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Aspectos Genéticos da Leucemia Megacarioblastica Aguda em Criancas com Sindrome
de Down

Luana da Silva Andrade*

Paulo Roberto Martins Queiroz **

RESUMO

A Sindrome de Down (SD) ¢ uma sindrome genética ocasionada pelo excesso de material
genético no cromossomo 21, fazendo com que o individuo apresente trés cromossomos 21 ao
invés de dois. O objetivo geral do presente trabalho foi descrever os fatores envolvidos na
predisposicdo de criancas com Sindrome de Down em desenvolver a Leucemia
Megacariobléstica Aguda (LMA-M7). A metodologia utilizada ¢ uma revisao de literatura no
formato narrativa. Os SD apresentam caracteristicas congénitas como, por exemplo, atraso
mental, fraqueza muscular, anomalia cardiaca, dentre outras. Estes pacientes também
possuem um risco aumentado a desenvolver leucemias. Por outro lado criangas com SD
possuem um risco menor no desenvolvimento de tumores sélidos. Esse quadro leucemogénico
em SD desperta um interesse no estudo dessas patologias, pois experimentos realizados
sugerem que criangas com a trissomia do cromossomo 21 possuem chance vinte vezes maior
de desenvolverem leucemias em comparagdo a outras criangas, principalmente a LMA-M7.
Estudos genéticos e moleculares demonstraram que essa probabilidade aumentada dos SD em
desenvolverem quadros leucémicos se da pela presenca de mutagdes somaticas no Gene
GATAI.

Palavras-chave: Sindrome de Down, Leucemia Mieldide Aguda, Gatal, Cromossomo 21,
Mutagoes, Trissomias, LMA-M7.

Genetic Aspects of Acute Megacaryblastic Leukemia in Children with Down's
syndrome.

ABSTRACT

Down Syndrome (DS) is a genetic syndrome caused by excess genetic material on
chromosome 21, causing the individual to have three chromosomes 21 instead of two. The
general objective of the present study was to describe the factors involved in the
predisposition of children with Down's Syndrome to develop Acute Megacaryblastic
Leukemia (AML-M7). The methodology used is a literature review in the narrative format.
SDs have congenital characteristics such as mental retardation, muscular weakness, cardiac
anomaly, among others. These patients also have an increased risk of developing leukemia.
On the other hand, children with DS have a lower risk of developing solid tumors. This
leukemogenic condition in SD is of interest in the study of these pathologies, since
experiments suggest that children with chromosome 21 trisomy have a twenty-fold greater
chance of developing leukemias compared to other children, especially AML-M7. Genetic
and molecular studies have shown that this increased probability of SD in developing
leukemia is due to the presence of somatic mutations in GATA1 gene.

Keywords: Down syndrome, Acute Myeloid Leukemia, Gatal, Chromosome 21, Mutations,
Trisomys, LMA-M7.
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1. Introducao

A Leucemia Megacarioblastica Aguda — subgrupo M7 (LMA-M7) é um grupo de
cancer sanguineo que se origina na medula 6ssea dos percussores mieléides dos leucocitos. E
um tipo raro de Leucemia Mieloide Aguda (LMA) pediatrica, representando
aproximadamente 1% das leucemias da infancia, porém se torna um tipo de Leucemia
comum se tratando de criancas com sindrome de down (SD). Os sintomas em geral sdo:
astenia, palidez, febre, tonturas e sintomas respiratorios, equimoses e/ou hemorragias
intensas, dentre outros (KOGA et al., 2016).

Para diagndstico dessa patologia usa-se hemograma, aspirado da medula 6ssea para
andlise citoquimica, imunolodgica e citogenética, investigagdes no liquido céfalo raquidiano
(LCR) também pode ser utilizado. Para tratamento ¢ utilizado a quimioterapia intensiva
medicamentosa e também transplante alogénico da medula 6ssea. O progndstico para
pacientes que possuem a LMA-M7 ¢ destavordvel tendo uma sobrevida de 35 a 60%. No
caso de criancas com SD e que sdo diagnosticadas com LMA-M7, o prognodstico muda,
tendo chances maiores de cura, j& que esses pacientes tem uma melhor resposta ao
tratamento quimioterapico medicamentoso (FARIAS e BIERMANN, 2007).

A SD, também conhecida como trissomia do 21, ¢ uma alteracdo genética causada
pela presenca de trés cromossomos 21, assim o individuo apresenta 47 cromossomos ao
invés de 46. Os individuos com SD apresentam caracteristicas tais como: olhos amendoados,
hipotonia muscular e diferentes graus de deficiéncia intelectual, também possuem maior
probabilidade de desenvolverem algumas doengas como cardiopatias e problemas
respiratérios. E importante destacar que a SD ndo é uma doenca, portanto nio se fala em
tratamentos ou cura, mas como essa condicdo leva ao desenvolvimento de patologias,
individuos com a sindrome devem ser acompanhadas desde o nascimento, para que
problemas de satde maiores sejam controlados e/ou evitados. H4 trés tipos de trissomia,
trissomia simples, que a pessoa possui 47 cromossomos em todas as células, sendo a nao
disjuncdo cromossOmica, essa ¢ a forma mais comum de SD atingindo 95% dos casos.
Translocacdo, quando o individuo possui 46 cromossomos, porém o cromossomo extra do
par 21 se junta a outro cromossomo, o individuo passa a ser portador da SD, esse tipo ocorre
em cerca de 3% da SD. O tipo mosaico, quando a alteragdo genética acomete parte das
células, ou seja, algumas células possuem 46 cromossomos e outras 47 cromossomos

ocorrem em cerca de 2% da SD (MUSTACCHI e PERES, 2000).



Criangas com SD possuem uma elevada chance de desenvolver algum tipo de doenca
hematologica, como a Leucemia Linfoide Aguda (LLA), Sindromes Mielodisplasicas (SM),
Sindrome Mieloproliferativa Transitoria Neonatal e a Leucemia Mieldide Aguda — M7. A
predisposicdo ao desenvolvimento da LMA-M7 ¢ de 10 a 20 vezes maior em relagdo a
criangas cromossomicamente normais. Através de estudos genéticos relacionados as
alteracdes sofridas no cromossomo 21 e a genes normais que possuem interagdes com genes
do cromossomo 21, foram encontradas explicacdes que sugerem tal predisposi¢do, como
mutacdes em genes envolvidos na diferenciacdo de células sanguineas imaturas. Com esses
estudos também foi observado que o progndstico e tratamento diferem da populagdo geral, a
presenca de genes leucemogénicos e genes supressores de tumor no cromossomo 21,
proporciona uma frequéncia maior a alteragdes nas células hematologicas, oferecendo maior
risco para o desenvolvimento das leucemias (PARRA-BALTAZAR et al., 2016).

A LMA-M7 ¢ a forma mais comum de leucemia mieldide em criangas com SD,
originando-se de células precursoras hematopoiéticas. A hematopoiese € o processo de
formac¢do, desenvolvimento e maturacdo das células sanguineas, tendo o inicio da sua
formacao aproximadamente no 19° dia de gestacdo no saco vitelinico, fig. 1. A medula dssea
dos ossos chatos se torna o local mais importante a partir de seis a sete meses de vida fetal e
na infancia e na vida adulta se torna a nica fonte de novas células tronco (DA SILVA et al.,

2015).

Fig. 1. Hematopoiese, processo de producao, desenvolvimento e maturacdo das células
sanguineas,
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Fonte: DA SILVA et al., 2015.



No processo de formagdo das células sanguineas existe um processo regulado pela
expressao coordenada de varios fatores de transcricdo que sdo ativados ou inibidos no
decorrer da hematopoiese garantindo a maturacdo normal da populacdo celular. Quando
ocorre uma expressdo desregular toda a produgdo e maturagdo das células sanguineas sao
alteradas, fazendo com que as fungdes dessas células fiquem comprometidas, essa
desregulagdao também pode levar a uma transformagao maligna (DA SILVA et al., 2015).

Genes envolvidos na proliferacdo e diferenciagdo de células normais podem atuar na
inducdo ou progressdo de um tumor maligno quando sua estrutura ou expressao ¢ alterada.
Deste modo, a ativagdo de proto-oncogénes e mutacdes em genes supressores tumorais que
regulam o ciclo celular parecem estar envolvidas na patogénese das leucemias. Acredita-se
que a trissomia do cromossomo 21 contribui diretamente na transformacdo maligna de
células hematopoiéticas. Mutagdes somaticas em genes do cromossomo X e genes do
cromossomo 21 podem estar ligadas as estas alteragdes de expressdo e maturacdo das células
do sangue (HASSOLD e SHERMAN, 2000).

Diante do que foi exposto e dado a relevancia do tema, o objetivo geral do presente
projeto foi descrever os genes envolvidos na predisposicdo de criangcas com Sindrome de

Down em desenvolver a Leucemia Megacarioblastica Aguda (LMA-M7).

2. Metodologia

O presente trabalho analisa os aspectos genéticos do desenvolvimento da Leucemia
Megacarioblastica Aguda em pacientes que tem Sindrome de Down. O presente trabalho ¢
uma revisao bibliografica no formato narrativo. Segundo HAMDAN (2016), revisao
narrativa é um tipo de estudo que ndo utiliza critérios explicitos e sistematicos para a busca
e analise critica da literatura. Segundo esse autor a busca pelos estudos ndo precisa esgotar
as fontes de informagdes e nao aplica estratégias de busca sofisticadas e exaustivas. A
selecdo dos estudos e a interpretagdo das informagdes podem estar sujeitas a subjetividade
dos autores. Desse modo, foi realizada busca nas bases de dados on-line PUBMED e
SCIENCE DIRECT utilizando-se os seguintes descritores: abordagem molecular da LMA,
rastreamento de mutagdes no gene GATAI, Sindrome de Down, Desenvolvimento da
LMA-M7 em SD. A partir dai foram adotados os seguintes critérios para selecdo dos
artigos: qualquer categoria de artigo (original, revisao de literatura, reflexdo, atualizagdo,
relato de caso etc.), artigos com textos completos disponiveis para andlise, artigos

publicados nos idiomas portugués, ingl€s ou espanhol. O critério de exclusao dos artigos foi



voltado para os estudos que ndo atendessem os critérios de inclusdo mencionados.

Desse modo, do material analisado, foram selecionadas 32 referéncias
escolhidas para o referente trabalho, publicadas entre os anos de 2000 a 2018. Foi realizada
a leitura minuciosa de cada resumo/artigo, destacando aqueles que responderam ao objetivo

proposto por este estudo, os quais sao referenciados no presente texto.

3. Desenvolvimento
3.1 Sindrome de Down

A SD foi descrita pelo médico inglés John Langdon Down em 1866,
caracterizado como um distarbio genético, devido a presenca de um cromossomo 21
adicional nas células causando uma trissomia livre em cerca de 95% dos casos, o
mosaicismo em cerca de 1% a 2 % dos portadores de SD, além das translocagdes em 3% a
4% dos casos. Na maioria das vezes, o distirbio cromossdmico deve-se & mutacao de novo,
sem chances maiores de recorréncia na familia. A SD ¢ uma condi¢do genética que esta
associada com deficiéncia intelectual, uma aparéncia facial caracteristica, e tonus muscular
fraco (hipotonia) na infancia. Todos os individuos afetados sofrem atrasos cognitivos, mas a
deficiéncia intelectual é geralmente leve a moderada. As pessoas com SD podem ter uma
variedade de defeitos de nascimento. Cerca de metade de todas as criangas afetadas nascem
com um defeito cardiaco, anomalias digestivas, tais como um bloqueio do intestino, sdo
menos comuns (JIANG et al., 2017; PAULA et al., 2016).

Coelho (2016) define que a trissomia simples ¢ o resultado do defeito da
segregacdo das cromatides irmas do par de cromossomos 21 que acontece no instante da
divisdo celular, ¢ de ocorréncia casual sendo caracterizado pela presenga de um cromossomo

21 extra numa configuragao de tricopia, como demonstrado nas figuras 2 e 3.

Figura 2: Nao disjun¢do na meiose II, na qual ndo acarreta a segregacdo das cromatides
irmas de um dos cromossomos.

As duas
cromatides
oy rara
Para O maeSsSrmanoc
gaarmeita

]
L
Crm

Fonte: Coelho, 2016.




Figura 3: Cari6tipo SD, trissomia do cromossomo 21 (47, XY + 21 — sexo masculino).
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Fonte: Coelho, 2016

A SD por translocagio cromossomica acontece devido a rearranjos
cromossOmicos com obten¢do de material genético, podendo ser de ocorréncia casual ou
herdada de um dos pais, neste caso no estudo do caridtipo a trissomia do cromossomo 21 ¢
dada na forma de cromossomo translocado com outro cromossomo (abrangendo o
cromossomo 21 e 14). A SD por mosaicismo ¢ uma alteragdo genética mais rara, de situagado
casual, onde o zigoto inicia se dividindo e executando um erro de distribuicdo dos
cromossomos na segunda ou terceira divisdo celular obtendo assim duas linhagens celulares,
uma normal com 46 cromossomos € outra trissomica com 47 cromossomos, sendo o
cromossomo 21 extra livre. A manifestagdo da LMA na trissomia simples e na trissomia
mosaico ndo provocam diferencas, mesmo que a trissomia mosaico apresente um
cromossomo a mais em algumas células. Os individuos portadores da SD, como no caso de
trissomia por translocacdo elas ndo possuem predisposicdo em desenvolver as patologias
relacionadas a sindrome. (WUO, 2007; GARCIA et al., 2009).

Os individuos com SD tém um risco aumentado de desenvolvimento de vérias
condi¢des médicas, tais como: o refluxo gastroesofagico, o qual ¢ um fluxo de retorno do
conteudo &cido do estdmago para o es6fago, e doenga celiaca, que ¢ intolerancia ao gluten,
cerca de 15% das pessoas com SD tém hipotireoidismo que ¢ a atividade da tireoide
diminuida, risco aumentado de audi¢do e problemas de visdo. Além disso, criangas com SD
tém de 10 a 20 vezes mais chance de desenvolver leucemias, principalmente a LMA-M7,
porém esse € um tipo raro de leucemia em criangas sem a SD. Aproximadamente 10% desses
individuos apresentam quadro de alteracdes mieloproliferativa transiente (DMT), sendo que
20% desenvolvem leucemia mieldide aguda (LMA) até quatro anos de idade. Inumeras
alteracdes cromossdmicas tém sido comparadas a doencas mieloproliferativas, mas algumas

sdo raras, outras pouco conhecidas e algumas recém descobertas. Pesquisas com o gene
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GATAI (responsavel por regular a diferenciagdo megacariobldstica de células tronco
hematopoiéticas) e com varias translocagdoes cromossdmicas indicam que o conjunto de
alteragdes génicas e cromossOomicas tem uma vasta influéncia sobre o prognostico do
paciente. As células blasticas de criancas com SD apontam mutagdes no gene GATAI,
encontradas nas alteracOes transientes mieloproliferativas e em seguida na LMA
(MUSTACCHI e PERES, 2000; MATOS et al., 2007).

O comprometimento intelectual dos individuos com SD mencionado
anteriormente esta relacionado a anatomia do cérebro que apresenta uma reduc¢do do volume
de trés a cinco por cento, atribuida a diminui¢do do tamanho dos lobos (regides do cérebro),
nota-se também um menor numero de neurénios em comparagio com as pessoas que nao
possuem a sindrome. O desenvolvimento motor acontece mais lento comparado com outras
criangas ndao-down, levando mais tempo pra engatinhar, sentar e andar (WOU, 2007). O
individuo com SD tem atraso no desenvolvimento podendo desenvolver outros problemas de
saude como: cardiopatia congénita; hipotonia; problemas de audi¢do e de visdo; alteracdes
na coluna cervical; distarbios da tireoide; problemas neuroldgicos; obesidade e
envelhecimento precoce (MOREIRA et al., 2000).

De acordo com JIANG et al (2017), atraso no desenvolvimento e problemas
comportamentais ¢ frequentemente relatados em criangas com a Sindrome, a fala e a
linguagem também tem o desenvolvimento mais lento em relacdo as outras, problemas
comportamentais podem incluir falta de atencao e comportamento
obsessivo/compulsivo. Uma pequena porcentagem de pessoas com SD também sdo
diagnosticadas com condi¢des de desenvolvimento chamados distirbios do espectro do
autismo, que afetam a comunicacdo e interacdo social. As pessoas com a trissomia do
21 muitas vezes experimentam um declinio gradual na cogni¢ao a medida que envelhecem,
geralmente comecando em torno dos 50 anos de idade. A SD também est4 associada com um
risco aumentado de desenvolver a doenga de Alzheimer , um disturbio cerebral que resulta
em uma perda gradual de memoria. Pode-se ressaltar que esses problemas sdo predisposi¢des
na qual nem todos os individuos com SD irdo desenvolve — los. Além disso, todos os
problemas podem ser tratados e controlados quando diagnosticados precocemente por meio
de um trabalho interdisciplinar, composto por médicos, terapeutas ocupacionais,
fonoaudiodlogos, psicélogos e educadores, proporcionando assim um desenvolvimento global
dessas pessoas. O avanco da ciéncia da satide tem favorecido para o aumento da expectativa

de vida das pessoas com SD, que, antes era, em média de treze anos e hoje vem alcangando
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idades cada vez maiores, especialmente nos paises desenvolvidos como, Canada, Inglaterra,
EUA, Suiga, Bélgica e outros (WOU, 2007).

O diagnostico da SD pode ser feito durante a gestacdo ou ao nascimento do
individuo, por meio de exames de ultrassonografia, pela observacdo de alteragdes fenotipicas
e algumas caracteristicas tipicas, no entanto esse diagnostico s6 gera suspeitas. O diagnostico

definitivo € feito através do estudo do cariotipo (WUO, 2007).

3.2 Leucemia Mieloide Aguda e Leucemia Megacarioblastica Aguda M7

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA), ¢ um tipo de cancer da linhagem mieldide
dos globulos brancos que ¢ caracterizada pela proliferacio rapida das células anormais que
sdo chamadas de blastos. Os blastos sdo células imaturas, elas ndo desempenham suas
fungdes e se acumulam na medula 6ssea impedindo a producao normal de outras células. A
LMA tem origem desconhecida e invade o sangue periférico, ¢ o tipo de leucemia aguda que
mais acometem adultos (HOFFBRAND et al., 2013).

A Leucemia Mieloide Aguda caracteriza-se pela proliferagdo clonal e por
impedir a maturacao das células hematopoiéticas, substituindo as células normais por células
neoplasicas. Os canceres em geral possuem estagios numerados para saber a extensdo da
doenga com base no tamanho do tumor e sua capacidade de disseminagdo, no caso da
Leucemia Mieloide Aguda ndo sdo formadas massas tumorais, mas afeta toda a medula
ossea podendo se espalhar para outros 6rgaos como, figado, bago e ganglios linfaticos. A
perspectiva de vida para pacientes com LMA depende de outras informagdes como, subtipo
da leucemia, a idade do paciente e o resultado de outros exames laboratoriais. A importancia
de saber o subtipo da leucemia auxilia na escolha do tratamento e no prognostico do paciente
(ZAGO et al., 2012).

Na década de 1970 um grupo de especialistas dividiu a LMA em subtipos que
vao de M0 a M7, essa divisdo foi baseada no tipo de célula em que a leucemia mieldide se
desenvolve e o grau de maturidade das células. Os subtipos M0 a M5 comegam com formas
imaturas dos globulos brancos, o subtipo M6 comeg¢a em formas muito imaturas dos
globulos vermelhos, enquanto o M7 comeca em formas imaturas das células produtoras das
plaquetas. No entanto a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) desenvolveu um sistema
mais novo, dividindo a LMA em varios grupos, assim se obtém um melhor estadiamento da
doenga. Sao sete grupos no total, LMA com anormalidades genéticas, LMA com alteracdes

relacionadas a mielodisplasia, LMA relacionada a quimioterapia ou radioterapia prévia,
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LMA ndo especificadas, sarcoma mieldoide ou sarcoma granulocdtico ou cloroma,
proliferagdes mielodes relacionadas com SD e leucemias agudas indiferenciadas e
bifenotipica (LORENZI, 2006).

Os aspectos clinicos da LMA resultam de insuficiéncia da medula 6ssea e
incluem anemia, infec¢do e sangramento, sudorese noturna, fraqueza e perda de peso. Esse
tipo de leucemia ¢ rara na infancia, porém torna-se cada vez mais comum na fase adulta,
tendo diagnostico mediano de 65 anos de idade. O prognostico da LMA tem melhorado
significativamente em pacientes abaixo de 60 anos, um ter¢o desse grupo pode esperar
remissdo 4 longo prazo ou cura. O transplante de células tronco alogénicas ¢ de grande
utilidade no tratamento de certos subgrupos de pacientes e pode ser eficiente na cura até de
pacientes com doenga recidiva, mas cada caso ¢ estudado individualmente (DA SILVA et
al., 2015).

O diagnoéstico da LMA ¢ feito por meio do hemograma avaliando o sangue
periférico para identificar os tipos de células e mudancas no numero e aparéncia das
mesmas. A maioria dos pacientes com LMA apresentam globulos brancos imaturos
circulantes no sangue, € um numero insuficiente de globulos vermelhos ou plaquetas. Muitas
das células brancas do sangue sdo mieloblastos, isto €, células imaturas que normalmente
ndo sdao encontradas na corrente sanguinea. Embora estes resultados possam sugerir
leucemia, ndo sdo utilizados como diagnostico final, devera ser feito um estudo das células
na medula 6ssea além da imunofenotipagem e andlises citogenéticas e molecular (ZAGO et
al., 2012).

O tratamento para pacientes jovens ¢ feito com quimioterapia intensiva, mas
também dependerd do estagio em que a doenga se encontra. O tratamento da leucemia
mieldide aguda ¢ normalmente dividido em duas fases: inducdo e consolidagdo (terapia pos-
remissao). Para alguns tipos de leucemia mieloide aguda existe ainda uma terceira fase
denominada de manutencdo. A inducdo € a primeira fase do tratamento, que tem o objetivo
de eliminar do sangue as células de leucemia (blastos) e reduzir seu nimero na medula
Ossea, a consolidagdo, ¢ a quimioterapia administrada ap6s o paciente se recuperar da
inducdo, com o objetivo de destruir as células de leucemia remanescentes € a manutencao
consiste em administrar uma baixa dose de determinada droga quimioterapica durante meses
ou anos apods a consolidagdo. Isto ¢ frequentemente feito para a Leucemia Mieldide Aguda
M3, raramente ¢ realizada para outros tipos de LMA. As drogas quimioterapicas utilizadas,
com mais frequéncia, no tratamento da LMA sdo: a citarabina e as antraciclinas que sdo

potentes supressores da medula Ossea, atuando na divisao celular das células tumorais
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impedindo que o mesmo se desenvolva (daunomicina, daunorrubicina, idarubicina e
mitoxantrona) (DA SILVA et al., 2015).

A Leucemia Megacarioblastica Aguda (LMA-M7) ¢ um subtipo raro da
Leucemia Mieldide Aguda (LMA), ela foi incorporada na classificacdo Franco-Americana-
Britanica (FAB) e ¢ considerada um subtipo de mau progndstico em criangas que nao possui
a SD, representa de 3 a 5% dos casos de LMA. Essa neoplasia ¢ originada a partir de
megacarioblastos primitivos e pode manifestar-se como uma leucemia de novo e leucemia
secundaria a quimioterapia. Ainda existe uma dificuldade grande na classificacdo das
leucemias o que tem levado a busca por outros parametros, como a utilizacao de técnicas de
imunofenotipagem e o estudo das alteragdes cromossomicas (HITZLER, 2007).

A LMA-M7 relacionada a SD possui uma apresentacdo clinica caracteristica
tendo uma melhor resposta a quimioterapia baseada na trissomia do 21. Essa melhor resposta
ao tratamento se dé pelo fato dos blastos dos SD serem mais sensiveis a citarabina, farmaco
utilizado na quimioterapia para tratamento da LMA e, apresentarem uma concentragao
intracelular maior que os blastos de criangas sem SD, essa sensibilidade a citarabina ¢
explicada pela hiperdiploidia da SD. Atualmente a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
propoe a utilizagdo de dados citogenéticos/moleculares para facilitar a classificagdo da LMA
e consequentemente o paciente ¢ submetido a um melhor progndstico e tratamento

adequados (HITZLER, 2007).

3.3 Genes e proteinas associados a LMA

O gene GATAI ¢ responsavel por codificar uma proteina capaz de se ligar a
regides especificas do DNA e controlar a atividade de outros genes ligados a ele. Com esta
informacao, a proteina GATAI1 ¢ conhecida como um fator de transcri¢ao (FT). O FT possui
a fun¢do de transformar genes especificos em genes expressos € genes ndo expressos atraves
da conexdo a um DNA proximo. Quando os genes sdo ativados ocorre a transcricdo desses
genes, assim o FT permite que as células executem suas fungdes bioldgicas e combinem
diferentes fontes de informacdo para decidir se expressam um determinado gene ou ndo. E
dessa forma que ocorre na diferenciacdo das células sanguineas, e a proteina GATA1 estd
envolvida nessa diferenciacdo de células sanguineas imaturas e, para funcionar corretamente,
estas células imaturas devem diferenciar-se em tipos especificos de células sanguineas
maduras. Ao ligar-se ao DNA e interagir com outras proteinas, ela regula a proliferacao das

células imaturas vermelhas do sangue e das células precursoras de plaquetas
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(megacaridcitos) para facilitar a sua diferenciagdo. Os globulos vermelhos ajudam a
transportar oxigénio para varios tecidos em todo o corpo e ajudam as plaquetas na
coagulacdo do sangue, quando ocorre uma mutacdo no gene GATAI, ocorre a nao
codificacao da proteina GATAT1 passando a codificar apenas a proteina GATATs, a proteina
truncada GATAT1s ndo suporta o desenvolvimento normal sanguineo levando o bloqueio de
eritrocitos e hiperproliferacdo de megacaridcitos, fig. 4. A proteina GATA1 também ¢
importante para a maturagdo de varios tipos de células brancas do sangue que ajudam a
combater as infecgOes, incluindo eosindfilos, mastocitos e células dendriticas

(FIGUEIREDO, 2008).

Figura 4. Modelo da GATA-1 na hematopoiese e leucemogénse. a. Producao normal das duas
formas protéicas levando a hematopoese normal; b. Na auséncia da proteina GATA-1,
GATA-1s ndo suporta o desenvolvimento normal sanguineo levando ao bloqueio de
eritrocitos e leve hiperproliferacio de megacariocitos; c¢. Cooperagdo da GATA-1s e a
trissomia do 21 levando a LT e LMA-M7.
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Fonte: FIGUEIREDO, 2008.

Duas versoes da proteina GATA1 sdo produzidas a partir do gene GATAI, a
proteina de tamanho regular GATA1 com 413 aminoacidos, € uma versao mais curta
chamada GATA1ls com 330 aminoacidos, figura 5. A proteina GATA1s possui uma regido
especifica chamada de dominio de transativagdo, pesquisadores acreditam que mutagdes no
gene GATAI fazem com que a regido dominio de transativacdo que € uma regido responsavel
pela interacdo com os fatores de transcricdo, interage com outras proteinas alterando a

fun¢do da proteina GATAL1. Essas mutagdes alteram a sequéncia de aminoacidos da proteina
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fazendo com que a mesma ndo desenvolva suas fun¢des normais levando a um aumento da
proliferagdo e diminui¢dao na diferenciagdo celular hematopoiética, também ocorre a morte
prematura das células sanguineas imaturas. A falta de diferenciacdo provoca uma diminui¢ao
de células vermelhas do sangue causando anemia e baixa das plaquetas envolvidas na
coagulacdo do sangue ocasionando uma trombocitopenia, que sdo aspectos caracteristicos da

anemia e da trombocitopenia diseritropoiética (CHLON et al., 2012).

Figura 5. Modelos para a expressao de isoformas GATA-1. A proteina GATA-1 ¢ traduzida
a partir do RNAm GATAI, enquanto que a proteina GATA-1s pode ser traduzida a partir do
RNAm GATA-1 ou do RNAm alternativo de GATA 1 com splicing que nao possui o éxon 2.
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Fonte: Antica, 2011.

O gene RUNXI fornece instrugdes para codificar a proteina RUNXI1. H4 uma
semelhanga com outros fatores de transcri¢do pois, a proteina RUNX1 se liga em regides
especificas do DNA ajudando a controlar a atividade de genes particulares. Esta proteina
interage com outra proteina chamada fator de ligagdo ao nticleo beta (CBFp), (codificada a
partir do gene CBFJf), na interacdo entre RUNX1 e CBFf faz com que estas se liguem ao
DNA. Juntas, estas proteinas formam uma versdo de um complexo conhecido como fator de
ligacdo ao nucleo (CBF). Quando a proteina CBFf3 se liga na proteina RUNX1 genes sdo
ativados ajudando a controlar o desenvolvimento das células sanguineas (hematopoiese). A
interagdo de RUNX1-RUNXITI1 ao ligar-se a co-repressores fazem com que genes alvo do
fator de ligagdo ao nucleo sejam inibidos, conforme demonstrado na figura 6. RUNXI1
também ¢ capaz de se ligar a outra proteina chamada ETV6, essa proteina ¢ codificada a
partir do gene ETV6. A ETV6 funciona como um fator de transcri¢do, o que significa que ele

se liga a regides especificas do DNA e controla a atividade de certos genes sendo encontrada
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no nucleo das células de todo o corpo, tendo um papel fundamental na regula¢ao e formagao

de células sanguineas (SANTANA et al., 2015).

Figura 6. Ilustragdo mostrando a interacao entre RUNX1-RUNXI1TI1. O complexo ao ligar-
se a co-repressores fazem com que genes alvo do fator de ligagdao ao nucleo sejam inibidos.
CBFb (Subunidade Core Binding Factor), mSin3a (Dominio de Interacio) HDAC (Histonas
Desacetilases).

Transcrigao génica

<ca FB
}\\[}\\{GJ%W\\[}\\/}\\[/\\/

MN&o ha
transcrigdo génica

Fonte: Elagib e Goldfarb, 2007.

A ligacdo do gene RUNXI a uma regido do DNA chamada de sequéncia
“enhancer”, (que sdo sequéncias de DNA que fazem com que a afinidade entre a RNA
polimerase e um dado promotor sejam aumentadas, isso ocorre por meio de proteinas
ativadoras), recruta outros fatores de transcri¢do e co-ativadores para esta regido, assim o
complexo protéico resultante regula a transcricdo de RUNX1 e ETV6. Este complexo inclui
histonas acetil transferases (HAT), que adicionam grupos acetil as histonas ligadas ao DNA,
causando assim mudangas na conformag¢do da cromatina que intensificam a transcri¢ao dos
genes alvos. A fusdo protéica ETV6-RUNXI1 anormal fard a ligacdo a sequéncia “enhancer”
localizada no DNA, porém ao invés de ativar a transcrigdo, ela recruta histonas desacetilases
(HDAC), que induzem ao fechamento da estrutura da cromatina e, consequentemente, a
inibicao da transcricao (BLUNCK, 2014).

Estas mudangas na cascata anormal de transcricdo mediada pelo RUNX1 alteram
tanto a capacidade de auto-renovagdo como a de diferenciagdo das células hematopoiéticas.

Em particular, ela desempenha um papel importante no desenvolvimento de células-tronco
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hematopoiéticas, células de sangue iniciais que tém o potencial de se desenvolver em todos
os tipos de células sanguineas maduras, tais como, globulos brancos, glébulos vermelhos e
fragmentos de células chamadas plaquetas (SANTANA et al., 2015).

Existem algumas doencas relacionadas as alteragdes no gene RUNXI como por
exemplo, o Fator de Ligacao ao Nucleo na LMA. E essa condigdo genética ocorre quando ha
uma translocacdo do material genético que envolve o gene RUNX. Essa mudanga ¢
encontrada em cerca de 7% dos individuos que possuem a LMA. A translocacdo t (8; 21),
estd relacionada com as informagdes genéticas presentes nos cromossomos 21 e 8. O evento
genético resulta em um processo que fusiona o gene RUNXI no cromossomo 21 com o gene
no cromossomo 8 chamado RUNXITI (também conhecido como ET0). Uma vez que esta
alteracdo genética afeta CBF, a condicao ¢ classificada como Fator de Ligacao de Nucleo na
LMA (CBF-LMA). Quando ocorre uma fusdo entre partes dos dois genes sera formada uma
proteina de proteina de fusdo ou proteina hibrida. E o que ocorre quando RUNXI se liga a
ETO, tendo como resultado a proteina RUNX1-ETO, ela ¢ capaz de formar CBF e se ligar-
se a0 DNA como a proteina RUNX1 normal, porém pode haver alteracdes que ocasionarao
mudangas na atividade do gene, fazendo com que haja uma producao de células anormais e
imaturas (blastos) (MACHADO et al., 2012).

O gene FLII é um proto-oncogene que fornece instru¢des para fazer a proteina
FLI, essa proteina tem o papel de controlar a transcricdo de genes, sendo ela o primeiro
passo no processo de produgao de proteinas, ela também faz parte de um grupo de proteinas
chamado de Fatores de Transcricdo Familiar (ETS). A proteina FLI liga-se em determinadas
regides do DNA e ativa a transcri¢do de genes proximos. As proteinas produzidas a partir
deste gene controlam muitos processos celulares importantes, tais como, proliferacdo e
maturacao celular, ela é encontrada principalmente em células sanguineas e ¢ responsavel
pelo desenvolvimento dessas células (MACHADO et al., 2012).

Uma proteina que atua como um cofator da proteina Gatal ¢ a proteina FOGI,
essa proteina possui dominios protéicos chamados dedo de zinco que tem como fungao ligar-
se ao DNA e assim reconhecem sua sequéncia. Os dominios de dedo de zinco 1, 5, 6 ¢ 9 sao
capazes de interagir com a proteina Gata-1 e sera expressa durante o desenvolvimento
embriondario. Estudos feitos em camundongos com ensaio funcional para Fog-1 demonstrou
que uma mutacao de ponto da Gata-1 com ligagdo reduzida para Fog-1 ndo consegue formar
a eritropoiese a partir de células deficientes da Gata-1. Assim concluiu-se que mutagdes
pontuais semelhantes em seres humanos conduzem a uma anemia grave e trombocitopenia

congénita deseritropoética, podendo os pacientes apresentarem muitos megacariocitos
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anormais. Fica claro que a interagdo entre Gata-1 e Fog-1 ¢ essencial para a eritropoiese
normal bem como as fases tardias da megacariopoiese, figura 7, (CANTOR; KATZ;

ORKIN, 2002).

Figura 7. Modelos de selecdo de linhagem de FOG-1 em eritropoiese ¢ magacariopoiese.
1. Para a diferenciacao eritroide, uma simples interagao entre GATA1 e FOG-1 ¢ suficiente
para conduzir a maturagdo eritroide a partir de uma célula precursora bipotencial. Para a
diferenciagdo megacariocitica ¢ necessaria a atividade fornecida pelo terminal amino de
FOG-1, além de uma interagdo com GATA-1. Um controle complexo adicional que serve
para restringir a diferenciacdo de megacariocitos pode ser fornecido pela interagdao entre
dedos de zinco 1 a 4 de FOG-1.
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Fonte: Cantor; Katz; Orkin, 2002.
3.4 Métodos genéticos de diagnostico da LMA

3.4.1 Citogenética

A citogenética Humana ¢ um tipo de exame que faz o estudo dos cromossomos
referente ao seu nimero, estrutura e heranca, relacionando o tipo de alteragdo cromossdmica
com a apresentacao clinica do paciente. Assim serdo analisadas alteragdes cromossdmicas
estruturais, nas quais os cromossomos sofrem algum tipo de modificagdo na sua morfologia,
como delecdes, duplicagdes e inversdes, ja a SD apresenta alteracdo cromossdomica numérica
onde €é demonstrado um cromossomo 21 extra, formando trés cromossomos 21
(GUTIERREZ et al., 2017).

Existem diferentes tipos de exames que sao recomendados de acordo com a
investigacdo a respeito da condicdo clinica do paciente, pois ha patologias genéticas que nao

podem ser detectadas com a técnica de cariotipagem, pois ndo sdo visiveis ao microscépio. O
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exame mais utilizado na citogenética ¢ o cariotipo. Nesse exame serdo analisadas a
quantidade e a estrutura dos cromossomos a célula. No cariotipo aplica-se a técnica de
bandeamento que permite identificar quais as regides do cromossomo foram modificadas no
caso de alteragdes cromossOmicas estruturais. O tipo de bandeamento mais utilizado ¢ o
bandeamento G, os cromossomos sdo desproteinizados por acdo da tripsina e, posteriormente
sdo corados com Giemsa (de onde deriva o nome bandas G). Os cromossomos mostram um
padrao de bandas claras e escuras, no qual as faixas escuras correspondem ao DNA rico em
bases adenina timina (AT) e poucos genes ativos; as bandas G claras tém DNA rico em bases
guanina citosina (GC) e apresentam muitos genes ativos. Importancia: deteccao de delegdes,
inversdes e duplicagdes em humanos. Para o diagnodstico da LMA serdo analisadas células de
sangue periférico ou aspirado de medula dssea para detectar qualquer anormalidade, podendo
apresentar alteracoes cromossdmicas visiveis ao microscopio. As informagdes a respeito do
tipo de translocacdo que ¢ a alteracdo cromossdmica mais comum em pacientes com LMA
podem ser de grande utilidade para prever a resposta de um paciente ao tratamento
(GUTIERREZ et al., 2017).

As alteragdes cromossdmicas mais observadas na LMA sdo translocagdes ¢
dele¢des. No diagnostico da LMA-M7 em adultos, ndo ocorre anormalidade citogenética
especifica, as alteragdes encontradas no cariétipo sao 3q21 ou 26 em 20% a 30% dos casos,
também ¢ possivel observar a translocagao (9:22) que € um alteragdo recorrente na LMA-M7
de novo. Como demonstrado na figura 8, as alteragdes apresentadas sdo: t(1;22) (p13;q13),
essas alteracdes ocorrem em criancas menores de 6 meses de idade (GUTIERREZ et al.,

2017).

Figura 8. Cariotipo de Banda G, apresentando translocagdo que definem subtipos da LMA-
M7 na Classificacao da OMS.
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Fonte: Basicmedical Key (2017).
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3.4.2 Hibridizacdo Fluorescente in situ (fish)

A técnica de Hibridizagdo Fluorescente in situ ¢ o método mais moderno em
patologia molecular para detectar alteragdes genéticas como, por exemplo, as translocacdes e
fusdes que podem ser importantes para o diagnostico e direcionamento de tratamento para o
paciente. Nessa técnica pode-se detectar e localizar a presenga ou auséncia de determinadas
sequéncias de DNA em cromossomos, para isso utilizam-se sondas fluorescentes que se
ligam somente as partes dos cromossomos que apresentam um grau elevado de
complementaridade de sequéncia. A diferenga dessa técnica para a técnica de citogenética ¢
que esse exame além de demonstrar translocagdes visiveis ao microscopio também podem
detectar pequenas alteracdes que ndo podem ser visualizadas em exames citogenéticos, como
demonstrado nas figuras 9 e figura 10, o método identifica a alteragdo RUNXI1/RUNXIT]I,
como falado anteriormente ¢ uma alteragcdo frequente em LMA (DA SILVA et al., 2006).

Figura 9. Utilizando sondas especificas, a FISH analisa centenas de células em busca de
alteragdes cromossOmicas. No destaque, o método identifica a alteragdo
RUNXI1/RUNXITI, frequente em Leucemias Mieloide Aguda.

Fonte: Arquivo Fleury, 2017.

Figura 10. Uso de sonda para alteracdo genética em RUNX1 E RUNXIT]I.

Fonte: Arquivo Fleury, 2017.
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Fish pode ser utilizado com amostra de sangue ou em amostras de medula dssea.
As sondas indicadas para realizacdo do Fish na detec¢do da LMA sdao: EGR1/5pl5,
PML/RARA e TP53/CEN17. Estas sondas nada mais sao do que sequéncias de DNA ligadas
a fluorocromos que se ligam as sequéncias de DNA que lhe sdo complementares. No caso da
sonda EGR1/5p15 seu alvo serdo regides que indicam dele¢des de gene EGRI1, as delegdes
que abrangem esta regido podem ser detectaveis na LMA. A sonda PML/RARA detectara
translocagdes que afetam o gene PML que sdo caracteristicos na Leucemia Promielocitica
Aguda (LPA) e na LMA. J4 a sonda TP53/CEn17 faré a deteccdo de delegdes TP53 em genes
encontrados em caso de LMA e LLC (Leucemia Linfocitica Cronica). Ao adicionar a sonda
fluorescente com a sequéncia de DNA complementar para detectar a LMA elas se ligardo a
sequéncia de DNA na qual havera uma sequéncia mutada, ao ser observada em microscopia
de fluorescéncia os genes correspondentes as sondas podem ser observadas como manchas
fluorescentes brilhantes indicando que ali ha uma mutagdo genética. Essa técnica ¢ tao
sensivel que pode detectar uma célula anormal em meio a 700 células normais. Esse
procedimento ¢ de grande utilidade na deteccao precoce da LMA e o resultado desse método
pode ser obtido em até 24 horas, por esse motivo esse método ¢ mais utilizado para os casos

em que se precisa de informag¢do imediata (DA SILVA et al., 2006).

3.4.3 Reacdao em Cadeia Polimerase (pcr)

O método da PCR ¢ a técnica mais utilizada em laboratérios para amplificacao
de genes, diagnostico de doencas genéticas e teste de paternidade. A amplificagdo por PCR
aplica-se em situagdes nas quais a quantidade de DNA disponivel é reduzida, por isso ¢ uma
técnica muito utilizada na genética médica na qual a quantidade de amostra disponivel ¢
minima. Ja a técnica da qPCR ou PCR em tempo real, ¢ uma variacdo da técnica de PCR,
nessa técnica ocorre a amplificagdo e deteccdo simultaneamente, o resultado ¢ visualizado
em tempo real tendo ainda a capacidade de gerar resultados quantitativos com maior
precisado, ¢ ideal na observagdo de translocagdes na LMA na qual produz um gene de fusao
que codifica uma proteina anormal, oferecendo também a possibilidade de monitoramento da
doenca residual minima (MDR), pois no tratamento da LMA ainda apresenta uma alta taxa
de recaida. A solicitacdo desse teste serd feita apOs analisar alteragdes que modificardo a
estratificacdo de risco (BRUCE et al., 2017).

Por ser uma técnica extremamente sensivel deve ser realizada com muito

cuidado para evitar contaminacdo que possa tornar um resultado erroneo. Sua utilizagdo na
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detec¢do da LMA permite detectar cromossomos pequenos ndo visiveis ao microscopio,

mesmo quando ha poucas cé€lulas leucémicas na amostra (BRUCE et al., 2017).

3.5 Descobertas em Rela¢ao a Sindrome de Down

A SD ¢ uma alterag@o genética que tem levado pesquisadores do mundo inteiro a
estudar cada vez mais a respeito do seu desenvolvimento. Em 2013 Cientistas da
Universidade de Massachusetts conseguiram silenciar o cromossomo extra 21. Eles
utilizaram um gene que codifica um RNA chamado XIST fazendo com que as alteracdes
causadas pelo cromossomo extra 21 ndo fossem expressas (JIANG et al., 2013).

O XIST ¢ um gene que codifica um RNA no cromossomo X que atua como um
efetor principal do processo de inativagdo do X encontrado no sexo feminino. E um
componente do Xic (Centro de inativagdo do cromossoma X), que atua juntamente com dois
outros genes de RNA (JPXe FTX) e dois genes de proteinas ( 7sx e Cnbp2 ). O Xist se
expressa exclusivamente no cromossomo inativo, sendo processado de um modo semelhante
aos mRNAs, ou seja, por splicing e poliadenilagdao, porém permanecem inativos (JIANG et
al., 2013).

Foi por meio da fun¢do que o gene XIST ¢ capaz de executar que cientistas os
usaram essa habilidade no controle do cromossomo 21 extra, fazendo com o mesmo fosse
desligado. Foi coletado pela equipe de cientistas, células tronco pluripotentes de células de
fibroblastos de um paciente com SD, utilizando a tecnologia da nuclease de dedos de zinco
para que o XIST fosse inserido no cromossomo 21 extra, figura 11. O resultado do estudo foi
que os niveis de expressdao do gene retornaram a um estado mais normal, mostrando também
que XIST ¢ capaz de reverter os problemas com proliferacdo e diferenciacao de células
neurais encontradas em células de pessoas com SD. Com o silenciamento do cromossomo 21
extra, acredita-se que o desenvolvimento de patologias relacionadas a SD, como as
leucemias, possam ser elucidadas. Mesmo com avangos nessa pesquisa, antes de cientistas
médicos comegarem a interagir com o codigo genético humano, mais pesquisas devem ser
feitas, pois ainda ndo se pode prever o que pode acontecer no organismo. De acordo com os
pesquisadores em um bebé com a trissomia 21, alguns dos problemas ja estio instalados e
ndo se sabe se uma terapia que surja desta investigacdo podera reverter os sintomas ou
impedir seu avango. Mas o esperado ¢ que essa descoberta contribua no controle do
aparecimento de deméncia precoce em cerca de 60% dos pacientes com SD, e diminui¢ao

das manifestacdes de outras patologias (JIANG et al., 2013).
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Figura 11. Estudo feito para silenciar o cromossomo 21 extra, responsavel pela evolucao da
Sindrome de Down.

O QUE FEZ A PESQUISA?

1- Os cientistas inseriram wma 2- Assim como ocorre no X
copia do gene XIST no feminino. o XIST silenciou os
cromossomo 21 extra de células genes do 21 extra. anulando
derivadas de pacientes com muitos dos efeitos genéticos
Sindrome de Down associados a trissomia.

21
X X

Fonte: Elaborada pela autora.

4. CONSIDERACOES FINAIS

No estudo apresentado neste artigo, ficou claro que criangas com SD possuem
uma chance maior no desenvolvimento de patologias relacionadas as mutacdes geradas pela
SD. Esse desenvolvimento envolve varios genes presentes ndo apenas no cromossomo 21
extra que ¢ o responsavel pela trissomia, mas também em genes que fazem interagdes com
genes desse cromossomo.

As mutagdes em GATAI na SD sdo especificas no desenvolvimento do subtipo
de leucemia megacarioblastica aguda, e a associagdo da mutagdo nesse gene e a trissomia 21
cooperam para o carater proliferativo inicial do processo leucémico e com isso podemos
considerar o gene GATAI como um marcador molecular importante no acompanhamento da
criangas com SD.

Para o diagnostico da LMA a nova geracdo de exames utiliza-se de metodologias
moleculares como demonstrado ao longo desse trabalho. Com a vantagem da rapidez e
precisdo, estd se tornando o teste padrdo ouro para um diagnostico preciso, sensivel e
rapido. No caso da leucemia o teste molecular consegue definir a porcentagem de células
neoplésicas que estdo presentes no organismo afetado durante diferentes fases da doenca.
Assim, como ¢ possivel detectar genes relacionados ao proprio cancer.

Diante do que foi exposto pode-se observar que a SD ¢ uma sindrome complexa
e que muitos estudos ainda devem ser feitos para entender melhor os efeitos da trissomia do
21 e assim poder desenvolver melhorias e até mesmo poder prevenir alteragdes que possam

ocorrer no futuro. E de extrema importdncia que criangas com SD tenham um
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acompanhamento médico desde o nascimento, assim as chances de criangas terem uma vida
normal serd maior, pois se ela apresentar alguma alteracao patoldgica, a mesma sera tratada

previamente evitando problemas maiores.
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