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RESUMO 
 

A leucemia linfoide aguda (LLA) é um dos tipos de câncer mais prevalentes em crianças, 

representando mais de 20% das neoplasias pediátricas. A maioria dos casos de LLA derivada 

de células B (LLA-B) ocorre em pacientes com menos de 18 anos de idade. Essa doença está 

relacionada a diferentes perfis genotípicos. A telomerase e os telômeros estão associados a 

alterações genéticas e crescimento celular, o que os tornam alvos atrativos para estudo de novas 

abordagens terapêuticas em leucemia. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi investigar o 

papel prognóstico de marcadores moleculares associados aos telômeros e à telomerase, 

especialmente seu potencial como indicador de resposta terapêutica em LLA infantil, e estudar 

o potencial da telomerase como alvo farmacológico em leucemia. A análise dos 79 casos de 

pacientes infantis com LLA-B mostrou que a expressão de telomerase tem associação com 

diferentes variáveis, tais como idade e doença residual mínima de 78 dias após o início do 

tratamento. Ademais, a análise dos dados demostrou associações complementares que indicam 

papel da telomerase na propensão à recaída nos pacientes do estudo. Esse relevante achado 

permitiu levantar a hipótese de que a expressão aumentada do gene hTERT (codificante da 

unidade catalítica da telomerase) poderia estar associada à resistência à quimioterapia, o que 

foi abordado em experimentos in vitro. Nesse caso, 3 de 4 linhagens celulares utilizadas 

(NALM-6, 697 E RS4;11), após transfecção para subexpressar a telomerase, apresentaram 

maior sensibilidade a doxorrubicina, droga presente no esquema terapêutico de todos os 

pacientes. Tal achado reforça a hipótese de que a alta expressão da telomerase influência de 

algum modo no tratamento do paciente, aumentando as chances de recidiva. Portanto, a 

expressão de telomerase se mostrou um possível biomarcador clinicamente útil. Por fim, os 

resultados também apontam para o possível benefício da associação de inibidores da telomerase 

na terapia de pacientes pediátricos com LLA-B. 

 

Palavras chaves: Telômero, hTERT, Leucemia aguda do tipo B e recaída.   
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ABSTRACT  

 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy, representing 

more than 20% of pediatric cancers. ALL derived from B-cells (B-ALL) typify the majority of 

cases in patients under 18 years old that are related with different genetic profiles. Telomeres 

and telomerase are associated with genetic modifications and cell proliferation which makes 

them attractive targets for studies in leukemia. In this sense the aim of this work was determine 

the role of molecular markers associated with telomeres and telomerase, especially their 

potential as an indicator of therapeutic response in childhood ALL and set up the potential of 

telomerase as a pharmacological target in B-ALL. Analyzing 79 cases of childhood B-ALL we 

identified that high telomerase expression was associated with several markers such as age, and, 

minimum residual disease (MRD) of 78 days and relapse. In this sense these associations are 

complementary for establish the role of telomerase on patient relapse. From these data, we 

hypothesized that high telomerase expression cold be related to drug resistance. In a vitro 

approach, 3 of 4 lineages (NALM-6, 697, RS4;11), after transfection to show downregulation 

of telomerase, had increased sensitivity to doxorubicin, what fortify the hypothesis that the high 

expression of telomerase influences the patient treatment, increasing chance to relapse. 

Therefore telomerase representes a promising pharmacological target as well as combined 

therapy with telomerase inhibitors may be an alternative strategy for B-ALL.  

 

Keywords: Telomere, hTERT, B Acute lymphoblastic leukemia and relapse   
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leucemias linfoides   

A leucemia é uma doença heterogênea que é causada pela disfunção do tecido 

sanguíneo, levando a uma proliferação clonal desordenada das células hematopoéticas de 

origem linfoide ou mieloide. A classificação distingue as doenças de acordo com a linhagem 

celular (mieloide ou linfoide) e com o grau de maturação das células clonais que se acumulam 

(aguda ou crônica) (1,2). A fisiopatologia da leucemia decorre do produto de duas ou mais 

alterações genéticas que ocorrem nas células tronco hematopoéticas, as quais passam a ter uma 

elevada taxa de proliferação e perdem a sua capacidade de chegar na forma madura. Como 

efeito disso, há acumulo de células imaturas no sangue periférico e na medula óssea resultando 

na falta de produção de células maduras: hemácias, leucócitos e plaquetas (3,4). 

Os blastos, que são células imaturas e disfuncionais, geralmente compõem até 5% da 

medula óssea. No entanto, nas leucemias agudas, essas células estão presentes em um 

percentual maior que 20%, o que pode levar a uma rápida manifestação de sintomas. Por outro 

lado, nas leucemias crônicas, a presença de blastos é inferior a 20%, com maior predominância 

de células maduras. Isso geralmente resulta em um início mais lento dos sintomas (5).  

Quanto às leucemias linfoides, a leucemia linfocítica crônica (LLC) ocorre pela 

proliferação de linfócitos B monoclonais maduros, principalmente em pessoas entre 60 e 70 

anos de idade, por vezes apresentando quadro assintomático em que o tratamento se inicia 

depois das primeiras manifestações clínicas. De outra via, existe a leucemia linfoblástica aguda 

(LLA) em que há a rápida produção de blastos tanto em células T quanto em B. Essa é a 

leucemia mais comum em crianças e o tratamento apresenta elevados índices de eficácia, 

implicando em uma sobrevida que chega a 90%, considerando a amplitude de 5 anos (5,6).  

Nos Estados Unidos da América, a LLA ocorre em 2,1 de cada 100 mil habitantes. Já 

no Brasil, essa incidência é de 5,15 por 100 mil habitantes, sendo a prevalência maior em 

pacientes com menos de 18 anos de idade (5,7). 

1.2 LLA na infância  

 A incidência da LLA é maior em crianças de 2 até 5 anos de idade e reduz em pacientes 

no final da infância e início da idade adulta, voltando a aumentar depois dos 50 anos de idade. 

Diversos fatores prognósticos têm sido relacionados às LLA-B: a idade ao diagnóstico, por 

exemplo, está diretamente relacionada à sobrevida dos pacientes, sendo aqueles menores de um 
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ano considerados de elevado risco para tratamento. Outros que podem ser citados são: doença 

residual mínima com elevada quantidade de blastos clonais, infiltração do sistema nervoso 

central ou dos testículos, translocações gênicas, entre outros (8). 

 As células clonais possuem a capacidade de “se proteger” do sistema imunológico, e já 

foi visto que os linfócitos T natural killers as auxiliam a escapar do processo de 

reconhecimento, efeito chamando de “immunosurveillance”. Nesse sentido as células 

cancerosas podem evitar o reconhecimento, e posterior eliminação pelo sistema imune, pela 

perda do MHC de classe I e consequente não reconhecimento das células clonais pelos 

linfócitos T citotóxicos. Esse mecanismo de escape, todavia, não foi totalmente elucidado, mas 

já foi visto que pacientes com células neoplásicas bem adaptadas ao sistema imunológico 

apresentam baixa resposta ao tratamento e maior chance de recair (9,10). 

 As LLA-B são diagnosticadas quando uma quantidade dominante de blastos clonais 

mostra forte expressão de pelo menos 2 dos seguintes antígenos: CD19, CD10, CD22 

intracelular ou CD79a intracelular. Contudo, vale ressaltar que esses marcadores devem ser 

utilizados com o devido cuidado, dado que nenhum deles é absoluto para a classificação da 

linhagem e do estágio de maturação. Quando identificadas, as leucemias agudas do tipo B 

podem ser divididas em pro B, comum, pré B e B madura. Sua diferenciação se dá pela 

expressão de CD10, iIgM e λ (11). Ademais, a classificação também pode ser baseada nos 

genótipos característicos da doença (12). 

 À citogenética, a LLA-B pode ter grupos com cariótipo normal, pseudodiploide (em que 

acontece as translocações), grupo hiperdiploide do tipo 1, no qual o número de cromossomos 

varia de 47-50, alta hiperdiploidia, em que a quantidade de cromossomos é maior que 50, 

hipodiploide, em que o total de cromossomos é menor que 46 e, por fim, o grupo chamado de 

“near-haploide” em que a variação no número de cromossomos é de 24-31  (13–15).   

 Os subtipos genéticos apresentam incidência que mudam de acordo com a etnia e idade. 

Nas LLA-B infantis, as alterações mais prevalentes são: ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-

ABL1, Ph-like, as translocações envolvendo o KMT2A (MLL) e algumas alterações presentes 

em distintas leucemias como aquelas do gene DUX4, IKZF1 e PAX5(16).  

 A LLA-B apresenta elevada taxa de sobrevida, com remissão da doença ocorrendo na 

maioria dos pacientes, contudo, a recidiva da doença (recaída) continua sendo a causa principal 

de óbito. Além disso, estudos genômicos em crianças com LLA-B mostraram que durante a 
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recaída podem surgir clones minoritários, os quais já adquiriram alterações genômicas que 

conferem resistência ao tratamento (17–21).  

1.2 Telômero  

Os telômeros são fragmentos de DNA compostos por sequências repetitivas (TTAGGG) 

com papel crucial na manutenção dos cromossomos e na via de sinalização da senescência (22).  

No desenvolvimento embrionário, ainda na fase de zigoto, o telômero cresce de forma 

exponencial até a fase de embrião. Na forma de blastocisto, o telômero mantém tamanho quase 

constante a fim de desempenhar suas funções de proteção, evitando a perda de material genético 

codificante pela redução das fitas de DNA a cada divisão celular, realizando, assim, expressivo 

no desenvolvimento do organismo e no envelhecimento (figura 1). A estrutura telomérica é 

reconhecida como um atrativo biomarcador utilizado para rastrear mudanças relacionadas com 

o envelhecimento humano, bem como na progressão de patologias (23,24). Nesse sentido, a 

redução do tamanho do telômero funciona como marcador de doenças relacionadas com a maior 

idade (25,26). 

 

Figura 1. Esquema do tamanho do telômero e sua reprogramação no desenvolvimento de mamíferos. Figura e 

legenda adaptadas de KALMBACH et al, (2014). 

A estrutura telomérica é formada por um loop no final do cromossomo juntamente com 

a produção de RNA rico em guanina resultante da sua transcrição. A junção do loop com essa 

fita forma uma estrutura denominada “G overhang”, a qual se molda resultando nas estruturas 

de fita dupla conhecidas como T-loop e D-loop (figura 2), que são relevantes para a proteção 
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contra degradações prematuras do material genético, uma vez a célula possui proteínas 

especializadas em reconhecer e destruir estruturas de fita simples (27). 

.  

Figura 2. D-loop e T-loop na estrutura telomérica. Figura e legenda adaptada de Eskandari-Nasab et al, (2015). 

A formação da estrutura telomérica de fita dupla tem características análogas à 

heterocromatina, o que gera a possibilidade de sua transcrição resultando na longa porção de 

RNA não codificante, denominada de TERRA. Tais moléculas desempenham papel chave na 

regulação dos telômeros, na atividade da telomerase e na formação de heterocromatina na 

porção final do DNA (28).  A função clássica que permitiu a descrição dos telômeros, contudo, 

refere-se à incapacidade da DNA polimerase de completar a replicação da parte final da porção 

3’ do DNA, resultando no encurtamento das fitas de 50 a 200 pares de bases a cada ciclo celular. 

Isso gera o denominado “end replication problem” (problema de replicação do fim), uma vez 

que na ausência de telômeros funcionais, a célula fica inabilitada a se dividir, sob pena de perder 

porções importantes do DNA ou se sujeitar a ciclos de fusões cromossômicas, resultando na 

formação de proteínas aberrantes (28). 

Também já foi descrito na literatura que os telômeros podem sofrer danos oxidativos 

levando a célula à senescência. Considerando esse fato, foi possível associar o encurtamento 

do telômero, e consequente redução do potencial proliferativo da célula, à parada do ciclo 

celular (29,30). Por outro lado, os telômeros podem ter seu tamanho aumentado em algumas 

células, como as germinativas e algumas do sistema imunológico, que requerem elevadas taxas 

de replicação para exercer suas funções orgânicas, Ademais, em algumas células tronco da 

medula óssea a telomerase pode estar ativa, de modo controlado, para que durante a proliferação 

não haja problemas advindos do encurtamento do telômero (22,31). 
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O cuidado com a saúde também pode afetar o tamanho dos telômeros, a exposição de 

adultos a fatores ambientais como as infecções, estresse, atividade física e nutrição está 

intimamente ligada ao tamanho do telômero e a velocidade que esse pode encurtar (31–34). 

Nessa perspectiva, a exposição ao estresse pode ocorrer nas fases de desenvolvimento pré e pós 

natal, a qual promove o encurtamento dessas estruturas por acionamento de vias de sinalização 

específicas, gerando a senescência celular e levando o organismo ao rápido envelhecimento. O 

encurtamento, ou erosão telomérica, também está implicado em outras patologias relacionadas 

com a idade, tais como problemas cardíacos e diabetes (35–37), além de aterosclerose, 

condições associadas ao aumento da proliferação celular, como o câncer, e até maior 

mortalidade por covid-19 (38,39). 

Com base no exposto, os telômeros podem ser o fator chave no entendimento do 

envelhecimento, assim como de doenças relacionadas ao seu funcionamento (40). Além disso, 

seu papel em diversos canceres é extremamente importante, tanto para seu desenvolvimento, 

quanto para sua proliferação e manutenção, sendo o entendimento dessa estrutura 

imprescindível para elucidar detalhes da carcinogênese.  

De fato, uma etapa crucial na evolução de qualquer neoplasia para um estágio 

clinicamente detectável é a “imortalização celular”, como é chamado o fenômeno de 

manutenção do comprimento dos telômeros de células tumorais (41). Como se tratam de 

doenças proliferativas, nesses casos as células precisam evitar o end replication problem, o que 

é feito, em cerca de 85% dos casos, pela expressão de uma enzima capaz de catalisar a síntese 

de telômeros, um antígeno onco-fetal de nome telomerase (42). 

1.3 Telomerase  

1.3.1 Função da Telomerase  

Os telômeros são mantidos em comprimento compatível com a proliferação celular pela 

enzima telomerase, a qual  apresenta dois domínios: o denominado TERT, responsável pela 

parte catalítica da enzima, e o TERC que é um componente de RNA que serve de template 

(molde) para o alongamento telomérico (figura 3) (43).  

Nos humanos, a telomerase é expressa nas primeiras fases da embriogênese e em grande 

parte das células a expressão vai reduzindo com o passar do tempo (44). Todavia, alguns tecidos 

podem manter a telomerase ativa por mais tempo, a exemplo das células germinativas, dos 

blastos, e células com alta capacidade de diferenciação, como os linfócitos e as células tronco 

pluripotentes (45). Contudo, mesmo nessas células essa enzima não é capaz de manter o 



29 
 

alongamento telomérico durante todo o ciclo de vida, o que faz com que, mesmo nelas, haja o 

processo de redução gradual dos telômeros (46).  

A telomerase, por funcionar como uma transcriptase reversa, é capaz de sintetizar as 

sequências teloméricas e evitar o problema do encurtamento dos telômeros. Como resultado, 

ao exercer sua função canônica (manutenção do tamanho dos telômeros), a telomerase 

proporciona estabilidade genômica, viabilizando a proliferação contínua(47). 

 

Figura 3. Estrutura esquemática da telomerase. Figura adaptada de Zhang et al., (2011). 

 A atividade da telomerase e a regulação do telômero são fatores chaves envolvidos na 

carcinogênese e na manutenção das células cancerosas. Durante a divisão celular alguns eventos 

podem levar as células a inativar proteínas reguladoras da manutenção da integridade de DNA 

e do ciclo celular, como a P53 e a proteína de retinoblastoma (Rb), o que permite que a redução 

telomérica resulte em crise. Durante esse evento ocorre quebra de DNA e instabilidade 

genômica ocasionando elevada morte celular. Esse contexto acaba por selecionar as poucas 

células sobreviventes que desreprimem a expressão do gene da telomerase (hTERT) para 

realizar a manutenção do seu material genético e estabilizar os danos teloméricos (45,47,48).  

A telomerase é a enzima responsável pela manutenção dos telômeros na maioria dos 

diferentes tipos de canceres, sendo sua ativação frequentemente o último passo no processo de 

imortalização celular e na transformação tumorigênica. Isso sugere que a telomerase confere 

uma forte vantagem seletiva para contribuir com o crescimento de células malignas. Além 

disso, a expressão e a função do gene hTERT se mostra indispensável, em grande parte dos 

casos, para a manutenção da proliferação celular (46). 
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Além do exposto, recentemente foram descritas diversas funções não canônicas para a 

telomerase, como a proteção de DNA não telomérico contra danos, promoção de crescimento, 

da proliferação, alteração no ciclo celular e proteção dos danos à integridade do DNA 

mitocondrial devido ao estresse oxidativo (49). Todas essas ações contribuem, de alguma 

forma, para a manutenção dos tumores, o que aumenta a relevância dessa enzima no processo 

carcinogênico.  

Nas células B naive, de memória e nos centros germinativos, a telomerase está ativa e 

associada a elevados indicies de atividade, sendo o centro germinativo o que apresenta a maior 

atividade da telomerase e as células com o maior tamanho de telômero (figura 4). 

 A expressão da telomerase nos centros germinativos ocorre principalmente durante a 

resposta imunológica, após a estimulação de anti-IgM juntamente com as interleucinas: IL2, 

IL4 e IL13, bem como as moléculas de superfície BCR e CD40. Além disso, 

independentemente da proliferação e estimulação, a expressão basal de hTERT nos linfócitos B 

é maior do que nas outras células. Portanto, a relação entre a telomerase e a proliferação nos 

linfócitos B, juntamente com seu papel anti-apoptótico, atribui a essa enzima um papel 

significativo na resposta imunológica. (48).  

 

Figura 4. Modelo da regulação dos telômeros nas células B. Figura adaptada de da Mota et al., (2023). 
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1.3.2 Regulação da Telomerase 

A ativação e a regulação da transcrição de hTERT são pontos chaves para entender 

melhor seu funcionamento. Seu controle está relacionado a múltiplos fatores os quais envolvem 

loops de feedback, controles genéticos e epigenéticos.  

Entre os fatores reguladores da transcrição têm-se o c-MYC, o NF-κB, as proteínas 

STAT, as da família PAX, Mad1, SP3 entre outros. O c-Myc, juntamente com outras proteínas, 

se liga a estruturas denominadas de “E-boxes” as quais recrutam acetiltransferases de histonas, 

o que promove a ativação de diferentes genes, entre eles o hTERT. Já nos linfócitos T, a proteína 

quinase C ativa o NF-κB, que aumenta a ligação do promotor de hTERT com c-Myc 

promovendo a maior ativação da telomerase (50). 

O NF-κB é um fator de transcrição com complexidade elevada que está envolvido em 

diferentes cascatas de sinalização relacionadas com a inflamação, diferenciação celular, 

tumorigênese e apoptose. Esse complexo proteico é um dos fatores de transcrição do gene 

hTERT. Por outro lado,  uma das funções não canônicas da telomerase é promover alça de 

retroalimentação induzindo aumento da expressão de NF-κB, que, por sua vez, Ademais regula 

também a expressão de proteínas envolvidas na via da apoptose e na senescência como o cFLIP, 

a survivina, o c-Myc e a P53 (51,52).  

As proteínas da classe STAT então relacionadas ao hTERT em diversos cânceres, como 

os tumores gástricos, de mama e glioblastoma, sendo uma peça chave para a manutenção desses 

tumores. Foi evidenciado que a STAT3 se liga ao CD44 e ao NF-κB para a regulação da 

expressão da telomerase, a STAT5, quando está fosforilada, interage com a proteína JAK 

regulando a expressão de hTERT. Outra relação na regulação da telomerase, pela influência das 

proteínas STAT, é a formação do complexo proteico JAK2/STAT5/c-Myc que por meio da 

eritropoetina ativa a transcrição de hTERT (52–54).  

As proteínas da família PAX se ligam a regiões proximais do gene do hTERT e 

posteriormente ativam sua transcrição. A PAX5 se liga a dois sítios distintos com a ação de 

controlar a transcrição da telomerase, já o PAX8 se liga à 4 sítios upstreams com o mesmo fim. 

Também já foi relatado que o PAX 8 pode interagir diretamente com a porção TERC da 

telomerase (55).  

A Mad1 é um antagonista da proteína Myc que concorre pelo mesmo sítio de ligação, 

mas com a ação de reprimir a expressão gênica. Essa se liga a regiões promotoras do hTERT 

mediadas por um domínio N terminal responsável por interações com outras proteínas 
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repressoras, como o Sin3A, que impede a atividade do c-Myc. O SP3 é um antagonista de SP1, 

o qual está relacionado com a remodelação da cromatina. Sua interação com a telomerase se dá 

através do recrutamento da HDAC1, que promove alterações epigenéticas que resultam no 

silenciamento do hTERT (56). 

Na LLA, tanto a alta atividade da telomerase, quanto os telômeros curtos estão 

associados a progressão da doença, resistência a quimioterapia e prognóstico ruim (57). Nesse 

sentido a telomerase nos blastos leucêmicos também pode bloquear a apoptose, o que resulta 

em progressão rápida da doença. Além disso, em outro estudo a metilação de hTERT já foi 

indicada como possível indicador de bom prognóstico em pacientes menores de 18 anos de 

idade com LLA-B (29,58). 

Dado sua relevância, a telomerase vem sendo alvo de estudos no campo da oncologia 

experimental, seja para ampliar o entendimento da biologia tumoral, seja para o 

desenvolvimento de novos protótipos de fármacos. A principal razão desse interesse é o fato 

desse ser um alvo pan-tumoral e, principalmente, relativamente específico, já que a maioria das 

células somáticas normais não expressam telomerase. Como os linfócitos representam exceção 

a essa regra, até pouco tempo a implicação dessa enzima em leucemias era negligenciada, mas 

com a descrição das funções não canônicas da telomerase, mais pesquisadores passaram a se 

debruçar sobre o tema. Os estudos recentes mostraram a expressão da telomerase está 

relacionada com a formação das leucemias (29,45,46,58–60), e que a telomerase pode ser 

utilizada como alvo para tratamento de leucemia linfoide aguda B in vitro, contudo, a literatura 

ainda é pobre em informações sobre sua real relevância para essa doença, assim como a 

utilidade clínica da expressão do hTERT como marcador diagnóstico ou prognóstico em LLA-

B.   
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2. OBJETIVO GERAL 
 

Investigar o papel prognóstico da expressão do gene hTERT , e marcadores moleculares 

associados à telomerase, na LLA-B, bem como estudar o potencial da telomerase como alvo 

farmacológico nessa doença.  

2.1 Objetivo específico  

• Avaliar a possível correlação entre expressão de hTERT (no momento do diagnóstico) 

nas células leucêmicas de pacientes pediátricos com LLA-B e as variáveis clínicas 

disponíveis ou marcadores moleculares já classicamente utilizados; 

• Investigar a influência do nível de expressão da telomerase na resposta à quimioterapia 

convencional em LLA-B; 

• No caso de correlação estatisticamente significativa, levantar e testar hipóteses sobre a 

explicação biológica. 

• Avaliar, in vitro, o potencial terapêutico do inibidor de telomerase MST-312 como 

agente adjuvante.  
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Desenho do estudo  

Trata-se de estudo misto (retrospectivo e prospectivo), observacional (sem intervenção), 

que inclui acesso a informações médicas e material biológico de pacientes pediátricos do 

Hospital da Criança de Brasília (HCB) com diagnostico de LLA-B. As amostras utilizadas no 

estudo são alíquotas remanescentes do material empregado no diagnóstico do paciente, assim 

como em testes para o monitoramento de resposta ao longo do tratamento (figura 5). 

Os experimentos envolvendo as amostras dos pacientes foram realizados 

exclusivamente nas dependências do próprio HCB.  

Na Universidade de Brasilia foi conduzida a cultura de células nas linhagens de LLA-B 

(NALM-6, Reh, 697 e RS4:11). Nessas células, foram realizadas o teste de transfecção com o 

RNA de interferência (siRNA) para a inibição de hTERT. Posteriormente foram feitos testes de 

viabilidade celular utilizando o Cell Titer Blue em monoterapia (doxorubicina, MST-312 e 

metrotrexato) e em terapia combinada (doxorubicina + MST-312 e metrotrexato + MST-312). 

realizadas etapas do estudo estão esquematizadas na figura 5, e os experimentos detalhados nos 

tópicos seguintes. 

 

Figura 5. Fluxograma do desenho metodológico empregado no estudo. Inicialmente, no Hospital da Criança de 

Brasília (HCB), foram realizados procedimentos de cariotipagem, imunofenotipagem e identificação das principais 

translocações associadas à formação de leucemias, para fins de diagnóstico independentes desta pesquisa. O aluno 

envolvido neste estudo teve acesso aos dados dos prontuários dos pacientes, após a obtenção dos termos de 

consentimento livre e esclarecido. Além disso, nessa instituição, foi conduzida a reação em cadeia da polimerase 

em tempo real (PCR em tempo real) para amplificação dos genes hTERT, BIRC5 e cFLIP. Após a conclusão dessa 

etapa no HCB, o aluno prosseguiu para a Universidade de Brasília, onde trabalhou com as culturas celulares das 

linhagens de leucemia linfoblástica aguda B (LLA-B) NALM-6, 697, Reh e RS4;11 nas quais foi realizada a 

HCB

•Cariotipagem.

•Imunofenotipagem. 

•PCR convencional para translocações.

HCB

Aluno

•PCR em tempo real de hTERT, BIRC5 e cFLIP.

•Coleta de termos de consentimento. 

•Analise de dados das associações com as variáveis clinicas.

UnB

•Caracterização das linhagens celulares: NALM6, 697, Reh e RS4;11.

•Transfecção das linhagens celulares.

•PCR das amostras para confirmar a transfecção.

•Cell Titer Blue nas linhagens sem tratamento, transfectadas em monoterapia ou terapia combinada.

•Analise total de dados. 
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transfecção para inibição do hTERT com confirmação posterior por PCR em tempo real.  Além disso, foram 

realizados testes utilizando o ensaio Cell Titer Blue, tanto em monoterapia (utilizando doxorubicina, MST-312 e 

metotrexato) quanto em terapia combinada (doxorubicina + MST-312 e metotrexato + MST-312). 

 

3.2 Pacientes, período de coleta, local de estudo e considerações éticas  

No estudo, foram incluídas amostras de aspirado de medula óssea (BM) de 79 pacientes 

com leucemia linfoblástica aguda B. A inclusão dos pacientes ocorreu após a aprovação do 

comitê de ética (24841219.4.0000.8093) e a obtenção dos respectivos Termos de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLEs) dos participantes, conforme descritos nos Anexos 

3-5 do estudo. Todos os pacientes selecionados apresentavam leucemia linfoblástica aguda B e 

foram diagnosticados ou estavam em tratamento durante o período de 07/2019 a 09/2021. Vale 

ressaltar que os participantes desse estudo eram exclusivamente crianças e adolescentes com 

idades compreendidas entre 0 e 17 anos. 

3.3 Atividade realizada pelo aluno  

3.3.1 Coletas de dados clínicos via prontuário  

 As informações clínicas de idade, raça, leucometria ao diagnóstico, sexo, evolução 

clínica, esquema terapêutico e estratificação de risco final foram obtidas por meio do prontuário 

eletrônico do paciente. Dados biológicos (classificação imunofenotípica, avaliação das 

principais translocações cromossômicas, aneuploidia e resposta da medula durante o tratamento 

quimioterápico) foram obtidos através dos testes laboratoriais do Laboratório de Pesquisa 

Translacional do HCB. O conjunto dessas informações foi armazenado em um banco de dados, 

sempre respeitando o sigilo do acesso à informação dos pacientes.  

A estratificação de risco utilizada nesse trabalho se se baseou nos padrões adotados pelo 

Instituto Nacional do Câncer e referenciados em diversos estudos (14,61,62). Os pacientes com 

LLA-B foram estratificados em determinados grupos de risco de acordo com a quadro 1. No 

que se refere aos dados de estratificação, a equipe médica foi responsável por determinar a 

classificação de risco final de cada paciente, com o objetivo de direcionar o tratamento de 

acordo com o protocolo estabelecido pelo BFM 2009 (63). A classificação de risco é baseada 

em uma análise abrangente dos dados clínicos, laboratoriais e de exames específicos de cada 

paciente. Essa estratificação é fundamental para garantir que cada paciente receba o tratamento 

mais adequado, levando em consideração o seu perfil de risco específico.  

Os valores de doença residual mínima (DRM) desempenham um papel significativo na 

determinação do risco final. Elas são avaliadas em diferentes momentos, geralmente aos 15, 33 
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e 78 dias após o início do tratamento. Com o passar do tempo, espera-se que haja uma redução 

na presença de blastos clonais, o que é indicativo de uma melhor resposta ao tratamento. 

Para a estratificação de risco, são utilizados limiares específicos de porcentagem de 

blastos clonais. Valores acima de 5% no dia 15 e acima de 0,01% no dia 78 são considerados 

de alto risco, indicando uma maior carga residual da doença. Por outro lado, valores inferiores 

a 1% no dia 15 e inferiores a 0,01% no dia 78 são considerados de baixo risco, sugerindo uma 

resposta mais favorável ao tratamento e uma menor carga residual da doença. 

Portanto, a análise da DRM ao longo do tempo é fundamental para a estratificação de 

risco e auxilia na determinação do plano de tratamento mais adequado para cada paciente. 

A infiltração no sistema nervoso central (SNC) é considerada um fator de risco por si 

só, uma vez que não é esperado que células clonais migrem para essa região. Portanto, valores 

acima de zero são considerados de alto risco, indicando a presença de células leucêmicas no 

SNC. Por outro lado, valores iguais a zero são considerados de baixo risco, indicando a ausência 

de células clonais no SNC. Essa avaliação do risco baseada nos valores de infiltração no SNC 

é importante para determinar o plano de tratamento adequado para cada paciente (Quadro 1). 

Quadro 1. Estratificação de risco individualizado para cada variável clínica utilizadas nesse 

estudo.  

Critério Risco 

  Baixo Intermediário Alto 

Leucometria inicial /µL       

Menor que 50000 (<50000) +     

Maior que 50000 (>50000)      + 

Tipo genotípico        

ETV6-RUNX1 +     

BCR-ABL      + 

PH-LIKE     + 

TCF3-PBX     + 

KMT2A/MLLT3     + 

DRM D15        

Menor que 1% (<1%) +     

Entre 1% e 5%   +   

Maior que 5% (>5%)     + 

DRM D33       

Menor que 0,1% (<0,1%) +     

Entre 0,1% e 1%   +   

Maior que 1% (>1%)     + 

DRM D78       

Menor que 0,01 (<0,01%) +     
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Maior que 0,01(>0,01%)     + 

Infiltração do SNC       

Maior que 0 (>0)     + 

Igual a 0  +     

Idade        

Menor que 1 ano      + 

Entre 1 e 10 anos  +     

Maior que 10 anos      + 

                                 *  DRM = Doença residual mínima * SNC= Sistema nervoso central.  

3.3.2 PCR em tempo real  

 A PCR em tempo real foi realizada para identificar a expressão da hTERT, BIRC5 e 

cFLIP. Nesse sentido, após a confecção do cDNA foi realizada a PCR com o kit Power SYBR™ 

Green PCR Master Mix da ThermoFisher, sendo seguido todas as instruções do fabricante. O 

volume final de reação foi de 10µl e o input de amostra foi de 1µl, as especificações estão na 

tabela 1. 

Tabela 1. Reagente para a PCR em tempo real. 

Reagente [  ] Estoque [  ] final Vol. (µL) 

H2O - - 3,6 

Power syber green master mix 2X 1X 5 

Primer Foward 10 µM 0,2 µM 0,2 

Primer Reverse 10 µM 0,2 µM 0,2 

Amostra   - - 1 

  Volume final 10 

   

As reações de PCR em tempo real foram realizadas em triplicata. A curva de meltingem 

foi incluída em todas as reações para monitoramento da amplificação (figura 6). Experimentos 

com especificidade duvidosa foram descartados. As condições de ciclagem da PCR em tempo 

real foram de 10 minutos a 94 graus, seguidos de 40 ciclos com 94 graus por 30 segundos, 60 

graus por 20 segundos e 10 segundos a 72 graus, para a leitura dos primers cFLIP, HPRT1 e 

hTERT (figura 6, imagens D A e C), 75 graus para a de B2M (figura 6, imagem B) e 80 graus 

para a do BIRC5 (Figura 6, imagem E).  
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Figura 6. Curva de melting dos primers. A. Curva de melting do primer HPRT1 com temperatura ótima de leitura 

de 72 graus. B. Curva de melting do primer de B2M com temperatura ótima de leitura de 75 graus. C. Curva de 

melting do primer de hTERT com temperatura ótima de leitura de 72 graus. D. Curva de melting do primer de 

cFLIP com temperatura ótima de leitura de 72 graus. E. Curva de melting do primer de BIRC5 com temperatura 

ótima de leitura em 80 graus. 

 

A análise de dados se deu pela quantificação relativa utilizando o método comparativo 

de threshold (2∆∆ct) com 2 genes endógenos, o HPRT1 e o B2M. O parâmetro controle da 

expressão gênica para relativização dos dados foi a mediana dos valores dos threshold das 

amostras. A normalização da expressão gênica foi feita com ambos os endógenos. 
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3.3.3 Cultura de células e preparação de materiais 

As Células de LLA-B - NALM-6, Reh, RS4:11 e 697- foram cultivadas no meio de 

cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute- Sigma) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (Cultilab) e 10 U/ml de penicilina e estreptomicina. As células foram mantidas na estufa 

umidificada com CO2 a 5% e temperatura de 37° C. O meio de cultivo foi trocado a cada 48 

horas. Todos os compostos testados (MST-312, doxorrubicina e metrotrexato) foram 

primeiramente solubilizados em concentrações de estoque (em DMSO para o primeiro e água 

para os dois últimos) e posteriormente diluídas para a concentração de tratamento.  

3.3.4 Análise de viabilidade celular  

Para análise de viabilidade, as células foram distribuídas em uma placa de 96 poços, 

com 30 mil células por poço e submetidas aos tratamentos de interesse. O número total de 

amostras foi de 8 para cada concentração testada. Os quatro poços da primeira coluna foram 

utilizados como controle branco. Após o período de incubação de 24, 48 ou 72 horas, o meio 

de cultura foi substituído e o reagente Cell Titer Blue foi adicionado. As células foram então 

expostas ao composto por um período adicional de quatro horas, permitindo a redução do 

Resazurin para Resorufin. Para quantificação, a absorbância das amostras foi lida em um leitor 

de espectro, ELISA, nas faixas de 590nm e 570nm. Os resultados foram expressões em 

percentual em relação ao controle de células tratadas apenas com os respectivos diluentes das 

drogas, que ficou na mesma concentração em todos os poços. 

3.3.5 Determinação de IC50%. 

Para o cálculo da estimativa do IC50%, foi realizado o tratamento das culturas celulares 

com crescentes concentrações de MST-312, doxorrubicina e metrotrexato, bem como da 

combinação desses compostos, em placas de 96 poços utilizando o N amostral de 8 para cada 

concentração do composto. O tempo de exposição foi alternado entre 24 horas, 48 horas e 72 

horas. Além do branco, foram utilizados 2 controles para cada placa, em que o primeiro 

consistia em meio de cultura puro, e o segundo continha diluente da droga, DMSO 0,1% para 

o MST-312 e PBS para doxorrubicina e metrotrexato. Os valores de absorbância de cada 

experimento foram analisados, e desde que não houvesse diferença estatística entre os dois 

grupos controle, o controle de DMSO ou PBS era utilizado como parâmetro para conversão dos 

dados em percentual de viabilidade. Por fim, através da regressão não linear era estimado o 

IC50%. 
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3.3.6 Transfecção por siRNA in vitro  

Um siRNA, contendo sequência complementar ao gene do hTERT (porção catalítica da 

telomerase humana), localizado no cromossomo 5p15.33, foi usado para inibir parcialmente a 

expressão do hTERT.  Um siRNA "scramble" foi usado como controle do processo de 

transfecção. A confirmação da transfecção foi realizada por meio da PCR em tempo real. A 

transfecção foi realizada em placas de 6 poços com 106 células em cada poço. Ao siRNA era 

adicionada a Lipofectamine™ 2000 - Invitrogen™- e dessa forma sguiu-se o protocolo do 

fabricante. Após 72 horas da transfecção as células eram plotadas nas placas de 96 poços e o 

restante colocado em uma placa de 10 cm, própria para cultura celular. A partir dessa etapa 

considerava-se o tempo zero de tratamento para o teste de viabilidade celular e era realizada 

extração de RNA e RT-PCR para a confirmação da transfecção, o que foi repetido no tempo de 

72 horas após a transfecção. Após 72 horas de exposição à droga a placa de 96 poços foi levada 

para mensuração de fluorescência e posterior analise da viabilidade celular; nessa etapa foi 

realizada nova RT-PCR em tempo real para mensurar a expressão ao final do experimento, ou 

seja, no tempo total de 144 horas após transfecção e de 72 horas pós exposição aos compostos 

(figura7).   

 

Figura 7. Fluxo utilizado pelo protocolo de transfecção. Inicialmente, procedeu-se à transfecção utilizando siRNA 

controle e si hTERT, responsável por inibir a telomerase. Em seguida, aguardou-se um período de 72 horas para 

permitir a divisão celular e possibilitar a realização do teste de viabilidade celular por meio do método “Cell Titer 

Blue”. Simultaneamente, as células transfectadas, tanto as de controle quanto as com hTERT inibido, foram 

dispostas em uma placa de cultura, e foi realizado um ensaio de PCR em tempo real no momento zero, com base 

no teste de viabilidade celular. Após 72 horas de exposição das células às drogas, realizou-se a leitura do teste de 

viabilidade celular. Nesse momento, extraiu-se o RNA das células restantes na placa e conduziu-se outra PCR em 

tempo real para confirmar a transfecção, considerando-se o período de 72 horas após a exposição às drogas para o 

teste de viabilidade celular. 



41 
 

3.4 Testes realizados de rotina pelo Hospital da Criança de Brasília  

3.4.1 Amostras dos pacientes e fluxo do diagnóstico das neoplasias hematológicas  

As amostras forem divididas entre os aspirados de medula óssea que foram coletados 

no momento do diagnóstico do paciente no HCB, e os que chegavam depois do início do 

tratamento. As amostras eram colhidas na chegada do paciente ao hospital e utilizadas para o 

diagnóstico, para a avaliação de translocações, e para a análise de cariótipo (a mesma amostra 

foi depois utilizada no estudo para avaliação da expressão dos genes hTERT, cFLIP e BIRC5).  

Para avaliação da DRM, a coleta de aspirado de medula óssea foi feita depois de 15, 33 ou 78 

dias do início da fase de indução da quimioterapia. Em casos de recaída, ocorreram outras 

coletas de aspirado de medula óssea para avaliação e escolha do melhor protocolo clínico a ser 

utilizado.   

A rotina do Hospital referente a esses procedimentos se inicia com a chegada do 

paciente, seguida pela triagem médica, na qual são analisados os sinais e sintomas 

característicos que indicam a possível presença de neoplasia das células sanguíneas. Após essa 

etapa inicial, amostras são coletadas e uma equipe de analistas conduz a avaliação morfológica 

das células por meio de microscopia óptica sendo a amostra colocada em lâminas, com o 

objetivo de identificar casos suspeitos de neoplasia. A confirmação do diagnóstico e a posterior 

estratificação de risco são realizadas pelo auxílio de diferentes testes complementares, 

incluindo análises citogenéticas, estudos de biologia molecular e imunofenotipagem (figura 8). 

 

 

Figura 8. Fluxograma do diagnóstico da LLA-B utilizado pelo Hospital da Criança de Brasília.  

Sinais e sintomas 
clínicos 

Cariotipagem Imunofenotipagem Biologia molecular 

Morfologia
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3.4.2 Seleção das células mononucleares com posterior extração de RNA seguida da confecção 

de DNA complementar (cDNA) 

 As células mononucleares foram separadas dos demais componentes da medula óssea 

utilizando o gradiente de Ficoll. O aspirado de medula óssea foi colocado em um tubo de vidro 

de 15ml contendo 1ml de reagente de Ficoll e submetido a centrifugação em 2000g por 20 

minutos. Após a separação por gradiente de densidade foi identificado o anel de células 

mononucleares, o qual era removido para extração de RNA e DNA genômico.  

O RNA foi extraído usando o reagente de trizol da Invitrogen e em seguida 2µg desse 

foi utilizado para a síntese do DNA complementar (cDNA) utilizando o kit da ThermoFisher 

(High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit), sendo todo o processo realizado com base 

nas instruções do fabricante.  

3.4.3 PCR convencional 

 A PCR convencional, realizada de rotina pelo HCB para o diagnóstico, foi utilizada para 

identificação das translocações para a caracterização do tipo da leucemia que o paciente 

apresentava. Dando seguimento, realizou-se a reação da polimerase em Cadeia (PCR) conforme 

exposto na tabela 2. Como foi utilizado cDNA, a técnica é conhecida como PCR com 

transcriptase reversa, ou RT-PCR. 

Tabela 2. Reagentes e suas respectivas concentrações para a PCR convencional. 

Reagente Concentração 

Estoque 

Concentração 

final 

Volume 

(µL) 

H2O - - 11 

Tampão 10X 1X 1,5 

MgCl2 50 mM 1,5 mM 0,45 

dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,3 

Taq 

Polimerase 

5 U/µL 0,75 U 0,15 

Primer 

Foward 

10 µM 0,2 µM 0,3 

Primer 

Reverse 

10 µM 0,2 µM 0,3 

Amostra - - 1   
Volume final 15 

  

A PCR convencional foi utilizada para todas as translocações pesquisadas seguindo o 

fluxo da figura 9.  
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As condições de ciclagem para a PCR convencional foram de 3 minutos a 95 graus, 

seguido de 35 ciclos a 95 graus por 30 segundos; 30 segundos a temperatura específica de cada 

primer e 72 graus por 60 segundos. Por fim 1 ciclo a 72 graus por 5 minutos. O produto de PCR 

foi visualizado sob luz UV em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio (10mg/ml). 

Todos os primer utilizados tanto na PCR convencional quanto na PCR em tempo real estão na 

tabela 3. 

 

Figura 9. Fluxo de análise das principais translocações. Na primeira etapa é realizada PCR das translocações mais 

comuns, na segunda, prioriza-se a identificação das translocações envolvendo o MLL. Caso o resultado seja 

negativo, é realizada a terceira etapa, focando na identificação das translocações que envolvem o IKZF1. Amostras 

com resultado negativo para todas os testes realizados são classificadas como “outras leucemias” ou “não 

classificado”.



44 
 

Tabela 3. Primers utilizados no estudo, tanto para a PCR convencional quanto para a PCR em 

tempo real. Acompanhados das respectivas temperaturas de anelamento após a padronização. 

Nome do 

oligonucleotídeo 

Objetivo Sequência Temperatura 

de 

anelamento 

PR 055 RT-PCR P2RY8F01 

(64) 

CACGAACACCTTCTCAAGCA 68 

PR 056 RT-PCR CRLF2R01 

(64) 

AGCCTCCCAGCAGAAAGAC 68 

PR 057 RT-PCR CRLF2R02 

(64) 

GTCCCATTCCTGATGGAGAAA 68 

PR 058 RT-PCR CRLF2R03 

(64) 

GGTAGTTGGTGCACTGGTCA 68 

IKZF1 Δ2a Multiplex para delIKZF1 

(65) 
 

CAACAAGTGACCCATCCTTTG 60 

IKZF1 Δ2b CACACACTTCAAGATTATGCATTT 60 

IKZF1 Δ4 TGTGAAGGTCACACCCTCTG 60 

IKZF1 Δ7 AAAGAACCCTCAGGCATTCA 60 

IKZF1 Δ8 GGGGACTGGAAGTCACAGAA 60 

IKZF1 GL CACCTTGTGGTCCAGGCTA 60 

P2RY8ex1 RT-PCR fusão CRLF2-P2RY8 

(66) 

TTGCAAGGTTGCTGGACAGATGGAA 68 

CRLF2ex3 GTCTAGGAGGCACCCCGAAGTGTGA 68 

MLL-7  Multiplex para MLL 

(67) 

GATGCCTTCCAAAGCCTACCTG 65 

MLL-9  CTCCCCGCCCAAGTATCCCT  65 

AF4-6  TGGGTTACAGAACTGACATGCTGA  65 

AF4-11  GCTGCCATTTGTTTGTTGTTGGAG 65 

AF9-5  GCTGCTGGTATGAATACTCCTATTAG 65 

AF9-6 GAGCTGGAGCTGGCAGGA 65 

AF9-10  CTGTGAAGCTCTACCAGTTCATCT 65 

ENL-2  AGCTCTAACCTCACCTGGACG 65 

ENL-6  GCTTGGAGGTCTTGCTGCTC 65 

ENL-7  CTGGAGTTGGACGGGCTTGAC 65 

ELL-3 AGTCAGGCTGGGGGATGGAGATGT 65 

ELL-6 GCCGTCCTTAGCACTCATGTTGGC  65 

AF10-6  ACCAGTGGCTGCTTTGCTTTCTCT 65 

AF10-9  ACCAATGCAGGTGATGGTTCTGGCT 65 

AF10-11  TGCTGATGACTGTTGGGAGTGAGAGT 65 

AF10-16 TGGTGCCTGACTGAGAGAAGATCCA 65 

AF6-2  GCGTTTCGATTACATCTTGAGTGG 65 

AF6-21 GAGTCGAGAAGACAGTCCAGAGCT 65 
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EPS15-6 TGATTAGCAAAGGACTACTGGTATCAT 65 

EPS15-14  TCTCCCTTTGAACTTCATCTTGAAGA 65 

MLL-4  ATCTTATCTCCAGATTTGGTCTCTGAT 65 

B2M_F Gene constitutivo B2M 

(68) 

TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT 60 

B2M_R TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 60 

TBP_F Gene constitutivo HPRT1 

(69) 

TGACACTGGCAAAACAATGCA 60 

TBP_R GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 60 

C1423 Seq. Fusão CRLF2-P2RY8 

DNA 

(70) 

CGGTTTGGGGACTTTCAGAGCACAA 68 

C1445 TCACCTGCTACTTCTGCCGCTGCTT 68 

C1450 GGCATGAGCCACCGCGCCCCGCCCAATGC 68 

BCR-b1-A BCR-ABL P210 

(71) 

GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC 65 

ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCATTCC 65 

BCR-b2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT 65 

ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 65 

ABL-a3-E39 TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT 65 

TCF3-A TCF3-PBX 

(71) 

CACCAGCCTCATGCACAAC 65 

PBX-B TCGCAGGAGATTCATCACG 65 

TCF3-C CACCCTCCCTGACCTGTCT 65 

PBX-D GGCCTGCTCGTATTTCTCC 65 

PBX-E39 TGAACTTGCGGTGGATGAT 65 

KMT2A-A AF4-KMT2A 

(71) 

CCGCCTCAGCCACCTAC 65 

AF4-B TGTCACTGAGCTGAAGGTCG 65 

KMT2A-C AGGACCGCCAAGAAAAGA 65 

AF4-D CGTTCCTTGCTGAGAATTTG 65 

KMT2A-E59 AAGCCCGTCGAGGAAAAG 65 

ETV6-A ETV6-RUNX1 

(71) 

TGCACCCTCTGATCCTGAAC 65 

RUNX1-B AACGCCTCGCTCATCTTGC 65 

ETV6-C AAGCCCATCAACCTCTCTCATC 65 

RUNX1-D TGGAAGGCGGCGTGAAGC 65 

ETV6-E59 CGCACCAGGAGAACAACCAC 65 

BCR-e1-A BCR-ABL P190 

(71) 

GACTGCAGCTCCAATGAGAAC 65 

ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCATTCC 65 

BCR-e1-C CAGAACTCGCAACAGTCCTTC 65 

ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 65 

ABL-a3-E39 TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT 65 

TERT F hTERT 

(72) 

 
 

TCACGGAGACCACGTTCAAA 60 

TERT R TTCAAGTGCTGTCTGATTCCAAT 60 

cFLIP R cFLIP ACTTGTCCCTGCTCCTTGAA 60 

cFLIP F  TAAGCTGTCTGTCGGGACT 60 
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BIRC5 

(survivina) F 

Survivina  AGGACCACCGCATCTCTACAT 60 

BIRC5 

(survivina) R 

 AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG 60 

 

*Em preto, os primers utilizados apenas na PCR convencional. Em azuis aqueles utilizados tanto na PCR 

convencional como na PCR em tempo real, e em vermelho os utilizados apenas na PCR em tempo real.
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3.4.4 Citometria de fluxo  

A amostra de medula óssea dos pacientes foi testada para os marcadores descritos no 

Quadro 2 para triar qual o tipo de leucemia. As marcações foram realizadas em tubos separados 

com diferentes pools de anticorpos, sendo o primeiro deles o de triagem, que permite a 

classificação da natureza da célula (célula B, célula T ou mieloide) patológica. Toda a 

citometria foi realizada de rotina pelo HCB para o acompanhamento do paciente.  

Quadro 2. Triagem das leucemias agudas conforme o protocolo do HCB. 

Tubo 1 

CD3 

MPO 

CD34 

CD117 

CD79A 

CD19 

CD3 

CD45 

  

 

Ao passar pela triagem a amostra foi submetida à análise pelo painel expandido (Quadro 

3) que permite a identificação das células patogênicas e a avaliação da presença de aberrações 

imunofenotípicas.  

 

Quadro 3. Painel estendido com a finalidade de identificar e classificar as LLA-B com base no 

protocolo utilizado pelo HCB. 

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 

CD81 IGM - 

CD66c NG2 CD13 

CD34 CD34 CD34 

CD19 CD19 CD117 

CD10 CRLF2 - 

CD38 CD38 CD19 

CD20 CD20 CD33 

CD45 CD45 CD45 
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 A avaliação da DRM foi feita com base na fase de indução de quimioterapia nos dias 

15, 33 e 78 (73,74) . O painel que foi utilizado está descrito no quadro 4. 

Quadro 4. Painel para a marcação das DRMs nos dias de 15, 33 e 78 dias com base na fase de 

indução da quimioterapia. Painel utilizado pelo HCB com base no estudo de  THEUNISSEN 

et al. (2017). 

Tubo 1 Tubo 2 

CD81 CD81 

CD66c + 

CD123 

CD304 + 

CD73 

CD34 CD34 

CD19 CD19 

CD10 CD10 

CD38 CD38 

CD20 CD20 

CD45 CD45 

 

Quanto às reações de marcação de antígeno, primeiramente, foi realizada a aquisição do 

volume de amostra equivalente a 106 leucócitos, foram adicionados os anticorpos de superfície, 

conforme a tabela 4, com posterior incubação por 15 minutos. Então foi adicionado 100µL de 

fixador sob homogeneização e seguiu-se nova incubação por mais 15 minutos. Ao término 

desse período, foram acrescentados 2ml de tampão fosfato salino (PBS) e realizada a 

centrifugação pelo período de 5 minutos em 2500rpm. Por fim, foi retirado o sobrenadante e 

adicionado 100µl de solução permeabilizadora. 

A aquisição e a análise foram realizadas imediatamente após o processo de marcação 

utilizando o BD FACS Canto II, 10 parâmetros e 8 cores, e o software FACS Diva versão 8.0.1. 

Para a análise de dados foi utilizado o software INFINICITY. Para o diagnóstico considerou-

se a captura de 100.000 eventos, já para identificação da DRM, 5.000.000 de eventos. Os 

anticorpos utilizados nesse trabalho, bem como seus fluorocromos com as respectivas 

titulações, estão demonstrados na tabela 4. 

 

Tabela 4. Painel de anticorpos utilizados pelo HCB contendo. 



49 
 

Anticorpo Empresa de origem Fluorocromo Título da bula 

(µl) 

Título 

sugerido 

(µl) 

CD 10 BECKMAN COULTER APC 10 5 

CD 117 BECKMAN COULTER APC 10 3 

CD 123 BD APC 5 1 

CD 13 BECKMAN COULTER APC ALEXA FLUOR 750 5 5 

CD 19 BECKMAN COULTER APC ALEXA FLUOR 750 10 3 

CD 19 BECKMAN COULTER FITC 20 10 

CD 20 BECKMAN COULTER FITC 20 5 

CD 3 DBR FITC 5 10 

CD 304 BECKMAN COULTER KROME ORANGE 10 5 

CD 33 BECKMAN COULTER PACIFC BLUE 10 10 

CD 34 BECKMAN COULTER PACIFIC BLUE 10 3 

CD 38 BD PACIFIC BLUE 5 10 

CD 3I DBR PE 20 5 

CD 45 BECKMAN COULTER PE 20 20 

CD 66c BD PE 5 5 

CD 73 BD PE 20 5 

CD 79A DBR PE 10 5 

CD 81 BECKMAN COULTER PE 20 10 

CRLF2 BECKMAN COULTER PE 20 10 

IGM BECKMAN COULTER PECY7/PC7 10 5 

MPO BECKMAN COULTER PECY7/PC7 10 5 

NG2 DBR PERCP CY5.5 4 4 

 

3.4.5 Cariotipagem  

3.4.5.1 banda G 

Os testes de cariotipagem foram feitos de rotina pelo HCB para diagnóstico do paciente. 

Primeiramente foram colhidos 4mL de aspirado de medula óssea do paciente em tubo 

heparinizado, submetido à cultura em meio estéreo contendo 9 mL de meio RPMI, acrescidos 

de penicilina e estreptomicina (100 U/mL), e 15% de soro fetal bovino. As garrafas de cultura 

ficaram na estufa a 37 ºC por até 72 horas. Dando seguimento, foi acrescentado 280µL de 

colchicina (0,16 µg/10mL) por 40 minutos. Após esse período, o material foi centrifugado por 

cinco minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi então desprezado e adicionou-se 14 mL de 

solução hipotônica KCl 0,075M. Em seguida, foram centrifugados novamente por sete minutos 

a 1000 rpm, desprezado o sobrenadante e adicionados 7mL de solução fixadora (metanol e 
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ácido acético glacial). Ao término do processo de fixação, procedeu-se a ressuspensão cujo 

conteúdo foi gotejado nas lâminas de vidro previamente preparadas (limpas com solução 

saturada de KOH). 

3.4.5.2 Coloração das lâminas 

As lâminas preparadas para a coloração para banda G foram transferidas para o banho 

contendo 50 mL de tampão HBSS (Hanks Balance Salt Solution) e 100 µL de tripsina (2,5%) 

a 37 °C por 30 segundos.  Em seguida, as lâminas foram lavadas em solução contendo 50 mL 

de HBSS e 1 mL de soro fetal bovino.  Após o processo de lavagem, as lâminas foram secas e 

adicionou-se o corante Giemsa (4% em tampão fosfato pH 6.8) por 10 minutos. Ao final, as 

lâminas foram lavadas em água corrente e secas em temperatura ambiente. A análise 

citogenética foi realizada no microscópio Imager D2, através do software Ikaros versão 5.8.9 

que permitiu analisar se os pacientes apresentaram alterações cromossômicas.  
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4. RESULTADOS 
 

A parceria com o Hospital da Criança de Brasília deu-se em 03/07/2019 e com a 

posterior aprovação do comité de ética o trabalho foi iniciado. Ao todo foram coletados 83 

termos de consentimento e assentimento, assinados pelos pais e as crianças. Desse total, 79 

geraram amostras passíveis de análise.  

4.1 Perfil demográfico e laboratorial dos pacientes  

A faixa etária dos pacientes foi dividida em 3 grupos (menores que 1 ano, entre 1 e10 

anos, maiores de 10 anos). A maior parte dos pacientes tinha entre 1 a 10 anos de idade 

(79,74%), seguido do grupo que se apresentava com mais de 10 anos (17,72%) e por último 

aquele composto por menores de um ano (2,53%). Os pacientes do sexo masculino foram 

maioria, contudo essa diferença é pequena em relação ao feminino, 50,63% e 49,37 

respectivamente.  

A quantidade de leucócitos ao diagnóstico maior que 50000 leucócitos por mm3/ µL 

(alto risco) foi representado por 18,99% dos casos, sendo a maior incidência (81,01%) de 

contagem de leucócito menor que 50000 /mm3/ µL (baixo risco).   

Os pacientes com síndrome de Down têm maior predisposição ao desenvolvimento da 

leucemia e nesse estudo foram representados por 6,32% dos casos. 

Alterações cromossômicas numéricas, também chamadas de aneuploidias, são 

classificadas de diversas formas, a depender do tipo e da quantidade. Nesse trabalho foi possível 

segregar em 4 grupos: elevada hiperdiploidia, hiperdiploide, normal e hipodiploide.  A elevada 

hiperdiploidia (>56 cromossomos) teve menor prevalência (8,82%), seguido da hiperdiploidia 

(>46 e <56 cromossomos), com 15,18%, sem alterações cariotípicas (46 cromossomos), com 

72,05% e, por último, hipodiploidia (<46 cromossomos), com 1,46% dos casos. 

Rearranjos gênicos, como as translocações cromossômicas, desempenham um papel 

significativo na patogênese da LLA-B. Neste estudo observou-se que a translocação ETV6-

RUNX1, geralmente associada ao bom prognóstico, ocorreu em 22,74% dos casos estudados. 

Além disso, foi identificado que a translocação TCF3-PBX estava presente em cerca de 7,59% 

dos casos de LLA-B analisados.  

Pacientes com o subtipo BCR-ABL1 são considerados de alto risco. Nesse estudo esse 

subtipo representou 3,8% do total de casos. Outras translocações de alto risco são os rearranjos 
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envolvendo o gene KMT2A, que ocorrem, na grande maioria dos casos, nos pacientes menores 

de 1 ano de idade. Em nosso estudo essas translocações representaram 2,53% dos dados. Outro 

subtipo, também associado a prognóstico pior, é o PHlike também conhecido como cromossomo 

Filadélfia like ou Ph-like, que se caracteriza pelo perfil clínico e de expressão gênica muito 

similar aos casos com translocação BCR-ABL1 (cromossomo Filadélfia), mas sem a 

apresentação desta. Neste estudo a prevalência de Ph-like foi de 7,59%. Por fim, 55,69% dos 

casos foram classificados como “outras translocações”.  

A doença residual mínima (DRM) foi determinada pela co-expressão de marcadores 

distintos (tabela 5), com a finalidade de diferenciar as células clonais das normais. Nesse sentido 

a DRM foi avaliada após 15 (D15), 33 (D33) e 78 (D78) dias de tratamento, os quais 

representam momentos específicos da quimioterapia. A MDR permite a estratificação do risco 

do paciente em baixo, intermediário ou alto. Em D15, 62,66% dos casos foram de baixo risco, 

22,66% intermediário e 14,66% de alto risco. No mesmo seguimento, em D33 os casos de baixo 

risco foram maioria (81,06%), seguidos dos de risco intermediário (13,51%) e de alto risco 

(5,4%). Por outro lado, em D78 só se distingue baixo ou alto risco. Nesse caso, baixo risco 

compreendem 90,27% dos casos.   

A recaída ocorreu em 21,51% dos casos, os óbitos em 10,12% e a remissão, que 

compreendeu a maior parte dos casos, representou 88,89%.  

 A partir de todos os parâmetros clínicos, a equipe de saúde do HCB se reúne com a 

finalidade de realizar a classificação de risco final do paciente, para adequação de protocolo de 

tratamento (o que foi denominado “classificação de risco final” no presente estudo). Assim, a 

classificação de risco final foi: alto para 18,98% dos casos, intermediário para 58,22%, e baixo 

para 22,78% deles. 

Todas as informações referentes aos dados demográficos e laboratoriais dos pacientes 

estão discriminadas na tabela 5. 

Tabela 5. Características demográficas e laboratoriais das crianças com leucemia linfoide aguda 

B atendidas no Hospital da Criança de Brasília no período do estudo. 

  Classificação N=79/ (%) 

Sexo 
Feminino  39 (49,37) 

Masculino  40 (50,63) 

Raça  
Branca  12 (15,18) 

Parda  64 81,12) 
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Negra  2 (2,53) 

Amarela  1(1,26) 

Síndrome de Down 
SIM  5 (6,32) 

NÃO  74 (93,67) 

Idade (anos) 

0-1  2 (2,53) 

1-10  63 (79,74) 

>10  14 (17,72) 

Leucometria célula/µL 
< 50000  64 (81,01) 

> 50000  15 (18,99) 

Aneuploidia  

Elevada hiperdiploidia  6 (8,82) 

Hiperdiploide  12 (15,18) 

Sem alteração cariotípica  49 (72,05) 

Hipodiploide  1 (1,46) 

Tipo genotípico 

BCR-ABL- t (9;22)  3 (3,8) 

ETV6-RUNX1- t (12;21)  18 (22,74) 

TCF3-PBX - t (1;19)  6 (7,59) 

KMT2A/MLLT3 – t (9;11)  2 (2,53) 

PH-like  6 (7,59) 

Outras LLA-B  44 (55,69) 

DRM de 15 dias  

Menor que 1%  47 (62,66) 

Entre 1% e 5%  17 (22,66) 

Maior que 5%  11 (14,66) 

DRM de 33 dias  

Menor que 0,1%  60 (81,08) 

Entre 0,1% e 1%  10 (13,51) 

Maior que 1%  4 (5,4) 

DRM de 78 dias  
Menor que 0,01%  65 (90,27) 

Maior que 0,01  7 (9,72) 

Evolução clínica 

Recaída  17 (21,51) 

Óbito com recaída  4 (5,06) 

Óbito total 8 (10,12) 

Remissão  71 (89,88) 

Infiltração no SNC  
Menor que 0  57 (78,08) 

Maior que 0  16 (21,91) 

Classificação de risco final 

Alto  15 (18,98) 

intermediário  46 (58,22) 

Baixo  18 (22,78) 
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*  SNC = Sistema Nervoso Central/ * D15, D33 e D78 são as DRMs de 15, 33 e 78 dias respectivamente.  

4.2 Relação da expressão do gene hTERT com as variáveis estudadas 

A expressão relativa do gene da telomerase foi medida para identificação de possíveis 

relações com as demais variáveis estudadas. O mesmo foi feito com genes que estão associados 

à resistência a múltiplas drogas e que mantém alguma relação direta com o hTERT. 

Nesse estudo, todos as amostras foram telomerase positiva. Ao analisar o histograma de 

expressão relativa de hTERT (figura 10) identifica-se que a maioria dos pacientes 

(aproximadamente 56) apresentaram amostras com expressão aumentada, no intervalo de 

valores compreendidos de 0-10 vezes (em relação à mediana do grupo). Dentre esses pacientes, 

39 se encontram no segundo nível, com até 5 vezes mais expressão. Os demais exibem 

expressão de hTERT com distribuição de modo assimétrico com desvio à direita.   
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Figura 10. Histograma para a demonstração da distribuição de expressão relativa de hTERT nas amostras de 

pacientes com LLA-B. O eixo X representa a expressão relativa do gene hTERT, que foi dividida em grupos de 

amplitude de 5 unidades. Cada grupo abrange um intervalo de valores, por exemplo, a primeira barra representa 

valores de 0 a 4,9, a segunda, valores de 5 a 9,9 e assim sucessivamente, até o valor máximo de 70. O eixo Y 

representa o número de pacientes em cada um dos grupos. Os dados foram normalizados pela mediana da 

expressão amostral. O N amostral foi de 79 pacientes. 

 

Dando prosseguimento, foi demonstrado que houve correlação positiva (p <0,05) da alta 

expressão de hTERT com a Idade (figura 11, imagem A). Os pacientes foram então 

extratificados em baixo risco e alto risco de acordo com a idade. Ao associá-los com a expressao 

relativa de hTERT foi visto que pacientes de maior risco têm maior expressão relativa de hTERT 
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quando comparados aos de menores riscos (figura 11, imagem B). A correlação com a idade é 

relevante uma vez que essa variável é amplamente empregada como critério de estratificação 

de risco, juntamente com outras variáveis, para determinar o risco final do paciente.  

 

Figura 11. Associações e correlações que associam idade com a expressão relativa de hTERT. Todas as correlações 

estão em um intervalo de confiança de 95% com um nível de significância (alfa) de 5%. Imagem A. Correlação 

da idade com a expressão de hTERT com R = 0,2405 e p = 0,03. Imagem B. Gráfico de violino demonstrando 

diferença significativa (p = 0,023) na expressão de hTERT ao diagnóstico nos grupos de alto e baixo risco 

conforme idade (teste utilizado: Mann-Whitney). 

 

No mesmo sentido, também foi avaliada a possível relação entre expressão do hTERT e 

aneuploidias, visto que essas são frequentes nas leucemias que envolvem as células B. Todavia, 

neste estudo, embora o padrão dos dados aponte para uma expressão proporcional ao grau de 

aneuploidia, não houve diferença significativa entre os grupos -figura 12.  
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Figura 12. Gráfico scatter plot demonstrando expressão relativa de hTERT em grupos com diferentes graus de 

aneuploidia. O teste realizado foi o de Kruskal-Wallis com os pós teste de Dunns (p = 0,2).  

 

A análise de infiltração do sistema nervoso central é feita para ajudar a estratificar o 

risco do paciente, sua presença é o suficiente para classificar o paciente como de alto risco. No 

entanto não foi vista diferença estatística na expressão de hTERT em grupos com distintas 

estratificações de risco baseadas nesse critério (Figura 13).  
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Figura 13. Gráfico de violino demonstrando expressão relativa de hTERT em grupos com diferentes classificações 

de risco com base na infiltração do sistema nervoso central.  

A expressão de hTERT também foi comparada entre os grupos com diferentes 

classificações de risco com base na DRM. Ao se observar a DRM de 15 dias (figura 14, imagem 

A), pode-se inferir que não há distinção entre as medianas dos grupos. Em sentido diverso, na 

DRM de 33 dias (figura 14, imagem B) já é possível identificar certa diferença de mediana entre 

os pacientes de alto risco quando comparado aos de baixo risco, mesmo que tal dado não seja 

estatisticamente significativo, provavelmente devido ao baixo número amostral do grupo de 

alto risco. A DRM de 78 dias, todavia, evidenciou que os pacientes de alto risco apresentaram 

a expressão da telomerase maior do que aqueles de risco inferior, com significância (valor de 

p) de 0,02 (figura 14, imagem C).  

Figura 14. Gráficos de violino demonstrando expressão relativa de hTERT em grupos com diferentes classificações 

de risco com base nas DRMs. Imagem A. Resultados após 15 dias de início do tratamento. Imagem B. Resultados 

após 33 dias de início de tratamento. Imagem C. Resultados após 78 dias de início do tratamento (teste de Mann-

Whitney, p = 0,02). 
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Foi avaliado se havia associação entre a estratificação de risco com base na DRM de 78 

dias e a expressão de hTERT, visto que já foi evidenciado anteriormente que quanto maior a 

DRM de 78 dias maior o risco de recaída do paciente. Tal achado é amplamente conhecido, já 

que a DRM é padrão referencial na estimativa de recaída ou remissão.  Do mesmo modo, foi 

avaliado se havia associação do risco final atribuído pelos profissionais de saúde com a 

expressão de hTERT, e não foi identificado nenhuma associação relevante (figura 15). 
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Figura 15. Gráfico de violino demonstrando expressão de hTERT em grupos com diferentes classificações de risco 

final (atribuídas aos pacientes com LLA-B pela equipe médica do HCB). O teste de Kruskal-Wallis apresentou p 

de 0,3427. 

 

Considerando os resultados que apontaram para associação significativa entre risco 

segundo a DRM em 78 dias e expressão de hTERT (Figura 14), foi analisado se os pacientes 

que tinham maior expressão de telomerase também apresentavam a maior recaída. Nesse 

contexto, nosso estudo evidenciou que quanto maior a expressão de hTERT, mais provável a 

chance do paciente recair (P<0,03), o que veio a se configurar como o achado central desse 

trabalho, indicando a possibilidade de descrição de novo biomarcador prognóstico para LLA-

B (figura 16). 
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Figura 16. Gráfico de violino demonstrando a expressão relativa de hTERT de acordo com a evolução clínica dos 

pacientes. Foi aplicado o teste de Mann-Whitney com p de 0,028. 

Ao considerar que o acompanhamento do paciente é contínuo e que a doença pode 

recidivar a qualquer momento, torna-se evidente a necessidade de estabelecer um período único 

de acompanhamento para evitar o viés de inclusão de pacientes que virão a sofrer recidiva no 

grupo de remissão. Para descartar esse viés, foi realizada uma análise de dispersão de tempo de 

acompanhamento, que não revelou diferenças significativas entre os grupos (figura 17, imagem 

A). Adicionalmente, selecionamos, com base na mediana do período de acompanhamento (960 

dias), o intervalo de tempo para compor os estratos do grupo inicial e permitir a reanálise dos 

dados. Nessa nova análise, em que todos os pacientes foram acompanhados exatamente pela 

mesa quantidade de dias a partir do diagnóstico, a associação entre a expressão da telomerase 

e a evolução clínica foi novamente investigada, e novamente demonstrou uma significância 

estatística, com um valor de p de 0,0389 (figura 17, imagem B). 
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Figura 17. Imagem A. Dispersão dos dados em relação ao tempo de acompanhamento dos pacientes em relação 

àqueles que compõem o grupo de recaída. Não houve diferença no tempo mediano de acompanhamento entre os 

grupos. Imagem B. Expressão relativa de hTERT nos grupos de pacientes com a diferentes evoluções clínica (N 

amostral de 79) após exatos 960 dias de acompanhamento desde o diagnóstico. O teste estatístico empregado foi 

o de Mann-Whitney, com p = 0,0389.   

 

Para investigar a relação da expressão do hTERT com as diferentes translocações 

relacionadas com os principais subtipos de LLA-B, foram testadas associações de cada uma 

delas com os dados de PCR. A distribuição de dados está demonstrada na figura 18, imagens A 

e B.  

Ao segregar as translocações de forma individual, foi visto que amostras com a 

translocação 12:21, ETV6-RUNX1, relacionada a um bom prognóstico, tem baixa expressão 

de telomerase (p<0,0001) (figura 18, imagem C).  As translocações BCR-ABL, MLL e Ph-like 

não demonstraram associação significativa com a expressão do gene (figura 18, imagens A e 

D). Contudo, amostras contendo mutação em TCF3-PBX apresentaram valor mediano de 

expressão maior que os demais subtipos, sendo essas medianas 18,15 e 4,9 respectivamente (p 

= 0,051) (figura 18, imagem E).  

Ressalta-se aqui que a translocação TCF3-PBX ainda é alvo de muita discussão na 

literatura quanto ao seu impacto no prognóstico. Neste estudo, observou-se que os pacientes 

com essa translocação apresentam uma expressão elevada da telomerase, o que, por sua vez, 

está associado com o aumento do risco de recidiva da doença. 

Os pacientes que não foram classificados quanto ao tipo de translocação nesse trabalho 

foram maioria (55% dos casos). Ao comparar a expressão da telomerase nas amostras desses 

pacientes com o mesmo dado naqueles com translocações já conhecidas, foi visto que o grupo 

“outras LLA-B” apresentou maior expressão de hTERT, com p < 0,0001 (figura 18, imagem F).   
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Figura 18 Associação de expressão de hTERT ao diagnóstico com as diferentes translocações envolvidas na 

formação da LLA-B. Imagem A. Gráfico de violino que ilustra a distribuição dos dados de expressão de hTERT 

por tipo de translocação pesquisada. Imagem B. Gráfico de setores que demonstra a distribuição de dados brutos 

totais por grupo de pacientes com de acordo com as translocações detectadas (N de 76). Imagem C. Comparação 

da expressão de hTERT em amostras do grupo com translocação ETV6-RUNX1 com os demais subtipos de LLA-

B. O teste realizado foi de Mann-Whitney e o p<0,0001. Imagem D. Comparação da expressão de hTERT em 

amostras do grupo com leucemias classificadas como filadélfia like com outras LLA-B. Nesse caso não houve 

diferença entre os grupos. Imagem E.  Comparação da expressão de hTERT em amostras do grupo com 

translocação TCF3-PBX com outras LLA-B. Nesse caso não houve diferença significativa (p=0,05184). Imagem 

F. Comparação da expressão de hTERT em amostras do grupo com LLA-B não classificadas pelo nosso painel de 

translocações com o conjunto daquelas que testaram positivas para quaisquer das translocações testadas. O teste 

realizado foi de Mann-Whitney e o p<0,0001. 
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As translocações genéticas conhecidas desempenham um papel importante no 

desenvolvimento da evolução clínica do paciente. A menor expressão da telomerase aparenta 

estar associada com t12:21, que é um conhecido marcador de bom prognóstico, reforçando a 

ideia de que baixa expressão de hTERT estaria associada a indicadores de bom prognóstico, ao 

passo que elevada expressões desse gene estaria associada àqueles de prognóstico ruim. 

 A recaída está intimamente relacionada à falha terapêutica, nesse sentido, foram 

investigadas vias de sinalização relacionadas com resistência ao tratamento quimioterápico. 

Para isso foram selecionados os genes c-FLIP e BIRC5, os quais as proteínas de c-FLIP e 

Survivina, respectivamente. Essas têm papel central em mecanismos de resistência, 

principalmente por promoção de evasão da apoptose promovida pelas drogas. Além disso, 

ambos os genes sobre tem sua expressão regulada pelo NF-kB, que, por sua vez, sofre influência 

da telomerase (uma de suas funções não canônicas mais amplamente descrita).  

4.3 Associação de genes relacionados a resistência com a expressão de hTERT em LLA-B 

Com base na figura 19, foi observado que a expressão relativa de BIRC 5 apresentou 

correlação positiva com a expressão de hTERT, com valor de p menor que 0,0001 (figura 19, 

imagem A). Por outro lado, no caso do cFLIP, não houve significância estatística (figura 19, 

imagem B). 

 

Figura 19. Correlação entre a expressão de BIRC 5 e cFLIP e a expressão de hTERT nas amostras. Imagem A. 

Correlação da expressão relativa de BIRC 5 com a do hTERT, em que p<0,0001 e r de Pearson =0,51. Imagem B. 

Correlação da expressão relativa de cFLIP com a do hTERT, em que p= 0,9158. 

Devido à correlação identificada entre expressão do BIRC 5 e do hTERT, pensou-se que 

aquela também estaria associada com a recaída, contudo, o que ficou evidenciado foi que não 

havia associação entre a expressão de BIRC 5 com a evolução clínica. Também foi testada 

correlação entre a expressão de hTERT e de cFLIP, a qual não apresentou resultado 

significativo (figura 20, imagens A e B). 
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Figura 20. Gráfico de violino demonstrando expressão dos genes cFLIP e BIRC5 em amostras de pacientes 

divididos segundo evolução clínica. Imagem A. Ausência de associação entre a expressão de BIRC5 e a evolução 

clínica (p=0,37). Imagem B. Ausência de associação entre a expressão de cFLIP e a evolução clínica (p=0,59). 

 

Embora as expressões de BIRC 5 e cFLIP não tenham sido associadas a indicadores 

clínicos, ambos os genes podem ter influência na resposta terapêutica. Nesse sentido, a 

correlação da expressão de hTERT com a do BIRC 5 reforça a hipótese de que a predisposição 

à recaída nos pacientes com elevada expressão de telomerase poderia ter vínculo com a 

resistência à quimioterapia. Nesse aspecto, buscou-se identificar, in vitro, se a telomerase 

influencia a resposta a quimioterápicos utilizados no tratamento de LLA-B, sendo eles a 

doxorrubicina (DOXO) e o metrotrexato (MTX).  

4.4 Atividade in vitro da telomerase na resposta de linhagens leucêmicas a quimioterápicos  

 O MST-312 é um inibidor da telomerase amplamente conhecido capaz de induzir a 

parada do ciclo celular por promover dano telomérico. Nesse estudo foram utilizadas as 

combinações de MST-312 com DOXO ou MTX a fim de avaliar se a influência da telomerase 

na resposta a esses quimioterápicos. 

Para identificar qual o melhor tempo de exposição ao MST-312, foram realizados testes 

de viabilidade celular em 24, 48 e 72 horas de exposição nas linhagens de LLA-B: NALM-6, 

697, RS4:11 e Reh.   

Em todas as linhagens houve atividade citotóxica do MST-312, de modo tempo e dose 

dependentes (figura 21, imagens A-D). Dos dados, deduz-se que após 24 horas não ocorreu 

redução superior a 50% da viabilidade em nenhuma das linhagens, impossibilitando o cálculo 

de IC50%. Por outro lado, os testes feitos em 48 e 72 horas demonstraram redução da 
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viabilidade a níveis próximos da totalidade nas maiores concentrações. Da mesma forma, as 

linhagens de NALM-6 e de RS 4:11 no tempo maior de exposição, 72 horas, mostraram-se mais 

sensíveis ao composto (Figura 21, imagens A e C). Nesse aspecto priorizou-se a combinação 

de MST-312 com DOXO ou MTX com 72 horas de exposição.   

 

Figura 21. Teste de viabilidade celular nas linhagens de NALM-6, Reh, RS4:11 e 697 nos tempos de 24, 48 e 72 

horas de exposição ao MST-312. As concentrações testadas variaram de 0,5 a 50µM.  

 

Os quimioterápicos testados também apresentaram efeito dose dependente em todas as 

linhagens no tempo de 72 horas de exposição, sendo a DOXO mais eficaz na Reh e na NALM-

6 (figura 22, imagem A). O MTX foi mais tóxico em NALM-6 e em RS4:11 (figura 22, imagem 

B) e aparentemente a linhagem de 697 foi a mais resistente para ambos os compostos. 
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Figura 22. Teste de viabilidade celular nas linhagens de NALM-6, Reh, RS4:11 e 697 no tempo de 72 horas de 

exposição aos dois quimioterápicos testados. Imagem A. tratamento com doxorrubina. Imagem B. Tratamento 

com metrotrexato. 

 

Para saber se o inibidor de telomerase MST-312 atuaria com sinergismo quando 

associado com os quimioterápicos foi necessário identificar uma concentração subtóxica do 

composto. Assim, foi utilizado como parâmetro inicial o teste de viabilidade de 72 horas em 

que as maiores concentrações não toxicas foram de 0,5 e 1µM para todas as linhagens. A 

concentração de 2µM (usualmente utilizada em teste de inibição da enzima) não foi selecionada 

devido ao fato dessa estar próxima do IC50%. 

As linhagens foram, então, submetidas ao tratamento combinado, com MST-312 nas 

concentrações de 0,5 e 1µM, e DOXO ou MTX. As concentrações de DOXO variaram em 

progressão geométrica de razão ½, cuja maior foi de 375 e a menor de 0,73nM. Do mesmo 

modo, as concentrações de metrotrexato variaram de 200 até 0,39nM, com o N=8 para todos os 

testes.  

 Consoante mostrado na figura 23, imagens A D, G e H, primeiramente foi realizado o 

teste com os controles de MST-312 nas concentrações de 0,5 e 1 µM (comparando com as 

células exposta apenas ao meio de cultura, composto por RPMI e DMSO 0,1%), os quais não 

apresentaram toxicidade em nenhuma das linhagens. Posteriormente, foi identificado que não 

houve efeito sinérgico do MST-312 com o MTX (figura 23 imagens C, I e L), exceto na 

linhagem de 697, em que houve aparente sinergia com o MST-312 na concentração de 1µM 

(figura 23, imagem F).  
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 Por outro lado, a combinação de DOXO com MST-312 apresentou efeito sinérgico em 

todas as linhagens. No caso da NALM-6 essa sinergia foi aumentada na concentração do 

inibidor de 1 µM quando comparada com 0,5µM (figura 23, imagem B). O efeito da 

combinação se acentua principalmente nas concentrações intermediárias do quimioterápico. 

Também foi possível estimar a diferença de sensibilidade pelo cálculo IC50%, que reduziu 

63,13%, passando de 18,31nM para 6,2nM (Tabela 6).  

 Na linhagem 697 o efeito foi menos aparente, todavia ainda presente, já que na 

concentração de 0,5µM não ocorreu diferença estatística, mas essa foi evidenciada a 1µM 

(figura 23, imagem E). Igualmente a NALM-6, a 697 também teve a IC50% reduzida, sendo 

78,87 nM na ausência de MST-312 e 47,53 nM quando em terapia combinada com MST-312 a 

1µM (Tabela 6).  

Na linhagem de Reh a terapia combinada foi mais impactante desde as primeiras 

concentrações testadas, apresentando bom sinergismo entre os compostos (figura 23, imagem 

H). Da mesma forma que nas outras linhagens, nessa houve redução na IC50%, de 12,83 para 

6,86 nM (Tabela 6). 

Por fim, a linhagem RS4:11 também demonstrou um sinergismo entre DOXO e MST-

312, sendo maior em 1µM (figura 23, imagem K). Essa linhagem celular foi a que apresentou 

maior redução de IC50% na terapia combinada, apresentando baixa de 71% - 24,13 para 6,85 

nM - (Tabela 6).  
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Figura 23. Teste de viabilidade celular em terapia combinada de MST-312 com doxorrubina e metrotrexato. Os gráficos A, 

B e C são de experimentos realizados em NALM-6. Gráficos C, D e E em 697. Gráficos G, H e I em Reh.  Gráficos J, K e 

L em Rs4:11. A. Gráfico de barras, controle, demonstrando que em nenhuma concentração testada de MST-312 apresentou 

toxicidade por si só na linhagem de NALM-6. B. Regressão não linear que demonstra que as células que apresentaram 

exposição às maiores concentrações de MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO na linhagem de NALM-6. C. 

Regressão não linear da combinação de MST-312 com MTX, não foi encontrado nenhuma sinergia entre os compostos. D. 

Gráfico de barras, controle, demonstrando que em nenhuma concentração testada de MST-312 apresentou toxicidade por 

si só na linhagem de 697. E. Regressão não linear que demonstra que as células que apresentaram exposição às maiores 

concentrações de MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO na linhagem de 697. F. Regressão não linear da 
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combinação de MST-312 com MTX, não foi encontrado nenhuma sinergia entre os compostos. G. Gráfico de barras, 

controle, demonstrando que em nenhuma concentração testada de MST-312 apresentou toxicidade por si só na linhagem 

de Reh. H. Regressão não linear que demonstra que as células que apresentaram exposição na concentração de 1µM de 

MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO quando comparada as demais na linhagem de Reh. I. Regressão não linear 

da combinação de MST-312 com MTX, não foi encontrado nenhuma sinergia entre os compostos. J. Gráfico de barras, 

controle, demonstrando que em nenhuma concentração testada de MST-312 apresentou toxicidade por si só na linhagem 

de RS4;11. K. Regressão não linear que demonstra que as células que apresentaram exposição às maiores concentrações de 

MST-312 apresentaram maior sinergia a DOXO na linhagem de RS4;11. L. Regressão não linear da combinação de MST-

312 com MTX, não foi encontrado nenhuma sinergia entre os compostos. 

Tabela 6. IC50% e R2 de doxorrubina e metrotrexato quando combinados com MST-312 nas linhagens 

de LLA-B (NALM-6, 697, Reh e RS4;11). 

 

Linhagens 
 

[] MST-312 

(µM) 

R2 DOXO IC50% DOXO 

(nM) 

R2 MTX IC50% 

MTX 

(nM) 

NALM-6 0 0,97 18,31 0,98 7,21 

0,5 0,99 6,75 0,98 6,52 

1 0,98 6,2 0,98 27,05 

697 0 0,93 78,87 0,99 26,84 

0,5 0,98 68,83 0,99 24,47 

1 0,99 47,53 0,95 20,37 

Reh 0 0,95 12,83 0,99 15,04 

0,5 0,96 9,17 0,99 13,92 

1 0,95 6,86 0,98 12 

RS4;11 0 0,98 24,13 0,95 12,74 

0,5 0,99 19,12 0,99 15,16 

1 0,92 6,85 0,94 16,09 

 

Em síntese, todas as linhagens leucêmicas testadas apresentaram maior sensibilidade à 

DOXO quando combinado com MST-312, principalmente na concentração de 1µM. Por outro 

lado, o mesmo não foi observado para o MTX. 

O efeito de sinergia demonstrado com o inibidor de telomerase evidenciou que quando 

há redução na atividade da enzima ocorre maior sensibilidade ao tratamento, o que pode estar 

ligado ao fato de que pacientes com maior expressão do gene hTERT tenha maior percentual de 

recaída.  

Em baixas concentrações, o MST-312 atua como inibidor da telomerase. Contudo, em 

concentrações maiores ele pode agir como inibidor da DNA topoisomerase 2. Quando atua 

como inibidor da telomerase, o composto promove dano no telômero, já ao inibir a 
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topoisomerase 2, o dano acontece de forma generalizada em todo o DNA. Portanto, o MST-312 

pode atuar em outras vias de sinalização não abordadas nesse trabalho, o que dificultaria afirmar 

que o efeito sensibilizador proporcionado visualizado seja resultante da inibição da atividade 

da telomerase apenas. Para contornar essa questão, foram realizados experimentos 

complementares envolvendo produção de células knockdown para o gene hTERT por meio de 

siRNA (a produção de células knockout, ou seja, completamente sem expressão de telomerase, 

é inviável, pois o bloqueio completo da enzima é incompatível com a sobrevida das células em 

cultura).  

A transfecção que resultou no knockdown foi realizada em todas as linhagens, e 

posteriormente foi avaliado a toxicidade de DOXO e MTX nas células que receberam o siRNA 

de controle de transfecção e na linhagem com hTERT subexpresso. Os dados de transfecção e 

das concentrações que apresentaram significância foram expostos na tabela 7.  

  A linhagem de NALM-6 foi transfectada com redução na expressão de hTERT de 74% 

em relação ao controle (figura 24, imagem A) e ficou mais sensível a DOXO quando comparada 

ao controle, mas o MTX não apresentou diferença entre controle e tratado (figura 24, imagens 

B e C).  

Nas células de RS4:11, embora a transfecção tenha reduzido a expressão de hTERT em 

93% (figura 24, imagem D), a sensibilidade à DOXO foi menos acentuada, contudo ainda 

presente na concentração de 46,87nM -Tabelas 7- (figura 24, imagem E). Por outro lado, a 

redução na expressão gênica não influenciou a resposta ao MTX (figura 24, imagem F).  

Tabela 7. Aumento da sensibilidade à DOXO em células com redução da expressão de hTERT 

via siRNA. O teste realizado foi o “multiple t test unpaired” com p<0,05. 

Linhagens  Redução da 

expressão de hTERT  

[] DOXO nM*  Valor de P 

NALM-6 74% 0,73-93,75 <0,0001 

697 71% 5,85-23,43 <0,0001 

Reh 73% - - 

697 71% 5,85-23,43 <0,0001 

RS4:11 93% 46,87 0,007 

*Concentração ou faixa de concentrações cujo efeito citotóxico foi significativamente 

maior nas células knockdown para hTERT em relação às células controle. 
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Na linhagem 697 o knockdown foi de 71% (figura 24, imagem G). Essa linhagem 

demonstrou maior sensibilidade à DOXO que a linhagem de RS4:11(figura 24, imagem H). Em 

compensação, a transfecção não influenciou o efeito do MTX (figura 24, imagem I).  

Por fim, a linhagem Reh apresentou redução da expressão de telomerase em 73% (figura 

24, imagem J). Contudo, não foi identificada nenhuma diferença estatística entre os grupos 

transfectado e controle, seja para o tratamento com DOXO ou com MTX (figura 22, imagens 

K e L).  
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Figura 24. Transfecção com siRNA para knockdown de hTERT com posterior teste de viabilidade celular utilizando 

doxorrubicina e metotrexato. Os gráficos A, B e C são referentes à linhagem de NALM-6. Gráficos D, E e F para 

RS4:11. G, H e I para 697 e J, K e L para a linhagem de Reh. 
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É importante ressaltar que os dados foram obtidos em células knockdown para hTERT, 

e não knockout, ou seja, células com expressão residual de telomerase. Nesse contexto, mesmo 

significâncias estatísticas pequenas podem representar efeitos maiores, amenizados por essa 

expressão residual. No mesmo sentido, as diferenças encontradas nas linhagens NALM-6 e 697 

provavelmente seriam ainda maiores que as observadas em um cenário de bloqueio completo 

da telomerase. 

Por fim, constatou-se que a expressão relativa elevada de hTERT está significativamente 

associada a taxas mais altas de recaída. O conjunto de resultados apresentados permite supor 

que essa associação pode ser atribuída ao fato de que a superexpressão dessa enzima dificulta 

a eficácia do tratamento, especialmente com doxorubicina, resultando em uma resposta 

terapêutica inferior e aumentando as chances de recidiva da doença.  
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5. DISCUSSÃO 

 

Estudos recentes sobre leucemias, em especial LLA-B, vêm cada vez mais tentando 

elucidar as possíveis causas de recaída e buscando tratamentos que sejam mais eficazes e menos 

prejudiciais para o paciente (76–80). Nesse contexto, entender melhor os marcadores clínicos 

convencionais e a evolução clínica ajudariam na efetividade da terapia e em maiores índices de 

remissão.  

A literatura sobre o tema demonstra que a prevalência de LLA-B é maior entre pacientes 

do sexo masculino (81). Em nosso trabalho, meninos foram maioria, contudo, a diferença foi 

pequena quando comparada com as meninas. A classificação dos pacientes quanto a raça 

mostrou que os que se declararam como pardos foram a maioria (82,69% dos casos). Esse dado 

pode estar relacionado a maior predominância dessa etnia em todo o Brasil, o que repercute 

também em Brasília. 

A maior prevalência de LLA-B em pacientes com idade superior a um ano é comum 

também segundo a literatura especializada (15). Por outro lado, em pacientes com idade inferior 

a um ano a doença costuma ser extremamente agressiva e geralmente ocasionada por rearranjo 

do gene KMT2A, que por si só já requer o tratamento de maior risco (82,83).  

Outro fator relevante é a síndrome de Down, que está associada ao aumento do risco de 

LLA-B, principalmente com rearranjo de CRLF2. Esta síndrome, por decorrer do  acréscimo 

de um cromossomo 21, está ligada a eventos que afetam a hematopoese, podendo provocar um 

bloqueio da diferenciação de células B e resultar no aumento da frequência de células tronco 

hematopoiéticas (84–87).  

Outro indicador importante é a leucometria ao diagnóstico, que pode variar desde a 

leucopenia até contagem elevadas de células (>300000 células/ µL). Segundo a literatura, 

pacientes com a contagem de leucócitos maior que 50000 células/ µL são considerados de alto 

risco, e esses são minoria, o que corrobora nossos dados (88,89). Esses achados são relevantes 

devido ao fato de tais marcadores auxiliarem na estratificação de risco do paciente. 

As alterações cromossômicas de hiperdiploidia podem ocorrer na LLA-B infantil 

chegando em 30% dos casos. Nesse sentido, as alterações mais comuns são a inclusão de cópias 

dos cromossomos 21, X, 14, 4, 10 e 17.  Diante dos fatos já documentados, normalmente as 

alterações de hiperdiploidia estão associadas ao bom prognóstico, ao passo que a hipodiploidia 
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vem sendo associada ao ruim (17,90–92). No nosso trabalho, apenas um paciente apresentou 

hipodiploidia, sendo a maioria com cariótipo não alterado. Além dessas, existem as alterações 

genéticas pseudodiploide, como as translocações, que são de grande relevância para a triagem 

de risco da LLA-B. 

A translocação ETV6-RUNX1 é a mais prevalente em crianças, chegando a representar 

25% dos casos, e geralmente vem associada com bom prognóstico (93). No entanto, a 

translocação BCR-ABL, que geralmente representa até 5% dos casos, é altamente ligada ao 

prognóstico ruim devido aos pacientes não responderem bem ao tratamento (94). Outra 

característica dessa translocação é que sua prevalência aumenta com a idade, sendo mais 

prevalente em adultos (95). No nosso estudo as proporções estão próximas do descrito, dado 

que a translocação ETV6-RUNX1 apresentou prevalência em 22,3% e BCR-ABL em 3,8% dos 

casos. 

A translocação TCF3-PBX1 apresenta uma prevalência de 3-5%, tanto em adultos 

quanto em crianças. Contudo, é relevante ressaltar que nos estudos já realizados essa 

translocação é bastante ambígua quanto ao valor prognóstico, sendo esse afetado pela etnia do 

grupo estudado (15,96). Outra translocação relevante é a KMT2A/MLLT3, que impacta 

negativamente a estratificação de risco dos pacientes. Dentre as mais de 100 translocações que 

o KMT2A pode performar, as mais comuns são as fusões com AFF1 e com o MLLT3. No 

entanto, em menos de 5% dos casos de leucemias essas translocações estão presentes (97). 

Nesse contexto, nossos dados também se mostraram condizentes com a literatura. Além disso, 

no âmbito do Distrito Federal, a população é heterogênea quanto a etnia e são poucos os estudos 

que relacionam quadro clínico com translocações específicas.  

Outras alterações genéticas relevantes são representadas pelo perfil PH-like, o qual 

constitui-se como um fator de classificação de alto risco e normalmente vem acompanhado com 

a deleção de IKZF1, ativação da JAK-STAT, da via RAS, entre outras. Geralmente sua 

incidência é de 10-15% em crianças, chegando a até 20% em adultos. No presente estudo, a 

incidência de PH-like foi de 10,91%, o que está de acordo com os dados de diferentes estudos 

(98–100). Dado que esse tipo de mutação é recorrente e geralmente de mau prognóstico, é 

relevante explanar que, no âmbito da saúde pública, seria interessante triar de forma mais 

efetiva os casos de PH-like. 

As leucemias que não foram classificadas, chamadas de outras LLA-B, foram a maioria 

nesse estudo (55%). Isso faz supor a presença de outros subtipos como aqueles com rearranjo 



75 
 

de DUX4, ETV6-RUNX1-like, ZNF384,MYC, MEF2D, NUTM1, PAX5alt, PAX5-P80R entre 

outros (61,101), os quais têm padrões específicos e cuja identificação requer metodologias não 

utilizadas no nosso trabalho, como o sequenciamento de genoma completo ou sequenciamento 

de nova geração. No contexto geral do Brasil, e considerando as políticas públicas existentes, 

triar os principais subtipos de LLA-B é extremamente importante para melhor caracterizar as 

leucemias e aumentar ainda mais as taxas de remissão. 

Uma técnica fundamental no acompanhamento de doenças hematológicas é a citometria 

de fluxo, que, no caso da LLA-B, permite realizar a avaliação das doenças residuais mínimas 

que, no período de tratamento, tem papel chave como indicador de prognóstico. Os períodos de 

avaliação das DRMs de 15, 33 e 78 dias após a introdução da quimioterapia são amplamente 

utilizados em diversos laboratórios para a classificação de risco, sendo também já constatada a 

associação da presença elevada de blastos identificados pelas DRMs com o risco de recidiva da 

doença (73). Ademais, a avaliação da DRM em 15 dias é fundamental para avaliar como o 

paciente está respondendo a quimioterapia, sendo a de 33 dias uma ferramenta complementar 

com um indicativo mais robusto. Por último, em 78 dias já é possível identificar falha ao 

tratamento. 

Neste trabalho, 14,66% dos pacientes apresentaram índice que indica alto risco em D15, 

sendo que no D33 esse percentual é reduzido para 5,4% e no D78 ocorre um leve aumento para 

9,2%. Tal fato ocorre porque no D15 o tratamento ainda está em progresso. Porquanto, a DRM 

nesse espaço de tempo inicial é fundamental para que haja rápidas decisões a respeito do 

tratamento (102).   

No D33 e D78 a terapia já está mais consolidada, o que evidencia menor número de 

pacientes com classificação de alto risco. Isso pode ser devido à estratificação de risco 

promovida pelo D15 que faz com que esses pacientes sejam tratados da forma mais eficiente, o 

que faz decaírem os índices de alto risco em 33 e 78 dias, ou pode estar relacionado ao maior 

tempo de quimioterapia que, em muitos casos, começa a produzir efeito promovendo a melhora 

clínica e a redução de blastos clonais circulantes (103).  

VROOMAN et al., em seu estudo, estratificaram pacientes com base na doença residual 

mínima de 33 dias com aproximadamente 8% deles classificados como de alto risco, semelhante 

aos dados do nosso trabalho. O risco atribuído ao paciente auxilia na aplicação do protocolo de 

tratamento mais efetivo, o que promove maiores índices de remissão. 



76 
 

Atualmente os índices de remissão dos pacientes pediátricos excedem 90%, contudo, 

aproximadamente 20% desses recaem e 10% continuam incuráveis (80). No nosso trabalho os 

índices estão próximos desses dados, sendo a taxa de remissão de 89,88%, recaída de 21% e 

óbitos 10,12%. 

No contexto do tratamento das leucemias, a recaída é um problema vigente, justificando 

os esforços para uma terapia mais eficaz. A recaída  tem relação com  diversos mecanismos de 

resistência celular a fármacos, como mutações em receptores de glicocorticoides como A484D, 

P515H, L756N, Y663H, L680P, e R714W0, em que as células se tornam menos responsivas 

aos corticoides (105), ao metrotrexato (106) e à doxorrubicina, quando as célula passam a 

apresentar altos níveis de ABCA2, promovendo a redução da atuação desse composto por ativar 

ERK1 e ERK2 (107). Contudo, os mecanismos de resistência que levam à recaída ainda não 

estão totalmente elucidados, o que indica uma brecha na literatura sobre o tema (61,80,108).  

Nesse estudo, a expressão da telomerase apresentou associação com a recaída, e por ser 

uma enzima relacionada com diversas vias de sinalização e com a constituição de diferentes 

tipos de tumores, essa apresenta alto potencial de exploração em estudos adicionais sobre LLA-

B (109,110). No caso das leucemias, a desregulação do hTERT afeta gravemente o prognóstico 

da doença, estando associado a modificações epigenéticas, mutações e a variações estruturais 

(58). 

A fim de avaliar a relevância da expressão do hTERT ao diagnóstico em amostras de 

crianças com LLA-B, foi feito primeiramente o histograma para identificar a distribuição da 

expressão gênica da telomerase, que demonstrou que a expressão relativa de hTERT tem 

distribuição assimétrica com deslocamento para a direita. Dada a importância da expressão da 

telomerase para o desenvolvimento e manutenção das células cancerosas, é esperado que essa 

esteja muito expressa para a manutenção da doença, o que explica o desvio à direita. Ademais,  

o processo de regulação telomérico apresenta assimetria por ser multifatorial, baseando-se em 

aspectos genéticos, estilos de vida e influências ambientais, o que implica alguns pacientes 

terem maiores telômeros que outros (111). Não é estranho que a expressão da telomerase 

acompanhe o comprimento telomérico quanto à distribuição assimétrica dos dados conforme 

visto nesse estudo.  

Outro conhecido marcador de risco para LLA-B é a idade. Ao ser relacionada com a 

expressão de hTERT, essa variável demonstrou associação positiva, o que fortalece a hipótese 

de que a telomerase tem relação com o prognóstico adverso (79). Contudo, não era esperado tal 
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relação em crianças, uma vez que indivíduos jovens normalmente não apresentam 

comprometimento fisiológico dos telômeros que justifique a variação na expressão da 

telomerase. Além disso, nos leucócitos, a telomerase apresenta-se expressa mesmo nas células 

saudáveis. Com base no exposto, a correlação encontrada nesse trabalho entre a idade e a 

expressão de hTERT aumentada deve se dar por razões patológicas e provavelmente devido às 

funções não canônicas dessa enzima. Assim, foram testadas associações de outros fatores 

clínicos com a expressão desse gene. 

Os valores de DRM, com a classificação do sub tipo de linhagem celular envolvida no 

processo neoplásico, desempenham papel essencial na confirmação do diagnóstico (112). Essa 

abordagem é extremamente sensível para detecção de recaídas, estando associadas à 

positividade na DRM de 33, 78 e 84 dias (89,113,114). No atual trabalho, não foi identificada 

associação entre recaída e a DRM de 33 dias. Contudo, foi observada uma associação 

significativa com a DRM de 78 dias, quando os pacientes de alto risco apresentaram uma 

expressão aumentada de hTERT. Do mesmo modo, também foram identificadas associações da 

DRM de 78 dias com a expressão relativa de hTERT, no sentido de que pacientes de alto risco 

(>0,01%) apresentaram maior expressão, ao passo que os de baixo risco menor expressão do 

gene. Nesse âmbito, as DRMs são utilizadas para orientar o tratamento visando obter a melhor 

evolução clínica do paciente, sendo que o hTERT, mais uma vez, está associado a um 

prognóstico desfavorável. 

Ao ser avaliada a evolução clínica do paciente em relação à expressão de hTERT, foi 

possível concluir que, de fato, há significância na diferença entre os valores dessa variável, no 

sentido de que pacientes com recaída apresentam maior expressão de telomerase do que aqueles 

em remissão. Contudo, não foi identificada a relação da expressão de hTERT com a taxa de 

óbito, diferente do encontrado na literatura, em que já foi visto relação entre o aumento da 

atividade da telomerase e a menor sobrevida em crianças (115).  

A recaída é um aspecto clínico extremamente debatido nos trabalhos científicos com a 

finalidade de ter  o melhor entendimento dos seus mecanismos de ocorrência e para realizar o 

tratamento mais efetivo (116–118). Outros estudos já haviam demonstrado que a telomerase 

está associada ou com a taxa de sobrevida, ou que atua como um biomarcador proeminente para 

o desenvolvimento da doença (29,58,119). No entanto, o presente estudo identificou 

especificamente a associação entre a supraexpressão de hTERT e a ocorrência de recaída na 

LLA-B.  
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A associação da expressão de hTERT com a recaída pode contribuir na seleção do 

protocolo de tratamentos clínicos mais eficazes por auxiliar na escolha da melhor terapia, dando 

maior margem para a conduta correta. Contudo, não é possível afirmar que seria um marcador 

de risco independente, mas complementar - juntamente das doenças residuais mínimas, idade 

entre outros indicadores - para classificação de risco dos pacientes. Nesse contexto, buscou-se 

identificar os mecanismos dessa associação; especificamente se estaria vinculada a perfis 

moleculares mais severos, instabilidade genética, ou com uma possível influência da telomerase 

na resposta à quimioterapia.  

As alterações genéticas continuam sendo um dos principais marcadores de instabilidade 

genética e leucemogênese em pacientes com LLA-B. A translocação ETV6-RUNX1 é 

associada ao bom prognóstico (112), em  sentido diverso, as outras (BCR-ABL, PH-like,  MLL 

e TCF3-PBX) geralmente indicam prognóstico ruim. Sobretudo, todas fazem parte de um 

grande rol de modificações estruturais para terapia específica (120).  

Neste estudo foi visto que pacientes com LLA-B do subtipo ETV6-RUNX1 

apresentaram baixa expressão de telomerase em leucócitos ao diagnóstico quando comparado 

com os demais subtipos. Por ser um marcador de bom prognóstico tal achado ajuda a corroborar 

nossa hipótese de que, quanto maior a expressão de hTERT, pior o prognóstico.  

Os pacientes com as leucemias não classificadas apresentaram elevado nível de 

expressão do hTERT. Esse grupo é bastante heterogêneo, podendo ser formado por pacientes 

com distintas modificações cromossômicas nas células leucêmicas, o que dificulta a 

estratificação de risco (121,122). Nesse aspecto, um marcador de mal prognóstico como a 

telomerase pode, em certa medida, compensar a ausência de classificações convencionais para 

a estratificação de risco na LLA-B, a fim de direcionar para o melhor protocolo de tratamento. 

Nesse sentido, a associação do hTERT com as leucemias não classificadas pode ser de extrema 

relevância no contexto de políticas públicas, uma vez que os recursos orçamentários são 

limitados e o desenvolvimento e aplicação de novas técnicas apresentam altos custos. 

Muito embora a telomerase tenha relação com as alterações cromossômicas das 

translocações, essas não parecem ser fator determinante na associação entre telomerase e 

recaída. Nesse sentido, foi investigado se a expressão do hTERT teria relação com a resposta à 

terapia. Assim posto, foram investigados dois genes relacionados à resistência, e cujas 

expressões são influenciadas pela telomerase, dada sua atividade não canônica. São eles os 

genes cFLIP e BIRC5. 
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O cFLIP é uma proteína anti-apoptótica que, quando em elevada concentração, 

consegue aumentar a sobrevida das células neoplásicas auxiliando nos mecanismos de escape 

ao tratamento (123). A survivina (codificada pelo gene BIRC5), por sua vez, possui dupla 

função: de atividade anti-apoptótica e de regulação da divisão celular, e também já foi 

evidenciado seu papel na resistência das células tumorais à quimioterapia e à radioterapia. A 

redução da expressão gênica do BIRC5 reduz o crescimento tumoral por aumentar a apoptose , 

promovendo  sensibilização ao tratamento (124). De fato, ambas as proteínas estão relacionadas 

com resistência celular a diversos tratamentos em muitos tipos de câncer (97,125,126,126,127), 

mas foram pouquíssimos explorados nas LLA-B infantil. 

No atual trabalho, foi identificada correlação positiva entre a expressão de hTERT e de 

BIRC5, no entanto, não foi vista associação significativa da expressão desse com a evolução 

clínica. Cabe ressaltar que foi avaliada apenas a transcrição gênica, a tradução da proteína 

precisaria ser analisada para permitir inferências acerca dessa ausência de significância. Quanto 

à expressão de cFLIP, não apresentou associação com nenhum dos parâmetros testados.  

A correlação das expressões relativas de BIRC5 e hTERT, sem impacto direto no perfil 

clínico, demonstra indícios de que a telomerase está atuando por diversas vias na piora da 

resposta a terapia. Para testar a hipótese de forma, mas direta, foram utilizados dois 

quimioterápicos convencionais – metrotrexato e doxorrubicina- em associação com o inibidor 

da atividade da telomerase MST-312, em cultura de células das linhagens NALM-6, Reh, 697 

e RS4:11. 

O metrotrexato é um antagonista de folato que inibe proteínas da via de biossíntese de 

purinas. A inibição da síntese de ácido nucleico leva ao efeito tóxico da droga, principalmente 

para as células de rápida proliferação. Além do exposto, o MTX reduz a viabilidade de 

leucócitos e neutrófilos durante a resposta inflamatória por intermédio da sinalização do NF-

κB (128). 

A doxorrubicina é um antibiótico antracíclico utilizado como quimioterápico em uma 

vasta quantidade de tumores. Seu mecanismo de ação envolve intercalação nos pares de base 

do DNA resultando na quebra desse e prevenindo a síntese de RNA e DNA. Além disso, 

também estimula a apoptose por inibir a topoisomerase 2 (129,130). 

O MST-312 atua nas células neoplásicas através do efeito agudo citotóxico que causa 

dano telomérico devido a inibição da atividade da telomerase (131). Assim posto, nesse trabalho 
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buscou-se identificar se a inibição química da atividade da telomerase alteraria a resposta das 

células aos quimioterápicos.  

Já havia sido demonstrado que o MST-312, quando combinado com doxorrubicina, 

promove inibição do crescimento celular e indução de apoptose de modo sinérgico nas 

linhagens de Nalm-6 e Reh (59). Neste trabalho, o inibidor de telomerase apresentou sinergia 

com as drogas, especialmente DOXO, em todas as linhagens testadas, especialmente na 

concentração de 1 µM. Assim posto, infere-se que quando a célula tem reduzida a ação da 

telomerase, torna-se mais sensível à DOXO. Outro pressuposto que pode ser inferido desses 

dados é que a sinergia apresentada tem potencial aplicação clínica, já que o MST-312 agiu como 

adjuvante da doxorrubicina.  O potencial do MST-312 para o possível  uso clínico já foi 

demonstrado em outros modelos de câncer, como em glioblastoma, câncer de pulmão e 

adenocarcinoma de ovário (131–133). 

A despeito desses resultados, é importante ressaltar que o MST-312 não atua de forma 

especifica como inibidor da telomerase. De fato, essa droga tem a ação de reduzir a atividade 

canônica dessa enzima, mas pode atuar em vias distintas, como na inibição de topoisomerase 

2, o que leva a danos no DNA e posterior morte celular (131). Portanto, foi necessário realizar 

a inibição parcial da expressão do hTERT para gerar dados complementares. Nesse contexto, 

foi realizada a transfecção com siRNA, e foi visto que em 3 das 4 linhagens testadas houve a 

infra expressão dessa enzima, o que resultou em aumento da sensibilidade a DOXO.  

A sensibilidade nas linhagens testadas apresentou significância estatística mesmo com 

baixo deslocamento da curva quando comparada com os controles. De modo esperado, tal 

deslocamento é pequeno provavelmente devido à expressão residual do hTERT, que mesmo nas 

células em knockdown consegue desempenhar efeito biológico significativo. Possivelmente a 

inibição total mostraria efeito maior, porém, o knockout da telomerase é incompatível com a 

viabilidade celular, o que impossibilitou essa abordagem. Assim posto, mesmo sendo sutil, o 

efeito foi significante, demonstrando que, em células com menor expressão de hTERT, há maior 

sensibilidade à terapia com DOXO, indicando possível explicação biológica para a associação 

encontrada entre expressão relativa de hTERT e a recaída.   

 A telomerase vem sendo estudada como um potencial alvo para o tratamento de 

diferentes tipos de canceres (58,134,135). Na LLA-B seu papel ainda não é muito bem 

estabelecido, contudo, já foi visto que a expressão aumentada do hTERT está relacionada com 
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menor taxa de sobrevida (58), como também que em blastos clonais com maior atividade da 

telomerase a doença tende a ser de maior prognóstico (29).  

Esse estudo demonstrou que a elevada expressão de hTERT tem associação com 

diversos marcadores clínicos de prognóstico ruim como a elevada idade, a maior estratificação 

de risco na DRM de 78 dias, bem como com a piora da evolução clínica. Além disso, foi 

demonstrado que a expressão de BIRC5 está correlacionada com a de hTERT, o que sugere 

papel da telomerase no desenvolvimento de resistência.  

Por fim, a estratégia metodológica que faz uso do inibidor MST-312 combinado com 

quimioterápicos abre a perspectiva de associações dessa natureza na proposta de novos 

esquemas terapêuticos que se utilizem da inativação das propriedades pró-oncogênicas da 

telomerase para melhorar a resposta a drogas convencionais. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os dados clínicos obtidos nesta pesquisa são congruentes com os parâmetros descritos 

na literatura internacional. Adicionalmente, identificou-se uma associação significativa entre a 

expressão elevada de hTERT e indicadores de prognóstico desfavorável, como idade avançada, 

positividade na DRM de 78 dias e, principalmente, piora na evolução clínica com maior chance 

de recidiva. Esses resultados demonstram o potencial da expressão da telomerase como um 

possível biomarcador. 

As associações entre a telomerase e os perfis moleculares estudados não apresentaram 

um efeito claro para compreender o mecanismo subjacente que leva à associação entre a alta 

expressão de hTERT e o risco aumentado de recidiva da doença. No entanto, à ação 

potencializadora do efeito da doxorrubicina promovida pelo inibidor MST-312 sugere papel da 

telomerase na falha terapêutica, fornecendo uma base para se compreender o possível 

mecanismo pelo qual a telomerase está envolvida na piora da evolução clínica da doença. Essas 

descobertas podem ser importantes para descrição de novos biomarcadores e para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficazes no tratamento da LLA-B.   
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8.3 Anexo 3 MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE 

ESCLARECIDO USADO NO TRABALHO 
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8.4 Anexo 4 MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE 

ESCLARECIDO USADO NO TRABALHO 
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8.5 Anexo 5 MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE 

ESCLARECIDO USADO NO TRABALHO 

 

 

 

 


