Freire, B. M. R. Identificacdo da fusao génica MYST3-CREBBP em

criangas com LMA e hemofagocitose. Rev. Cientifica HSI. 2017; 1 DEZ (4): 42-44.

' Resumo de Artigo em Onco-hematologia

Identificacao da fusao génica MYST3-CREBBP em criancas com
LMA e hemofagocitose

RESUMO

LMA apresenta uma translocacgéo (8;16) (p11; p13)
que gera a fuséo génica MYST3-CREBBP, que é mais
comumente vista em adultos. Essa translocacgéo (8;16)
(p11; p13) esta associada a idade precoce, diferencia-
¢ao monocitica e hemofagocitose e sendo indicativo de
pior prognoéstico. Método: série de 266 casos de LMA
em pacientes pediatricos no periodo de 2003 a 2012.
Foram incluidas criancas com menos de 2 anos de ida-
de, com LMA e presenca de hemofagocitose. Foram
incluidos 48 casos de LMA sem hemofagocitose. O mé-
todo de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) para os
rearranjos MLL foi realizado ao diagnéstico, assim como
0 FISH para rearranjo MYST3-CREBBP. Resultados:
dos casos analisados, 5 estavam associados a fuséo
MYST3-CREBBP e tinham associagdo com: hepatoes-
plenomegalia, lesbes de pele ou cloroma localizados.
Discussao: a alta frequéncia de LMA MYST3-CREBBP
em bebés (idade < 24 meses) e casos de LMA congé-
nita favorecem a hipétese de que a leucemia ocorre du-
rante a vida intrauterina e pode ser utilizada para explo-
rar melhor o entendimento da leucemogénese da LMA.

PALAVRAS-CHAVE: MYST3-CREBBP, LMA, he-
mofagocitose.

INTRODUCAO

Subgrupos citogenéticos especificos de Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) tem sido associados com aidade
do paciente. LMA apresenta uma translocacao (8;16)
(p11;p13) que gera a fusdo génica MYST3-CREBBP,
que é mais comumente vista em adultos.? Ocorre quan-
do ambos mostram atividade de histona acetiltransfera-
se, levando a ativagéo de alvos principais, envolvendo
o controle de ciclo celular e regulag@o da transcri¢do.?
A evidéncia de LMA com essa fuséo génica foi eviden-
ciada pelo Grupo de Estudo Internacional Berlin-Frank-
furt-Munster (BFM)3, em que 62 pacientes pediatricos
com LMA, quando fizeram o cari6tipo de medula 6ssea,
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identificaram a translocacao (8;16) (p11;p13) e estavam
associados a idade precoce, diferenciagdo monocitica e
hemofagocitose e sendo indicativo de pior progndstico.®
Essa alteragéo citogenética foi associada a coagulacéo
intravascular disseminada e a alta taxa de mortalidade
em uma série de pacientes com LMA em estudo na
Franca.* Essas caracteristicas clinicas, citologicas, cito-
genéticas e moleculares de LMA com MYST3-CREBBP
levaram a Organizagdo Mundial de Saude a sugerir
a criagdo de uma categoria Unica, em decorréncia do
prognostico ruim.®

Uma identificacdo eficaz de casos com essa fuséo
necessita de avaliagdo de caracteristicas morfologi-
cas, citogenéticas e moleculares. Esse artigo, através
de estudos de uma série de pacientes com LMA, visa
pesquisar a fusao génica e definir as caracteristicas mo-
leculares importantes.

METODOLOGIA

Série de 266 casos de LMA em pacientes pediatricos
pertencentes ao Grupo de Estudo de Leucemia Aguda
na infancia, no periodo de 2003 a 2012. Foram incluidos
criangas com menos de 2 anos de idade, com LMA e
presenga de hemofagocitose. Foram incluidos 48 casos
de LMA sem hemofagocitose.

Hemofagocitose foi definida pela presenca da fa-
gocitose de células vermelhas, linfocitos ou plaquetas
pelos blastos leucémicos. Foram excluidos os casos de
LMA secundaria, associados a Sindrome de Down, e
sindrome hemofagocitica associada a doengas imunes
e febre inexplicada.

Foram analisadas amostras de aspirado de medula
Ossea, sangue periférico, sendo realizados estudos de
citogenética e molecular.

A classificacdo de LMA seguiu os critérios da Orga-
nizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo a LMAS-M7
classificada na presenca de CD41/CD61 e CD 42 nos
blastos leucémicos.

Realizada a reacéo de cadeia de polimerase re-
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versa (PCR). Foram investigados em todos os casos
a presenca da fuséo génica: RUNX1-RUNX1T, CBFfB-
MYH11, BCR-ABL1, MLL-AFF1 and MLL-MLLT3. A
deteccéo da fusdo transcrita do MYST3-CREBBP e
CREBPP-MMYSTS reversa foi realizada utilizando pri-
mers especificos. A técnica de RT-PCR é amplamente
utilizada para verificar a expressao génica, uma vez que
analisa 0 RNA responsavel pela sintese de proteinas.
Se ha uma proteina especifica, € porque ha DNA sendo
expresso e originando mRNA para tal proteina.®

O método de hibridizacao fluorescente in situ (FISH)
para os rearranjos MLL foi realizado ao diagnéstico, as-
sim como o FISH para rearranjo MYST3-CREBBP. FISH
€ um método que utiliza recursos moleculares para ana-
lisar 0s cromossomos, ou seja, € 0 mapeamento de um
gene por hibridizacdo molecular de uma sequéncia de
DNA clonada (sonda), marcada por fluorescéncia.

Pode-se identificar pelo FISH o nimero de copias de
um determinado cromossomo, 0 que lhe confere uma
grande aplicabilidade e rapidez de diagnéstico para
aneuploidias, pois dispensa a necessidade de cresci-
mento em culturas de células para a obtengdo de nucle-
0s em metafase, como na citogenética classica.®

Todos os pacientes consentiram em uso de suas
amostras através de termo de consentimento, aprova-
do pelo Comité de Etica e Pesquisa do Instituto Nacio-
nal do Céancer.

RESULTADOS

Apenas 11 pacientes preencheram os critérios de
inclusdo. Os mesmos tinham como caracteristicas clini-
cas: hepatoesplenomegalia, 3 tiveram relato de cloroma
(tumor sélido por blastos leucémicos) e 1 paciente com
doenca em Sistema Nervoso Central (SNC). A maioria
dos pacientes era do sexo masculino (72,7%), com mé-
dia de idade de 12 meses (0-23 meses). A contagem de
glébulos brancos variaram de 5.700 a 111.100 leucéci-
tos com mediana de 35.900. 6 casos foram de LMA-M2
(mielomonocitica), 3 casos de LMA-M7 (megacariociti-
ca) e 2 casos de LMA-M2 (mieloblastica). Foram rea-
lizados testes sorolégicos para infec¢éao viral (Epstein
Baar, Parvovirus B19 e Virus da Imunodeciéncia Huma-
na (HIV)) e coagulograma, que foram normais.

O método de FISH demonstrou 3 modelos de fluo-
rescéncia, classificados como normal, cosinal localiza-
do (modelo de fusdo Unica) e sinal duplo consistente
com os pontos de quebra MYST3-CREBBP.

RT-PCR foi realizado em 55 amostras, sendo 7 de
pacientes com LMA com fagocitose e 48 amostras
sem hemogafocitose (Controles). Em 4 casos, o RT-
-PCR nao foi realizado em decorréncia da perda de

material biolégico. Em todos os casos de LMA sem he-
mofagocitose, o RT-PCR foi negativo. O diagnéstico
da fusdo génica MYST3-CREBBP foi baseado no re-
sultado de FISH isolado ou combinado com RT-PCR.
Dos casos analisados, 5 estavam associados a fuséo
MYST3-CREBBP e tinham associagao com: hepatoes-
plenomegalia, lesbes de pele ou cloroma localizados.
Todos os pacientes foram tratados segundo protocolo
BFM-2004. Dos 5 pacientes com positividade para a
fuséo, apenas 1 esta vivo.

DISCUSSAO

Anormalidades cromossémicas em LMA na faixa
etaria pediatrica sdo frequentes, contudo o rearran-
jo MYST3-CREBBP é incomum e mais frequente em
adultos.” Foi relatado nesse estudo pela primeira vez
a presenca desse rearranjo em 5 casos de um total de
11(36.4%) de LMA com hemofagocitose.

Clinicamente, esses casos aparentam ter uma apre-
sentacdo distinta de manifestagdes com nédulos cuta-
neos, envolvimento de SNC e cloroma. H& associacéo
de outras alteragdes cromossdmicas com hemofagoci-
tose, tais como t (16;21) (p11;922) e £ (8;19) (p11:932), 0
que justificaria a presenga de hemofagocitose pelas cé-
lulas blasticas na auséncia da fusdao MYST#-CREBBP.2
Ha uma associagdo maior entre a morfologia mielomo-
nocitica (LMA-M2), expressao de CD56 e hemofagoci-
tose.® Recentemente, Panagopoulos e colaboradores
descreveram LMA com hemofagocitose com pontos de
quebra que sugerem outros genes diferentes do MYST3
e CREBBP.

Casos de criangas com LMA e hemofagocitose, me-
nores que 2 anos de idade, deveriam ser investigados
para a presenca da fusdo MYST3-CREBBP. No estudo |
BFM houve associacéo de LMA congénita e a presenca
de fusdo do gene MYST3-CREBBP.®

Alguns autores acreditam que casos de LMA
MYST3-CREBBP podem ser uma doenga transitoria,
alcancando remisséo hematoldgica espontanea.' Con-
tudo, nesse estudo, a fusdo estava associada a doenga
agressiva e prognostico reservado.

A alta frequéncia de LMA MYST3-CREBBP em be-
bés (idade < 24 meses) e casos de LMA congénita fa-
vorecem a hip6tese de que a leucemia ocorre durante a
vida intrauterina e pode ser utilizada para explorar me-
lhor o entendimento da leucemogénese da LMA.
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