a 

fusão KMT2A-AFF1. A superexpressão da OPNa também já foi observada em outros modelos 

tumorais, como: carcinoma papilar da tireoide (FERREIRA et al., 2016b), carcinoma medular 

da tireoide (FERREIRA et al., 2016a) e câncer de pulmão de não pequenas células 

(GOPARAJU et al., 2010), apresentando diferentes funções em cada um desses modelos 

tumorais citados. A alta expressão transcricional da OPNa em carcinoma medular da tireoide 

foi associada ao bom prognóstico dos pacientes (menor tamanho de tumor, alta expressão 

proteica de PTEN nuclear e ausência da mutação do RAS) (FERREIRA et al., 2016a). Nesse 

estudo, uma linhagem celular de carcinoma medular da tireoide que superexpressava a OPNa 

apresentou redução significativa da sua capacidade proliferativa e viabilidade, demonstrando 

que essa isoforma pode contribuir para a prevenção da progressão desse tumor (FERREIRA et 
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al., 2016a). Esses achados estão de acordo com o que observamos na série de casos utilizados 

como grupo comparativo do estudo, demonstrando uma possível relação existente entre a 

superexpressão da OPNa em células leucêmicas e características de prognóstico favorável. 

Por outro lado, outros estudos demonstraram um papel oposto da OPNa como no carcinoma 

papilar da tireoide (FERREIRA et al., 2016b). Nesse modelo tumoral, foi observado que a 

superexpressão da OPNa está associada a tumores maiores, invasão vascular, extensão 

extratireoideia e mutação do BRAFV600E, contribuindo para um comportamento mais 

agressivo da doença. (FERREIRA et al., 2016b). Outro estudo desenvolvido por Goparaju e 

colaboradores, também demonstrou um papel potencializador da agressividade tumoral 

promovido pela OPNa no câncer de pulmão de não pequenas células. Nesses achados, a 

OPNa mostrou-se superexpressa e associada a um aumento da capacidade proliferativa, 

migratória e invasiva dessas células tumorais (GOPARAJU et al., 2010).   

Conforme demonstrado no presente estudo, no grupo de pacientes contendo a fusão 

gênica KMT2A-AFF1, a isoforma OPNc apresentou-se superexpressa em relação às demais 

isoformas. De maneira similar, a superexpressão da OPNc já foi observada em outros modelos 

tumorais, como no câncer de próstata (TILLI et al., 2012b), de mama (MIRZA et al., 2008) e 

de ovário (TILLI et al., 2011). No câncer de próstata, estudos realizados por nosso grupo de 

pesquisa demonstraram que a OPNc está associada ao aumento da capacidade proliferativa, 

migratória e da sobrevivência de linhagens celulares de câncer de próstata mediante a ativação 

da via de PI3K (TILLI et al., 2012b), como também  relacionada à características de mau 

prognóstico (TILLI et al., 2012a). Já no modelo de câncer de ovário, outro estudo realizado 

por nosso grupo, demonstrou que a OPNc está relacionada a um fenótipo mais agressivo desta 

doença (TILLI et al., 2011).  

Neste estudo, a expressão transcricional desta isoforma foi associada a um aumento da 

proliferação, migração, invasão, sobrevivência e formação de colônias pelas células de câncer 

de ovário, através das vias de sinalização envolvendo as proteínas PI3K, AKT (TILLI et al., 

2011). Pang e colaboradores também observaram no câncer de mama que a superexpressão da 

OPNc prediz um fenótipo mais agressivo e um pior prognóstico da doença, uma vez que está 

associada a uma menor sobrevida livre de doenças e menor sobrevida global (PANG et al., 

2013). Em contrapartida, quando Goparaju e colaboradores superexpressaram a OPNc em 

células de câncer de pulmão, estas tiveram sua capacidade proliferativa, migratória e invasiva 

diminuídas, comprovando mais uma vez o papel tecido-tumor específico das isoformas da 

OPN (GOPARAJU et al., 2010). 

A razão pela qual essas isoformas da OPN apresentam um perfil de expressão e papéis 

tecido-tumor específicos contribuindo de maneiras distintas para um melhor ou pior 
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prognóstico, permanecem desconhecidas. Porém, a hipótese é de que as modificações pós 

transcricionais e pós traducionais ocorridas nessas variantes de splicing impactam em sua 

estrutura, influenciando sua interação com outras proteínas como também em suas funções. 

Estudos desenvolvidos por nosso grupo, demonstraram que existem sítios de fosforilação nos 

resíduos de aminoácidos de serina, tirosina e treonina nas regiões entre os éxons 3 e 6 da 

OPN. Desta maneira, com a deleção do éxon 4 na OPNc, seu padrão de fosforilação é 

modificado em relação a isoforma completa OPNa, modificando assim seus papéis e a 

maneira como interagem com outras proteínas e seus receptores (GIMBA & TILLI, 2013). 

Com a perda do éxon 4, a OPNc também perde seu domínio transglutaminase, tornando-se 

mais solúvel e com menor capacidade de formar complexos poliméricos. Os padrões de 

polimerização variam de acordo com cada tipo celular, o que pode justificar os diferentes 

papéis da OPNc em diferentes modelos tumorais (ANBORGH et al., 2011). Além disto, o 

éxon 4 é uma região rica em prolina (GIMBA & TILLI, 2013), que apresenta um importante 

papel estrutural como também na interação proteína-proteína o que é essencial para 

determinar sua função como também os processos de sinalização celular (MATEOS et al., 

2019). Esses dados em conjunto nos permitem pensar que a perda do éxon 4 pode promover 

uma modificação estrutural e consequentemente funcional da OPNc em comparação não 

apenas a OPNa, como também com as demais isoformas de splicing da OPN. 

Uma vez que a OPNc mostrou-se superexpressa no grupo de pacientes com KMT2A-

AFF1, associamos a expressão transcricional da OPNc com características de risco 

prognóstico na LLA de acordo com os critérios estabelecidos pelo NCI e o acometimento do 

SNC. Nesta análise, observamos que pacientes classificados como alto risco prognóstico 

apresentaram maior nível de expressão transcricional da OPNc. Os pacientes com 

acometimento do SNC por blastos leucêmicos também apresentaram maior nível de expressão 

transcricional da OPNc, quando comparados àqueles sem acometimento. Esta seria a  

primeira evidência de que, dentre as diversas variantes da OPN, esta isoforma poderia servir 

como um biomarcador capaz de predizer o acometimento desse sítio extramedular na LLA-B. 

Em consonância com estes achados, Incesoy-Özdemir e colaboradores já haviam observado 

elevados níveis de expressão proteica da OPNt no fluido cérebro espinhal de pacientes 

pediátricos ao diagnóstico que posteriormente apresentaram acometimento do SNC 

(INCESOY-ÖZDEMIR et al., 2013). Posteriormente, outros autores evidenciaram a 

existência de uma subpopulação de células B presentes na MO com elevados níveis de 

expressão proteica da OPNt em pacientes diagnosticados com LLA-B, os quais apresentaram 

recaída da doença no SNC (VAN DER VELDEN et al., 2016). Apesar da limitação de utilizar 

uma série de casos com pequeno número amostral, comprometendo o poder estatístico, nossos 
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dados nos levaram a hipotetizar que a OPNc poderia estar envolvida no mecanismo de 

acometimento do SNC por blastos leucêmicos na LLA-B. Assim, a OPNc poderia ser um 

potencial alvo para o qual estratégias direcionadas poderiam ser desenhadas para fins 

terapêuticos. 

Com base no perfil de superexpressão da OPNc e sua associação com características 

de risco prognóstico desfavoráveis nos pacientes com LLA-B com KMT2A-AFF1, seguimos 

nosso estudo com o objetivo de elucidar o papel funcional desta isoforma de splicing neste 

tipo de leucemia.  

Assim, estabelecemos um modelo in vitro para a realização dos ensaios funcionais. 

Avaliamos o perfil de expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc na 

linhagem celular RS4;11 de LLA-B, a qual apresenta a fusão gênica KMT2A-AFF1. 

Observamos que esta linhagem celular expressava as três isoformas avaliadas neste estudo e 

que a OPNb e a OPNc apresentaram maiores médias de expressão transcricional que a OPNa. 

Em seguida, avaliamos a expressão em níveis proteicos da OPNc nesta linhagem celular e 

observamos um predomínio da  OPNc no citoplasma em torno do núcleo das células desta 

linhagem celular. Estes achados reforçaram a escolha da linhagem celular RS4;11 como um 

modelo experimental para nosso estudo, dada a presença da fusão gênica KMT2A-AFF1 e a 

expressão em níveis transcricionais e proteicos da OPNc.  

Como abordagem para elucidar o papel funcional da OPNc na linhagem celular 

representativa de uma LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1, escolhemos o a 

abordagem de silenciamento gênico, através do uso de ASOs anti-OPNc. Os ASOs utilizados 

haviam sido desenhados e sintetizados especificamente para a OPNc e testados pelo nosso 

grupo de pesquisa em outros modelos tumorais (BRUM, 2018). Nesta abordagem, 

observamos que a transfecção da linhagem celular RS4;11 com 50nM de ASOs anti-OPNc no 

tempo de 36 h apresentou uma melhor eficiência na redução dos níveis transcricionais da 

OPNc que o tempo de 48 h. É possível que a expressão transcricional da OPNc tenha 

novamente aumentado no tempo de 48h devido ao fato da transfecção não ter sido uma 

abordagem estável, como já descrito em outros estudos com o uso de ASOs (DIAS et al., 

2002). Isso acontece porque os ASOs são incorporados na célula e ligam-se especificamente 

ao RNAm alvo degradando-o através da ação da RNAse H. Posteriormente, esses oligômeros 

são rapidamente degradados por endonucleases presentes nas células, permitindo com o que o 

silenciamento do gene alvo aconteça apenas durante determinado período de tempo e logo 

volte a ser expresso pela célula (KOLE; KRAINER; AKOLLTMAN, 2012) . De forma a 

validar o silenciamento dos níveis transcricionais de expressão da OPNc, também observamos 

o silenciamento desta isoforma em níveis proteicos com o uso de 50nM de ASOs anti-OPNc, 
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no tempo de 36h após a transfecção através de ensaios por RT-qPCR. Uma vez padronizada a 

abordagem de silenciamento da OPNc na linhagem celular RS4;11, o passo seguinte na 

caracterização de seu papel funcional foi avaliar os efeitos celulares e moleculares mediante a 

diminuição de sua expressão em níveis transcricionais e proteicos.  

As células RS4;11 em que a OPNc estava silenciada apresentaram uma redução em 

sua viabilidade celular ao longo do tempo, quando comparadas àquelas em que a OPNc estava 

sendo expressa em maiores níveis. Esse dado nos sugere que a OPNc pode estar envolvida em 

vias de sobrevivência de células leucêmicas, como já foi demonstrado em um trabalho 

desenvolvido por nosso grupo de pesquisa em células de LLA-B que não apresentavam 

nenhuma fusão gênica (SANTORO et al., 2019). Neste trabalho, a linhagem 207, após ser 

tratada com vincristina e etoposídeo, apresentou um aumento do nível de expressão 

transcricional da OPNc quando comparada às células sem tratamento com estes 

quimioterápicos. Quando a OPNc foi silenciada nessas células, as mesmas tornaram-se mais 

sensíveis ao tratamento com esses compostos, com uma redução significativa de sua 

viabilidade, quando comparadas as células em que a OPNc estava em maiores níveis, 

evidenciando o papel desta isoforma na viabilidade da linhagem 207 (SANTORO et al., 

2019). Outros estudos a respeito da OPNt na LMA também demonstraram que esta proteína 

estava envolvida na capacidade das células em sobreviverem à tratamentos quimioterápicos, 

mediante a ativação de vias de sinalização envolvendo as proteínas AKT, mTOR, PTEN e β-

catenina. Com o silenciamento da OPNt, as células leucêmicas se tornaram mais sensíveis ao 

tratamento e foram induzidas a morte por apoptose (ZAHEDPANAH et al., 2016). Um 

resultado similar foi demonstrado por Mohammadi e colaboradores quando trataram células 

de LMA com quimioterápicos e observaram que mediante o tratamento as células começaram 

a superexpressar a OPNt quando comparadas àquelas células sem tratamento, destacando uma 

possível relação entre a superexpressão desta proteína e a quimioresistência. Essas mesmas 

células quando tiveram a OPNt silenciada, apresentaram uma maior suscetibilidade ao 

tratamento com partenolídeo (MOHAMMADI et al., 2017). Já em tumores sólidos, como o de 

mama e de ovário, foi observado por nosso grupo de pesquisa que quando a OPNc se encontra 

silenciada nessas células, as mesmas tornam-se mais sensíveis ao tratamento com 

doxorrubicina e cisplatina (BRUM, 2018). Em conjunto, estes dados evidenciam um 

importante papel da isoforma OPNc na manutenção da viabilidade das células tumorais, 

característica chave do processo de resistência e manutenção do fenótipo tumoral.  

No presente estudo também avaliamos a proliferação das células RS4;11 ao longo do 

tempo e observamos que mediante o silenciamento da OPNc essas células apresentaram um 

aumento de sua capacidade proliferativa quando comparadas àquelas em que a OPNc estava 
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sendo expressa. Este resultado está de acordo com o que já foi visto por Nilsson e 

colaboradores sobre o papel da OPNt no nicho endosteal da MO. Como demonstrado por 

esses autores, no nicho endosteal da MO, a OPNt atua como um regulador negativo da 

proliferação das células-tronco hematopoiéticas, fenômeno este que não se deve a indução 

dessas células à apoptose. Quando as células-tronco hematopoiéticas apresentam a OPNt 

silenciada, sua capacidade proliferativa é aumentada e o número de células ativas no ciclo 

celular torna-se maior. Esses dados mostram um importante papel fisiológico da OPNt na 

regulação da localização das células-tronco hematopoiéticas na MO como também na sua 

capacidade proliferativa (NILSSON et al., 2005).  Por outro lado, conforme demonstrado por 

nosso grupo de pesquisa, em tumores sólidos, como no câncer de próstata e de ovário (TILLI 

et al., 2011, 2012b), a isoforma OPNc estimulou a capacidade proliferativa das células 

tumorais por meio de vias de sinalização envolvendo a proteína PI3K, mostrando um papel 

oposto ao que observamos sobre esta isoforma na linhagem de LLA-B contendo KMT2A-

AFF1 no presente estudo.  

Um dos principais mecanismos relacionados a recaída nas leucemias, é a capacidade 

das células leucêmicas em se manterem aderidas e dormentes no nicho endosteal da MO. 

Dessa maneira, essas células não ficam ativas no ciclo celular, escapando assim de serem 

sensibilizadas pela ação dos quimioterápicos (SAITO et al., 2010). Boyerinas e colaboradores 

demonstraram que na LLA, a OPNt serve como “âncora” para as células leucêmicas se 

aderirem ao nicho endosteal da MO, auxiliando na manutenção do estado dormente dessas 

células e consequentemente permitindo que as mesmas sobrevivam ao tratamento com 

quimioterápicos (BOYERINAS et al., 2013). Outro estudo desenvolvido por Marroquin e 

colaboradores, demonstrou que o aumento da capacidade de adesão das células leucêmicas é 

mediado pela interação entre a OPNt e o receptor CD44 (MARROQUIN et al., 2004). Com 

base nesses dados descritos na literatura, decidimos avaliar a capacidade das células RS4;11 

em se aderirem à matrigel mediante o silenciamento da OPNc, para assim entendermos o 

possível papel desta isoforma neste processo. Nossos dados demonstraram que as células 

RS4;11 em que a OPNc estava silenciada apresentaram uma diminuição da capacidade de se 

aderirem à matrigel, quando comparadas àquelas em que a OPNc estava expressa em maiores 

níveis, corroborando o que já havia sido descrito a respeito da OPNt.  

Até o presente momento, existem poucas informações sobre como as células 

leucêmicas conseguem alterar o nicho da MO, tornando-o um ambiente permissivo para a sua 

sobrevivência e evasão ao tratamento com quimioterápicos. Entretanto, uma vez demonstrado 

que a OPNt desempenha um papel importante na regulação do microambiente da MO, por ser 

uma citocina e atuar como fator atrativo para que as células-tronco hematopoiéticas 
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permaneçam retidas neste nicho (HAYLOCK; NILSSON, 2006), é esperado que suas 

isoformas de splicing também estejam envolvidas nesse processo e na manutenção da 

leucemogênese na MO, hipótese esta que pode ser corroborada com nossos achados relativos 

ao papel da OPNc na modulação da viabilidade, adesão e proliferação celular.  

Com a finalidade de melhor compreender o possível envolvimento da isoforma OPNc 

nesse mecanismo e mimetizar in vitro o microambiente da MO, após o silenciamento da 

OPNc, também avaliamos a capacidade das células RS4;11 em se aderir na matriz 

extracelular formada por osteoblastos da linhagem celular MC3T3-E1. Os osteoblastos são 

células com importantes funções no nicho endosteal da MO, executando um importante papel 

na regulação das células-tronco hematopoiéticas normais, estimulando sua expansão, 

mobilização e regulando a manutenção de sua quiescência. Também são responsáveis pela 

síntese do tecido ósseo e regulação da angiogênese na MO, sendo assim importantes na 

manutenção deste microambiente (ZHANG et al., 2003; RAAIJMAKERS et al., 2010; 

SHAFAT et al., 2017). A análise da adesão nesta matriz nos permitiu testar esta propriedade 

das células de LLA-B contendo a fusão KMT2A-AFF1 de se aderirem a uma matriz mais 

similar ao ambiente da MO. Neste experimento, observamos que as células RS4;11 em que a 

OPNc estava silenciada apresentaram uma diminuição da capacidade de adesão à matriz 

extracelular formada por osteoblastos quando comparadas àquelas em que a OPNc estava 

expressa em maiores níveis. Comparando os resultados obtidos do ensaio de adesão em 

matrigel com o ensaio de adesão em matriz formada por osteoblastos, observamos que as 

células RS4;11 em que a OPNc estava silenciada apresentaram uma maior capacidade de 

adesão na matriz formada por osteoblastos do que na matrigel. Esse dado poderia ser 

explicado pela conhecida expressão proteica elevada da OPNt na matriz extracelular formada 

por osteoblastos, cujas células são a principal fonte secretora de OPNt no nicho da MO 

(HAYLOCK & NILSSON, 2006). Em tumores sólidos também já foi demonstrado por nosso 

grupo de pesquisa que a OPNc pode atuar aumentando a capacidade adesiva das células 

tumorais. Observamos que o meio condicionado secretado por células tumorais células de 

câncer de próstata e de ovário que superexpressavam a OPNc era capaz de induzir um 

aumento da capacidade de células endoteliais humanas (HUVEC) em se aderir a um substrato 

(TILLI et al., 2014). Em conjunto, estes dados corroboram nossos achados que sugerem que a 

OPNc estaria envolvida no processo de adesão das células leucêmicas de LLA-B contendo a 

fusão KMT2A-AFF1. 

A habilidade de atravessar a barreira hematoencefálica é uma característica comum 

das células LLA-B, principalmente no grupo de pacientes KMT2A-AFF1, o qual apresenta 

elevada taxa de acometimento de sítios extramedulares, sendo o SNC o principal (WINTERS; 
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BERNT, 2017; LOPEZ-MILLAN et al., 2019). Embora até o momento nenhum estudo tenha 

elucidado os mecanismos pelos quais a OPNt possa atuar no processo de acometimento de 

sítios extramedulares, alguns autores já demonstraram que nas leucemias pediátricas, elevados 

níveis de OPNt no fluido cérebro espinhal ou na MO dos pacientes, estão correlacionados 

com o posterior acometimento do SNC por blastos leucêmicos (FANG et al., 2013; 

INCESOY-ÖZDEMIR et al., 2013; VAN DER VELDEN et al., 2016).  

Com base nesses dados, buscamos entender se a isoforma OPNc poderia estar 

envolvida na indução da capacidade migratória e invasiva das células leucêmicas LLA-B 

contendo a fusão KMT2A-AFF1. Nossos resultados mostraram que as células RS4;11 em que 

a OPNc estava silenciada, tiveram uma redução da sua capacidade migratória e invasiva 

quando comparadas às células RS4;11 em que a OPNc estava expressa em maiores níveis. 

Estes achados evidenciam uma possível relação existente entre a isoforma OPNc e a 

capacidade das células em migrarem e invadirem outros sítios, como o SNC. Também em 

consonância com esses achados, estudos de nosso grupo de pesquisa demonstraram um 

importante papel da OPNc no aumento da capacidade migratória e invasiva das células de 

câncer de ovário. Em resposta a superexpressão da OPNc por essas células, também ocorreu o 

aumento da expressão transcricional de VEGF e metaloproteinases de matriz, como MMP2 e 

MMP9, associadas ao potencial metastático das células de câncer de ovário (TILLI et al., 

2011). No modelo de células de câncer de próstata, nosso grupo também demonstrou um 

aumento da capacidade migratória e invasiva das células tumorais mediante a superexpressão 

da OPNc, através da via de sinalização envolvendo a PI3K (TILLI et al., 2012b). 

Adicionalmente, Yan e colaboradores demonstraram que a OPNc estava envolvida na 

capacidade invasiva de células de glioma, através da ativação de vias de sinalizações 

envolvendo PI3K, AKT, NF-kB e ligação com a integrina avβ3 (YAN et al., 2010). Por outro 

lado, Lin e colaboradores demonstraram um papel oposto da OPNc em células de câncer de 

esôfago, onde células que superexpressavam a OPNc apresentaram uma diminuição de sua 

capacidade migratória e invasiva in vivo (LIN et al., 2015). 

  Apesar de nossos estudos funcionais terem sido realizados demonstrando o papel 

funcional da OPNc na LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1, ressaltamos a 

necessidade de elucidarmos também o papel funcional das demais isoformas da OPN neste 

contexto. Além disto, identificar as vias de sinalização em que essas isoformas estão 

envolvidas estimulando as diversas etapas da manutenção do fenótipo leucêmico aqui 

estudadas, como viabilidade, proliferação, adesão, migração e invasão.  
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7) CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, os dados do presente estudo fornecem novas informações a respeito da 

expressão transcricional das isoformas OPNa, OPNb e OPNc em amostras de pacientes com 

LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1 ou ETV6-RUNX1. Demonstramos a 

associação existente entre a elevada expressão transcricional da OPNc e características de 

risco e prognóstico desfavoráveis da doença, principalmente o acometimento do SNC. 

Evidenciamos os possíveis papéis funcionais da OPNc na manutenção da LLA-B contendo a 

fusão gênica KMT2A-AFF1, uma vez que mediante o silenciamento desta isoforma as células 

leucêmicas apresentaram uma diminuição em sua viabilidade, capacidade adesiva, migratória 

e invasiva Esses achados podem auxiliar no melhor entendimento da contribuição da OPNc na 

leucemogênese de células B, como ainda elucidar seus possíveis papéis como biomarcador e 

alvo de novas abordagens terapêuticas para esta doença que sejam direcionadas para esta 

variante de splicing (Figura 7.1).  

 

  

 

Figura 7.1 Modelo hipotético dos possíveis papéis da OPNc na modulação de distintos 

aspectos da biologia da LLA-B contendo a fusão gênica KMT2A-AFF1. Os quadros 

demonstram os aspectos da biologia da LLA-B mediante a expressão basal (quadro da 

esquerda) ou diminuída (quadro da direita) da OPNc nas células leucêmicas contendo a fusão 

KMT2A-AFF1. Os aspectos demonstrados são proliferação, viabilidade, adesão, migração e 

invasão. As setas da cor verde indicam aumento enquanto as da cor vermelha diminuição dos 

aspectos avaliados. A seta da cor cinza indica a célula leucêmica ativa no ciclo celular. 
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8) PERSPECTIVAS 

 

• Validar os dados em um número maior de amostras de pacientes pediátricos KMT2A-

AFF1 positivos; 

 

• Avaliar o perfil de expressão das demais isoformas da OPN mediante o silenciamento 

da OPNc; 

 

• Realizar ensaios funcionais de dormência celular, viabilidade celular após o tratamento 

com quimioterápicos, ciclo celular, apoptose, imunofluorescência para avaliação de 

proteínas de adesão e invasão celular em câmara transwell na presença de células 

endoteliais humanas; 

 

• Avaliar se a fusão gênica KMT2A-AFF1 é capaz de modular a expressão da OPNc 
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