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Abreviaturas

bp —
CDK -
DNA -
dNTPs —
DRM —
EDTA —
FAB -
IFN-o -
KHCO; -
LAB —
LAL -
LAM —
MeCP —
MSP -
NaOH —
NH4Cl -
PBS -
PCR -
RNA —
RT-PCR -
SMD —
SNC —
tdt —
TGF-B —
TSG -

Pares de base

Cyclin-dependent kinases

Acido desoxirribonucleico
deoxinucledsidos trifosfato

Doenga residual minima

Acido etilenodiaminotetraacético
Franco-Americo-Britanico

interferdo alfa

Hidrogenocarbonato de potéssio
Leucemia aguda bifenotipica
Leucemia aguda linfoblastica
Leucemia aguda mieloblastica
Methylcytosine binding protein
Methylation-specific polymerase chain reaction
Hidréxido de sodio

Cloreto de amoénia

Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction

Acido ribonucleico
Reverse-transcriptase polymerase chain reaction
Sindrome mielodisplésica

Sistema nervoso central

Terminal deoxynucleotidyl transferase
Transforming growth factor beta

Gene supressor tumoral

Observaciio: As abreviaturas encontram-se dispostas por ordem alfabética.
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Introducéo

As leucemias sio um grupo de neoplasias das células hematopoiéticas, que se
distinguem pelo tipo celular em que tém origem (principalmente linfoide e mieloide) e

pelo comportamento clinico-patolégico (agudas e cronicas) (Olsen, 1999).

As leucemias agudas dividem-se em leucemias agudas linfoblasticas (LAL) e
mieloblasticas (LAM) e caracterizam-se por uma rapida progressdo e comportamento
clinico agressivo, necessitando de tratamento adequado imediato (Scheinberg et al,

2001).

1. Epidemiologia

A leucemia aguda é uma patologia hematoldgica maligna que ocorre em todas as idades
(Hughes-Jones ¢ Wickramasinge, 1996), apresenta taxas de incidéncia semelhantes em
todo o mundo (ie., cerca de 4/100 000 individuos por ano; Brunning ef al, 2001) e
corresponde a cerca de 3% de todas as formas de cancro (Scheinberg ef al, 2001). As
taxas de incidéncia por idades diferem bastante entre a LAL, cuja idade média de
diagnéstico € aos 10 anos, e a LAM que apresenta uma idade média de diagnostico aos

65 anos (Scheinberg et al, 2001).

Nos adultos a LAL é mais frequente nos individuos de sexo masculino do que nos
individuos de sexo feminino numa proporg¢éo de 1,2:1. Nas criangas a LAL apresenta
também uma taxa de incidéncia ligeiramente superior em individuos do sexo masculino

e em individuos de raga caucasiana (Brunning et al, 2001).

A LAL ¢ considerada a forma de cancro pediatrico mais comum, com uma incidéncia

de 40 novos casos, por milhdo de criangas, por ano, em varios paises europeus ¢ Estados




Introducéao

Unidos, com a distribuigiio etaria apresentando um pico distinto entre os 3 e 4 anos de
idade (Hughes-Jones e Wickramasinge, 1996; Delgado ¢ Patte, 1999). Pelo contrario, na
LAM a incidéncia ¢ baixa nas criancas (mas, mais frequente nos primeiros anos de vida;
Brunning ef al, 2001), aumentando com a idade até atingir cerca de 10 a 20 casos por
100 000 individuos, por ano, a partir dos 65 anos de idade (Hughes-Jones e

Wickramasinge, 1996).

Diversos factores de risco para o desenvolvimento de uma leucemia aguda tém sido
sugeridos por estudos epidemiologicos. No que respeita a factores ambientais, muitos
estudos sdo ainda inconclusivos, apesar de, segundo alguns autores, haver uma forte
associacio entre a exposi¢do a radiacBes ionizantes e a agentes quimicos (como o
benzeno e drogas alquilantes) e o aumento de risco de desenvolver uma leucemia aguda

(Hughes-Jones e Wickramasinge, 1996; Delgado e Patte, 1999; Scheinberg ef al, 2001).

As infecgdes virais tém sido também, desde ha muito, postuladas como possivel causa
do desenvolvimento de leucemia aguda, embora apenas existam evidéncias indirectas
inferidas pelo facto de virus como o Epstein-Barr e o virus HTLV-1 (human T-cell
Iymphotropic virus type 1) estarem envolvidos na oncogénese do linfoma de Burkitt
(especialmente do tipo endémico) e da leucemia/linfoma de células T do adulto,

respectivamente (Hughes-Jones e Wickramasinge, 1996; Delgado e Patte, 1999).

Embora as leucemias sejam patologias adquiridas, em alguns casos existe uma
predisposigio genética para o seu aparecimento. Com efeito, verifica-se um aumento do
risco de desenvolver uma leucemia aguda (preferencialmente LAM, mas também LAL)
em individuos portadores de algumas sindromes genéticas, tais como a sindrome de

Down, a sindrome de Bloom, a sindrome de Klinefelter, a anemia de Fanconi, a ataxia
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Introducéo

telangiectasia e a neurofibromatose (Hoelzer, 1999; Lange, 1999; Scheinberg et al,

2001).

Apesar dos estudos epidemiologicos efectuados no intuito de estabelecer uma clara
relaciio entre os possiveis agentes etiologicos e o desenvolvimento de leucemia aguda, a
associagio entre os diferentes factores de risco estudados apenas permite explicar o

aparecimento de uma pequena parte dos casos (Olsen, 1999).

2. Clinica

A leucemia, descrita pela primeira vez por Virchow em 1847 (Virchow et al, 1847),
pode ser definida, de um modo geral, como uma prolifera¢iio neoplasica monoclonal de
células imaturas do sistema hematopoiético, que param a sua diferenciagdo ou
apresentam uma diferencia¢@o aberrante (Scheinberg ef al, 2001). As leucemias agudas
caracterizam-se pela acumulagio de precursores mieldides ou linféides na medula
Ossea, sangue e noutros tecidos e, presumivelmente, surgem devido & ocorréncia de
alteragdes genéticas numa Unica célula de uma populagio de células progenitoras
hematopoiéticas, na medula 6ssea ou no timo (Hoffbrand e Pettit, 2000). Este tipo de
neoplasia pode surgir de novo ou pode reflectir um evento terminal de varios disturbios
hematologicos pré-existentes, como por exemplo, a policitemia rubra vera, a leucemia

mieloide cronica ou uma sindrome mielodisplasica (Hoffbrand e Pettit, 2000).

As leucemias agudas dividem-se em LAM e LAL, dependendo da linhagem celular
afectada ser mieloide ou linfoide, respectivamente (Scheinberg ef al, 2001). O sistema

de classificagdo Franco-Americo-Britanico (FAB), estabelecido em 1976, divide ainda
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as LAM em 8 sub-tipos e as LAL em 3 sub-tipos, com base na morfologia celular

(Hoffbrand e Pettit, 2000; Scheinberg et al, 2001) (tabela 1).

Leucemias agudas:
Classificagfio morfologica

Mieloblisticas (LAM)

M, — minimamente diferenciada

M, — sem maturagdo

M; — com maturacgio

M; — promielocitica hipergranular (M, - variante microgranular)
M, — miclomonocitica

M; — (a) monobléstica, (b) monocitica

M, — eritréide

M ;— megacarioblastica

Tipos raros (i.c., cosinofilica, natural killer)

Linfobldsticas (LAL)

L; — células pequenas, monoméorficas
L, — células grandes, heterogéneas
L; — tipo de células de Burkitt

Tabela 1. Classificagio FAB das leucemias agudas (adaptado de Hoffbrand e Pettit, 2000).

Na fase de apresentagdo da doenga, pelo menos 25 a 30% e, normalmente, mais de 80%
da populagdo celular da medula é constituida por células leucémicas (Delgado e Patte,
1999; Hoffbrand e Pettit, 2000; Weinstein e Tarbell, 2001). Os sinais clinicos mais
comuns nesta fase (palidez, infec¢Ges e hemorragias, causados por anemia, neutropenia
¢ trombocitopenia, respectivamente) relacionam-se principalmente com essa
acumula¢io anormal de blastos na medula 6ssea. Também na fase de apresentacéio se
podem manifestar sinais de infiltragdo por blastos de diversos tecidos e orgdos (Hughes-
Jones e Wickramasinge, 1996). Os orgdos geralmente envolvidos incluem os ganglios
linfaticos, bago, figado, sistema nervoso central (SNC), testiculos (particularmente nas

LAL) e pele (particularmente nas LAM sub-tipo M4 e M5) (Hoffbrand e Pettit, 2000).
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O diagnostico preciso dos diferentes tipos de leucemia aguda ¢ feito recorrendo a um

conjunto de técnicas laboratoriais. Muitos casos de leucemia aguda sdo rapidamente

diagnosticados e classificados recorrendo apenas as caracteristicas morfologicas e

histoquimicas da populagdo blastica da medula ossea. Contudo, testes laboratoriais

adicionais, como a imunofenotipagem, a cariotipagem ¢ os estudos moleculares

(genotipagem), além de poderosos auxiliares de diagnéstico sio também importantes

para a avaliagdo prognostica (tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacio dos sub-tipos FAB de leucemias agudas (adaptado de Scheinberg et al, 2000)

Subtipo (Incidéncia) | Morfologia Celular Imunofenédtipe | Gendtipo Observacdes
Tipico Associado
LAM-M0, LAM Blastos tipo I>30%; CD13, 33, 34, N/A Mau prognostico
indiferenciada (5% citoquimica negativa HLA-DR
das LAM)
LAM-MI1, LAM com | Blastos tipo I ¢ II>90%: CDI13, 14, 15, QOcasionalmente inv(3) associada com
maturagio minima negro do Suddo ou 33, 34, HLA-DR | inv(3) trombocitose
(15% das LAM) peroxidase positiva; corpos
de Auer presentes
ocasionalmente
LAM-M2, LAM com | Blastos tipo L, e MI>30% | CD 13, 15, 33, t(8;21) em metade | t(8;21) tem progndstico
maturagio (25% das | e <90%; <20% de células 34, HLA-DR dos casos favoravel; observada em
LAM) monociticas; negro do adultos jovens; associada com
Suddo, peroxidase ou envolvimento extramedular e
esterase cloroacetato esplenomegalia
fortemente positivas;
multiplos corpos de Auer
LAM-M3, Leucemia | >30% de blastos e CD 13, 33, 15, t(15;17) Melhor prognéstico de todas as
Promielocitica (APL), | promiel6citos anormais; menos CD34, leucemias agudas
(10% das LAM) multiplos corpos de Auer, | HLA-DR mieloblasticas; capaz de
4s vezes em grupos, negativa diferenciagdo com terapia de
granulago forte; acido retindico; risco elevado
citoquimica fortemente de coagulagdo intravascular
positiva — peroxidases disseminada; observada em
adultos mais jovens
LAM-M3v (variante | Auséncia de corpos de Auer | Como em M3, Como em M3 Como em M3, pode ser
microgranular) nos promieldcitos anormais; | CD2(+) confundida com leucemia
citoquimica mais fraca monocitica
LLAM-M4, leucemia | Como em M2, excepto que | CD13, 14, 15, N/A Evidéncia de diferenciagdo

mielomonocitica as células de linhagem 33, 34, HLA-DR tanto monocitica como
(25% das LAM) monocitica sdo >20% e positiva granulocitica; pode ser
<80%; sangue periférico observado envolvimento
tem >5000 mondcitos/pl; extramedular
coloracdo alfa-nafiol
positiva
LAM-M4eo, Eosinofilos basofilicos Como em M4 inv(16), outras Bom prognéstico; envolvimento
leucemia anormais sdo observados na alteragdes do extramedular frequentemente

mielomonocitica com
eosinofilia

medula, o que & similar a
M4

cromossoma 16

observado

13
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LAM-M3a, leucemia | Blastos grandes com >80% | CD13, 14, 33, Anomalias em Mau progndstico;
monoblastica (5% das | de células de linhagem 34, HLA-DR 11q23 frequentemente observado em
LAM) monocitica; >80% das adultos mais velhos; doenga
células sdo monoblastos; extramedular comum
coloragdo alfa-naftol (envolvimento da pele,
positiva gengivas ¢ sistema nervoso
central)
LAM-M5b, leucemia | Como em M3a, excepto que | Como em M5a, | Como em M5a Como em M5a; 1(8;16)
monocitica com <80% da linhagem CD34(-) associado com eritrofagocitose.
diferenciagdo (5% das | monocitica sdo blastos
LAM)
LAM-MS6, leucemia | >50% de células nucleadas | CD13, 33, 41, Delecgdo dos Mau progndstico;
eritrdide (5% das sdo eritroides; 71, HLA-DR, cromossomas 5 ¢ 7 | frequentemente precedida de
LAM) frequentemente dismorficas; | glicoforina A frequentemente sindrome miclodisplasica;
>30% de células ndo- observada observada em pacientes mais
eritrdides sdo blastos; acido velhos
Schiff periddico positivo
LAM-M7, leucemia | >30% de blastos de origem | CD41, 61 inv(3) ocasional; Mau prognostico; frequente
megacarioblastica megacariocitica; t(3;3), trissomia 21; | fibrose medular torna o
(10% das LAM) micromegacarioblastos t(9:;22); 1(1;22) em | diagnéstico dificil; pode ser
frequentemente presentes; criangas com idade | observado em criangas com
fragmentos <1 ano idade <3 anos, com sindrome de
megacariociticos Down, mas deve ser distinguida
observados no sangue; de sindromes
peroxidase normalmente mieloproliferativas transientes;
negativa; alfa-naftol e acido estd frequentemente associada
Schiff peridédico podem ser com anteriores sindromes
positivas; miclodisplasicas ou crise
blastica de leucemia mielode
cronica
LAL-LT (30% das Cglulas pequenas com Linhagem B: 1(9:22); 1(4:11); Subtipo mais comum em
LLAL de adulto) citoplasma minimo e CD10, 19, 20, t(1;9); criangas
auséncia de granulos; 22, 34, HLA-DR, | hiperdiploidia
nucléolos raros; tdt positivo | Ig citopldsmico;
Linhagem T:
CD2,5,7,10,34
LAL-L2 (65% das Células maiores com Como em LAL- | Como em LAL-L1 | Subtipo mais comum em
LAL de adulto) quantidades moderadas de | L1 adultos
citoplasma e nucléolos
proeminentes; tdt positivo
LAL-L3, leucemia de | Células grandes e redondas | CD10, 19, 20, 1(8;14); 1(2:8): Mau progndstico com
células B ou tipo com citoplasma 21,22, 1Igde 1(8;22) protocolos terapéuticos standard
Burkitt (5% das LAL) | profundamente basofilico e | superficie para LAL
vacuolizado

Tabela 2. (continuag8o).

Diversos factores de prognodstico tém sido identificados para os doentes com leucemia

aguda. Estes factores de progndstico incluem combina¢des de pardmetros clinicos e

laboratoriais, caracteristicas biologicas das células leucémicas e tempo de resposta a

quimioterapia, € permitem muitas vezes determinar os esquemas terapéuticos mais

adequados a cada caso (Weinstein e Tarbell, 2001). Como exemplo, nas LAL, factores
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como a idade inferior a 1 ano ou superior a 10 anos, a elevada contagem de leucdcitos, o
index de DNA inferior a 1,16, a presenga de alteragdes cromossomicas como o
cromossoma de Filadélfia, as translocagdes t(4;11) (em criangas com menos de 1 ano de
idade), t(8;14), t(2:16) e t(11;19), alteragdes de 9p e 12p (excepto dic (9;12)) (Delgado e
Patte, 1999), o envolvimento do SNC na fase de apresentacdo da doenga e a resposta
lenta & quimioterapia de indugdo, sdo considerados factores que conferem um pior
progndstico. No caso das LAM, também a idade e contagem leucocitria elevadas, a
resposta lenta 4 quimioterapia, bem como o facto de ser uma LAM secundéaria ou
precedida por uma sindrome mielodisplasica (SMD), ou ainda a presenga de alteragdes
cromossomicas como a monossomia dos cromossomas 5 € 7 ou delecg¢des de 5q e 7q,
conferem um pior prognostico (Scheinberg ef al, 2001; Weinstein e Tarbell, 2001). Por
outro lado, tanto a presenga de hiperdiploidia (excepto quando associada com alteragdes
estruturais de mau prognostico) como da translocagio (12;21) no caso das LAL, e das
translocagdes (15;17), (8;21), (16;16) ou da inversdo do cromossoma 16 no caso das
LAM, bem como uma rapida resposta a quimioterapia, sdio caracteristicas que se
associam a um progndéstico mais favoravel (Scheinberg et al, 2001; Weinstein e Tarbell,

2001).

A abordagem terapéutica de cleigdo no tratamento das leucemias agudas ¢ a
quimioterapia associada, em determinados casos, ao transplante de medula Ossea
autélogo ou alogénico. O tratamento das LAL e de alguns casos de LAM envolve
também uma terapia direccionada ao SNC e um periodo de terapia de manutencdo
ministrada ap6s a remissdio da doenga. O objectivo principal da terapia nas leucemias
agudas consiste na irradicagdo do clone leucémico e concomitante restabelecimento da

hematopoiese normal (Scheinberg et al, 2001). O esquema terapéutico adoptado em
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cada situagdo depende nio s6 do tipo de leucemia aguda, como também dos factores de
progndstico iniciais e de determinadas caracteristicas do doente (como por exemplo,
condi¢fio fisica capaz de tolerar a morbilidade inerente a terapias mais intensivas). Os
principios gerais do tratamento das leucemias agudas encontram-se esquematizados a

seguir (esquemas 1 e 2 - adaptados de Hoflbrand e Pettit, 2000).

As taxas de sobrevida aos 5 anos para doentes com leucemia aguda tem aumentado ao
longo do tempo, em particular para a LAL de crianga, principalmente devido ao uso de
quimioterapia mais intensiva, & modulagio do tratamento de acordo com o grupo de

risco, as melhorias nas terapias de suporte e a introdugfio de novas drogas (Olsen, 1999).
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Possivel transplante de medula dssea
(alogénico ou autdlogo), ou

Inducio
i.e., daunorrubicina (ou idarrubicina ou
mitozantrona), citosina arabinosideo,
tioguanina (ou etoposideo)

v

Consolidagio (1)
i.e., daunorrubicina, citosina arabinosideo,
tioguanina (ou etoposideo)

'

Consolidagio (2)
i.e., M-AMSA, etoposideo, citosina
arabinosideo

consolidagdo (4) H

T

\ 4

Consolidacio (3)
i.e., mitozantrona, citosina arabinosideo em
dose intermédia ou elevada

Esquema 1. LAM — protocolo tipico de tratamento.

Inducio
i.e., vincristina, asparaginase, prednisolona
(daunorrubicina)

v

Consolidacio
e.g., daunorrubicina, citosina arabinosideo,
vineristina, etoposideo, tioguanina,
ciclofosfamida, metotrexato em altas doses

v

h 4

Possivel transplante de medula dssea

Profilaxia SNC
e.g., irradiagdo cranial (2400 rads),
metotrexato intratecal ou doses elevadas de
metotrexato sistémico

v

Drogas de intensificagfio tardia sdo usadas
como na consolidacao

v

Terapia de manutencao
i.e., mercaptopurina, metotrexato, vincristina,
prednisolona (ou dexametasona)

Esquema 2. LAL — protocolo tipico de tratamento.
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3. Genética

O conceito de cancro como doenga genética foi proposto por Boveri, em 1914, que
estabeleceu o paradigma de que mutagdes em células somaticas sdo a causa da

proliferagdo celular descontrolada a que chamamos neoplasia (Boveri, 1914).

Os avancos na biologia molecular do cancro demonstraram que a génese das neoplasias
se deve a acumulagdo de diversas alteragdes genéticas, incluindo o ganho de fungio de
proto-oncogenes e a inactivagdo dos chamados genes supressores tumorais (75Gs)
(Fearon e al, 1990; Weinberg et al, 1991), tendo particular interesse em muitas
neoplasias a perda de fungdo de 7SGs especificos associados ao controlo do ciclo
celular (Onishi ef al, 1997). Também na génese e progressdo das leucemias estdo
envolvidos genes associados a mecanismos reguladores celulares especificos, cuja
desregulagio tem como consequéncia a alteragdo de fungdes biologicas criticas, em
particular as capacidades de proliferagdo, diferenciagdo e apoptose (Ldowenberg e

Burnott, 1999).

Diversas translocagdes cromossomicas que levam a activagdo anomala ou desregulagdo
da actividade de cinases de tirosinas ou de factores de transcri¢do, sdo comuns em
determinados estadios de diferenciagdo das células hematopoiéticas em leucemias
agudas. Os genes de fusdo oncogénicos resultantes podem actuar sinergisticamente com
a inactivagdo de 7SGs no processo multifactorial da génese leucémica (Wong ef al,

2000).

Na tabela 3 encontram-se descritas as alteragdes citogenéticas mais frequentemente

encontradas nas leucemias agudas.
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LAM

LAL

Relativamente especificas

MI:t(3;v)

M2: 1(8:21)(q22;q22)

M3: t(15;17)(q22;q12)

M4eo: inv(16)(p13g22), t(16;16)(p13;q922) ou
del (16)(q22)

M3a: t(11;v)(g23;v)

MS5b: 1(8:16)(p11;p13)

percursores de células B

t(12;21)(p13;q22)
1(9:22)(q34;q11)
t(4;11)(q21:q23)
t(1;19)(q23;p13)
del(6q)
1(11;14)(g13;932)
t ou del 12pl2

M6 del(20)(g11) 6g-

MT7: t(1;22)(p13;q13) 9p-
+21

Outras hiperdiploidia
hiperhaploidia

M1, bifenotipica: t(9;22)(q34;q11)
M2, M4: 1(6;9)(p23;q34)
1(3;3)(4q21:929), inv(3)(q21426)

LAL-B

M6: +9 1(8;14)(g24;q32)
MO, MI: +11, +13 1(8;22)(q24;q11)
Mdeco: +22 1(2:8)(p12;q24)

M2, M4 com SMD: +4

M1, M4, M5: +8, +21

LAM secundaria, SMD: 5q-/-5, 7q-/-7
LAM secundéria: t ou del 12p11-13

LAL-T

tou del 14q11
t(11;14)(p13:q11)
t(10;14)(q24:q11)
t(1;14)(p32;q11)
inv(14)(q11g32)
6q-

9p-

Tabela 3. Alteragles cromossdmicas mais frequentes nas leucemias agudas (v: varios outros

cromossomas) (adaptado de Hoffbrand e Pettit, 2001).

Leucemia Aguda Linfoblastica

ndo descritos arranjos raros

LYLI
HOX11 TALI
LMOI TAL2
LMO2 MYC BCR-ABL
7935/TCR B 1(9,22)
ou
14q11/TCR o
TEL-AMLI
n v € t(12:21)
1(8:14), (2:8), 1(8:22)
E2A-PBX1
t(119)  E24-HLF e
17:19) t(4;11), 1(1;11), (11;19)

célula pro-B
[ célula pré-B
E célula B
COcélula T

Figura 1. LAL - distribui¢io dos oncogenes originados por translocagdes (adaptado de Look, 1997)
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Leucemia Aguda Mieclobldstica

ndo descritos

AMLI-ETO
1(8;21)

CBFB-MYHI11
inv(16)

MLL-AF9
1(9:11)

mielodisplasica,

mieldide diversa
B promielocitica
O monoblastica

] mielomonocitica (eo)

H mieloblastica
NUP98-HOXA9
(711)
FUS-ERG
t(16;21)
NPM-MLFI NEREAN

1(6:9)

1(3;5)
PML-RARA EVl
(15:17) t(3v)
PLZF-RARA
t(11;17)
NPM-RARA

H517)

Figura 2. LAM - distribuigiio dos oncogenes gerados por translocagdes (adaptado de Look, 1997).

Nas figuras 2 e¢ 3 podem-se observar a distribuicdio e frequéncia de cada um dos

oncogenes de fusdo nos diferentes tipos de leucemia aguda. A pesquisa molecular dos

transcritos de fusdo resultantes é importante na avaliagdo do diagndstico e progndstico,

monitoriza¢do da doenca residual minima, detec¢do precoce da recaida ¢ resposta a

terapia (Wong et al, 2000).
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4. Epigenética

Para além de alteracdes genéticas, existem também alteragdes epigenéticas, i.e., eventos
que influenciam a fungdo génica sem alterar a sequéncia de DNA, que parecem estar
implicadas na ctiologia e patogénese das neoplasias (Ramsahoye et al, 1996; Eng et al,

2000; Esteller et al, 2000).

O fenémeno de metilagdo das citosinas ¢ a principal alteragdo epigenética que ocorre no
genoma humano (Esteller, 2000). Foi descrito pela primeira vez em 1948 por Hotchkiss
e consiste na adi¢cfio covalente e reversivel de um grupo metilo ao carbono 5 do anel de
citosina, nas sequéncias 5’CpG3’ (Ramsahoye et al, 1996; Singal e Ginder, 1999,

Newell-Price et al, 2000) (figura 3).

Figura 3. Transferéncia de um grupo metilo (CH3) para uma das bases que constituem o DNA. A reac¢do
¢ catalizada por uma DNAmetiltransferase (Mtase) e usa a S-adenosil metionina (SAM) como dador do

grupo metilo. Na espécie humana a metilagdo encontra-se limitada as citosinas.

Aproximadamente metade de todos os promotores génicos e tipicamente os dos genes

housekeeping contém uma regido de extensdio varidvel (200 pares de bases a varios
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kilobases) muito rica em dinucleotidos CpG, em contraste com o resto do genoma onde
estes dinucledtidos nfio sio tdo frequentes (Gardiner-Garden e Frommer, 1987,
Antequera ¢ Bird, 1993; Singal e Ginder, 1999; Baylin et al, 2000; Esteller ef al, 2000;

Costello et al, 2001).

Numa célula “normal” as sequéncias palindromicas CpG (ou “ilhas™ CpG) das regides
promotoras ndio se encontram metiladas (com excepgdo dos genes imprinted ¢ da
maioria dos genes do cromossoma X inactivo nas mulheres), permitindo a expresséo de
um conjunto de genes necessarios ao tipo celular em causa, na presenga dos factores de
transcricio adequados (Toyota e Issa, 1999; Esteller e al, 2000) (figura 4a). Os
restantes dinucledtidos CpG espalhados pelo genoma apresentam-se, normalmente,
metilados, sendo este padrdo de metilagdo do DNA conservado através das divisdes

celulares (Turker, 1999; Esteller et af, 2000).

Numa célula tumoral ocorrem diversas alteragdes, nomeadamente a desregulagio de
enzimas responsdveis pela metilagio (DNA metiltransferases), a desmetilagido das
sequéncias CpG ao longo dos genes (hipometilagdo) e a hipermetilagdo de locais que,

geralmente, nfo se encontram metilados (Esteller, 2000) (figura 4b).
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TIlha CpG: regidio promotora e exéo 1 CpGs dispersos pelo gene
M Exdo 1 (P(PQ ’ Exiio 2 , Exido 3 L
Intrdo 1 Intrdo 2
a)
> CpG metilado
Transcrigdo activa (P $
CpG nfo metilado
M Exdo 1 ”, Q Exdio 2 9 Exdo 3 i
Intrfio 1 Intrdo 2
m X
—
Transcrigdo inactiva

Figura 4. Representagdo grafica de um gene com uma ilha CpG. a) Numa celula normal a ilha CpG néo
se encontra metilada permitindo a expressdo génica. b) Numa célula tumoral a ilha CpG encontra-se

metilada impedindo a transcri¢iio do gene (adaptado de Esteller, 2000).

Os desenvolvimentos recentes no estudo da metilagdo em varios tipos de cancro, tém
permitido evidenciar os diferentes mecanismos através dos quais esta alteragdo
epigenética contribui para a carcinogénese (esquema 3) e t€ém demonstrado o importante

impacto clinico do estudo deste fendmeno (Baylin et al, 2000).
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Metilacio do DNA
Hipermetilacio Hipometilacio Sem alteracio
Inactivagdo de Activagio de Activagfio da Mutagdes Reparagio
TSGs proto-oncogenes e | transcri¢do de quimicamente deficiente
aumento da sequéncias induzidas nas nos locais
expressdo de retrovirais metilcitosinas com m°C
outras sequéncias (m’°C)
de DNA
4 v
Aumento dos rearranjos
Metilagio  Metilagdio de 1 alelo de DNA e possivel Mutagdes espontineas m°C — T
de ambos e mutagio ou ancuploidia em TSGs (desaminagdo)
os alelos delecgdo do outro

Esquema 3. Principais mecanismos através dos quais a metilagdo do DNA contribui para a carcinogénese

(adaptado de Ehrlich, 2000).

Foi ja demonstrado que a metilagdo de novo dos locais CpG nas regiGes promotoras
pode contribuir para a inactivagio de 7SGs, resultando na selecgio clonal de células
com vantagem proliferativa (Merlo et al, 1995; Baylin et al, 1998, 1999; Singal et al,
1999; Robertson et al, 2000). A inactivagdo de 7SGs por metilagio aberrante do
promotor foi demonstrada pela primeira vez em 1991, para o gene do retinoblastoma
(RBI), por Sakai e colaboradores (1991). O mecanismo preciso através do qual a
hipermetilagio das regides promotoras inibe a transcri¢do ainda ndo foi completamente
esclarecido (Rush et al, 2001), no entanto tem sido sugerido que a metilagdo das
citosinas impede a ligacdo de factores de transcricio, por interferéncia directa com a
actividade destes (Eng et al, 2000), pela modificagdo da estrutura da cromatina (Cedar,
1988; Jones e Wolffe, 1999; Eng et al, 2000) ou pela ligagdo de repressores de
transcrigdo ao promotor metilado, como as proteinas MeCP (methylcytosine binding

proteins) 1 e 2 (Singal e Ginder, 1999).
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A hipermetilagio da regido promotora de determinados genes parece ser comum em
todo o tipo de neoplasias hematopoiéticas humanas, estando normalmente associada

com a inactiva¢do dos genes envolvidos (Issa et al, 1997; Esteller ef al, 2000).

O silenciamento da expressdo génica resultante deste fenomeno, foi demonstrado para
diversos genes que regulam a proliferagio e a diferenciagio das células

kb localizado no brago curto do

hematopoiéticas, entre os quais o gene plJ
cromossoma 9 (9p21) (Issa et al, 1997; Aggerholm et al, 1999; Baylin et al, 2000).
Recentemente, este gene que codifica um inibidor das cinases dependentes da ciclina
(CDK4 e CDK®), foi proposto como 7SG, devido ao facto de se ter demonstrado a sua
inactivagdo selectiva por hipermetilagio em algumas neoplasias, nomeadamente em
leucemias agudas, contribuindo muito provavelmente para o seu desenvolvimento

(Herman et al, 1997; Aggerholm et al, 1999; Cameron et al, 1999; Herman, 1999;

Wong et al, 2000).

ink4b

O gene p15™"” esta envolvido na regulagdo negativa do ciclo celular e a sua expressdo €

regulada pelos inibidores de crescimento extra-celulares IFN-a (interferdo-alfa) e TGF-

B (transforming growth factor-beta). O TGF-f promove a inibigdo do crescimento das
células progenitoras hematopoiéticas através da indugdo da transcrigdo do gene p/  kad
(Hannon ef al, 1994; Li et al, 1995; Stone et al, 1995). Assim, ¢ possivel que a perda de
fungfo deste gene em leucemias agudas possa conduzir a uma alteragio do controlo

normal da proliferagdo celular hematopoiética pelo TGF-B na medula 6ssea (Herman ef

al, 1996; Wong et al, 2000).

Apesar de, actualmente, os transcritos de fusdo oncogénicos servirem como marcadores

de diagnostico e prognodstico, monitorizagdo da doenga residual minima, detecgdo
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precoce da recaida e resposta a terapia, em alguns sub-tipos morfologicos de leucemias
agudas estes transcritos tém uma frequéncia reduzida (Wong ef al, 2000). Em contraste,

5™k & isualmente

estudos preliminares revelaram que a metilagdo aberrante do gene p/
observada em leucemias agudas de adultos e criangas, podendo ter valor diagnostico e

progndstico neste tipo de patologia hematologica maligna (Herman et al, 1996; Wong et

al, 2000; Chim et al, 2001a).

26



Objectivos



Objectivos

Os obijectivos do presente trabalho foram os seguintes:

1. Determinagio do padrio de metilagdo da regidio promotora do gene p/ 5" num

grupo de doentes com leucemia aguda (linfoblastica ou mielobldstica)

2. Correlagio dos resultados obtidos com varidveis prognosticas estabelecidas
(nomeadamente, caracteristicas citogenéticas ¢ moleculares) e com a sobrevida

global.

3. Avaliacdo da relevincia desta alteragdio epigenética no diagnéstico e follow-up

de doentes com leucemia aguda.
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1. Material biologico

Foram estudados 77 casos de leucemia aguda, diagnosticados no Instituto Portugués de
Oncologia do Porto (IPO-Porto). Destes, 51 casos eram LAM (MO, 3 casos; M1, 6; M2,
7: M3, 15; M4, 11; M5, 5; M6, 0; M7, 2; e 2 casos sem classificagio FAB, um dos quais
era uma LAM secundaria pos SMD), 25 casos eram LAL (L1, 13 casos; L2, 10; L3, 2) e
um caso era uma leucemia aguda bifenotipica (LAB). Do total de casos, 57 eram
leucemias agudas de adulto, com idades compreendidas entre 16 e 82 anos (média de
43,2 anos; LAM, 45; LAL, 11; LAB, 1) ¢ 20 eram leucemias agudas de crian¢a, com
idades compreendidas entre 1 e 15 anos (média de 8,0 anos; LAM, 6; LAL, 14).

As amostras de medula o6ssea foram obtidas, na totalidade dos casos, na fase de
diagnéstico e antes dos doentes iniciarem o tratamento. Em 8 casos foi também colhida
medula 6ssea durante o follow-up. Como controlo foram analisadas 10 amostras de
sangue periférico e 1 amostra de medula 6ssea de dadores de sangue saudéveis. Como

controlo positivo para a metilagio foi usada a linha celular KG1 (Deustche Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen “DSMZ”— ACC14).

2. Métodos

2.1 - Processamento das amostras de medula ossea

As amostras de medula éssea foram colhidas em tubos de hemograma contendo
anticoagulante (EDTA) e processadas de imediato. A lise dos eritrécitos foi obtida pela
adicdo de uma solu¢do hipotonica (AKE: NH,Cl [Merck], KHCO; [Merck]; EDTA

0,ImM; pH — 7,4) a 2ml de aspirado medular numa propor¢do 9 a 10 vezes esse
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volume, seguida de incubagdo a 4°C durante 30 minutos. Centrifugou-se a 4°C (2000
rpm, 10 min.), desprezou-se o sobrenadante ¢ repetiu-se o procedimento de modo a
eliminar totalmente a hemoglobina do sedimento. Por tltimo o sedimento foi lavado

com PBS (phosphate buffered saline) [Sigma] e armazenado a —80°C.

2.2 Extracgiio de DNA e RNA

Para a extracgdo de DNA genomico ¢ RNA total das amostras, adicionou-se ao
precipitado de células nucleadas (obtido no ponto 2.1) 1-1,5 ml de solugdo monofésica
de fenol e guanidina tiocianato (Tripure™) [Bochringer Manheim] ¢ lisaram-se as células
homogeneizando a mistura com uma seringa. Incubou-se cada amostra homogeneizada
durante 4 minutos & temperatura ambiente, de modo a assegurar a completa dissociagio
dos complexos nucleoproteicos. Adicionaram-se 150ul de cloroférmio [Merck], agitou-se
vigorosamente e incubou-se a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Para a separago trifasica da solugo, centrifugou-se a 4°C (12000rpm, 15 min.). Ap6s a
centrifugagio a fase aquosa superior foi usada para a extrac¢io de RNA e a interfase

para a extrac¢do de DNA.

2.2.1 Extracgio de RNA

A fase aquosa superior foi transferida para um eppendorf de 1,5ml. Adicionaram-se
750l de isopropanol [Merck] para precipitar o RNA e incubou-se a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Centrifugou-se a 4°C (12000rpm, 15 min.) e descartou-se

o sobrenadante. O precipitado de RNA foi lavado com etanol [Merck] a 75% (v/v).
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Depois de seco a temperatura ambiente 0 RNA foi eluido em RNA storage solution

[Ambion] € armazenado a —80°C.

2.2.2 Extracgio de DNA

Ap6s a total remogdo da fase aquosa usada para a extracgdo de RNA, adicionou-se a
interfase e fase organica 300ul de etanol a 100% (v/v), para precipitar 0 DNA, e
misturou-se invertendo o tubo varias vezes. Incubou-se durante 3 minutos a temperatura
ambiente e centrifugou-se a 4°C (3000rpm, 5 min.). Apds descartar o sobrenadante
(contendo fenol, etanol e proteinas) e para remover qualquer residuo de fenol do DNA,
adicionou-se 1ml de uma solugfio de citrato de sddio [Merck] em etanol a 10% (v/v) €
incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 4°C (3000rpm,
5 min.), descartou-se o sobrenadante e repetiu-se esta lavagem com citrato de sodio
mais duas vezes. O precipitado de DNA foi lavado com etanol a 75% (v/v) e, depois de
seco a temperatura ambiente, foi eluido em NaOH [Merck] e tampdo Hepes e

armazenado a —20°C.

2.3 Pesquisa dos transcritos de fusdo por RT-PCR (reverse transcriptase —

polymerase chain reaction)

A pesquisa dos diferentes transcritos de fusdo foi feita como parte da rotina laboratorial
do Servigo de Genética do [PO — Porto. Resumidamente, todos os casos foram
estudados em duplicado e foi feita a analise simultidnea de um controlo negativo, de um
controlo positivo e de um controlo sem RNA. De forma a confirmar a integridade de

cada amostra de RNA, foi co-amplificada em cada reac¢do de RT-PCR um gene
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controlo (8, — microglobulina). Os primers usados e as condigdes de reac¢do para RT-
PCR encontram-se descritos no protocolo standard de pesquisa de transcritos de fuséo
em leucemias agudas do programa BIOMED (Dongen et al, 1999). Os transcritos de
fusdo que foram pesquisados, para os diferentes tipos de leucemia aguda, encontram-se

descritos na tabela 4 *.

Transcrito de fusio Translocacio Tipo de leucemia aguda
BCR-ABL 1(9;22)(q34:;q11) LAL, LAM-MI, LAB
TEL-AMLI 1(12;21)(p13;922) LAL

MLL-AF4 1(4;11)(q21;q23) LAL

E2A4-PBX1 t(1;19)(g23;p13) LAL

AMLI-ETO 1(8:21)(q22:922) LAM-M2

PML-RARA t(15;17)(q22;q12) LAM-M3

CBFB-MYHI1 t(16;16) ou inv(16)(p13q22) LAM-M4

Tabela 4. Transcritos de fusdo pesquisados.

2.4 Determinacio do padrio de metilagio do gene p/ gone

Para a determinagdo do padrdo de metilagdo do gene p/ 5" usou-se a técnica de MSP
(methylation-specific PCR). Nesta técnica o DNA ¢é modificado através de um
tratamento com bissulfito de sddio, que converte as citosinas ndo metiladas em uracilos.
Ap6s esta conversdo quimica estar completa e depois de se remover todo o bissulfito, o
DNA modificado é amplificado por PCR em duas reacgdes distintas, usando em cada

reac¢do oligonucledtidos iniciadores de sintese (primers) especificos para a sequéncia

* Nos casos de LAL-L3 foi pesquisada por PCR a translocagio t(8;14)(q24;q32) (MYCC-IGH) (Akasaka et al, 1996)
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alvo metilada e nfio metilada (i.e., com citosinas nio convertidas ou com uracilos,

respectivamente) (Herman e Baylin, 1998).

2.4.1 Tratamento do DNA para MSP

A lug de DNA genémico adicionaram-se 3ul NaOH 3M e 1ul de esperma de salmdo
[Invitrogen] € incubou-se a 50°C durante 20 minutos para desnaturar o0 DNA. Em seguida
as amostras foram colocadas em banho de gelo, de modo a prevenir a renaturagio do
DNA, adicionaram-se 450ul de solugdo de reacgdo (bissulfito de sodio [Sigma] 2,5M,
hidroquinona [Sigma] a 125mM e NaOH 2M) e incubou-se a 70°C durante 3 horas na

obscuridade.

O DNA modificado foi purificado usando o sistema de purificagéo Wizard® DNA clean-
up system [Promega] € seguindo o respectivo protocolo. O DNA foi eluido em 45ul de
dgua (nuclease free water [Promega]) a 80°C. Posteriormente adicionaram-se 5Sul de
NaOH 3M e incubou-se durante 10 minutos & temperatura ambiente. Finalmente
precipitou-se 0 DNA adicionando 75ul de acetato de amoénia [Sigma] 7,5M, 350ul de
etanol a 100% (v/v) e 2ul de glicogénio (Smg/ml) [Roche]. O precipitado foi lavado com
etanol a 70% (v/v), seco a temperatura ambiente e eluido em 30pl de agua (nuclease

free water). As amostras tratadas foram armazenadas a —20°C.
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2.4.2 Methylation-specific PCR (MSP)

Para a reac¢do de MSP, a 2ul de DNA tratado adicionou-se, para um volume final de
50ul, uma solugfio contendo: PCR buffer 1x (16,6mM de sulfato de amonia; 67mM
Tris, pH8.8; 6,7mM MgCl; 10mM 2-mercaptoetanol), dNTPs (1,25mM cada)
[Amersham Pharmacia Biotech], 1,25U de Tag Gold DNA polymerase [Perkin-Elmer] € 300ng
de cada primer. Para a amplificagio de DNA ndo tratado (wild fype) acrescentou-se a
reacgio 5% de dimetilsulféxido. As sequéncias dos primers para o DNA tratado

(metilado e nfio metilado) e para 0 DNA wild type estdo descritas na tabela 5 (Herman et

al, 1996b).

Num termociclador Perkin-Elmer, Gene-amp PCR system 9700, as amostras foram
inicialmente desnaturadas a 95°C durante 10 minutos, sujeitas a 35 ciclos de
desnaturagfio a 95°C durante 30 segundos, annealing a 60°C (amostras tratadas) ou 65°C
(amostras wild type) durante 30 segundos e extensdio a 72°C durante 30 segundos,
seguiu-se uma extensdo final a 72°C durante 4 minutos. Em cada reacgdo de
amplificagdo foram incluidos um controlo positivo, um controlo negativo € um controlo

sem DNA (branco).
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Primers Sequéncia (5’—> 3’) Posicio genomica *
P15 - WF CGCACCCTGCGGCCAGA + 46
P15-WR AGTGGCCGAGCGGCCGG
P15 - MF GCGTTCGTATTTTGCGGTT +40
P15 - MR CGTACAATAACCGAACGACCGA
P15 - UF TGTIGATGIGTTIGTATTTTGIGGTT +34
P15 - UR CCATACAATAACCAAACAACCAA

Tabela 5. Primers usados nas reacgdes de MSP ¢ PCR wild type. As diferengas de sequéncia entre os
primers para o DNA tratado (metilado ¢ ndo metilado) e o DNA wild type encontram-se a negrito e, as
diferengas entre o DNA tratado metilado e o DNA tratado néo metilado encontram-se sublinhadas.

WE/WR — primers sense/antisense para DNA wild type, MF/MR — primers sense/antisense para DNA
metilado, UF/UR — primers sense /antisense para DNA ndo metilado. * A posigdo gendmica refere-se 4
localizagiio do nucleétido 5° do primer sense em relagdo ao local de inicio da transcrigdo (Herman ef al,

1996b).

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a electroforese em gel de agarose
[Nusieve - FMC] a 5%, corado com brometo de etideo (5ng/ul) e visualizados num
transiluminador de U.V. [Image Master® VDS — Pharmacia Biotech]l. Os fragmentos
amplificados apresentavam os seguintes pesos moleculares: DNA wild type - 137 pares

de bases (bp), DNA metilado - 148bp, DNA nfo metilado - 154bp.
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2.5 Analise estatistica

Na andlise dos resultados obtidos foram utilizados o teste exacto de Fisher, o teste x e 0
teste de log-rank. As curvas de sobrevida foram apresentadas segundo o método de

Kaplan-Meier. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05.
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Resultados

1. Metilacdo do gene p15ink4b

Detectou-se metilagdo do gene p/ 5% om 74% (57/77) do total de casos de leucemia
aguda analisados (figura 5). Nas LAM, a frequéncia de metilagdo encontrada foi de 78%
(40/51), nas LAL foi de 64% (16/25) e no unico caso de LAB estudado também se

encontrou positividade para a metilagdo (tabela 6).

Controlo Controlo
100 bp ladder Branco positivoe negativo Caso positivo 100 bp ladder

w— UM M. UM M UM M

154 bp
148 bp
137 bp

Figura 5. Analise electroforética em gel de agarose de um caso positivo. M — alelo metilado; UM — alelo

ndo-metilado; W - alelo wild-type.

LAM LAL LAB
adultos criangas adultos criangas adultos criangas
Metilagio do gene 3745 346 911 714 11 0/0

plsinkfb

Tabela 6. Frequéncias de metilagiio do gene pl5™* nos casos de leucemia aguda (LAM, LAL e LAB)

em adultos e criangas (os valores correspondem a n° de casos metilados/n® casos total de cada grupo).
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Subdividindo os casos analisados pelos sub-tipos FAB obtivemos as seguintes

frequéncias de metilagdo (ver figura 6):

a) Para as LAM — MO (3/3); M1 (4/6); M2 (6/7); M3 (11/15); M4 (9/11); M5 (3/5); M7
(272)

b) Para as LAL — L1 (7/13); L2 (7/10); L3 — (2/2)

100
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(=)
<
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2

=]

Frequéncia de metilagiio

|
|

|
]
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Figura 6. Frequéncia de metilagio do gene pI nos diferentes sub-tipos FAB, dos casos de

leucemias agudas analisados.

Nas amostras controlo de sangue periférico e medula 6ssea ndo foi detectada metilagéo

do gene p15"**.

Nos casos de adulto, a frequéncia de metilagdo observada para as LAM e para as LAL
foi a mesma, i.e., 82,2% (37/45) nas LAM e 82,2% (9/11) nas LAL. Nos casos de
crianga as frequéncias de metilagdo encontradas também foram as mesmas para as LAM
e para as LAL, i.e., LAM 50% (3/6) e LAL 50% (7/14) (tabela 6).

Entre as frequéncias de metilagdo das leucemias agudas de adulto e das leucemias

agudas de crianga nfio foram encontradas diferengas significativas (p=0,1, teste exacto

de Fisher).
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2. Metilacdo do gene pl5ink#/cariétipos/transcritos de fusao

Em 61 casos foi possivel obter informagdo citogenética (ver anexo). Destes casos, 26
apresentavam um cariotipo normal, 13 casos apresentavam um cariétipo com alteragdes
de bom prognéstico (i.e., 1(8;21); t(15;17); 1(16;16), inv(16) ou hiperdiploidias ndo
associadas a alteracdes cromossomicas estruturais de mau prognostico) e 22 casos
apresentavam um cariétipo com alteragdes consideradas de mau prognostico ou outras

alteragcdes sem implicagdo prognostica descrita.

Dos 61 casos cariotipados, foi detectada metilagdo do gene p]5’”k4b em 47. Destes,
44,7% (21/47) tinham um cariotipo normal, 19,1% (9/47) tinham um cari6tipo com
alteragdes de bom prognodstico e 36,2% (17/47) apresentavam um caridtipo com
alteracdes de mau progndstico ou outras (tabela 7), ndo tendo sido encontradas
diferengas significativas entre estas frequéncias (p=0,721, teste v*). Dos 26 casos com

cari6tipo normal, observou-se metilagéo do gene p/ 57 om 81% (21/26).
g

A pesquisa de transcritos de fusdio no diagnéstico foi possivel em 69 casos estudados,
tendo sido detectado RNA de fusdo oncogénico em 40,6% (28/69) dos mesmos (ver
anexo). A frequéncia de metilagdo observada nos mesmos 69 casos foi de 71,0%

(49/69).

Nos casos em que se detectou RNA de fusdo oncogénico, foi detectada metilagdo em

75% (21/28) dos casos.

No total, a pesquisa de alteragdes genéticas por técnicas moleculares e/ou de
citogenética convencional foi possivel em todos os casos excepto numa LAM-M7

devido & ma qualidade da amostra de medula 6ssea e ao facto de nenhum dos rearranjos
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pesquisados estar associado a este sub-tipo morfolégico de LAM. Dividindo os casos

analisados apenas em dois grupos, i.e., sem alteragdes (33 casos) ou com alteragdes (43

casos) (tabela 8), também ndo se encontraram diferengas significativas entre

frequéncias de metilagdo dos dois grupos (p=0,796, teste exacto de Fisher).

as

Cariétipo normal Cariétipo com alteracies de  Caridtipo com alteracdes de
bom prognéstico mau progndstico ou outras
Casos com metilacio
s 4 o 0
do gene p15™** (n=47) 4.7% (21/47) 19,1% (9/47) 36,2% (17/47)
Casos sem metilagio " . ,
do gene pI5™® (n=14) 35.7% (5/14) 28,6% (4/14) 35,7% (5/14)

Tabela 7. Percentagem do total de casos (cariotipados) com ou sem metilagdo para o gene pl15™* em

cada grupo cariotipico

Sem alteracdes genéticas’ Com alteracies genéticas’
Casos com metilagio = d
do gene pI 5™ 44,6% (25/56) 55,4% (31/56)
(n=56)
Casos sem metilagio
do gene pI5** 40,0% (8/20) 60,0% (12/20)

(n=20)

Tabela 8. Percentagem do total de casos (em que foram pesquisadas alteragdes genéticas) com ou sem

. i j * p . 5 " _—r
metilagio para o gene p/5™*. "Detectaveis com as técnicas e condigdes usadas.
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3. Anilise de casos em follow-up

Em 8 dos casos para os quais foi pesquisada a presenga de transcritos de fusdio para
follow-up molecular, foi também analisada a metilagdo do gene pl/ 5% tendo-se
verificado total concordancia nos resultados obtidos, i.e., em 3 casos detectou-se a
presenca de doenca residual minima (DRM) e nos restantes 5 casos ndo, tanto pela
analise de genes de fusdo como pela analise do padriio de metilagdo.

Num dos casos em que foi detectada DRM pela analise molecular, a metilagdo do gene

pl5 inkib £5i detectada apenas na amostra em follow-up e nfio na amostra em diagndstico.
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4. Sobrevida global

O tempo mediano de follow-up para todos os casos estudados foi de 13 meses (com um

minimo de 1 més e um méaximo de 53 meses) (figura 7).

Sobrevida Global

Segundo o Tipo de Leucemia Aguda

- p=0.11
< 9
=
—é 8
7
8 g jL LAL
I e + 1
=)
= 5 == LAM
,.g 4 + 1+ ———+ +
[=]
v 3
2
A
0,0
0 12 24 36 48 60

Meses

Figura 7. Sobrevida global do conjunto de casos estudados de LAL e LAM.

5" as taxas de sobrevida global

Para os 40 casos de LAM com metilagdo do gene p/
aos 12 e 36 meses ndo foram significativamente diferentes das taxas de sobrevida dos

11 casos de LAM sem metilagdo do gene pl f (p=0,55, teste de log-rank) (tabela 9)

(figura 8).

Para os 16 casos de LAL com metilagdo do gene pl 5™ a5 taxas de sobrevida global

aos 12 e 24 meses foram significativamente menores do que as taxas de sobrevida

44



Resultados

global a0 mesmo tempo para os 9 casos de LAL sem metilagdo do gene p/5

(p=0,02, teste de log-rank) (tabela 9) (figura 9).

ink4b

Sobrevida global (LAM) Casos com metilagiio (n=40) Casos sem metilagiio (n=11)
12 meses 61% 55%
36 meses 44% 27%

Sobrevida global (LAL) Casos com metila¢io (n=16) Casos sem metilagiio (n=9)
12 meses 68% 100%
24 meses 36% 100%

Tabela 9. Variagio das taxas de sobrevida global nos casos de LAM e LAL em fungdo da metilagdo do

gene pl 5™,

Leucemia Aguda Mieloblastica

Sobrevida Global Segundo a Metilagio de p15™

1,0 + p=0.55
9
§ 7
g
:-g 5 1 L # com metilago (n=40)
4 b 4
8 " sem metilagao (n=11)
2
14
0‘0 d 0
0 12 24 36 48 60
Meses

Figura 8. Sobrevida global dos casos de LAM em fungio da metilagio do gene p/

5mk4.b
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Sobrevida acumulada

Leucemia Aguda Linfoblistica
Sobrevida Global Segundo a Metilagiio de p15™*

p=002

sem mehlagﬁo (n+=9)

com metilagio (n=16)

0 12 24 36 48
Meses

Figura 9. Sobrevida global dos casos de LAL em fungdo da metilagdo do gene p!/

5”’!*45
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Discussao

Neste estudo demonstramos que a metilagio aberrante da regido promotora do gene
p15™4 & um evento frequente nas leucemias agudas de adulto e crianga de praticamente
todos os sub-tipos morfologicos, desempenhando possivelmente um papel crucial na
génese destas neoplasias hematologicas. As frequéncias de metilagdo obtidas no nosso
estudo sdo comparaveis as obtidas noutros trabalhos (Wong et al, 2000; Chim et al,
2001a) nos quais foram analisados um numero total de casos semelhante. Nos estudos
dos autores referenciados também se verifica uma maior percentagem de casos com
metilagio nas LAM do que nas LAL, sendo comum em todos os sub-tipos morfologicos

estudados.

Nos controlos de sangue periférico e medula 6ssea analisados ndo foi encontrada
positividade para a metilagio, o que indica que este é um evento que surge de novo,
facto demonstrado também por outros autores (Herman ef al, 1997; Chim et al, 2001a).
Segundo Wong e colaboradores (2000), a metilagédo aberrante da regido promotora do

5" surge durante a transformagdo e progressdo leucémica, nos progenitores

gene pl
hematopoiéticos que ddo origem as linhagens celulares linféide e mieloide ou em
progenitores hematopoiéticos mais primitivos com potencial de diferenciagdo em

qualquer uma das linhagens celulares, sendo provavelmente um dos eventos mais

precoces na leucemogénese.

Ao contrario do descrito por outros autores, que verificaram que a grande maioria dos

5fﬂk4b

casos sem metilagdo do gene pl apresentavam um cariétipo normal ou

hiperdiploidias associadas a bom prognéstico (Wong et al, 2000), neste estudo ndo foi

encontrada nenhuma associa¢do significativa entre metilagdo do gene p/ 5™ e os

diferentes grupos cariotipicos. No entanto, no nosso trabalho, o facto da maioria dos
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casos (55,4%) possuirem simultaneamente alteragdes genéticas e metilagdo do gene
estudado, podera indicar que as alteragdes genéticas e epigenéticas actuam
sinergisticamente na génese e progressio de grande parte das leucemias agudas.
Contudo, no sub-grupo em que foi encontrada metilagdo mas no qual néio se detectaram
alteracdes genéticas (44,6%), é de admitir a possibilidade de alteragdes epigenéticas
poderem por si s6 ser responsaveis pelo desenvolvimento neoplasico ou, em alternativa,

de haver concomitincia com altera¢des genéticas ndo detectadas.

Nos 69 casos em diagndstico em que pesquisimos os transcritos de fusdo mais comuns
de cada sub-tipo morfologico foram detectados rearranjos em 39,1% e nos 61 casos
analisados citogeneticamente encontraram-se alteragdes em 57,4%, enquanto a

frequéncia de metilagdo nos mesmos casos foi de 71,0% e 77,0%, respectivamente.

Nos casos em que analisamos simultaneamente a presenga de transcritos de fusdo e a
metilagdo do gene pl 5"k dqurante o follow-up verificamos uma total concordancia nos
resultados obtidos relativamente a presenga ou auséncia de DRM. Este facto deve-se a
elevada sensibilidade de ambas as técnicas de MSP e de RT-PCR (10® a 107 ¢ 10° a
10, respectivamente) (Chim e al, 2001b). Esta elevada sensibilidade da técnica de
MSP permite também que a analise da metilagio seja efectuada em sangue periférico ou
plasma nos casos em que ndo existe medula ossea disponivel para os estudos
moleculares. O facto de termos encontrado metilagdo do gene p15™* na anilise em
follow-up num caso negativo para esta alteragdo em diagnéstico, poderd significar que a
metilaciio, além de ser um marcador molecular de malignidade relativamente especifico
e um evento inicial na génese das leucemias agudas, ¢ também um marcador de

progressdo clonal nestas neoplasias.
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Estes resultados levam-nos a sugerir que, nos casos em que ndo existem marcadores
moleculares especificos para serem pesquisados, quando a pesquisa dos transcritos de
fusdo é negativa no diagnostico ou ainda quando n3o hi RNA disponivel para novos
estudos, a analise da metilagdo do gene ,015"”’“”b , quando detectada em diagnostico,
podera eventualmente ser uma estratégia alternativa para a pesquisa de doenga residual
minima. Nos casos em que esta alteragfio epigenética ndo seja detectada em diagnostico,
a sua analise por MSP podera ser util no follow-up molecular, como marcador de

progressdo da doenga.

Neste trabalho verificAmos uma diminuigfio significativa na sobrevida global dos casos
de LAL com metilagdo do gene pl 5" o que esta de acordo com o demonstrado
noutro estudo semelhante (Wong et al, 2000). No entanto, outros autores que analisaram
uma série maior de casos de LAL, ndo encontraram uma relagdio estatisticamente
significativa entre a sobrevida global na presenga e auséncia de metilagio do gene
pl i (Chim et al, 2001a). Assim, a diferenga entre os nossos resultados e os de Wong
e colaboradores relativamente aos de Chim e colaboradores podera dever-se ndo apenas
ao diferente nimero de casos analisado, mas também a diferengas na composi¢do das
séries estudadas, i.e., diferengas nas caracteristicas clinico-patologicas (com importéancia
progndstica) e diferengas nos protocolos terapéuticos aplicados. O estudo de um maior
nimero de casos sera necessario para confirmar o valor prognostico da metilagdo do
gene pl5™* nas LAL, bem como para avaliar a sua indepedéncia em relagfio a factores

de prognostico ja estabelecidos.

Em conclusio, o facto da metilagio aberrante do gene pl5™ ser uma alteragfio

bastante frequente, inicial e especifica das patologias hematolégicas malignas (Esteller
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et al, 2001), torna a sua pesquisa pela técnica de MSP nas leucemias agudas uma nova
alternativa para a monitorizagdo molecular da doenga, algo que ¢ de extrema
importéancia para a adaptagéo e eficacia dos esquemas terapéuticos (Dongen ef al, 1999).
Nos casos de leucemia aguda em que marcadores moleculares especificos como os
transcritos de fusdo estdo presentes, a pesquisa de metilagdo aberrante do gene pl e
podera servir como marcador de progressdo clonal caso a metilagdo aberrante seja
adquirida no decurso da doenga. Por ultimo, a metilagdo da regido promotora do gene

pl 5inkib pode vir a revelar-se um factor de prognéstico importante nas LAL, caso os

nossos achados venham a ser confirmados numa série maior de doentes.
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Estudos Futuros

Futuramente pretendemos aumentar a série de casos estudados, de modo a validar os
resultados obtidos tendo em vista a implementagdo da analise da metilagéo aberrante do
gene pl 54 como rotina laboratorial no estudo molecular das leucemias agudas.
Especial relevo devera ser dado a confirmagfio da relevancia prognéstica da metilagio

ink4b

do gene pl5 nas LAL e a avaliacio desta alteragdio epigenética como marcador de

progressdo da doenga hematologica maligna.

E também nosso objectivo, num proximo estudo, fazer a quantificagdo da metilagdo
deste gene pela técnica RTQ-MSP (real-time quantitative MSP), de modo a comparar a
eficiéncia das técnicas e determinar se a quantificagdo desta alteragdo epigenética tem

algum significado prognostico adicional.

Tendo em consideracdo que nas LAL a inactivagio do gene ;;u'.‘i”’"‘”J por delecgdo
homozigética foi descrita em 20 a 30% dos casos (Herman et al, 1996a, 1997; Drexel,

1998), sera também importante incluir esta pesquisa num novo estudo.

Por 1ltimo, a reversibilidade desta alteragio epigenética (Jones ef al, 1999, Baylin et al,
2000, Esteller ef al, 2001) podera permitir o desenvolvimento futuro de novas terapias,
como o uso de agentes desmetilantes (Wong er al, 2000). Se e quando tal for uma
realidade, o estudo da metilagfio da regido promotora de genes alvo passara a fazer parte

integrante da avaliagdo individual do doente leucémico.
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Anexo. rearranjos detectados/cariétipos/metilagao

Caso| Tipode LA Andlise molecular Caribtipo Metilacio p15inkdb
1 LAM-M4 inv(16) / CBFB-MYHI! 146 XX.inv(16)p13q22)[241/46,XX][6] sim
2 LAM-M2 ND 46, XY[30] sim
3 LAM-M3 t(15;17)/ PML-RARA |46 XX 1(15;17X922;q12)[20)/46,XX[10] sim
4 LAM-M3 15,17}/ PML-RARA  |sem metafases nao
5 LAM-M1 NA 47 XX, +13[21]/46,XX[9] sim
6 LAM-M4 ND 46,XX[30] sim
7 LAM-M4 ND 46,XX[11] néo
8 LAM-M]1 ND 46,XY,3mar,inc[3)/46,XY][9] sim
9 LAL-L3 t(8;14) / CMYC-IgH NA sim
10 LAM-M3 t(15;17) / PML-RARA  |46,XY 1(15;17)(q22;q12)[181/46,XY[2] sim
11 LAM-M4 ND 46,XX[30] néo
12 LAM-M1 NA 46,XX[30] sim
13 LAL-L] 1(12:21)/ TEL-AMLI  |NA nso
14 LAM-M4 ND 46,XY[25] sim
15 LAM-M5 ND 46,XY[16] sim
16 LAM-M3 (15;17)/ PML-RARA sem metafases sim
17 LAL-L2 1(9;22) / BCR-ABL 53,XX,+5,4(9;22)(q34:q11),+17,+19,+21 +3mar[6] n&o
18 | LAM pés SMD NA 45,XX.-7[19] sim
19 LAM-M4 inv(16)/ CBFB-MYHI! |46 XX,inv(16)(p13q22)[6]/47 idem.+21[24] sim
20 LAM-M0 NA 46,XY[5] sim
21 LAM-M? ND 46, XY (7,12 )(p22;q13).del(21)(q22)[30] sim
22 LAM-M1 ND 45 X -Y,der(13:18)ql10;q10)x2,+13,+18[24] nao
23 LAM-M2 ND 44~45 XY -9,-13 -15 -17,+2~3mar[28]/46, XY[2] sim
24 LAM-M1 ND NA sim
25 LAL-L3 1(8;14) / MYCC-IGH 47 XY +7,1(8;14)(q24:q932)[20)/45,idem ~der( 14)t(8;14) sim
(q24:932),+add(14)(q32),+marf2]/45,X,-Y[51/46 XY[3]
26 LAM-M4 ND 46, XX[8] sim
27 LAM-M2 ND 46, XX, del(7Xq22)[30] sim
28 LAL-L2 ND 46,XY[3] sim
29 LAM-M3 1(15;,17) / PML-RARA |46 3001(15;17)q22:q12)[17)/46,XX]3] néo
30 LAM-MO ND 45~46,r,inc]6] sim
31 LAL-L1 ND 46, XX[22] sim
32 LAM-M4 inv(16)/ CBFB-MYHI! |sem metafases sim
33 LAM-M3 ND sem metafases nao
34 LAM-M2 1(8;21)/ AMLI-ETO  |45,XY,-7,del(12)(p12).add(17)(p11)[13]/45,idem, ndo
add(9)(p13)[8]
35 LAM-M4 ND NA sim
36 LAM-M3 t(15;17)/ PML-RARA |46 XX 1(15;17)(q22:q12)[26)/46,XX[4] sim
37 LAM-M{ NA 46,XX[30] sim
38 LAL-L2 4;11) / MLL-AF4 46, XX, t(4;11)q21;923)[13)/46,XX[11] sim
39 LAM-M3 t(15;17)/ PML-RARA |46, XY 1(15;17)q22:q12)[5]/46.XY[8] sim
40 LAM-M3 t(15;17) / PML-RARA TTXXY Y +4,+748,+10,4(12;12)p13;q13),+ 14, sim
1(15;17)(q22;q12)x2 +21[19]

LA - leucemia aguda

NA - ndo analisado

ND - nio detectado nenhum dos rearranjos pesquisados




Anexo. rearranjos detectados/cariotipos/metilagao

41 LAL-L2 ND 47 XX +21[9)/48,idem,+2 1[15]/46,XX[6] ndo
42 LAM-M4 inv(16) / CBFB-MYHII |47,XY der(3)t(3;14)(p21;q24),der(14)t(3;14)(p21:q22), sim
inv(16)(p13q22),+21[30]
43 LAM-M3 t(15;17) f PML-RARA  |NA sim
44 LAM-MS5 ND 46 3054(9; 1 1)(p22;q23)[14)/46, XX[16] sim
45 LAL-L2 ND 45 XX -5[10]/46,XX[10] sim
46 LAM-M2 (8:21) / AMLI-ETO |45 XX,-7[15)/45 idem,del{ 12)(p1 1)[2] sim
47 LAM-M3 (15;17)/ PML-RARA |46, XY 1(15;17)(q22:q12)[30] sim
43 LAL-L2 ND 46,XY,del(6)(q21q23).1(8;14)(q24:q1 1)[221/46,XY[8] sim
49 LAL-L1 ND sem metafases sim
50 LAM-M2 ND 47,XX,+19[30] sim
51 LAB ND 46,XY[11] sim
52 LAL-L1 ND sem metafases n&o
53 LAL-L1 1(12;21)/ TEL-AML] |46 XY[1] néo
54 LAL-L2 ND 46,XY[4] sim
55 LAL-L1 ND 52~53,inc|3] néo
56 LAM-M3 t(15;17)/ PML-RARA  |46.XY 1(15;17)(q22:q12)[29] néo
57 LAM-M5 ND 46,XX[30] sim
58 LAM-M5 NA 46,XX,inv(16)(p13922)[30] ndo
59 LAL-L2 ND 46,XY[6] sim
60 LAL-L1 t(12;21)/ TEL-AMLI  |46,XX[30] sim
61 LAL-L1 (1:19)/ E24-PBX1  |46,XY[9] sim
62 LAL-L1 ND sem metafases néo
63 LAL-L2 ND 46,XY[30] sim
64 LAM-MS ND 47 XX +8[15)/46,XX[15] néo
65 LAM-M7 NA sem metafases sim
66 LAL-L1 ND 46,XY[12] sim
67 LAM-M3 t(15;17) / PML-RARA |46, XX 1(15;17Xq22;q12)[9] sim
68 LAM-M3 t(15;17)/ PML-RARA  |46,XY,1(15;17)(q22:q12)[17] sim
69 LAM-M3 #(15;17) / PML-RARA |46, XX,-6.4(15:17)q22:q12),+mar{101/46 XX[4] sim
70 LAM-M1 ND 46,XX[14] néo
71 LAM-M4 ND 46,XY[29] sim
72 LAM-M7 NA sem metafases sim
73 LAM-M2 ND 46,XX[14] sim
74 LAL-L1 ND 46,XY[10] sim
75 LAL-L2 ND sem metafases néo
76 LAL-L1 ND sem metafases sim
77 LAL-LI ND 52~54 XY 4Y +21,+21,inc[71/46,XY[21] n&o

LA - leucemia aguda
NA - ndo analisado

ND - niio detectado nenhum dos rearranjos pesquisados
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