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RESUMO

A Leucemia Linfoblastica Aguda de células B (LLA-B) ¢ uma doenga hematoldgica
caracterizada pela proliferagdo descontrolada de células precursoras linfoides B na medula
ossea. A fusao génica TCF3-PBX1 gerada como produto da translocacdo cromossomica
t(1;19)(q23;p13.3) ¢ uma das mais comuns em criangas com LLA-B, ocorrendo em cerca de
6% dos casos da doenca. A deteccdo de anormalidades genéticas ¢ um fator importante nesses
casos, ajudando a elucidar prognosticos, assim como determinar o tratamento a ser seguido.
Pequenas moléculas de RNA capazes de regular a expressao génica, chamadas de microRNAs
(miRNAs), desempenham um papel importante no desenvolvimento celular e,
consequentemente, estdo também envolvidos no desenvolvimento tumoral. miRNAs vem sendo
amplamente estudados como biomarcadores de diversas neoplasias, incluindo biomarcadores
diferenciais, capazes de identificar subtipos genéticos de uma mesma doenga. Por esta razdo,
neste trabalho ¢ relatado o perfil de expressao de miRNAs de um paciente com LLA-B infantil
com fusdo TCF3-PBXI1 resultante da t(1;19)(q23;p13.3), afim de identificar miRNAs que
possam estar envolvidos neste tipo de alteracdo. Como resultado, 29 miRNAs demonstraram
estar diferencialmente expressos (p < 0,0001, fold change > 100) quando comparados aos
individuos controle. Entre estes miRNAs, os miR-34a-5p, miR-708-5p e miR-128-3p
apresentaram uma superexpressao na paciente estudada, o que corrobora com achados da
literatura para pacientes com LLA-B sem especificagdo de translocagdo. Ja os miR-765, miR-
455-3p ¢ miR-4697-5p foram descritos pela primeira vez relacionados a casos de LLA-B,
embora, estudos adicionais s3o necessarios para avaliar o potencial como novos marcadores
diferenciais.

Palavras chaves: Leucemia linfoblastica aguda de células B; LLA-B; TCF3-PBX1; t(1;19) (q23;
p13); microRNAs; Diagnoéstico; Progndstico.



ABSTRACT

B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL-B) is a hematologic disease characterized by the
uncontrolled proliferation of B lymphoid precursor cells in the bone marrow. The TCF3-PBX1
t(1;19) (g23; p13) translocation is one of the most common in children with ALL-B, occurring
in approximately 6% of the cases. The detection of genetic abnormalities is an important factor
in these events, helping to elucidate prognosis, as well as to determine the treatment to be
followed. Small RNA molecules capable of regulating gene expression, called microRNAs
(miRNAs), play an important role in cell development and consequently are also involved in
tumor development. The expression of miRNAs has been widely studied as biomarkers of
several neoplasms, including the differential ones which are capable of identifying genetic
subtypes of the same disease. For this reason, this work reports a miRNA expression profile of
a patient with childhood ALL-B with TCF3-PBX1 t(1;19)(q23;p13.3) rearrangement in order
to identify miRNAs that might be involved in this type of translocation. As a result, 29 miRNAs
were shown to be differentially expressed (p < 0.0001, fold change > 100) when compared to
control. Among these miRNAs, miR-34a-5p, miR-708-5p and miR-128-3p were overexpressed
in the patient studied, which corroborates findings in the literature for patients with ALL-B
without translocation specification. Conversely, miR-765, miR-455-3p and miR-4697-5p were
described for the first time in relation to ALL-B cases and additional studies are needed to
assess the potential as new differential biomarkers.

Palavras chaves: B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia ; ALL-B; TCF3-PBX1; t(1;19) (g23;
p13); microRNAs; Diagnostic; Prognostic.
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INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda de células B (LLA-B) ¢ uma das doengas malignas
mais comuns observadas na faixa etaria pediatrica. Caracteriza-se por células precursoras de
linfocitos B reproduzindo-se de forma incontrolavel na medula 6ssea, com liberagdo no sangue
periférico e locais extramedulares (SWERDLOW et al.,, 2017). As LLA-B podem ser
classificadas pelo imunofenotipo ou pela citogenética. Imunofenotipicamente as LLA-B sao
subdivididas em 4 estagios: pro-B; comum; pré-B e células B maduras, do fenotipo mais
imaturo para o mais maduro (SILVA, 2009). A imunofenotipagem ¢ realizada por meio de
citometria de fluxo que é capaz de identificar moléculas marcadoras da superficie celular,
conhecidas como CD (grupo de diferenciacdo, do inglés: Cluster of differentiation). Cada
estagio de diferenciagdo possui um grupo especifico de expressdo de CD, possibilitando o
respectivo diagnostico. Em todas as LLA-B as células geralmente sdo positivas para a Terminal
Desoxinucleotidil Transferase (TdT), CD79, HLA-DR, CD19 e CD22 (SILVA, 2009). Na LLA
do tipo pro-B as células expressam HLA-DR, TdT, CD34, CD19 e CD22(c), a LLA do tipo
comum expressa CD10, CD22(c), CD19 e/ou CD20 (FARIAS; CASTRO, 2004). A leucemia
pré-B expressa cadeia p, citoplasmatica, CD19, CD20 ¢ CD10 e a LLA do tipo B maduro
apresenta um fenotipo incomum, apresentando a expressao de cadeias leves de imunoglobulina
na superficie de membrana (Smlg) (FARIAS; CASTRO, 2004). A outra forma de classificacao
das LLAs-B ¢ pela andlise citogenética, que se divide em numéricas, quando ha um aumento
ou diminui¢do na quantidade de cromossomos, ou estruturais, quando hé alteracdo da estrutura
original cromossdmica, como em translocagdes. As anormalidades cromossomicas limitam-se
as células blasticas, desaparecem durante a fase de remissao da doenca e reaparecem na fase de
recidiva, fornecendo pardmetros importantes para o prognéstico (HRUSAK; PORWIT-
MACDONALD, 2002).

A translocagdo t(1;19)(q23;p13.3), uma das alteracdes citogenéticas mais comuns
presente na LLA-B, ocorre pela jungcdo do gene TCF3 (também conhecido como E2A)
localizado cromossomo 19 com o gene PBX1 localizado no cromossomo 1, resultando na
proteina de fusdo TCF3-PBX1, que atua reprimindo a diferenciacdo celular (SWERDLOW et
al., 2017). Evidéncias sugerem que esta fusdo deriva de uma origem pos-natal, diferente de
outras translocagdes, que ocorrem predominantemente no periodo pré-natal (WIEMELS et al.,
2002). Historicamente, essa alteracdo ¢ associada com pior progndstico e maior chance de

recidiva, devido a correlagdo com caracteristicas clinicas de alto risco, como leucocitose, niveis



9

elevados de lactato desidrogenase (LDH) e envolvimento do sistema nervoso central
(SWERDLOW et al., 2017). Porém, com os protocolos de tratamento atuais, pacientes com este
genotipo tém obtido melhores resultados. No entanto, aproximadamente 20% dos pacientes
ainda apresentam recidiva da doenga, evidenciando a importancia na busca pela identificagao
de novos marcadores progndsticos (VROOMAN; SILVERMAN, 2016).

Os microRNAs (miRNAs), pequenas moléculas de RNAs enddgenos com
aproximadamente 22 nucleotideos, vem sendo estudados como importantes marcadores de
diagnostico e prognoéstico de diversas doencas, bem como leucemias (PENG; CROCE, 2016).
Os miRNAs desempenham papéis regulatdrios importantes, capazes de regular a expressao
génica pela clivagem ou repressdo da tradu¢do de um RNA mensageiro (mRNA) alvo. Os
miRNAs sdo associados a carcinogénese, pois atuam em inimeros processos biologicos
incluindo apoptose, hematopoiese, desenvolvimento e crescimento celular (LEE; DUTTA,
2009). O perfil de expressdao de miRNAs tem sido util para a classificagdo de varios tipos de
doengas oncolodgicas e diversos estudos ja foram conduzidos sobre o papel dos miRNAs na
LLA-B, porém, poucos estudos associam conjuntos de miRNAs aos subtipos genéticos desta
doenca (ALMEIDA et al., 2018; SCHOTTE et al., 2008; DE LIZ et al., 2020). Desta forma,
esse trabalho dispde-se em relatar e avaliar o perfil de expressao dos miRNAs de um paciente
com diagndstico de LLA-B com fusdo TCF3-PBX1 resultante da translocagdo

(1;19)(q23;p13.3).

RELATO DE CASO

O caso a ser reportado ¢ de um paciente do sexo feminino diagnosticado com LLA-B
aos 12 anos de idade. As suspeitas comegaram a partir de um hemograma, realizado em
fevereiro de 2018, que apresentou aumento na quantidade de leucocitos e presenga de linfocitos
jovens sugestivos de linfoblastos. Os valores encontrados foram de 40.130 leucocitos/mm? (2%
bastonetes, 10% segmentados, 83% linfocitos, 4% monocitos, 1% eosinodfilos), 4,65 milhdes
hemécias/pL, hemoglobina (Hb) de 11,9 g/dL, hematocrito (Ht) de 37% e 79.000
plaquetas/mm?. Resultados de outros pardmetros que ndo estavam dentro dos valores de
referéncia foram o de LDH com 3343,4 U/L (Valor de Referéncia: < 480,0 U/L) e proteina C
reativa (PCR) com 41,78 mg/L (Valor de Referéncia: < 1,00 mg/L). Os demais parametros
bioquimicos analisados apresentaram resultados dentro da normalidade. O diagnostico

confirmatorio foi entdo realizado por mielograma, que apresentou 86% de blastos infiltrados na
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medula 6ssea e imunofenotipagem com 92% de células blasticas positivas para CD45+/-,
CD19+, CD79a+, CD58+, CD10++, CD38+, CD20+(5%), TDT+, CD22+, D24+, CD9+ ¢
CD81++. Por fim, foi realizado o exame de RT-PCR que detectou a fusdao do gene TCF3-PBX1-

t(1:19). Para melhor visualizacao, os resultados dos exames estao resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos exames de hemograma, mielograma, imunofenotipagem,
citogenética e RT-PCR da paciente diagnosticada com LLA-B translocagao t(1;19) (q23;
pl13)/ TCF3-PBXI..

Parametros \ Dados clinicos

Hemograma \ Valores de Referéncia
Hemacias (milhdes/ul) 4,65 4,00 - 5,20
Hemoglobina (g/dL) 11,9 11,50 -15,50
Hematocrito (%) 37 35,0-45.,0
Leucocitos (/mm?) 40.130 5.000 — 13.000
Linfocitos tipicos (/mm?) 33.308 1.200 — 6.000
Plaquetas (/mm?) 79.000 150.000 — 450.000
Alteracdes citomorfoldgicas Anisocitose e Sem alteragdes

presenca de linfocitos
jovens, sugestivos de
linfoblastos
Mielograma
Série granulocitica (%)
Metamielocitos 1,2
Neutrofilos bastonetes 1,6
Neutrofilos segmentados 3,6
Eosinofilos 1,2
Mitoses Ausente
Série linfomonoplasmocitaria (%)
Linfocitos 6,0
Monocitos 0,4
Série eritrocitaria (%)
Eritroblastos 6,0
Porcentagem de blastos infiltrados na medula 36
Ossea
Imunofenotipagem
Série granulocitica (%) 2,2
Série eritroide (%) 0,6
Monocitos (%) 0,46
Linfocitos B (%) 1,5
Linfocitos T (%) 3,0
Células precursoras CD34+ (%) 0,13
Células blasticas (%) 92
Fenétipo dos blastos linfoides B
Antigenos positivos CD45 7, CD19*, CD79a*, CD58", CD10"",
CD38", CD20"%", TDT*, CD22", CD24", CD9",
CD81*
Antigenos negativos Mieloide: MPO, CD66¢, CD117, CD13, CD123,
CD15, CD65
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Linfoide B: sigM membrana e citoplasma,
slgKappa, slgLambda
Linfoide T/NK: CD7, CD3 citoplasma e membrana
Outros: CD34, NG-2

Diagnostico | Leucemia linfoblastica aguda B tipo comum
Citogenética
Cariotipo \ t(1;19)[06]/46,XX[06]
RT-PCR
t(1;19) (TCF3-PBX1) | Detectado

CD. Cluster de diferenciagdo. Ig. Imunoglobulina

Para este paciente, a terapia foi iniciada seguindo o guia ALL IC-BFM 2009, do Grupo
Europeu Berlim-Frankfurt-Miinster, com a administra¢do diaria de prednisona até o 33° dia de
tratamento juntamente com o uso dos quimioterapicos vincristina, daunorrubicina, L-
asparaginase e metotrexato intratecal em dias pré-estabelecidos conforme o protocolo I A
(CAMPBELL et al., 2009). No 8° dia apds o inicio da medica¢cdo (D8) um hemograma foi
realizado para estratificagdo de risco da doenga. Com o valor encontrado de 5.529 blastos/mm?
a paciente foi classificada como de alto risco. Durante o tratamento a paciente apresentou
insuficiéncia cardiaca levando a suspeita de reacdo ao uso de daunorrubicina. Com isso, foi
realizada a substitui¢do da daunorrubicina por doxorrubicina lipossomal, porém, a paciente
apresentou reacdo anafilatica. Além disso, a paciente também apresentou alergia a outros
medicamentos como: L-asparaginase, pegasparaginase, difenidramina e citarabina e a
hemoderivados, principalmente plaquetas. Apesar das intercorréncias, a paciente conseguiu
finalizar o tratamento em maio de 2020 e atualmente encontra-se com negativacdo de doenca
residual minima.

Para realizar a analise do perfil de expressao de miRNAs da paciente foram utilizadas
amostras de sangue periférico e de medula ossea coletadas no dia do diagnostico. As analises
do grupo controle foram realizadas apenas com sangue periférico coletado de criangas sem
suspeita ou indica¢do de doenca hematologica. Todos os dados coletados desta paciente foram
mantidos em sigilo e anonimato. Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
em seres humanos da Universidade Federal de Santa Catarina e pelo comité de ética do Hospital
Infantil Joana de Gusmao. Para o perfil de expressdo de miRNAs foi utilizada a técnica de
microarranjo de miRNA, considerando valores de Fold Change (FC) > 100 e valores de P <
0,0001. Foram identificados 13 miRNAs upregulated e 16 miRNAs downregulated nas
amostras da paciente com LLA-B TCF3-PBX1 em relacdo ao grupo controle. A Figura 1 mostra

o mapa de calor representando o grau de intensidade de expressdo dos miRNAs
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diferencialmente expressos. Observa-se que a amostra de sangue periférico e medula ossea da
paciente apresentou intensidade de expressao similar € a0 comparar-se estas amostras com 0s
individuos sem a doenga a expressao dos miRNAs apresentou intensidade diferente. Na Tabela
2 ¢ possivel verificar os 29 miRNAs diferencialmente expressos, os respectivos valores de P,
FC e o status de expressd@o. Como pode ser observado, o miR-455-3p apresentou expressao
aumentada, com o valor de FC de 1586 e o miR-4697-5p estava 836 vezes menos expresso nas

amostras da paciente em relacao as amostras dos individuos controle.

Figura 1. Mapa de calor dos miRNAs significativamente alterados nas amostras da paciente

com LLA-B TCF3-PBX1 em relacao as amostras dos individuos controle.

Uolor range

M Paciente SP: Sangue periférico
M Individuos sem leucemia MO: Medula 6ssea !
=5 0 s
SP SP SP SP SP SP MO SP

hsa-miR-128-3p
hsa-miR-153-3p
hsa-miR-181a-2-3p
hsa-:mR-l9l-Sp
hsa-miR-3141
hsa-muR-34a-5p
hsa-muR-376a-3p
hsa-miR-376¢-3p
hsa-miR-4455
hsa-miR-455-3p
hsa-nuR-455-5p
hsa-miR-4669
hsa-miR-4697-5p
hsa-miR-4721
hsa-muR-483-5p
hsa-:mR-Sﬂﬂd-Sp
hsa-muR-5010-3p
hsa-muR-513a-5p
hsa-nuR-6510-5p
hsa-miR-6743-3p
hsa-miR-6775-5p
hsa-muR-6812-5p
hsa-nmuR-6834-3p
hsa-miR-6855-3p
hsa-miR-6867-5p
hsa-miR-708-5p
hsa-miR-765
hsa-muR-7847-3p
hsa-nmuR-885-5p

Os valores de intensidade expressdo variaram de 5 (verde claro) a -5 (vermelho claro).
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Tabela 2. miRNAs com expressao diferencial nas amostras da paciente com LLA-B TCF3-

PBX1 em relagdo as amostras dos individuos controle avaliados por meio da técnica de

microarranjo.

miRNAs Valor de p FC Regulacao
miR-455-3p 2,05E8 1586
miR-153-3p 6,24E7 360
miR-34a-5p 4,50E% 231
miR-455-5p 1,47E 218
miR-5010-3p 1,96E % 179
miR-181a-2-3p 6,73E 168
miR-708-5p 1,96E 165 Up
miR-885-5p 1,96E 162
miR-128-3p 2,73E7 136
miR-6743-3p 2,53 117
miR-6855-3p 3,49E % 112
miR-191-5p 4,11E9 108
miR-6834-3p 1,45E°% 108
miR-4697-5p 2,21E 837
miR-4721 1,78E 233
miR-5006-5p 9,79E7 209
miR-6510-5p 9,79E7 195
miR-4669 1,28E70¢ 167
miR-483-5p 1,47E 154
miR-376¢-3p 1,96E 138
miR-7847-3p 1,96E% 118 Down
miR-4455 1,96E 115
miR-6812-5p 1,96E 114
miR-765 2,02E 114
miR-376a-3p 2,73E% 113
miR-3141 2,02E 111
miR-6867-5p 2,34E0¢ 108
miR-513a-5p 2,55 107
miR-6775-5p 2,05E 107

FC. Fold change. Down. Diminuigdo da expressdo. Up. Aumento da expressdo. Teste T moderado com corregao

de Benjamini-Hochberg. Expressao diferencial com FC > 100 e P < 0,0001.

Além disso, dos 29 miRNAs diferencialmente expressos no microarranjo, dois ja
foram validados por meio da técnica de RT-qPCR: miR-128-3p e miR-708-5p. Os resultados

estdo apresentados na Figura 2. Ao comparar os resultados das duas técnicas utilizadas,
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microarranjo ¢ RT-qPCR, os 2 miRNAs avaliados apresentaram equivaléncia no status de

expressao.

Figura 2. Validagao da expressao dos miRNAs miR-128-3p (A) e miR-708-5p (B) nas

amostras da paciente com LLA-B TCF3-PBX1 em relacdo as amostras dos individuos

controle.
A miR-128-3p B miR-708-5p
80 P< 10,0001 400+ P<0,0001
T 350 FTTT!
704 T B
z Z 300- b
= 60 » = .
= < 250
&2 507 -
| = 200 -
'E, ) ag 6 "
o wn
i b 2 4=
o o
- 5 .
=2+ 2 .
0- i ' 0 I&
T T 1 T
Controle Paciente Controle Paciente

As colunas representam a média £ o desvio padrdo de expressdo relativa obtidos por RT-qPCR. Asteriscos

representam a diferenca estatistica entre os valores de expressdo relativa (Teste T ndo pareado: ****P < (,001).

A analise de enriquecimento de vias foi realizada utilizando os miRNAs com maiores
valores de FC, miR-455-3p e miR-4697-5p e com os miRNAs que j& foram validados miR-128-
3p e miR-708-5p (Material Suplementar Tabela S1 e S2). Para o miR-455-3p e miR-4697-5p,
um total de 11 vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) foram enriquecidas
(P <0,05) para 79 genes alvos. Estes miRNAs regulam genes envolvidos com vias relacionadas
a sinalizagdo da p53 (CCNBI1; CDKN1A; CDKN2A; IGF1; THBSI1; EI24; BBC3; STEAP3;
TP73; IGFBP3) e ao ciclo celular (ABL1; CCNBI; CDKNI1A; CDKN2A; HDAC2; MYC;
TFDP2; YWHAZ; CDC45; CDC14B; MCM6; YWHAH; MAD2L1; PLK1; YWHAG). Por
outro lado, 0 miR-128-3p e miR-708-5p estdo envolvidos com 48 vias KEGG enriquecidas (P
< 0,05) com 91 genes alvos. Entre as vias que estdo envolvidas com cancer, 32 genes (tais
como: BAX; CASP3; MTOR; IGF1; JAKI; PIK3R1; MAP2K1; AKT1; AKT2; BCL2;
CDKNIA; MMP2; CCDC6) estao envolvidos com vias relacionadas ao cancer; oito genes
(MTOR; IGF1; PDPKI; PIK3R1; PRKAA1; VEGFC; AKT1; AKT2) participam da via de
sinalizagdo mTOR e oito (BAX; CASP3; IGF1; PTEN; CHEK2; CCNDI1; CCND3; CDKNI1A)
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estdo relacionados com a via de sinalizacdo da p53. A rede regulatoria (Figura 3 A e B) mostra
que os genes alvo, representados com circulos, podem ser regulados por um ou mais miRNAs.
Os genes relacionados com as vias de regulagdo do cancer, de sinalizagdo mTOR, de sinalizagao
da p53 e do ciclo celular foram destacados em verde. Nas redes regulatorias € possivel verificar
que o miR-455-3p e miR-128-3p possuem maior quantidade de genes alvo validados. Observa-
se que o gene inibidor de cinase dependente de ciclina CDKN1A ¢ alvo dos miRNAs miR-455-
3p, miR-4697-5p ¢ miR-708-5p e que o gene CCDC6 (do inglés: Coiled-Coil Domain
Containing 6) pode ser regulado tanto pelo miR-708-5p como miR-128-3p.

Figura 3. Rede regulatoria para o miR-128-3p e miR-708-5p (A) e miR-455-3p e miR-4697-
5p (B).
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Os circulos representam os genes alvo, os quadrados cinza representam os miRNAs selecionados e as linhas
mostram as relagdes regulatdrias potenciais entre miRNAs e genes. Os circulos verdes sdo genes alvo

relacionados a vias Pathways in cancer, mTOR signaling pathway, p53 signaling pathway e Cell Cycle.

DISCUSSAO

Este estudo relata um caso de LLA-B com fusdo TCF3-PBXI1 e seu respectivo perfil
de expressao de miRNAs. A diminui¢do da expressao do miR-24 ja foi correlacionada a fusao
génica TCF3-PBX1, porém os mecanismos de a¢do envolvidos ainda ndo foram completamente
elucidados (GUTIERREZ-CAMINO et al., 2020). Além disso, Schotte e colaboradores (2011)
listaram os perfis de expressdo de miRNAs especificos encontrados em diferentes subtipos de
LLA pediatrica, e os principais achados relacionados a fusdao génica TCF3-PBX1 foram a
diminui¢do da expressao dos seguintes miRNAs: miR-126, miR-146a, miR-545, miR-24, miR-
29a, miR-511, miR-365, miR-30d, miR-193a. Em nosso trabalho, a expressdo destes miRNAs
ndo estava alterada nas amostras da paciente em comparagdo as amostras do grupo controle.

Essa diferenga encontrada pode ser devido ao maior nimero de pacientes incluidos nos estudos
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relatados e/ou por termos aceitado apenas miRNAs com valor de FC > 100 e valor de P <
0,0001.

Neste estudo, entre os miRNAs diferencialmente expressos, a expressao do miR-34a-
5p estava aumentada (FC = 231) e a expressao do miR-765 (FC = 114) estava diminuida na
paciente estudada em rela¢do ao grupo controle. Zhang e colaboradores (2009) demonstraram
alta expressao do miR-34a em pacientes pedidtricos com LLA enquanto Musilova ¢ Mraz
(2014) demonstraram que os altos niveis deste miRNA levam a um bloqueio no
desenvolvimento de células pro- para células pré-B, resultando na diminuicdo de células B
maduras, devido a inibicdo do fator de transcricdo FOXP1. Nao existem estudos
correlacionando o miR-765 com casos de LLA, porém diversos estudos mostraram que altos
niveis de miR-765 contribuem para a tumorigénese de diferentes tipos de cénceres, como
carcinoma de células escamosas do esofago, osteossarcoma, carcinoma hepatocelular e
mieloma multiplo (JIANG et al., 2018; LIANG et al., 2017; LONG et al., 2019; XIE et al.,
2016).

Devido ao alto valor de FC encontrado, o miR-455-3p destaca-se dos demais por sua
exacerbada superexpressdao. O miR-455-3p ja foi avaliado como um potencial biomarcador para
doenca de Alzheimer (DA) e observou-se uma maior expressao deste miRNA em linfécitos B
de pacientes com DA esporadica quando comparados a pacientes sem a doenca (KUMAR;
REDDY, 2018). Quando avaliado em casos de doengas oncologicas, como osteossarcoma €
cancer de mama, a diminui¢do da expressdao do mir-445-3p demonstrou ser um fator de pior
prognostico (GUO et al., 2018; YI et al, 2020). Em um estudo realizado por Chai e
colaboradores (2018), a superexpressao do mir-455-3p em células de melanoma A375 inibiu a
proliferagdo, migracao e invasdo de cé€lulas, interrompeu o ciclo celular e levou a indugdo de
morte das células por apoptose. Ha poucos relatos na literatura sobre a expressao do miR-4697-
5p, outro miRNA encontrado nas amostras da paciente que apresentou um valor de FC alto em
comparag¢do aos controles. Um dos estudos encontrados demonstrou a alta expressao do miR-
4697-5p em casos de cancer de mama resistentes a quimioterapicos quando comparado aos
casos nao resistentes (LOU et al., 2018), enquanto Ren e colaboradores (2020) comprovaram
que o miR-4697-5p encontra-se superexpresso em amostras de metéastases de carcinoma de
células escamosas bucal e ¢ capaz de regular as metaloproteinas MMP7 e MMP13.

Neste relato de caso, dois miRNAs mais descritos na literatura relacionados a LLA-B,
e que apresentaram valores de expressdo alterados quando analisado pela técnica de

microarranjo foram validados por RT-qPCR: o miR-708-5p e o miR-128-3p. O miR-708-5p
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tem sido estudado por apresentar expressdo desregulada em diversos tipos de tumores, tanto
hematologicos quanto sélidos (MONTELEONE; LUTZ, 2017). Comumente, este miRNA
encontra-se upregulated em casos de LLA, porém, quando a expressao do miR-708-5p ¢
comparada entre os subtipos de LLA, os niveis de expressao em casos de LLA-B sdo
relativamente maiores que em LLA-T. Esta diferenca sugere um importante papel deste miRNA
como biomarcador para diagnostico diferencial (OLIVEIRA et al., 2014; SCHOTTE et al.,
2008). Quando comparado entre os diferentes subtipos genéticos de LLA-B, o miR-708
demonstrou uma expressao de 8 a 9 vezes maior em pacientes com fusao génica TCF3-PBX1
e TEL-AMLI que em casos com BCR-ABL, sugerindo que este miRNA estd mais associado
com subtipo leucémico que com o estado de maturacao celular (SCHOTTE et al., 2008). Por
fim, em um estudo de revisdo sistematica, o aumento da expressao do miR-708 foi
correlacionado com um menor risco de recidiva, valores menores de doenca residual minima e
a melhores indices de sobrevida, classificando este miRNA como um parametro de bom
prognoéstico (GUTIERREZ-CAMINO et al., 2020). Foram encontrados dois estudos diferentes
que sugerem os mecanismos de acdo envolvidos entre a pré-LLA-B e o miR-708. No primeiro,
Li e colaboradores (2013) demonstraram que o miR-708 inibe a expressao dos genes do receptor
do fator neutréfico ciliar (CNTFR), da proteina neuronatina (NNAT) e da proteina ligante do
nucleotideo guanina 12 (GNG12), o que contribui para a patogénese da leucemia pela inibi¢ao
do fator inibidor de leucemia (LIF) e a ativagdo das vias de transdugdo de sinal JAK/STAT e
das proteina-cinases ativadas por mitogenos (MAPK). J4 o segundo estudo sugere que o miR-
708 atua sobre um gene supressor de tumor, a proteina 3 relacionada a Dickkop (DKK3),
causando a proliferacao de células leucémicas por promog¢do do ciclo celular e inibicao de
apoptose (ZHANG et al., 2017).

J& foi previamente comprovada a capacidade do miR-128 de distinguir entre LLA e
LMA (Leucemia Mieloide Aguda), visto que este miRNA encontra-se superexpresso em casos
de LLA e com uma expressdo diminuida em casos de LMA, tornando-se um importante
biomarcador de diagnostico (MI et al., 2007). Fulci e colaboradores (2009) também
demonstraram que o miR-128 esta preferencialmente expresso em os casos positivos para a
fusdo génica TCF3-PBX1. Atualmente, sabe-se que o miR-128 tem como alvo a proteina de
translocacdo 1 do linfoma de tecido linfoide associado a mucosa (MALT1) e o receptor de
adenosina A2B, o que leva a inibi¢ao do desenvolvimento de células B e bloqueio da progressao

do progenitor linfoide comum as células B maduras (GUTIERREZ-CAMINO et al., 2020).
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Neste trabalho, verificou-se que dois genes estdo mais envolvidos com os miRNAs
descritos anteriormente, o gene CDKNI1A, que ¢ alvo dos miR-455-3p, miR-4697-5p e miR-
708-5p, e o gene CCDC6, alvo dos miR-708-5p e miR-128-3. O gene CDKNI1A codifica a
proteina inibidora de cinase dependente de ciclina (CDKI), denominada p21, responsavel pela
interrupcao da sintese de DNA e do ciclo celular pela inibicdo das cinases dependentes de
ciclinas (CDK) (KREIS; LOUWEN; YUAN, 2019). A diminui¢ao na expressao deste gene ja
foi descrita como fator progndstico em diferentes doengas tumorais, inclusive, Roman-Gomez
e colaboradores (2002) relataram que a metilagao da p21 ¢ um fator preditor de mau prognostico
em casos de LLA, tanto infantil quanto adulta. A baixa expressdo deste gene também ja foi
associada a progressdo tumoral em amostras de pacientes com Leucemia/linfoma de células T
do adulto (ATL ou ATLL) (WATANABE et al., 2010). O gene CCDC6 atua em resposta ao
dano no DNA, promovendo o controle do ciclo celular e a manutencdo da estabilidade
gendmica ou, caso necessario, levando a apoptose. Relatos de caso descrevem este gene
envolvido em duas translocagdes diferentes em leucemias, o primeiro relata um caso de LLA
adulta com fusdo entre os genes CCDC6 e RET (AXMI; GUPTA; GUPTA, 2019), e o segundo
um caso de Leucemia Mieloide Cronica (LMC) com a fusao CCDC6-PDGFRB (YAMAZAKI
et al., 2019). Merolla e colaboradores (2012) também identificaram que a perda de funcdo do
gene CCDC6 em tumores primarios pode influenciar na estabilidade do genoma, contribuindo
para o aumento da carcinogénese.

Por fim, ha poucos dados na literatura que correlacionam TFC3-PBX1 em LLA-B com
perfis de expressao de miRNAs, e entre os trabalhos analisados (GUTIERREZ-CAMINO et al.,
2020; SCHOTTE et al. 2011), nenhum dos miRNAs citados foi encontrado alterado neste relato
de caso. MiRNAs vem sendo estudados como eficazes biomarcadores para canceres
hematopoiéticos, porém, mais estudos precisam ser realizados para reforcar a expressdo ou
identificagdo de um novo perfil de miRNAs em casos mais especificos. Nas leucemias, os
miRNAs podem auxiliar no diagnoéstico, progndstico, escolha de tratamentos mais eficazes e
especificos, identificagdo de possiveis resisténcias medicamentosas. Neste cendrio, os miRNAs
miR-455-3p e miR-4697-5p apresentam-se como possiveis alvos para novos estudos, ja que
foram pouco estudados até o momento e ndo apresentam relatos na literatura que os correlacione
a casos de LLA. Outro miRNA que chama aten¢do ¢ o miR-765, que também ndo possui relatos
em casos de LLA, localiza-se no cromossomo 1 e diferentemente de outras doengas neoplasicas,
apresentou uma baixa regula¢do em nosso estudo. Por fim, os miRNAs miR-708-5p, miR-128-

3p e miR-34a-5p ja foram descritos na literatura em casos de LLA e apresentaram um perfil de
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expressao semelhante ao encontrado neste trabalho. Apesar da expressdo destes miRNAs nao
ser especifica para casos com TFC3-PBX1, os estudos mostraram uma expressao maior em
pacientes com TFC3-PBX1em relagdo a outras alteragdes génicas. Sendo assim, sugere-se que
0os miRNAs miR-455-3p, miR-4697-5p, miR-708-5p, miR-128-3p e miR-34a-5p sejam alvos
para novos estudos, incluindo um nimero maior de pacientes, como possiveis biomarcadores

de diagnostico, progndstico e/ou acompanhamento da LLA-B com TFC3-PBX1 t(1;19)(q23;
pl3).
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Material Suplementar

Expressao Diferencial de microRNAs em Paciente com Leucemia Linfoblastica Aguda de
Células B com Fusao Génica TCF3-PBX1 Resultante da Translocacao t(1;19)(q23;p13.3):
Relato De Caso
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Tabela S1. Vias KEGG significativamente enriquecidas para os genes alvos do miR-708-5p e
miR-128-3p

Vias KEGG Genes Alvos Valor de P
E2F3; EGFR; MTOR; IGF1; PDPK1; PIK3R1;
MAP2K1; PTEN; SOS1; HSP90B1; CREBS;
AKT1; AKT2; CCNDI1; BCL2; CDKNIA;
IKBKG
BAX; CASP3; RUNXI1; E2F3; EGFR; MTOR;
IGF1; JAKI1; SMAD2; PIK3R1; MAP2KI;
PTEN; PTGS2; RET; RXRA; SOS1; TGFBRI;
HSP90B1; VEGFC; CCDCe6; FZD9; FADD;
WNT3A; AKTI; AKT2; BIRC5; CCNDI;
BCL2; CDKNI1A; SMAD3; MMP2; IKBKG
BAX; CASP3; SMAD2; PIK3R1; MAP2KI;
Colorectal cancer TGFBR1; AKTI; AKT2; BIRCS; CCNDI; 1.82E7
BCL2; SMAD3
BRCA2; E2F3; EGFR; JAK1l; SMAD2;
Pancreatic cancer PIK3R1; MAP2K1; TGFBRI1; VEGFC; AKTI; 2.11E7
AKT2; CCND1; SMAD3; IKBKG

E2F3; EGFR; MTOR; IGFl; PIK3RI;
Glioma MAP2K1; PTEN; SOSI; AKTI; AKT2; 0,00000464
CCNDI; CDKNIA

Prostate cancer 1.79E3

Pathways in cancer 1.37E7
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RUNXI1; E2F3; PIK3RI1; MAP2KI1; SOSI;

lizzoe’;;famyel‘”d TGFBR1; AKT1; AKT2; CCNDI; CDKNI1A;  0,0000162
SMAD3; IKBKG
Non-small cell lung E2F3; EGFR; PDPKI; PIK3R1; MAP2KI;
RXRA: SOS1; AKT1; AKT2; CCND1 0,0000204
cancer ° H > >
EGFR; ILK; PDPKI; PIK3RI1; MAP2KI;
Endometrial cancer SOS1; AKT1; AKT2; CCND1 0,0000319
FYN; GNAQ; ITPRI; KCNJ6; PIK3RI;
Cholinergic synapse MAP2K1; CREB5; GNB5; GNGI12; AKTI; 0,000231
AKT2; BCL2
mTOR signaling MTOR; IGF1; PDPKI1; PIK3R1; PRKAAIL;
pathway VEGFC; AKT1; AKT2 0,000251
RUNXI1; MTOR; PIK3R1; MAP2KI1; SOSI;
Acute myeloid leukemia AKT1; AKT2; CCNDI; IKBKG 0,000264
' ' EGFR; FYN; SMAD2; SNAI2; SNAII;
Adherens junction TGFBR1; WASL; NECTIN4; SMAD3; PTPRJ 0,000281
Fe epsilonR]signaling MAPK14; FYN; PDKI1; PIK3R1; PLA2GS; 0.000498
pathway MAP2K1; SOS1; AKT1; AKT2; MAP2K3 i
CANX; E2F3; JAKI; SMAD2; PIK3RI;
. TGFBR1; FZD9; CHEK2; WNT3A; AKTI;
HTLV- infection AKT2: CCND1: CCND3: CDKNIA: SMAD3: 000514
SRF; IKBKG; CRTC3
ARHGAP5; EGFR; FYN; IGF1; ILK; PDPKI;
. PIK3R1; MAP2K1; RELN; PTEN; RAPIB;
Focal adhesion SOS1: VEGFC: AKT1: AKT2;: CCNDI; BCL2,  0:000546
CCND3
Bladder cancer E%FIEN ESFR; MAP2K1; RPS6KAS; CCNDI; 0.000656
Newrotronhin sionaline  BAX MAPK14 NTRK3; PDKI; PIK3RI;
et”;lm FOpAU SISNAUNE Z\fAPOK]; RAPIB; SOSI: YWHAZ:;  0,000746
patway RPS6KAS; BEX3; AKT1; AKT2
Vel E2F3; EGFR; IGF1; PIK3R1; MAP2K1; AKTI; 0.001
eranoma AKT2; CCND1; CDKN1A J
Chagas disease MAPK14; GNAQ; SMAD2; PIK3R1;
(American TGFBR1; FADD; AKT1; AKT2; SMADS3; 0,00192
trypanosomiasis) IKBKG
Toxon] _ CASP3; MAPKI4; JAKI; PDKI; PIK3RI; 0.00268
oXopiasmosis PPIF; AKT1; AKT2; MAP2K3; IKBKG ’
Amyotrophic lateral BAX; CASP3; MAPK14; TOMM40L; BCL2; 0.00328
sclerosis (ALS) MAP2K3 ’
Thyroid cancer MAP2K1; RET; RXRA; CCDC6; CCND1 0,00372
T cell receptor MAPK14; FYN; PDK1; PIK3R1; MAP2KI; 0.00393

signaling pathway

SOS1; NCK2; AKT1; AKT2; IKBKG
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BAX; CASP3; IGF1; PTEN; CHEK2; CCNDI;

p33 signaling pathway CCND3: CDKNIA 0,00406
MAPK14; EGFR; JAKI; PDKI; PIK3RI;
Hepatitis C SOS1; AKT1; AKT2; CDKNI1A; IKBKG 0,00455
ErbB signaling EGFR; MTOR; PIK3R1; MAP2KI1; SOSI;
pathway NCK2; AKT1; AKT2; CDKNIA 0,00561
Insulin signaling MTOR; MKNK2; PDE3A; PDE3B; PDPKI;
pathway PIK3R1; PRKAA1; MAP2K1; SOSI; SREBF1 0,00578
. CASP3; GNAQ; ITPRI1; KCNJ6; PLA2GS;
Serotonergic synapse  MAP2K1; PTGS2; GNB5; GNG12 0,00605
' ‘ EGFR; GNAQ; ITPRI; MAP2KI1; SOSI;
Gap junction TUBB4B; TUBB2A:; TUBB4A: TUBB 0,00651
) PIK3R1; MAP2K1; RAPIB; SOS1; VEGFC;
Renal cell carcinoma AKTI: AKT2 0,00741
GnRHsignaling MAPK14; EGFR; GNAQ, ITPR1; PLA2GS; 0.00926
pathway MAP2K1; SOS1; MMP2; MAP2K3 >
Dorso—‘ventral axis EGFR; MAP2K1; SOS1 0,00938
formation
Pathogenic Escherichia WASL; TUBB4B; TUBB2A; TUBB4A; TUBB 0.00989
coli infection ’
Progesterone-mediated MAPK14; IGF1; PDE3A; PDE3B; PIK3RI; 0.0108
oocyte maturation MAP2K1; AKT1; AKT2 >
E2F3; PIK3R1; PTEN; PTGS2; AKTI1; AKT2;
Small cell lung cancer CCNDI; IKBKG 0,0108
CASP3; MAPK14; EGFR; MKNK2; PLA2GS5;
MAPK signaling MAP2K1; RAPIB; SOS1; STK3; TGFBRI;
pathway MAPKAPKS5; RPS6KA5; GNGI2; AKTI; 0,0118
AKT2; MAP2K3; SRF; IKBKG
Jak-STAT signaling JAK1; LIFR; PIK3R1; SOSI1; AKT1; AKT2; 0.0128
pathway CCNDI; CCND3; CNTFR ’
y i BAX; CASP3; PIK3R1; FADD; AKT1; AKT2; 0.0133
poplosis BCL2; IKBKG )
Osteoclast MAPK14; CSF1; FYN; JAKI1; PIK3RI; 0.015
differentiation MAP2K1; TGFBR1; LILRB5; AKT1; AKT2 ’
E2F3; SMAD2; WEEl; YWHAZ; STAGI;
Cell cycle CHEK2; CCNDI; CCND3; CDKN1A; SMAD3  0:0195
D . . MAPK14; GNAQ; ITPR1; KCNIJ6; KIF5B; 0.019
opanunergic synapse . cREBS5; GNB5; GNG12; AKT1; AKT2 0195
Epstein-Barr VIrus MAPK14; JAKI; PIK3R1; AKT1; AKT2; 0.0222
infection CDKNI1A; MAP2K3; IKBKG ’
VEGF signaling MAPK14; PIK3R1; PLA2G5; MAP2KI; 0.0252

pathway

PTGS2; AKT1; AKT2
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Chemokine signaling

CCR4; PIK3R1; MAP2KI1; RAPIB; CCL17;

7 SOS1; WASL; GNBS5; GNG12; AKT1; AKT2; 0,0279
parmvay CXCL5; IKBKG
Carbohydrate digestion PIK3R1; AKT1; AKT2
. 0,0294
and absorption
Sphingolipid GBA; UGCG; SGPL1; CERK; SGPP1
. 0,0298
metabolism
Aldosterone-regulated  FXYD2; IGF1; PDPK1; PIK3R1
; . 0,0392
sodium reabsorption
Prion diseases BAX; FYN; MAP2K1 0,0441

Tabela S2. Vias KEGG significativamente enriquecidas para os genes alvos do miR-455-3p e

miR-4697-5p
KEGG Pathways Genes Alvos Valor de P
RNA 1l PPP2R2A; PAPOLA; PAPOLG; MSII;
n " surveritance DDX39B; DAZAP1; GSPT1; PPP2R1A; SMG7;  0,00599
parway CPSF7; SMG1; NUDT21
One carbon pool by MTHFDI1; MTHFD2; MTFMT; ATIC; GART
0,00602
folate
. . ACTB; WASF2; ARPCIB; VCL; FBXWII;
Shigellosis MAPKS: PFN1: U2AF1 0,00963
CCNBI1; CDKNIA; CDKN2A; IGF1; THBSI,;
p33 signaling pathway  EI24; BBC3; STEAP3; TP73; IGFBP3 0,0113
ABLI; CCNBI1; CDKNIA; CDKN2A; HDAC2;
Cell cycle MYC; TFDP2; YWHAZ; CDC45; CDC14B; 0.0133
MCM6; YWHAH; MAD2L1; PLK1; YWHAG ’
EF1Al; EIF4E; EIF4Gl; KPNBI; SUMO2;
RNA transport EIF3D; EIF2B2; NUPISS; DDX39B; EIFl;  (01sp
XPO1; THOCS; EIF1B; RAN; SENP2
CCNBI1; IGF1; YWHAZ; CHP1; CALM3;
Oocyte meiosis RPS6KA2; FBXW1l; PPP2RIA; FBXOS; (212
YWHAH; MAD2L1; PLK1; YWHAG
Ribosome biogenesis in  PWP2; RRPTA; GNL3L; UTP4; IMP4; WDR3;
eukaryotes XPOI; RAN 0,0238
ALDOA; PFKP; PRPS1; PRPSILI; PFKL
Pentose phosphate 0,0273
pathway
SNARE interactions in ~ STX2; STX4; STX7; STX16; STX1A 0.0273
vesicular transport ’
ACTB; DYNCIHI; WASF2; PLEKHM2;
Salmonella infection 0,0412

ARPCI1B; MYH9; MAPKS; PFN1; FLNC
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MATERIAIS E METODOS

As andlises de microarranjo ¢ RT-qPCR fazem parte da tese de doutorado da aluna
Tania Souza de Liz (DE LIZ, 2020). Para este trabalho foi realizada uma nova analise dos dados
de microarranjo e RT-qPCR utilizando apenas a amostra do paciente com LLA-B com TCF3-
PBXI1 t(1;19) (q23; p13.3).

Primeiramente, foi realizada a separacao das células mononucleares por gradiente de
densidade, utilizando a solugdo Histopaque® 1077 (Densidade: 1.077 g/mL) (Sigma-Aldrich,
Darmstat, Alemanha). Em seguida, o RNA total das células mononucleares obtido das amostras
foi extraido e purificado utilizando-se o kit miRVanaTM miRNA Isolation (Ambion Life
Technologies, Austin, TX, USA), a quantificagio do RNA total foi realizada por analise no
espectrofotometro NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Sciences, UK) e a avaliagdo da
integridade do RNA total das amostras foi feita por meio de técnica de eletroforese
microfluidica com o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, CA, EUA). Para
avaliagdo do perfil de expressdo dos miRNAs foi utilizada a técnica de microarranjo, com
laminas do tipo G3 Human miRNA Microarray (G4870C - Agilent Technologies, California,
EUA) contendo 2.549 sequéncias de miRNAs referentes a versdo 21 da base de dados de
miRBase e 21 controles internos. Todas as analises foram realizadas seguindo os protocolos
recomendados por seus respectivos fabricantes. A leitura das laminas foi feita pelo equipamento
SureScan Microarray Scanner (G4900DA, Agilent Technologies, California, EUA) e os dados
foram obtidos por meio do programa Feature Extraction para analise subsequente dos miRNAs
no programa GeneSpring (G4460-90053 e G5886AA - Agilent Technologies, California,
EUA).

Os genes alvo dos miRNAs selecionados para anélise de bioinformatica foram preditos
pelo programa miRTarBase v.8.0 (HUANG et al., 2019) que ¢ um banco de dados de interagdo
miRNA-alvo validado experimentalmente. Além disso, a andlise de rede de interagdes dos

genes alvo foi realizada utilizando o programa miRNet v.2.0 (CHANG et al., 2020).
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