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“Ha um tempo em que é preciso abandonar as rogaaiss, que ja tém
a forma do nosso corpo, e esquecrossos caminhos, que
nos levam sempre aos mesmos lagkre tempo de
travessia: e, se ndo ousarmos fazérlamtes ficado, para
sempre, a margem de n0Gs mesmos”.

Fernando Pessoa
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RESUMO

A leucemia é um grupo heterogéneo de neoplasiasatb&gicas resultante de varias
alteracOes genéticas. A andlise das alteracOptossdmicas em pacientes com leucemia tem
uma aplicacdo direta no diagnostico, prognoésticmatamento. Além disso, o estudo da
expressao génica oferece uma importante fonte parapreender as consequéncias
moleculares das alteracdes genéticas em leucersiabfetivos desse trabalho foram: (a)
identificar a presenca de alteracfes cromossomitggacientes ao diagnostico com hipotese
de LLA B, LMA e LMC atendidos no Hospital de Base @istrito Federal, possibilitando a
incorporagdo do protocolo de diagndstico molectgranalisar o perfil da expressédo do gene
SIDT1em amostras clinicas leucémicas ao diagnostitdoadiens de células leucémicas e em
individuos nado leucémicos. Deste modo, a detec@® alteracbes cromossdmicas foi
realizada em 48 amostras com suspeita de leucAsateracbes cromossdmicas recorrentes
detectadas foranBCR-ABL1, p190 (1), E2A-PBX1 (1), PML-RAR) e BCR-ABL1 p210
(9). A analise quantitativa da expressédo do geibe 1 foi realizada em 80 amostras a partir
de trés grupos de pacientes leucémicos (LLA, LMBAMC) antes de iniciar o tratamento,
sete linhagens de células leucémicas (697, RSA\dlin-6, Jurkat, REH, HL-60 e K562) e
amostras de individuos ndo leucémicos, as quaamfoutilizadas como controle. Os
resultados da andlise demonstraram que o §#D&1 foi regulado negativamente nas sete
linhagens de células leucémicas humanas analispdasipalmente para as linhagens de
células 697, REH e HL-60 quando comparado com asi@as nao leucémica& linhagem
celular K562 ndo apresentou qualquer expressaoede $IDTL Nas amostras clinicas
analisadas também foi observado que o @g&iBT1 foi regulado negativamente
principalmente na LMA. O estudo das alteracfes osm®imicas possibilitou incorporar a
metodologia de diagndstico molecular no HospitaBdse do Distrito Federal, como exame
de rotina dos pacientes com suspeita de leucem@éa guiiliar na avaliacdo dos pacientes.
Estudos futuros sdo necessarios para compreemtsregulacdo do ge®DT1ocasionada

por diferentes tipos de alteracbes cromossdmicas.
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ABSTRACT

Leukemia is a heterogeneous group of hematologitgnancies resulting from multiple
genetic alterations. The analysis of chromosomalbahalities in leukemia patients has a
direct application in the diagnosis, prognosis &edtment. Furthermore, the study of gene
expression provides an important source for undedshg the molecular consequences of
genetic alterations in leukemia. The aims of thiglg were: (a) to identify the presence of
chromosomal abnormalities in patients with a prgsiive diagnosis of B ALL, AML and
CML treated at Hospital de Base do Distrito Fedexahbling the incorporation of molecular
diagnostic protocol; (b) to analyze the expresgimiile of SIDT1gene in clinical samples of
leukemia patients at diagnosis, leukemic cell limggl in non-leukemic. Therefore, the
detection of chromosomal abnormalities was perforoe 48 samples of suspected leukemia.
The recurrent chromosomal alterations were dete&@€dR-ABL1 p190 (1),E2A-PBX1(1),
PML-RARx (2) andBCR-ABL1 p210 (9). Quantitative analysis 8f[DT1gene expression was
performed in 80 samples from three groups of leu&epatients (ALL, AML and CML)
before starting treatment, seven lines of leukereits (697, RS4, 11, Nalm-6, Jurkat, HEK,
HL-60 and K562) and non-leukemic samples from ilials, which were used as controls..
The analysis results showed that 8I®T1gene is negatively regulated in the seven human
leukemia cell lines examined, especially for celes 697, HL-60 and REH when compared
to the non-leukemic samples. The K562 cell linevatu no expression of tielDT1 gene.
SIDT1gene has also been observed to be negativelyateguin the samples, especially in
AML. The study of chromosomal abnormalities allowe&nl incorporate the molecular
diagnostics methodology in the Hospital de Bas®idtrito Federal, as a routine examination
for patients with suspected leukemia to assishénevaluation of patients. Future studies are
needed to understand the dysregulation S®BDT1 gene caused by different types of

chromosomal alterations.



INTRODUCAO

1. LEUCEMIA

O processo hematopoiético corresponde a um desemeoito hierarquico
organizado das células sanguineas iniciado pelaksdéronco hematopoiéticas (HSCs).
Essas células apresentam a capacidade de autag@oodiferenciacdo e manutencdo das
células do sistema hematolégico durante toda a didlaorganismo. Esse processo
fisiol6gico chamado hematopoiese € regulado pghaesgao coordenada de varios fatores
de transcricdo, que séo ativados ou inibidos, gjadma maturacédo da populacéo celular
(TENEN, 2003). Quando os processos de proliferagadaliferenciacdo tornam-se
desregulados através da aquisicdo de alteracOétiqgger) essas alteracdes tém o potencial
de induzir a transformacdo das células tronco hmpo@iticas em células leucémicas
(SACHS, 1996; CRANS; SAKAMOTO, 2001; WANG; DICK, @8).

As leucemias sdo neoplasias hematoldgicas, retestade varias alteracoes
genéticas as quais se acumulam em um Unico cloldarcele qualquer estagio do
desenvolvimento da hematopoiese, conferindo umgagam proliferativa em relacdo as
demais células e impedindo seu processo de difagiic normal associada a
sobrevivéncia celular aumentada e diminuicdo dgosta a estimulos apoptoticos
(SHIPITSIN; POLYAK, 2008; REYA et al., 2001). Asatislocacdes, inversdes, insercoes
ou delecbes séo consideradas fundamentais na passgéa leucemia. Deste modo, a
ativacéo de proto-oncogenes, a inativacao de gripesssores tumorais e as alteracdes em
genes de reparo de DNA e reguladores transcrigosao alvos frequentes dessas
alteracOes, desregulando a expressao de genegguam o ciclo celular (POPESCU,;
ZIMONJIC,1997; HALL et al., 1997; ALCALAY et al.,dD1).

Varios fatores de transcricdo importantes paran@ab@poiese normal tém sido alvo
de rearranjos cromossOmicos associados a leucBOM/NING, 1999). Alguns fatores de
transcricao afetados sdo RUNX1, PU.1, C/EBPIOX, CBF, MLL e GATA que
desempenham um papel importante no controle docioresto, diferenciagcdo e
sobrevivéncia das células hematopoiéticas (LOOK71ZHANG, 2008). A expressao
desregulada desses fatores que regulam genes ativayescimento e proliferacdo celular

pode proporcionar uma vantagem no crescimentoé&laks malignas (BOXER, 1994).



De acordo com a fisiopatologia da doenca, as leiaeséo classificadas como
agudas ou cronicas. Nas leucemias agudas, que eeng@m a leucemia linfoide aguda
(LLA) e leucemia mieloide aguda (LMA), a célula gorgina o clone neoplasico € um
precursor cuja alteracdo mutacional causa perdacajzacidade maturativa, com
consequente acumulo de blastos na medula 6sses&ngae periférico (PUI; EVANS,
1998). Entretanto nas leucemias crbnicas, que aandem a leucemia linfoide cronica
(LLC) e leucemia mieloide cronica (LMC), a mutacfpermite a manutencdo da
capacidade de diferenciacdo e maturacdo celulaenda um aumento caracteristico no
namero de células maduras na medula 6ssea e naesaegférico (PASTERNAK et
al.,1998; ROZMAN; MONTSERRAT, 1995).

As leucemias sao divididas em dois subgrupos @i conforme a linhagem da
célula hematopoiética que originou o clone leucémieucemia mieloide e leucemia
linfoide. Diante da heterogeneidade desse subgougmpo Franco-Americano-Britanico
(FAB) propbs em 1976 uma classificacdo que se baseas aspectos morfoldgicos, grau
de maturacéo e presenca de componentes espeaifotiicando seis diferentes subtipos
de LMA (M1 a M6) (BENNETT et al., 1976). Em 1985ta<lassificacdo foi revisada,
tendo sido acrescidos dois novos subtipos para (M@ e M7) e trés de LLA (L1, L2 e
L3) (BENNETT et al., 1985). No entanto, em 2001 gddizacdo Mundial de saude
(OMS) associa a imunofenotipagem e a genética adsrmetros clinicos, morfolégicos e
citoquimicos utilizados na classificacdo FAB (HABRet al., 1999). Em 2008 a OMS
incorporou novas informagGes como critério de disgjno, por exemplo, mutacdes em
genes reconhecidos como marcadores importantesopdiagnostico e progndéstico em
neoplasias mieloides. Estes incluem, entre ou@ssmutagdes ddAK2, MPL, NRAS,
KRAS, NPM1, CEBPA, FLT3, RUNX1, KIT, WAMILL (VARDIMAN et al., 2009).

A etiologia da leucemia tem sido associada a altatoses ambientais, tais como o
tabagismo, benzeno, radiacdo ionizante (raio X)reduyios quimicos (herbicidas e
pesticidas) (BUFFLER; KWAN, 2005; BELSON et al. () e apenas alguns casos (<5%)
estdo associados a doencas genéticas conhecidasimpentar a predisposicdo a doenca
como sindrome de Down, sindrome de Bloom, neunfiiatose e anemia de Fanconi. No
entanto, na maioria dos casos, a etiologia ¢ dascata (DESCHLER; LUBBERT,
2006). Na leucemia pediatrica geralmente os cldeaesémicos tém origem pré-natal,
frequentemente por translocagfes cromossémicasgidasgpor eventos mutacionais pos-
natal e estabelecimento da doenca (BUFFLER; KWANS52 GREAVES, 2006).



No Brasil, conforme dados do Instituto Nacional@kncer (INCA), as leucemias
representam 3,1% dos casos de neoplasias, comaggtirde incidéncia de 4.570 novos
casos para homens e 3.940 novos casos em mullaees @no de 2012 (INCA, 2012).
Nos EUA, de acordo com os dados do programa SExiR/€ilance Epidemiology and
End Resulfs as taxas médias de casos de leucemia diagrausticle 2006-2010 foram de
16,3 por 100.000 homens e 10 por 100.000 mulherestima-se que 27.880 homens e

20.730 mulheres seréo diagnosticados em 2013.

1.1. Leucemia Linfoide Aguda

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é o cancer mais aomem criancas, sendo
responsavel por 75% dos casos de leucemia, comamde incidéncia entre 3 a 5 anos e
tem uma grande mortalidade em adultos (PUI et2808; PENDERGRASS, 1985).
Apesar das chances de cura ser de 80%, a recaipgactemtes com LLA continua sendo
uma das principais causas de mortalidade infamtl(LIGHAN, 2012). Em adultos a
remissdo completa atinge 80% a 90%, no entanttgxas de cura sado de apenas 30% a
40% (LARSON et al., 1997), em parte, devido a umexnto na frequéncia de alteracdes
genéticas com prognostico desfavoravel, como aslbeacdo t(9;22) e alteracdes
cromossOmicas envolvendo o geMieL (STOCK et al.,, 2010). Além disso, a taxa de
sobrevida global para os adultos é de apenas 3888t@para os menores de 60 anos e
menos de 10% para aqueles com mais de 60 anos $SNHR et al., 2005; ROWE et al.,
2005; GILLILAND; TALLMAN, 2002).

Nas LLA de linhagem B, as alteracdes cromossommtas frequentes incluem a
hiperdiploidia (mais de 50 cromossomos), hipodgibbi(menos de 44 cromossomos), e
translocacdes  cromossOmicas incluindo  t(4;11)(dA);,g t(12;21)(p13;922),
t(1;19)(q23;p13), t(9;22)(g34;9L1le rearranjo no genbILL em 11923 com diversos
parceiros de fusdo, com mais de 30 diferentes lt@angdes cromossOmicas descritas
(AYTON; CLEARY, 2001; YEOH et al., 2002, HURET et.,a2001). A translocacéo
t(12;21)(p13;922) que tem como consequéncia a fug@&odca TEL-AML1 é a mais
prevalente em LLA em criancas ocorrendo em aprocamente 25% dos casos
(DRUNAT et al., 2001).

Em 8% dos casos de LLA de linhagem B em criangagséontradas mutagdes no
geneFLT3 que codifica uma tirosina quinase que estdo freégueente associadas com



translocagbes cromossOmicas recorrentes especificasom mutagbes no fator de
diferenciagcdo granulocitica. O aumento na expresiggse gene em pacientes que
apresentam rearranjos envolvendo o gbhd. tem sido associado a um progndstico
desfavoravel (MEIJERINK et al., 2009).

Nas LLA de linhagem T as principais alteracdes uesl as translocacoes
t(10;14)(q24;911), t(11;14)(p13;q11) (ZUTTER et 4990), mutacbeso geneNOTCH1,
que possui um papel central na transformacédo dak€él e estad presente em mais de
50% dos casos de LLA-T (WENG et al., 2004) e regosagénicos com os fatores de
transcricdo que consequentemente alteram sua s&prasrmal. Dentre eles destacam-se:
TAL1 (60% dos casos infantis e 45% dos adultos)] X a 10% dos casos pediatricos e
30% em adultos) (FERRANDO et al., 2002), TLX3 saperesso em 20 a 25% dos casos
pediatricos e 5% dos casos que possuem a trangtotd;14)(g35;932) (BERNARD et
al., 2001). Outras mutacdes afetam os géA&d (3 a 20%)WT1(8 a 13%) e°TEN (8%)
(CHIARETTI et al., 2010).

O inicio imaturo da LLA-T tem sido associado comgpo de ativacdo da
transcricdo relacionado com as células estaminaisatopoiéticas e progenitores
mieloides, expressao aberrante do g&MeF2C, mutacées em oncogenes da LMA,
supressores tumorais e inativagcdo de fatores dsctigdo importantes como RUNX1,
GATA3 e ETV6 (VLIERBERGHE; FERRANDO, 2012).

1.2. Leucemia Mieloide Aguda

A Leucemia Mieloide Aguda € um disturbio das cé&ulbematopoiéticas
caracterizada pelo bloqueio da diferenciacdo cettden subsequente aumento de células
imaturas (FERRARA; SCHIFFER, 2013). E classificasemo a leucemia aguda mais
comum em adultos (LOWENBERG et al., 1999) e sw#&éncia aumenta com a idade,
com idade meédia ao diagnostico de 67 anos (KLEPBA&LDUCCI, 2009). A
sobrevivéncia média em pacientes com idade superiés anos € inferior a um ano e
apenas 20% desses pacientes sobrevivem dois aR&SGRY et al., 2009).

A LMA é uma doenca heterogénea resultante de valiesacdes genéticas, como
insercdes, inversodes, delecdes, translocacdespririas e monossomias. Estas alteracfes
genéticas sdo encontradas em aproximadamente 55%aiientes adultos com LMA
(MARCUCCI et al., 2005). Diferentes translocacdém tsido descritas sendo as mais



frequentes a 1(8;21)(g22;922), inv(16)(p139g22)1&6117)(q22;921) que representam cerca
de 40% de todas as LMAs e sdo associadas com undgstico favoravel (RIVA et al.,
2012; LOOK, 1997). No entanto, alteracbes cromosgsisiraras como inv(3)(q21926) e
t(3;3)(q21;926) que representam 1% a 2% da LMA9)(623;934), t(6;11)(q27;923),
t(11;19)(q23;p13), t(3;5)(g25;935) e t(9;11)(p2ABY2 del(5qg), del(7q) e caridtipos
complexos ¥ 3 anormalidades cromossémicas) estdo associadom grognostico
desfavoravel, ou seja, com baixa taxa de remied@mpo de sobrevida (FARAG et al.,
2006; APPELBAUM et al., 2006; FROHLING et al., 2006ARDIMAN et al., 2009;
MARCHESI et al., 2011a). Além disso, mais de 80% Baicemias mieloides tem sido
associada com uma ou mais alteragfes genéticasradic (LOOK, 1997; FERRARA,
SCHIFFER, 2013).

Fatores de transcricdo tais con@EBRx, PU.1e RUNXJ que sdo essenciais no
processo de diferenciagao celular mieloide tém aldos de muta¢des pontuais na LMA
(TENEN, 2003; PETERSON; ZHANG, 2004; LICHT; STERNB&, 2005; PABST,
MUELLER, 2007). OC/EBRx (CCAAT/enhancer binding protein alph@)um fator de
transcricdo envolvido na regulacdo da mielopoiesspecialmente na diferenciacéo
granulocitica (BARJESTEH et al., 2003). Estudosategh que mutacdes no geBEBPA
ocorrem em aproximadamente 10% a 15% das LMAS erstgp que a mutacado pode
contribuir para o bloqueio da diferenciacdo celdFROHLING et al., 2004; PABST et
al., 2001).

Véarios estudos tém indicado que a expressdo do Béh& € suprimida em
diferentes subtipos de LMA, como na presenca dateimas de fusG®ML-RAR: ou
AML1-ETO(MUELLER et al., 2002). Em um estudo de Muelleakt(2002) muta¢des do
genePU.1 foram detectadas em 7% dos pacientes com LMA. Aagdw diminuiu a
capacidade d@U.1 colaborar com proteinas como RUNX1 ou JUN, queragem na
ativacéo de genes alvo, como os receptores dodstionulador de colbnias.

O geneRUNX1 codifica o core binding protein(CBPl um complexo fator
transcricional envolvido na regulacado da hemat®@o(SILVA et al., 2003) tem sido alvo
frequente de rearranjos génicos tais como t(&BPNX1-ETO t(3;21RUNX1-EVIle
inv(16)CBF-MYH11(PABST; MUELLER, 2007). A ocorréncia de mutagcoespdnto no
geneRUNX]Y tem sido identificada predominantemente no solbt® (PREUDHOMME
et al., 2000).



Os genes supressores tumorais sao frequentemestigados por mutacoes.
Embora ocorram em apenas 10 a 15% das LMAs e ratamas LLAs ao diagndstico,
sdo associados a um curso da doenca mais agressgssténcia as drogas (WATTEL et
al., 1994; ZHAO et al., 2010).

As vias de sinalizagdo PI3K/AKT e mTOR, controlanpraliferacdo celular de
blastos e progenitores leucémicos e também sas al@oLMA. A ativagdo de PI3K é
detectavel em 50% das amostras de LMA, enquant@ gqui€ORC1 é ativada em todos os
casos desta doenca (PARK et al., 2010; XU et @03R

Em estudos moleculares realizados nos ultimos amogms marcadores genéticos
Importantes na caracterizacdo da LMA foram idesadps e classificados na revisao da
OMS de 2008, possibilitando uma classificacdo desbgrupo de pacientes com LMA de
cariétipo normal (que compreende 45% de todos sssgaporém com mutacdes génicas.
Essas mutacdes ocorrem com mais frequéncia nos G&RPA, FLT3, NPME MLL e
parecem ser potentes indicadores de prognésticemnmeuando eles ndo definem um
subtipo especifico de leucemia (BACHER et al., 20A@proximadamente 25% a 35% dos
pacientes com LMA tém mutacdes no gevieM1l As mutacdes no geneLT3 que
ocorrem como duplicacdo interna em tandem sao w$as em 15% a 35% dos casos
(WILSON et al., 2006). A duplicacéo parcial em tamdno gendLL (MLL-PTD) ocorre
em cerca de 8% dos pacientes com cariotipo noMROZEK et al., 2007).

1.3. Leucemia Mieloide Crobnica

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma desordem apsbliferativa das
células troncos pluripotentes hematopoiéticas teniaada pelo acumulo de precursores
mieloides na medula éssea e sangue periférico (BIREMNAL., 2009). Esta foi a primeira
neoplasia humana associada a uma anormalidade emdttica, a translocacao
cromossOmica conhecida como cromossomo Philadelgfh). O cromossomo
Philadelphia é resultado de uma translocacdo wdApentre os bragcos longos dos
cromossomos nove e 22, t(9, 22)(g34; gl11), em goe® a fusdo das regides dos pontos
de interrupcdo do gerweakpoint cluster regioBCR) no cromossomo 22 com 0 gene
Abelson leucemia virugABL1) do cromossomo nove produzindo um gene hibABa1-
BCR que n&o tem influéncia na patogénese da doenB&ReABL1,que codifica uma
proteina quimérica BCR-ABL com atividade tirosinargase (ROWLEY, 1973).



O ponto de interrup¢ao no geBER localizado no cromossomo 22, pode ocorrer
em trés areas diferentes chamados m-BCR, M-B@HBER. A regido de interrupcdo M-
BCR do cromossoma 22 que abrange os exons 12 aoutfida ao genABL1 localizado
no cromossomo 9, dando origem ao trans&®@R-ABL1com uma juncéo b2-a2 ou b3-a2,
que codificam uma proteina BCR-ABL1 de 210 kDa.eDa@ABL1 apresenta apenas uma
regido de ponto de quebra, entre os exons 1b eooConsequéncia dos pontos de
interrupcdo M-BCR apenas o primeiro exon do g@GR (também chamado exon el) é
unida acABL1 (juncéo el-a2), resultando na producdo de umaipeoBCR-ABL de 190
kDa. Uma pequena proporcéo de pacientes com LMC&3utta de uma fusdo enBER
exon 19 eABL1exon 2, 0 que € causado por pontos de interrupg&egiaou-bcr entre
BCR exon 19 e 20. Este gene de fusOR-ABL1codifica uma proteina de 230 kDa
(KURZROCK et al., 1987; van DONGEN et al., 1999).

A alteracao inicial da LMC ocorre em uma célulant@ pluripotente, assim, ela
pode seguir para a linhagem mieloide ou para adjem linfoide. Na LMC a translocacéo
t(9;22)BCR-ABL1€é encontrada em mais de 90% dos casos e na LLAseat@m cerca
de 20% dos casos adultos e 5% dos casos pediftdddIMANN; WASSMANN, 2005).
Sua incidéncia € de um a dois casos para cada 10ihdividuos por ano, sendo
responsavel por 15 a 20% de todas as leucemiaade imédia de diagnostico é de 45 a
55 anos de idade, entretanto, pode ocorrer rar@m@ntidosos, criancas e adolescentes
(TEFFERI et al., 2005).

A LMC normalmente evolui em trés fases clinicagimlias: cronica, acelerada e
blastica. Inicia com a fase crénica, de duraca@vel, e € caracterizada por acumulacao
de células maduras na medula 6ssea e sangueiperitém seguida pode ocorrer ou ndo a
fase acelerada que dura 4 a 6 meses e é caraddéeqmast um aumento das células
progenitoras em vez de células diferenciadas, pdigrio para uma crise blastica durando
apenas alguns meses com uma rapida expansdo d#agdmpule células imaturas
(SAVAGE et al., 1997).

A transicdo da fase crbnica para crise blasticaracterizada pelo acumulo de
anormalidades cromossémicas. Cerca de 60% a 80%adtentes com LMC desenvolve
anormalidades cromossdmicas adicionais como: unmsiegcromossomo Philadelphia, a
trissomia dos cromossomos 8, 17, 19 e mutacoedvemadm genes supressores tumorais
p53e retinoblastomaRb) (CALABRETTA; PERROTTI, 2004; CLARKSON et al., 280

Os gene953 e Rbl estdo quase sempre normais na fase cronica, "fasaZB0% dos



casos em crise blastica apresentam perda de fuesé@ittando em um fendtipo mais
agressivo e resistente a drogas (AHUJA et al., 1SKORSKI et al., 1996), sugerindo
que a perda da funcdo dos supressores tumoraimpiesiea um importante papel na
progressao da doenca. Neste cenario, as altereipdgsnéticas e moleculares observadas
na LMC em crise blastica podem também ser devidagpacidade da oncoproteiB&R-
ABL1lem aumentar a instabilidade gendmica (DIEROV .e2aD9).

A formacdo do gene de fus®CR-ABL1lresulta na producdo de uma proteina
quimérica com atividade constitutiva da tirosinéagse que promove a desregulacéo de
diferentes vias de sinalizacdo que influenciam naliferacdo, diferenciagcdo e
sobrevivéncia das células neoplasicas. Essas désgégs incluem: aumento da
proliferacdo celular com ativacdo da via RAS; baaypaptose devido a hiperativacao da
molécula anti-apoptotica Bglpela ativacdo da via STATDS; inativacdo da moléquita
apoptoética BAD via AKT e desregulacdo da adesaolaglcom liberacdo prematura de
células imaturas na circulacdo (efeito CRKL) (MARLEGORDON, 2005; MELO;
DEININGER, 2004).

A principal caracteristica da LMC em crise blastiéaa incapacidade dos
progenitores mieloides se diferenciarem em célmaduras. Isto é principalmente devido
a inibicdo daCCAAT/enhancer binding proteifC/EBRx) (PERROTTI et al., 2002), um
fator de transcricdo essencial para a diferencigcdioulocitica (KEESHAN et al., 2003).
Outros fatores de transcricdo tambéem foram enabogrenutados na fase aguda da doenca.
Estes incluem o gerRUNX1mutado em 38% dos casos das células de linhagelmiceie
0 geneCDKN2A/Bem 50% dos casos e 0 gdir&ZF1 em 55% dos casos de linhagem
linfoide (ROCHE-LESTIENNE et al., 2008; MULLIGHANtal., 2008; NAKAYAMA et
al., 1999).

2. Diagnostico de leucemia

O primeiro exame a ser realizado quando ha susgeithagnéstico de leucemia é
o hemograma. O hemograma com contagem difereneialése morfolégica apresenta-se
alterado ao detectar células blasticas, no caseutemias agudas, e aumento da série
granulocitica, na LMC. Uma vez detectada alteragdopnfirmacdo ocorre com analise

morfolégica da medula 6ssea, ao evidenciar achad®0&6 ou mais de blastos, no caso



das leucemias agudas e hipercelularidade com piedoros granulécitos, no caso da
LMC (VARDIMAN et al., 2002; BENNETT et al., 1985).

A imunofenotipagem, um importante método auxifiardiagnodstico, possibilita a
diferenciacédo entre os subtipos de leucemias ardaédentificacdo da linhagem celular
comprometida e o seu grau de maturacdo atravéstiderpaos monoclonais reativos com
os antigenos de superficie expressos pelas cétwlaémicas (PERFETTO et al., 2004;
ZOLA et al., 2005).

Devido a sua elevada sensibilidade, rapidez eigfi@ca analise imunofenotitica
tem um importante papel na determinagao dos subtipdeucemias agudas, auxiliando na
escolha de uma abordagem terapéutica adequada (DDMNG 2011; KALEEM et al.,
2003). Como por exemplo, os casos de LMA-M2 asdosiacom a translocacao
1(8;21)(q22;922) expressam o0s antigenos CD19 e CD56 (KOZU et al., 1993) e
rearranjos com o gendLL sdo frequentemente CD1€ CD15 quando a translocacg&o
t(4;11)(q21;923) esta presente (BOROWITZ et al.3)99

Na LLA a identificacdo da linhagem celular, B ouapresenta grande relevancia
clinica e terapéutica (PUI; EVANS, 1998). Aproximaatente 90% dos casos de LLA em
criancas e 80% dos casos de LLA em adultos sdvade$ de células de linhagem B.
Marcadores, tais como, CD10, CD19, CD20, CD21, G223, CD24 e HLA-DR séao
frequentemente usados para caracterizar LLA-B (CEERTKANTARJIAN, 1995). A
LLA de linhagem T representa aproximadamente 15%a#s0s em criancas e 25% em
adultos (HAN; BUESO-RAMOS, 2007; REAL; FERNANDO, (29).

Associada aos aspectos morfoldégicos e imunofanotipa andlise citogenética
permite detectar anormalidades cromossOmicas dwse<lleucémicos. As alteracoes
cromossOmicas podem ser numéricas ou estruturaistrd as alteracoes numericas, a
hiperdiploidia (> 50 cromossomos) € a Unica alt@pacitogenética mais frequente em
LLA na infancia composto por um quarto de todosasos, mas € apenas um pequeno
subgrupo de LLA em adulto (6% de todos os casas).cintraste, a hipodiploidia (<46
cromossomos) é encontrada em cerca de 5% dos feaciebA pediatricos e adultos
(COUSTAN-SMITH et al., 2003; NORDGREN et al.,, 200Bs alteracbes estruturais
incluem as translocagdes, inversdes, duplicacdeseedes.

Estudos citogenéticos também tém sido importantes identificacdo de
anormalidades secundarias que podem ter impacpragmostico do paciente. Wetzler et

al. (2004) relatam a aquisicdo de uma ou mais sdgiicionais de der(22) foi avaliado
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como um dos mecanismos de resisténcia a terapiarnatmib em pacientes com LMC
positivos para t(9;22). Em alguns casos, ha abesagnoleculares que sao dificeis de
serem identificadas pelo método citogenético. Ummnegdo disto € a fusdo géniddlL-
AML1 resultante da translocacéo t(12;21) (SHURTLEFH.ef1995).

Estudos com técnicas moleculares permitem a fiEgfo das alteracdes
cromossOmicas com mais sensibilidade, além de derndados importantes sobre os
mecanismos da tumorigénese (PALLISGAARD et al.,8)9®entre as técnicas mais
utilizadas na identificacdo das alteracbes cromoEs® estdo a hibridacdo in situ
fluorescente (FISH), andlise por Southern blottiegcdo em cadeia da polimerase apdés
transcricéo reversa (RT-PCR) e PCR quantitativadesnpo realgPCR) (POLAMPALLI
et al., 2011). Aléem do diagnostico, essas técrséasutilizadas para monitorar a doenca
residual minima durante e ap0s o tratamento. Nanémt a qPCR possui maior
sensibilidade por analisar a quantidade de célelafmicas na propor¢do de um clone
leucémico em 10células normais (van der VELDEN et al., 2003).

3. RNA Interferente

RNA interferente (RNAI) € um mecanismo de silen@atm génico pos-
transcricional iniciado por moléculas de RNA dufita (dsRNA). Esse fenbmeno foi
descrito pela primeira vez em 1998 no nematodaeenorhabditis elegangquando se
observou que a presenca de algumas moléculas dé¢Ads&n sequéncia complementar
ao mMRNA alvo foram capazes de inibir a expressdocgé(FIRE et al., 1998). Este
fendbmeno também foi observado em outros organissoo® fungos, plantas, insetos e
animais (MELLO; CONTE, 2004; RONEMUS et al., 2006).

A via de RNAI é um mecanismo celular desencadeaddRNAs enddgenos ndo
codificantes, os microRNAs (miRNAs), que sédo dodidlos naturalmente no genoma e
por RNAs exdgenos nao codificantes que incluem ezpignos RNAs interferentes fita
dupla (dsRNAs), pequenos RNAs em forma de “steapTshRNAs) (DINGER et al.,
2008) que sao sintetizados vitro e introduzidos na célula. Os RNAs interferentes na
codificantes dsRNAs sédo os principais RNA reguladoutilizados para realizar a
clivagem de sequéncias homoélogas do mRNA e promowslenciamento da expressao
génica (KIM; ROSSI, 2007; AMERES et al., 2007).
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O RNA regulador dsRNA é clivado dentro da célulayma RNAse Ill conhecida
comoDicer formando fragmentos de 21-25 nucleotideos (ELBASEM al., 2001a; Ml et
al., 2008) com 2 nucleotideos livres na por¢cd&IBBASHIR et al., 2001b).

Os pequenos fragmentos de dsRNA, conhecidos conuuepes RNAs
interferéncia (siRNAs), correspondem as fitas semsantisense do RNA alvo e se
associam a proteinas celulares formando um comptadtimérico chamado RISC (do
inglés,RNA Interference Specificity Complekma helicase presente no complexo abre a
dupla-fita dos siRNAs, permitindo que somente ums fitas do siRNA seja incorporada
ao RISC (MARTINEZ et al., 2002). Zamore et al. (@PGdeterminaram que a fita
antisense a principal responsavel por reconhecer o alvo.

A incorporacdo de umas das fitas do siRNA ao coxapRISC orienta a clivagem
do mRNA especifico, promovendo assim a sua degiad@@ABARA et al., 1999). Todos
os complexos RISC ja caracterizados possuem pelmsnema proteina da familia
Argonauta (MARTINEZ et al., 2002). O silenciamemisse processo € causado por um
mecanismo pos-transcricional: 0 gene é normalnteamscrito dentro da célula, mas néo
consegue ser traduzido, pois é degradado antes(ME&INTGOMERY et al., 1998).

Para interferir com a expressao de um gene especéguer o conhecimento da
sequéncia alvo exata, ou seja, de pelo menos umesgg de 20 nucleotideos de seu
MRNA codificado (ELBASHIR et al., 2002). Portantieve-se selecionar cuidadosamente
uma regidao do mRNA alvo e evitar que a regido éstaltenha similaridade com regides
pertencentes a outros RNAs nao relacionados (HO&tEN, 2002).

A tecnologia de RNA interferente (RNAI) represeniena nova abordagem
terapéutica para o tratamento de doencas humanas. tdelhor compreensédo das
alteracbes cromossomicas e sua influéncia no delsemento da leucemia tém
proporcionado oportunidades para desenvolver nabasdagens terapéuticas que afeta
especificamente as células tumordisANDRY et al., 2012), superando os efeitos
colaterais e a resisténcia aos agentes quimiote®ulas terapias atuais (GERVASINI;
VAGACE, 2012).

O mecanismo de RNAI tem sido utilizado em variasgpesas para demonstrar que
siRNAs sintéticos podem seletivamente silenciax@essédo de produtos de translocagdes
cromossOomicas, como por exemplo, o transcrito @EMBECR-ABLL resultante da
translocacao t(9;22) que caracteriza a LMC. Em simd® realizado por Withey et al.

(2005) em linhagens de células K562 derivadas d& Lé&n crise blastica, obteve-se
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reducéo da proteina BCR-ABL1 de até 84% utilizasiRINAS anti-BCR-ABL1. Scherr et

al. (2003) observaram uma reducédo de 80% da peot®CR-ABL1 em linhagens de

células e em células primarias de pacientes com .LNi& entanto, Heidenreich et al.
(2003) observou uma reducéao do transcAML1-MTG8em aproximadamente 40% na
linhagem celular Kasumi-1.

Vérios autores (WILDA et al., 2002; SCHERR et abD05; WOHLBOLD et al.,
2003) tem demonstrado que o mecanismo de RNAI pedeltar na inibicdo da
proliferacdo das células leucémicems vitro. Uma abordagem que utiliza os siRNAs
sintéticos para eliminar as células leucémicasivo, seria o ideal, mas, infelizmente,
ainda ndo ha uma entrega eficiente de siRNA pdtdaséhematopoiéticas (OLIVEIRA;
GOODELL, 2003).

3.1. Os miRNAs

Os miRNAs representam pequenos RNAs enddgenos oédicantes, com
aproximadamente 22 nucleotideos, cuja principatdoné atuar como silenciadores pos-
transcricionais, inibindo a traducdo do mRNA-alvo groteina (LAI, 2004). Os genes que
codificam miRNAs sao transcritos pela RNA polimerds em um longo microRNA
primario (pri-miRNA) que, ainda no nucleo, é clisagor um complexo proteico do qual
fazem parte uma RNase |IDfoshg que apresenta um dominio de ligacdo para dsRNA
(VENTURINI et al., 2006; DU; ZAMORE, 2005). A cligem resulta no pré-miRNA, com
cerca de 70 pares de bases, contendo um trechtadkripla e uma alca de fita simples,
formando uma estrutura denomindmarpin. O pré-miRNA é exportado para o citoplasma
pela Exportina-5, onde é clivado p&eéer, gerando um miRNA maduro com cerca de 22
nucleotideos de comprimento (ALVAREZ-GARCIA; MISKR005). Posteriormente, o
MiRNA maduro é incorporado no complexo proteico®Rie o direciona ao mRNA do
gene alvo, regulando-o negativamente (LEE et @022

Em funcdo dos miRNAs possuirem sequéncias pequenagjirem sem a
necessidade de pareamento completo, um Unico migdda regular muitos mMRNA alvo.
Desta forma, os miRNAs constituem uma enorme e aprede regulatéria da
sinalizacao celular (BRENNECKE et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que os miRNAs estdo edeslvia regulacdo de genes
envolvidos nos processos celulares essenciaisuysasgahematopoiese normal, tais como
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desenvolvimento e diferenciacéo celular e a apepBBIAGAVATHI; CZADER, 2010;
CHEN et al., 2004; BARTEL, 2004). Portanto, supressao desregulada pode contribuir
para a formacao de neoplasmas leucémicos (GARZG&RQCE, 2008).

A desregulacdo dos miRNAs pode ser devido a afiesagendmicas incluindo
mutacbes pontuais, amplificacbes e translocacOSQUELA-KERSCHER; SLACK,
2006). De forma semelhante aos genes codifican$es)iRNAs podem ter sua expressao
aumentada ou diminuida, como também, podem atuao cgupressores de tumor ou
oncogenes conforme o alvo que o miIRNA controla. f@R-15 e miR-16 foram os
primeiros miRNA supressores tumorais descritosadg&icalizados dentro de uma regiéao
de 30 kb de perda na LLC, e ambos sédo deletadadsnowsua expressado diminuida em
aproximadamente em 65% dos casos de LLC (CALIMI.et2002; CIMMINO et al.,
2005; Ml et al., 2007 ).

MiRNAs supressores tumorais tém sido encontradpda@os negativamente em
vérias alteracdes cromossdmicas como a t(8;2¥),16#, translocacdo balanceada 11923 e
mutacdo no gendPM1 (GARZON et al., 2008; VENTURA et al., 2008). Enéneto, em
um estudo da expressdo de miRNAs realizado portMi.g2007) entre os 27 miRNA
analisados os miRNAs 18a, 128b, 151, 5, 10b e i2&6€atn sua expressdo aumentada em
LLA, enquanto o restante foram regulados positivamem LMA.

Os niveis de expressdo dos miRNAs diferem geraknentre tecidos normais e
neoplasicos, mas pouco se sabe como esses padréggrdssao sao regulados (LU et al.,
2005). Calin et al. (2004) sugerem que varios miRadem estar localizados em locais
frageis ou em pontos do genoma que sao alteradoamer. Isso indica que 0s miRNAs
pode ter uma fung&o importante na progressao deasias.

3.2S8DT1

Diante do interesse em melhorar a entrega de RMAscadificantes sintéticos as
células, e assim, promover o silenciamento génisetganscricional para o tratamento de
diversas doencas humanas. Uma alternativa selimutim receptor que foi recentemente
descoberto, a proteina SIDT-1, e que esta prersasteélulas humanas.

SID-1 (systemic RNA interference-defective-1) é wgene que codifica uma
proteina transmembrana recentemente identificadainestudo genético realizado no

nematodedaenorhabditis elegansara identificar genes que eram capazes de transmi
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sinal de RNAI de célula-a-célula (WINSTON et aDP2). Este gene codifica uma proteina
de 776 aminoacidos com 11 dominios transmembraneoes a regido N-terminal
localizada extracelularmente e a C-terminal nosoltaletectada em todas as células néo
neurais e relatada em varios organismos (WINSTOM. e2002; FEINBERG; HUNTER,
2003).

Em um estudo de caracterizacdo de SID-1 realizadcétulas de Drosophila (onde
falta 0 homélogo de SID-1) indica que SID-1 fun@@omo um canal capaz de transportar
dsRNA para dentro das células, e assim, promostienciamento génico (FEINBERG,;
HUNTER, 2003). Kobayashi et al. (2012) também destrou que SID-1 contribui para a
absorcdo de dsRNA quando expressado em cultur@ulasde Bombyx.

O SID-1 homodlogo humano, SIDT1 (Systemic RNA Irgeghce-defective-1
Transmembrane Family Member 1) foi demonstrado e@fulas de adenocarcinoma
pancreatico de mamiferos que ele atua no aumentdeataalizacdo do dsRNA indicando
funcdo conservada entre SIDT1 e SID-1 (DUXBURY let2005). SID-1 pode importar
ativamente RNAs nao codificantes como RNA de cadmgles ou dupla, hairpin RNA
(shRNA) e pré-microRNA para ativar o sinal de RN#&igura 1) (SHIH; HUNTER,
2011).

Esta familia gstemic RNAI defective (SIBpmpreende mais um membr&iD-2
também identificado pela primeira vez &n eleganscomo um gene necessario para a
absorcdo de dsRNA ingerid8ID-2 codifica uma proteina transmembrana expressa no
intestino e localizada na membrana apical do lumistinal (WINSTON et al., 2007). A
superexpressdo do homélogo SI®-2 o0 SIDT2 em células epiteliais do peigniperca
chuatsipermitiu um aumento na absorcdo de dsRNA e tamljdtowa proteger contra a
infeccao viral (REN et al., 2011).
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\ mRNA degradado

RISC >
Jdiusnaaingg —
mRNA %

Figura 1. Representacao esquematica do mecanismo de RNAi €@relegans. O RNAI € iniciado com o
transporte de dsRNAs para dentro da célula pekzima SID-1, seguindo com a clivagem do dsRNAs em
siRNAs pela DICER. Os siRNAs é conduzido por RISGr&RNA complementar, promovendo assim, a sua

degradacéo. Figura retirada e modificada de BUCKHN®I et al., 2004.
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OBJETIVOS

Identificar a presenca de alteracdes cromossoOreicaslisar o perfil da expresséo
do geneSIDT1em pacientes e linhagens celulares com neoplasiaathpoiéticas e em

individuos nao leucémicos.

Objetivos especificos:

1- Identificar a presenca de alteracbes cromossén@oagpacientes ao diagnostico
com hipétese de LLA B, LMA e LMC atendidos no Hdapde Base do Distrito

Federal, possibilitando a incorporacdo do protodeldiagnéstico molecular;

2- Analisar o perfil da expressédo do ge&3I®T1em amostras clinicas ao diagnostico
com LLA, LMA, LMC, linhagens de células leucémicasem individuos néo

leucémicos.
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CASUISTICA E METODOS
1. Pacientes

O grupo de estudo incluiu pacientes ao diagnéshicblospital de Base do Distrito
Federal-HB-DF e do Hospital da Crianca de Braslitiaé Alencar-HCB e amostras nao
leucémicas utilizadas como controle. O diagnéddiee pacientes do HB-DF foi realizado
no laboratorio de Biologia do Gene da UniversidddeBrasilia-LaBioGene através da
andlise molecular. No entanto, as amostras dosemasi do HCB j& apresentavam
diagndstico concluido ndo sendo necessario reabzanalise molecular. A analise
molecular desses pacientes foi realizada no laimwatio Hospital de Apoio do Distrito
Federal que cedeu ao LaBioGene as amostras prdesssi@ a fase de cDNA para analise
do geneSIDT1 O sangue periférico dos pacientes do HB-DF ftétedo em EDTA antes
do inicio do tratamento e processado imediatamedteonsentimento informado foi
obtido de cada paciente antes do estudo. O eshidapfovado pela Fundacéo para a

Educacéo e Pesquisa em Ciéncias da Saude-FEPECS.
2. Linhagem celular

As linhagens celulares leucémicas utilizadas fo6®m, RS4;11, Nalm-6, Jurkat,
REH, K562, HL-60. As células foram mantidas em nugocultura RPMI 1640 (Gibco,
Invitrogen Corporation) suplementado com 10% de $etal bovino e antibioticos (100
png/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina) inalbba 37°C, em uma atmosfera de 5%
CO.. A viabilidade celular foi analisada utilizande@arante azul de Trypan 0,4% (Merck),
no qual, cora as células mortas diferenciando-ascdllas vivas e contadas em Camara

de Neubauer.
3. Técnicas para a analise molecular
3.1. Isolamento da camada leucoplaquetéaria

Para realizar a técnica, foi adicionado 1,5 mLGar2l. de FicolPaque PLUS (GE
Healthcare), em um tubo falcon. Sobre o Ficoll-RagaLUS, foi acrescentado
vagarosamente, de 2 a 4 mL da amostra (sanguémmjfe centrifugado a 3.000 g em
temperatura ambiente por 20 min. Para as linhageluares as células foram coletadas

quando apresentavam uma densidade de aproximadaf@mélulas/mL de cultura. As
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células foram coletadas por centrifugacéo, lav@daeszes com PBS 1 X livre de RNAse e
ressuspendidas em TRIzol (lvitrogen). Apos a ciigaicdo, quatro camadas distintas de
acordo com sua densidade, foram visualizadas: Sansada leucoplaquetaria-Ficoll-
HemaciasA camada superior foi desprezada e a camada |leagogibria transferida para
um tubo eppendorf de 2 mL, completando o volume @mpao PBS 1X. Centrifugando a
4.000 g por 5 min na temperatura ambiente. O saldeerie foi descartado, obtendo um
sedimento celular cujo volume foi entdo estimadestfe sedimento celular foi adicionado
um volume de solucdo TRIzol (Invitrogen) correspamtd a 10 vezes o volume do
sedimento e o material homogeneizado para conaideido procedimento ou armazenado
a-20°C.

3.2. Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA, a amostra em TRIzol fieiad@ por 5 min na temperatura
ambiente caso ela tenha sido armazena a -20°C. adicionado cloroférmio em um
volume correspondente a 1/5 do volume do TRIzoitodgse vigorosamente o material e,
posteriormente, 0 mesmo foi deixado por 3 min emperatura ambiente. A amostra foi
centrifugada a 12.000 g por 15 min a 4°C. Apésrdrifegacdo, fase aquosa superior (0
RNA) foi retirada cuidadosamente para ndo contamaoen a fase fendlica, onde se
encontra o DNA, e entdo transferida para outro teppendorf. O isopropanol foi
adicionado em um volume correspondente a metadeotione do TRIzol utilizado
inicialmente. A amostra foi homogeneizada e deiamalO0 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, foi centrifugada a 12.000 g pomiif a 4°C e um sedimento branco
correspondendo ao RNA foi visualizado na parteriofelo tubo eppendorf. Etanol a 75%
(-20°C) em volume igual a quantidade de TRIzol foi amheido sem ressuspender o
sedimento e em seguida, centrifugou-se a 8.000r ¢ puin a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o tubo eppendorf invertido para acgagfo do etanol. Ao sedimento (RNA)
ja seco, adicionou-se agua RNAse free e gentilmfentessuspendida fim de dissolver

o pellet.
3.3. Eletroforese de RNA

Preparou-se um gel desnaturante composto por &gard8 em tampdo MOPS
10X e formaldeido a 38% sendo todos os reagentes lde RNAse. As amostras foram

guantificadas em espectrofotdmetro (GeneQuantfd@a Biotech) e a partir dos valores
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obtidos, calculou-se o valor de cada amostra dedaue fosse aplicado 1 pg de RNA no
gel. Adicionou-se 12,5 uL de tampéo de RNA 1X eagara um volume final de 17,5 pL,

em seguida, as amostras foram desnaturadas ina#bangbr 10 min em banho-maria a
65°C e em seguida foi adicionado brometo de etidi001%. A eletroforese foi realizada
com tampédo MOPS 1X, a 80 V. O gel foi visualizado #ansluminador e o resultado

documentado digitalmente com o auxilio do softw@uantity one (Bio-Rad).

3.4. Transcricao reversa

Para evitar qualquer contaminagdo com DNA gendnacBNA total foi tratado
com DNAse onde foram utilizados: 2 pg de RNA, tampiNAse 1X, 1U da enzima
DNAse (RNAse free, Promega) e agua livre de RNAsa pm volume final de 10 pD
tratamento foi realizado a 37°C por 30 min, apée @eriodo, foi adicionado 1 pL de Stop
Solution e submetido a 65°C por cinco min.

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partirsdld0 pL de RNA total tratado
com DNAse de acordo com as instrucdes do fabricdmtieligh-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems) onde forailizados: tamp&o RT 1X, mix dNTP
1 X, Random Primers RT 1X, 50U da enzima trantzsg reversa, 40U do inibidor
RNAse e agua livre de nucleasse para um volunaédim 20 pL.

As condicOes utilizadas para a sintese do cDNAnfora

Passo 1: 25°C 10 min
Passo 2: 37°C 120 min
Passo 3: 85°C 5 min

A qualidade do cDNA sintetizado foi avaliada por plifitacdo do gene
constitutivo gliceraldeido-3- fosfato desidrogen@SAPDH) utilizado um volume final de
30 pL contendo: 1 pL de cDNA,; tampéao Taq DNA paiase 1 X; 2,0 mM de MgGL
10 uM de primer 0,2 mM de dNTP e 1 U de Platinurg D&A Polimerase (Invitrogen).
Foram consideradas validas para analise todas @stras que apresentaram amplificacao
do gene constitutivGAPDH

As condi¢des de amplificagéo da PCR foram:

Passo 1: Desnaturacgdo inicial: 95°C por 30 s
Passo 2: Desnaturagao: 94°C por 30 s
Passo 3. Anelamento: 65°C por 60 s

Passo 4: Extensao: 72°C por 60 s
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Repeticdo dos passos 2 a 4 por 35 vezes.
3.5. Reacdo em cadeia da polimerase ap0s transcog&versa (RT-PCR)

A amplificacdo dos transcritos génicos por RT-P@#, realizada de acordo com o
protocolo de van Dongen et al., (1999). De acordm ® protocolo primeiramente é
realizado uma PCR utilizando os primesngle e, em caso de amplificacdo deste,
realiza-se outra PCR com outro par de primedfsifted para confirmacdo, sempre
seguindo a mesma programacdo para todos os rearg@nicos pesquisados conforme
descrito na Tabela 1. As condigcbes de amplificagée transcritos génicos foram as
mesmas utilizadas para a amplificacdo do geneitanst GAPDHcomo descrito no item
3.4

3.6. RT - PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A PCR quantitativa em tempo real é uma metodolagia permite verificar
mudancas na expressao génica atraves da avaliagfuwadtidade de transcritos ao longo
da reacdo. Com a quantificacdo relativa é possiggficar quantas vezes o gene de
interesse € mais expresso na amostra alvo em oedagéontrole tendo como normalizador
um gene constitutivo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

A PCR quantitativa foi realizada no equipamentopStePlus™ (Applied
Biosystems) em uma reacéo final de 10 puL conteBdot do Fast SYBR Green Master
Mix (Invitrogen), 0,2 uL (0,2 mM) de cada prime2guL de cDNA de uma diluicdo de
1/10.As condicdes da reacao foram as seguintesatigacédo inicial de 95°C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 s e 60°C pos.30ada amostra foi realizada em
triplicata.

Os niveis de expressdo do gene alvo foram detetiwsnapos normalizacdo com o
gene enddgeno constitutivo empregado para avaliariacdo de expressao de cada gene
de interesse. Para essa normalizagao foi utilizasedia do valor do{threshold cycle)
das triplicatas. €€ definido como ciclo no qual a amplificacdo dagyeltrapassa o limite
de amplificacéo estabelecido. E um ponto definidt ppesquisador e obrigatoriamente
deve estar na faixa em que a quantidade de flutmesc gerada pela amplificagcdo das
amostras torna-se significativamente maior que@discéncia de base. O limiar é definido

na fase exponencial da reacdo de amplificacaordosdritos.
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Para a determinacdo da quantidade relativa dossmieemRNA foi baseado no
céalculo 2*2°; (RQ) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), tendo como calibradamostras de

individuos nao leucémicos.

Tabela 1.Relacao dos oligonucleotideos utilizados para ditgdido dos transcritos génicos por RT-PCR,
de acordo com o protocolo de van Dongen et al.9199

Alteracdo | Rearranjo génico Tipo de Single pb Shifted pb
transcrito
1(9;22) BCR/ABLp190 el-a2 A2+B 521 C2+E 445
t(4;11) MLL/AF4 el-a3 A2+B 347 C2+E 271
variavel A+B variavel | D+E variave
t(1;19) E2A/PBX1 padrao A+B 373 C+E 401
Splic. Alter. | A+B 400 C+E 428
t(12;21) TEL/AML1 padrao A+B* 298 D+E* 545
Splic.alter. A+B* 259 D+E* 506
1(8;21) AMLL/ETO padréo A+B 395 D+E 338
t(15;17) PML/RARx ber 1 Al+B 381 Cl+E 470
bcr 2 Al +B 345 Cl+E 434
ber 1 A2 +B 1329 C2+E 944
bcr 2 A2 +B 819 C2+E 908
bcr 3 A2 +B 376 C2+E 545
inv(16) CBFB/MYH11 variavel A+B2 variavel| D2+E variave
variavel A+B1 variavel| D1+E variave
t(9;22) BCR/ABL p210 b3-a2 Al1+B 417 Cl1+E 424
b2-a2 Al+B 342 Cl1+E 349
b3-a3 Al1+B 243 Cl1+E 250
b2-a3 Al1+B 168 Cl1+E 175

Tabela 2.Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados pamglificacdo do gen6APDHe SIDT1

Primers | Caracteristicas Sequenciab’ - 3’ Ta| Tm
PR 194* | GAPDH 5’ CCCATCACCATCTTCCAGG 19| 60
PR 195* | GAPDH 3’ AGTGAGCTTCCCGTTCAGC 19| 60
PR 398 SIDT1 5’ CCGACCAGGTGACAGCCGTG 20 68
PR 399 SIDT1 3’ CCTCTGGTATAGTCCTTGGAAGA 23| 68
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PR 455
PR 456

GAPDH 5’
GAPDH 3

TGCACCACCAACTGCTTAGC
GGCATGGACTGTGGTCATGAG

20
21

62
64

*Oligonucleotideos utilizados para a amplificac@o BT-PCR semi-quantificativa. Ta: tamanho; Tm: gem
de anelamento.

4. Analise estatistica

Para verificar a existéncia de diferenca na expmeggnica entre as amostras e
linhagens leucémicas em relagdo aos individuoslexdm®@micos, a analise estatistica foi
determinada por andlise de variancia (ANOVA) seguplo teste de comparacdo de
meédias de Tukey utilizando o software GraphPadnPri®s dados estdo apresentados
como média * desvio padrdo da meédia. Os resultattbam considerados

significativamente diferentes quando p <0,05.
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RESULTADOS

1. Analise molecular dos rearranjos cromossdmicos

Um total de 48 amostras com diagndstico clinicoiahide leucemia (Tabela 3),
foram cedidas pelo HB-DF para a analise molecllastas, 12 casos que tinham como
hipotese diagnostica de LLA, dois casos foram posii sendo um caso do sexo
masculino (31 anos) que apresentou o rearrBAR-ABL1, p190Kigura 2) referente a
translocacao t(9;22) e outro do sexo feminino (A6sa positivo para o rearranfe?A-
PBX1 (Figura 3)referente a translocacao t(1;19). Dos casos qunforegativos para os
transcritos analisados, trés tinham diagnésticblde T e sete de leucemia aguda.

Na LMA dois casos foram positivos, ambos do sexsami&o, para o rearranjo
PML-RAR: referente a translocacdo t(15;17), ambos do sul@d, num total de 14
amostras analisadas (Figura 4). Das 12 amostgegives para os transcritos analisados,
trés eram LMA-M3 em recaida, seis LMA e trés erautémias agudas.

Na LMC entre os 14 casos analisados, nove casodo sete do sexo masculino e
dois femininos com uma idade média de 38 anostifb®u-se a presenca do transcrito do
rearranjoBCR-ABL1 p210 referente a translocacao t(9;22), sendopsess 0 subtipd3-
a2 e trésb2-a2 (Figura 5).Das cinco amostras negativas para o rearrBGg&-ABL1
guatro tinham como diagndstico pelo HB-DF de LMGnga de Policitemia vera. Das oito
amostras que tinham apenas hipbétese de leucemémn faregativas para todas as
translocacdes pesquisadas. Destes tinham comaoddiegnpelo HB-DF: uma LLC, cinco

leucemias agudas e duas LMA (Figura 6).

Tabela 3.Resultado das amostras clinicas analisadas paeaganjos cromossdmicos.

Hipotese Alterados Transcrito génico
LLA 12 BCR-ABL] p190 (1)
E2A-PBX1(1)
LMA 14 PML-RAR (2)
LMC 14 BCR-ABL1 p210 (9)
Leucemia 8 -
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Controle positivo

M single shifted T GAPDH single shifted  GAPDH

1018pb

517pb
396pb

Figura 2. Gel de agarose 1% evidenciando RT-PCR positiva paplificacdo do rearranjo géni8eR-
ABL1Y, p190. M: marcador 1 kb Ladder.

Controle positivo

M single shifted CT~ GAPDH Single shifted GAPDH

1018pb ——

517pb
396pb

Figura 3. Gel de agarose 1% evidenciando RT-PCR positiva panplificagdo do rearranjo géni&2A-
PBX1 M: marcador 1 kb Ladder.
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M  single shifted GAPDH CT-

500pb ——
400pb ——

Figura 4. Gel de agarose 1% evidenciando RT-PCR positiva peplificacdo do transcrito géni€dviL-
RARy, bcr3 M: marcador 100 pb.

b3-a2 b2-a2

M single shifted GAPDH cT~ single shifted GAPDH

Figura 5. Gel de agarose 1% evidenciando RT-PCR positiva penplificacdo do rearranjo géniBeCR-
ABL1, p210b3-a2eb2-a2 M: marcador 100 pb.
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BM 09 BM 10
t(8;21) t(15;17) t(15;17) Inv16 GAPDH CT~ (9;22) t(4;11) t(1;19) t(12;21) t(8;21) t(15;17) t(15;17) Inv16é GAPDH
single single single single p190 single single single single single single single
A+B Al1+B A2+B A+B2 A+B  A+B A+B A+B Al+B A2+B A+B2 A2+B

M

Figura 6. Gel de agarose 1% evidenciando RT-PCR negatara pranslocacBes agudas da linhagem
linfoide e mieloide. M: marcador 100 pb.

2. Andlise quantitativa do genesIDT1

O presente estudo concentrou-se na identificacépedd da expressdo do gene
SIDT1 Foram analisadas 80 amostras (65 de medula dsdéade sangue periférico) a
partir de trés grupos de pacientes leucémicos agndstico (LLA, LMA e LMC), sete
linhagens de células leucémicas (697, RS4, 11, Maldurkat, REH, HL-60 e K562) e
amostras de individuos nao leucémicos, as quaagnfartilizadas como controle (Tabela
4).

As amostras com diagnéstico de LLA apresentavasralites alteracdes genéticas
como, translocacdes cromossdmicas que tém comoe@o@iscia as fusdes génicas;
t(12;21)TEL-AML1(12), t(1;19)E2A-PBX1(6) e t(9;22)BCR-ABL1p190 (4); delecédo (1)
e aneuploidia (2), entretanto, na maioria das a@®shdao foi detectada alteragcao
cromossOmica (32) (Tabela 4). Nas amostras corndsiigo de LMA foram encontradas
apenas translocacbes cromossdémicas que resultou segsgintes fusbes génicas
t(8;21)/AML1-ETO(2), (15;17)PML-RARy. (6), inv(16)CBFS-MYH11 (1) (sete amostras
utilizadas no estudo refere-se ao banco de amastrasboratério de Biologia do gene).
Todas as amostras com diagnostico de LMC apresentawearranjo génico t(9;2BCR-
ABL, p210 (cinco amostras utilizadas no estudo refeerae banco de amostras do
Laboratoério de Biologia do gene).

Os resultados da andlise da quantificacao relatavaexpressdo do transcrito de
SIDT1demonstram que o gene foi regulado negativameadeseate linhagens de células
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leucémicas humanas analisadas, principalmentegsaliahagens de células 697, REH e

HL-60 quando comparado com as amostras nao leuagrgitegura 7). A linhagem celular

K562 ndo apresentou qualquer expressao do §HDEL uma vez que o mRNA néo foi

detectado por RT-gPCR. Os niveis da expressao diAnée SIDT1 também foram

observados regulados negativamente em amostrasaslipositivas para LLA, LMA e

LMC em relagdo aos individuos ndo leucémicos (Rig)r

Tabela 4. Populagdo de referéncia do estudo de individuoséhaicos e ndo leucémicos da andlise da

expressédo do ger®iDTL

Populacéo Idade ao diagndstico Numero de amostrag Itéracdes genéticas
encontradas
nao leucémico 20a 45 27 -
LLA 2al5 57 t(12;21)
t(1;19)
t(9;22)p190
del(2)
hiperdiploidia
LMA 2a69 9 t(8;21)
t(15;17)
inv(16)
LMC 19a81 14 t(9;22) p210

N&o leucémico: controle, LLA: Leucemia Linfoide Adpy LMA: Leucemia Mieloide Aguda, LMC:

Leucemia Mieloide Cronica
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Quantificacao relativa

Figura 7. Quantificacdo relativa do nivel de mRNA do gen®T™ em individuos ndo leucémicos e
linhagens de células leucémicas. Os dados est@saqados como média + desvio padrdo da média. As
médias de todas as linhagens foram consideradasisesamente significativas em comparagcdo aos
individuos ndo leucémicop<£0,05). LLA: Leucemia Linfoide Aguda, LMA: Leucemidieloide Aguda,
LMC: Leucemia Mieloide Crdnica, 697: LLA precurste células BRS 4;11: LLA precursor de células B,
Nalm-6:LLA precursor de células B, Jurkat: LLA puesor de células T, REH: LLA precursor de células B
HL-60: LMA, K562: LMC em crise blastica.
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Figura 8. Quantificacdo relativa do nivel de mRNA do gen®T em individuos nao leucémicos e
leucémicos para o grupo LLA, LMA e LMC. Os dadotiesapresentados como média + desvio padrdo da
média. As médias foram consideradas estatisticersgnificativas em comparacéo aos individuos néo

leucémicos§<0,05).
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DISCUSSAO

O conhecimento da andlise molecular que permite wvapéda avaliacdo da
expressao génica tem se tornado essencial nagi@bias leucemias, pois contribui para a
orientacdo do melhor esquema terapéutico permitintb@ melhora na sobrevida dos
pacientes.

Considerando a grande relevancia da realizacdaxames diagndstico molecular
em pacientes leucémicos, verificou-se a necessidad® realizar a implantacdo de uma
Unidade de Diagnéstico Molecular para deteccaaedganjos cromossomicos recorrentes
em leucemia no Distrito Federal. Esta acdo bemefich todos os pacientes portadores de
leucemias admitidos no Nucleo de Oncologia e Helogigo do Hospital de Base do
Distrito Federal (Brasilia-DF) ao possibilitar qesse exame seja realizado de forma
rotineira e acessivel.

A andlise molecular para a deteccdo do transciituicg foi realizada em 48
amostras clinicas e obteve-se resultado positival@nrespectivamente neste grupo de
estudo. Na analise das amostras com suspeita de dd Aalores obtidos para a fusdo
BCR-ABL1 p190 (8,3%) foi inferiora frequéncia relatada na literatura (20 a 30%)
(WETZLER et al., 2004). No entanto, para a fuE&2#A-PBX1(8,3%) foi superior (3%)
(HUNGER et al., 1997; VEY et al., 2006). Estes leslos podem ser consequéncia do
pequeno nimero de amostras analisadas.

Nas amostras com suspeita de LMA, apenas o tram&ML-RARx do subtipo
bcr3 (16,6%) foi detectado. O subtipo de maior expredeadiferente do relatado por
alguns autores (Chauffaille et al., 2001; DoueQ3Melo et al., 2006) que relatam que
pacientes oriundos da América Latina apresentamali@ancidéncia de transcritos bcrl/2
e que a variabilidade genética, correlacionadastuiloliicio geografica, pode influenciar
na frequéncia de um determinado sitio de quebgedePML.

Os valores encontrados na analise da expressaarthkritoBCR-ABL1(64,2%)
foram diferentes em relacdo ao relatado na litewa&m que 95% dos casos de LMC
apresentam o transcri®@CR-ABL1 p210 (van Dongen et al., 1999). Essa diferenghe po
ser devido ao numero pequeno de amostras analigauastanto, ao observar a diferenca
de expresséo entre os dois transcritu3-g2 42,8% eb2-a2 21,4%), o predominio do
transcritob3-a2 foi semelhante ao estudo de Verschraegen et1805) que encontrou
uma frequéncia do transcrito3-a2 e b2-a2 de 67,9% e 30,2% . Em outro estudo a
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frequéncia foi dé3-a2(67,21%) é2-a2(28,42%) (ANAND et al., 2012). De acordo com
Melo (1996) a maioria dos pacientes com LMC aptasama frequéncia de 55% para o
transcritob3-a2e 40% para o transcriti?-a2 Em 5% dos casos, ambos transcriit®sa2
eb2-a2podem ser encontrados como um resultado de gphdiernativo.

A analise dos transcritos génicos por RT-PCR é dmdg importancia ao
complementar os dados clinicos da citogenéticauvmafenotipagem para auxiliar em um
diagnostico mais  preciso. E uma técnica sensivela nqual a
deteccdo molecular de transcritos génicos € a rpade 1 célula leucémica em
10* células normais (van DONGEN et al., 1999).

A técnica molecular RT-PCR tem sido cada vez mélizada na deteccdo de
alteracbes cromossOmicas recorrentes para auxil@r avaliacdo dos pacientes,
especialmente em termos de diagnostico, prognostestratificacdo de risco,
monitoramento da eficicia do tratamento e deteded&enca residual minima.

A caracterizagdo dos pacientes adultos com leucemedide aguda de acordo
com a alteracdo cromossdmica proporciona uma bgsartante para a selecdo da terapia
a ser utilizada. Na leucemia promielocitica agyda,exemplo, os resultados da remissao
em pacientes com a translocacéo t(15AMJ/-RAR:, melhoraram substancialmente
(90%) com a utilizacdo do &cido trans-retindico @mbinacdo com a quimioterapia,
mas o farmaco €, sem beneficio para os pacientesest translocagdo (TALLMAN;
ALTMAN, 2009). Além disso, a analise das célulasideais do transcrit®ML-RARx
prediz fortemente uma recaida e, portanto, € u@npetro importante para as decisdes no
tratamento (SCHNITTGER et al., 2003).

Os transcritosCBFB-MYH11 e AML1-ETO embora estejam associados a um
prognostico favoravel sua identificacdo € de grang®ortancia para distinguir entre os
subtipos de LMAs que necessitam de estratégiagéetiaas intensivas (GRIMWADE et
al., 2001).

Nos pacientes com suspeita de LLA, a andlise mialectilizada para diferenciar
entre os diferentes tipos de transcritos génicendamental para a estratificacdo dos
grupos de risco, especialmente para os transcéiicgs associados a um prognostico
desfavoravel, como por exemplo, os transci#GR-ABL1, MLL-AF4& E2A-PBX1.

O cromossomo Philadelphia, resultante da transfmcat(9;22)BCR-ABL1,
compreende de 20 a 30% dos casos adultos com LLETENER et al.,, 2004). A

remissao completa pode ser alcancada em 80 a 9@fétamto, quando o diagnostico é
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realizado no inicio da doenga a remissdo complateadcada em aproximadamente 95%
(ROWE, 2009; LEE et al., 2011).

A translocacdo t(4;1IMLL-AF4 é responsavel por aproximadamente 7% em
adultos. Sua taxa de remissdo completa € de 75%WATAINOKUCHI, 2010). Sua
identificacdo ajuda a estabelecer a melhor abomdagerapéutica, incluindo a
possibilidade de intensificagdo do tratamerdode predizer a evolugdo clinica
(MARCHESI et al., 2011b).

A translocacao t(1;1HB2A-PBXlesta presente em 5 a 6% dos casos em criangas e
aproximadamente 3% dos adultos e tem sido assoaiasta prognostico desfavoravel.
Estudos pediéatricos recentes tém mostrado qudizagéio do regime de quimioterapia
intensiva é capaz de superar o0 mau resultado detedoeom esta translocacdo. No
entanto, para 0os pacientes com esta anormalidadesgise de uma estratégia adequada
de tratamento (VEY et al., 2006; GARG et al., 2009)

A translocacao t(12;21) resultante do rearranjoicgéd EL-AML1 tem sido
demonstrada ser a mais frequente em criancas c@r(MICLEAN et al., 1996) e ocorre
raramente em adultos (1 a 3%) (MOORMAN et al., 30@&nbora seja dificil de ser
identificada por técnicas citogenéticas, o uscédaitas moleculares permitiu diferencia-
la das outras LLASs e identificar a frequéncia déstaslocacao.

A identificacdo da fusdo génid@CR-ABL1ltambém é importante ao diferenciar
entre as neoplasias mieloproliferativas, que imolua leucemia mieloide crénica,
policitemia vera, mielofibrose idiopatica cronicatrembocitemia essencial (SPIVAK;
SILVER, 2008). O transcritBCR-ABL1¢é detectado em 90-95% dos pacientes com LMC
(cromossomo Ph positivo) (KURZROCK et al., 2001).

O diagnostico molecular estabelecido no LaboratdeoBiologia do Gene, foi
realizado em amostras de pacientes com leucemidisgostico, registrados no HB-DF-.
Diante dos resultados obtidos permitiram a tragsféa da metodologia de Diagndstico
molecular de Leucemias para o HB-DF, e possibilitaeorporar o exame molecular
como exame de rotina aos pacientes com suspediaiceEmia.

Na analise da expressdo génica, alguns autores SPARMUELLER 2007,
MAJETI et al.,, 2009) tém demonstrado que a transégdo de células normais em
células leucémicas, caracterizada por alteracaastigas, promove a regulacdo negativa
e positiva de multiplos genes e a desregulacdcadesvmecanismos celulares. Alguns

genes séo regulados por apenas uma proteina ag fwspasso que outros sao regulados
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por duas ou mais (ALCALAY et al., 2003). Nossosides sugerem que, o geGEDT1é
regulado por diferentes alteracdes genéticas, tanteg algumas sdo mais agressivas
como demonstrado nos dados da LMA e das linhaggnsREEH, HL-60 e K562.

Diante dos resultados obtidos na analise das lertsagelulares, cada uma com sua
alteracdo genética especifica, sugere-se que a@emtie no numero de transcritos
observado neste estudo, tanto nas linhagens adujaanto nas amostras clinicas, possa
ser associada as diferentes translocacdes cromigssoesuas mutacdes adicionais. Fine
et al. (2004) sugerem que os distintos mecanisnaokucemogenese que podem ser
associados as diferentes translocacdes cromossOmarda refletida em diferentes
padrées de expressao de genes que sdo compasilelds amostras clinicas e linhagens
de células com a mesma translocacédo em LLA.

Nesse estudo, observamos uma variacdo na quantidit’a do mRNA do
SIDT1 entre os subtipos de LLA, LMA e LMC. Dos trés spbs, a LMA foi a que
apresentou niveis de expressdo do giBd 1 mais baixos em relacdo aos individuos nao
leucémicos. Alcalay et al.,, (2001) relata que naioma dos casos de LMA, as
translocacdes cromossdmicas envolvem fatores descigdo necessarios para a
diferenciagdo mieloide normal. Esses fatores destracdo anormais, ativados em
subtipos especificos de LMA, interferem com o psscede diferenciacdo mieloide que
sdo essenciais em varias fases da hematopoiesentsnto, estes ndo sédo por si sb
suficientes para provocar leucemia aguda, mas mei@€ sugerem que mutacdes
secundarias sdo necessarias (GILLILAND, 2002). Bdtisracdes genéticas adicionais
incluem mutacdes nos genes que codificam protejmasontrolam a proliferacao celular
e conferem vantagem de sobrevivéncia as célulagmaal(PASCHKA et al., 2012).

Distintos perfis de expresséo génica foram encdasram um estudo de andlise da
expressdo em amostras clinicas com as alteracdesagBCR-ABL, E2A-PBX1, TEL-
AML1 e rearranjos no gerMdLL (YEOH et al. 2002). Em outro estudo, com linhagens
celulares de LMAs envolvendo rearranjos com o gé&m# (core-binding factor),
essencial para a hematopoiese nornudservou que 39 genes foram regulados
negativamente (ANDERSSON et al., 2005; HART; FOROND?2).

A diferenca obtida entre a linhagem celular K56@seindividuos com LMC, em
gue ambos expressam o0 transcrito géri€oR-ABL]1 sugere-se que seja devido a
linhagem celular K562 ser derivada de pacientes Icei@ em crise blastica, entretanto

nas amostras clinicas com LMC analisadas todovastana fase crénica da doenca.
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Nowicki et al. (2003) relatam que a progressdo tClLem fase crbnica para crise
blastica esta associada a grandes alterac6es dtipter gendtipo das células leucémicas,
o que é refletido pelas diferencas de perfil deesgiio génica.

A LMC em crise blastica & fundamentalmente diferetd fase crénica em muitos
aspectos. As principais alteracdes funcionais qe@rem na progressao da LMC sao
marcadas por alteracbes na proliferacéo, diferedcjaapoptose e adesédo celular. Estas
alteracOes funcionais sdo acompanhadas por tragéles recorrentes. Entre elas estédo a
t(3;21)AML-1/EVI-1 e t(7;1INUP98/HOXA9 cuja expressdo bloqueia a diferenciacao
celular na presenca do transcrAML-1/EVI-1 e aumento da proliferagdo no caso do
transcritoNUP98/HOXA(RADICH, 2007). O bloqueio da diferenciacao caliéambém
€ provocado pela regulacéo negativa do fator tram@cal C/EBRx (PERROTTI et al.,
2002). A inativacdo do gene supressor de tumof @& protein phosphatase 2A
(PP2A) também tém sido associados com a progretsddVIC para a crise blastica
(SHET et al., 2002; NEVIANI et al., 2005).

Na analise da expressao génica em amostras comreMiZada por Nowicki et al.
(2003) foi observado que a expressdao de 263 gemeslveElos em varias funcdes
celulares foi alterada (148 regulados positivamerité5 regulado negativamente). Genes
que codificam fatores de transcricdo, conhecidopremover e manter a proliferacao de
células progenitoras hematopoiéticas precoces (RAKAL1, SCL7) foram regulados
positivamente, inversamente, reguladores de trigdscrque tem como funcao regular a
diferenciacéo (CEBPB, ICSBP1), e também genes askisccom a maturacao de células
hematopoiéticas (MNDA, CLC), foram regulados negatiente.

Recentemente, Elhassan et al. (2012), em estudocéhrias de adenocarcinoma
forneceram novas evidéncias que SIDT1 dependentecatdato celular facilita a
transferéncia de siRNA entre as células humanageres que SIDT1 pode ter um papel
"permissivo” em alguns dos efeitos fenotipicos daesexpressdo de miR-21, que
promove resisténcia terapéutica em varios canaaahas.

A expressédo alterada de microRNAs (miRNASs)/[, uaanclasse de RNAs nao
codificantes que regulam a expressao de RNA memeagjele proteinas de genes alvo,
foi recentemente demonstrada ter um papel essemgciglrocesso da leucemogenese
(MARCUCCI et al., 2009). Rokah et al. (2012) id&otiu trés miRNAs (miR-31, miR-
155 and miR-564) regulados negativamente em lintsage células e em pacientes com

LMC, em comparacao com individuos nao leucémicien et al. (2008) identificou que



35

o0 miR-23b foi regulado negativamente, enquanto apieiR-221/222 e miR-34a foram
superexpressos em LMAs. Com base nas evidéncigthdssan et al. (2012) sugerimos
que a regulacdo dos miRNAs poderia ser ocasiornsldeapdo dSIDT1.

Nesse estudo, 0s nossos resultados demonstram gquesenca de alteracdes
celulares que levam ao diagnostico de leucemiaogem alteragcbes no nivel de
expressdo de mRNA de um gene que é essencial ndevaivacdo da via de RNA
interferente. Os mecanismos que levam esta digéoukinda sdo desconhecidos, ja que
h& poucos estudos sobre o g&IBTL1 No entanto, estudos futuros sdo necessarios pra

elucidar a importancia da baixa expressao do §#D&1na patogénese da leucemia.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No estudo sobre a analise molecular dos rearrang@aossémicos, esse trabalho
permitiu a instalacdo de uma unidade de diagnosimecular de leucemia no Hospital de
Base do Distrito Federal para auxiliar na este@ao de risco dos pacientes e na escolha
de um método terapéutico adequado.

Sugerimos que as alteracdes genéticas que ocoa®itefulas leucémicas regulam
negativamente a expressdo do ge&i®T1 que desempenha importante funcdo no
mecanismo de RNAi. Como perspectiva, vemos a nieleeles de concluir com os
experimentos de clonagem e expressédo do §#D&1 na linhagem K562 e subsequente
silenciamento do genBCR-ABL1que foram iniciados com o interesse de compreender
melhor a funcdo do ger®IDT1 e verificar se sua expressado permite a célula ses m
susceptivel ao RNAI. Além disso, novos experimeptoa determinar possiveis fatores de
transcricdo envolvidos no controle da expressaget@SIDT1devem ser realizados para

a elucidacao desta desregulacdo envolvendo diésratteracfes genéticas.
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ANEXOS

I. Solucdes preparadas

Antibitticos

Ampicilina (1000 X): 100 mg/mL em 4D Mili Q
Streptomicina (1000 X): 100 mg/mL em® Mili Q

A solucéo foi esterilizada por filtracdo atravéditteo Milipore 0,22 um e armazenada a -
20°C.

Tampé&o PBS 5X

NacCl 685,0 mM
NapHP O, 35,0 mM
KCI 13,5mM
KH2POy 7,5 mM

Tampéo TBE 10 X

Tris Base 0,89 M
Acido Borico 0,89 M
EDTA 0,02 M

Tampao de amostra 10 X

TBE 10 X
Glicerol 50%
Azul de Bromofenol 0,01%,
Xileno Cianol 0,01%

Tampao MOPS 10 X

MOPS 0,2M
EDTA 0,01 M
Acetato de sodio 0,05 M



Ajustar o pH para 7,0 com NaOH (livre de RNAsejraazenar a 4°C.

Tampéao de amostra para gel desnaturante

Formamida
MOPS 1X
Formaldeido
KH,PO,

H,O nuclease free
Glicerol

Azul de bromofenol

Gel desnaturante de agarose

Agrose
MOPS 10 X
Agua Mili Q

Formaldeido

Brometo de etidio

750 mL
150 mL
240 mL
7,5 mM
100 mL
100 mL
80 mL

0,3 ¢gr
3 mi
22 ml
5ml

Solugéo estoque: 10mg/mL em@®Mili Q

Meio de cultura RPMI

Meio RPMI (1640)
Soro fetal bovino
Penicilina
Estreptomicina

Agua estéril

80%
15%
5mg
10mg
1L
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Il. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa FEPECSAB-DF

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL frace
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE r
Fundag&o de Ensino e Pequisa em Ciéncias da Saude

pecs -/

o do Ensine o Posquisa BRASILIA
Saude

ncias da Saude

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N° 0194/2011

PROTOCOLO Ne-BC-FROET2: 097/2011 - DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
REARRANJOS CROMOSSOMICOS E ANALISE DA EXPRESSAO DA
PROTEINA TRANSMEMBRANA HUMANO HOMOLOGA A SID-1 EM
PACIENTES COM EVENTO LEUCEMICO DO HOSPITAL DE BASE DO
DISTRITO FEDERAL.

Instituicido Pesquisada: Secretaria de Salde do Distrito Federal/SES-DF.

Area Tematica Especial: Grupo Il (ndo pertencente a area teméatica especial),
Ciéncias da Saude.

Validade do Parecer: 08/06/2013

Tendo como base a Resolugdo 196/96 CNS/MS, que dispde sobre as
diretrizes e normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres humanos,
assim como as suas resoiugdes complementares, o Comitd de Etica em Pesquisa
da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal, ap6s apreciacao ética,
manifesta-se pela APROVAGAO DO PROJETO.

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades que
lhe sao atribuidas na Resolugéo 196/96 CNS/MS, inciso IX.1 e IX.2, em relagao ao
desenvolvimento do projeto. Ressaltamos a necessidade de encaminhar o
relatorio parcial e final, além de notificagées de eventos adversos quando
pertinentes.

Brasilia, 08 de junho de 2011.

a Carvalho Garbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/SES-DF

Coordenadora
AL/CEP/SES-DF

Fundag&o de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saide - SES
Comité de Etica em Pesquisa
Fone/Fax: 3325-4955 - —e-mail: cepsesdi@saude.df.gov.br
SMHN - Q. 501 - Bloco "A" - Brasilia— DF - CEP.:70.710-907
BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE
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ll. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa FEPECS$lospital da Crianca de

Brasilia José Alencar

QRgrad ™™

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - FEPECS/SES-DF

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da pesquisa:Analise da expressdo da proteina transmembrananauineenologa a
SID-1em pacientes com evento leucémico
Pesquisador:Stenia Goncalves Magalhaes
Area Tematica: Area 1-Genética Humana
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética hun@maantemplada acima)
CAAE: 09930813.5.0000.5553
Instituicio proponente FUNDACAO DE ENSINO PESQUISA
Financiamento Proprio
Dados do Parecer

NUmero do Parecer: 251.325
Data da Relatoria: 22/04/2013

Apresentacéo do Projeto:

As leucemias sdo resultantes da expansao clonalmde Unica célula tronco
pluripotente que adquiriu uma série progressivaatteracdes genéticas, conferindo
vantagem proliferativa em relacdo as demais célelasnpedindo seu processo de

diferenciagdo normal. A descoberta da funcdo dev@enes tem auxiliado na introducao
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de novos métodos de intervencdo do material genétisando técnicas de biologia
molecular. Dados atuais sugerem que um gene deadmi8ID-1 identificado no
nematodedCaenorhabditis elegan&inciona como um canal capaz de transportar dsRNA
para dentro das células. Em estudos realizadogamilo células de mamiferos foi
observado o gen&LJ20174 uma proteina transmembrana homdloga a SID-1 de C.
elegans, sugerem que este gene e as proteinasmaties devem ser Gteis para aumentar a
suscetibilidade das células a interferéncia por RiNédiada por siRNA, o que pode

representar uma nova estratégia terapéutica apliedvyma gama de doencas humanas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméario: Avaliar o perfil da expressao gene para a proteina transmembrana
humano homologa a SID-1 em pacientes positivos lgaiegemia no periodo de 2013 a
2015, comparando com amostras controles, por PCirapo real.

Objetivo Secundario: a- Avaliar o perfil da expéssdo gene para a proteina
transmembrana humano homologa a SID-1 em pacieatedeucemia; b- Avaliar o perfil
da expressdao do gene para a proteina transmembuamano homéloga a SID-1 em

amostras controle.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:
Os provaveis danos sdo menores que o0s beneficdoe gatudopode gerar, € se encontra
com adequada fundamentacéo tedrica.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A amostra obtida do Hospital da Crianca de Bradose Alencar-HCB sera processada até
a fase de cDNA, pela equipe do Laboratério de Geméiolecular Oncoldgica. Tamanho
da amostra: 100. A frequéncia genética sera obtidaum estudo caso controle, onde os
dois grupos (caso e controle) serdo pareados por esedade. Apds a verificacdo dos

dados, serdo escolhidos os testes estatisticosaprajsriados.

Consideracdes sobre os Temas de apresentacao obidgia:

Os Termos de apresentacao obrigatéria estdo pessent



Recomendacdes:

Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem pendéncias ou inadequacdes

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita de apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Pendéncia resolvida

Brasilia, 22 de Abril de 2013.

Assinado por:
Maria Rita Carvalho Garbi Novaes

(Coordenador)
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Bairro: Asa Norte Cep.: 70.710-904

Brasilia-DF

Telefone: (61) 3325-4955  E-mail: cepsesdf@salidyov.br




