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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 

Universidade Federal de Santa Maria  
 

CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS REARRANJOS GÊNICOS DE 
IMUNOGLOBULINAS E RECEPTORES DE CÉLULAS T EM 
PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA 

AUTORA: ISABEL AGNE SOUZA LEAL 
ORIENTADORA: ROSMARI HÖRNER 

Local e Data da Defesa: Santa Maria, 22 de janeiro de 2016. 
 
 

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é a causa mais comum de câncer infantil e ocorre em 20% dos 

adultos. Tem como característica o acúmulo de linfoblastos, células leucêmicas que mantêm 

capacidade de multiplicação, porém, sem diferenciação. O tratamento quimioterápico para LLA tem 

se mostrado eficaz e levado à remissão em 95% dos casos, no entanto, alguns pacientes podem 

apresentar recidiva da doença. O diagnóstico preciso é fundamental para o tratamento correto do 

paciente e, consequentemente, elevar a sobrevida. Metodologias de biologia molecular têm 

contribuído para a detecção precoce de recidivas, principalmente por técnicas de reação em cadeia 

da polimerase (PCR). Tendo em vista que nas LLA os rearranjos clonais de imunoglobulinas (Ig) ou 

de receptores de células T (TCR) ocorrem em 90 a 95% dos casos, as análises destes por PCR tem-

se mostrado método útil para o acompanhamento do tratamento, detecção de doença residual 

mínima. O presente estudo teve como objetivo padronizar a técnica de pesquisa de rearranjos de Ig e 

TCR, e caracterizar a sua frequência na população de pacientes com LLA do Hospital Universitário de 

Santa Maria. A técnica para pesquisa da prevalência de rearranjos gênicos mostrou-se, depois de 

ajustadas os devidos detalhes, um procedimento de reprodutibilidade confiável e relativamente fácil 

execução. A maior frequência de rearranjos foi detectada no gene IgH (82,76%), sendo representada 

por amplificações nas sequências DH7 (14 amostras), Vg1 (10 amostras), VH3 e V2D3 (9 amostras). 

Rearranjos de IgK ocorreram em frequência de 31,03%, rearranjos TCRG e TCRD com 41,37% e Sil-

Tal em 3,45%. 

 
 
 
 
Palavras-chave: Leucemia linfoide aguda, marcadores moleculares, rearranjos gênicos. 
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Acute Lymphocitic Leukemia (ALL) is the most common cause of childhood cancer and occurs in 
adults in 20%. Lymphoblasts accumulation is a characteristic of the disease since the leukemic cells 
retain some multiplication ability without differentiation. The chemotherapy treatment for ALL has been 
proven effectiveness leading 95% cases to remission however, some patients may have recurrence 
disease. An accurate diagnosis is critical for the correct treatment and therefore longer survival. 
Molecular biology techniques have contributed to the early detection of recurrence, mainly by PCR 
method. Considering the high frequency of clonal rearrangements in leukemia (about 90 to 95%) the 
analysis of clonal immunoglobulin (Ig) or T-cell receptor (TCR) rearrangements by PCR has been 
shown to be useful for treatment monitoring the minimal residual disease. This study aimed to 
standardize the PCR for Ig and TCR rearrangements technique and characterize the pacients at the 
University Hospital of Santa Maria, through these analysis. After adjustments the technique was 
considered a reliable procedure and relatively easy to perform. The higher frequency of 
rearrangements were detected in IgH gene (82.76%) by the DH7 sequences (14 samples), Vg1 (10 
samples), VH3 and V2D3 (9 cases). IgK rearrangements occurred in frequency of 31.03, TCRG and 
TCRD rearrangements to 41.37%, and Sil-Tal to 3.45%. 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Acute lymphoid leukemia; molecular markers, genic rearrangement. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Leucemia Linfoide Aguda 

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma doença de caráter maligno, decorrente da 

linhagem celular linfoide. As células precursoras ou células indiferenciadas 

linfocitárias apresentam-se em grande número na medula óssea, nos gânglios 

linfáticos e timo. Característico da doença é o fato de as células leucêmicas 

manterem certa capacidade de multiplicação, mas não se diferenciarem até formas 

mais maduras e normais, havendo o acúmulo de células jovens, denominadas 

linfoblastos (PEREIRA, 2010). 

Existem quatro métodos importantes no diagnóstico da LLA: morfológico, 

imunofenotípico, citogenético e molecular. Os métodos complementam-se frente ao 

diagnóstico e possuem diferenças de sensibilidade, especificidade e utilização (Van 

der BERG, 2000). 

O hemograma na LLA expressa, geralmente, anemia normocítica (eritrócitos de 

tamanho normal) e normocrômica (eritrócitos de coloração normal por conter uma 

normal quantidade de hemoglobina), além de trombocitopenia (diminuição do 

número de plaquetas). Existem casos onde pacientes que possuem número 

diminuído de leucócitos (leucopenia) não apresentam nenhum blasto na circulação 

sanguínea, bem como aqueles em que o quadro é invertido, demonstrando elevado 

número de leucócitos (leucocitose) associado com a presença de muitos blastos. 

Embora seja um ótimo exame de suspeição, o hemograma não possui capacidade 

de diagnóstico definitivo de LLA, mas sim o mielograma, imunofenotipagem, 

citogenética e análise por biologia molecular (OLIVEIRA, 2008, PEREIRA, 2010). 

O mielograma, exame que se utiliza da punção medular para análise citológica, 

diagnostica a ocorrência de leucemia linfoide aguda quando se observa a presença 

de linfoblastos, pelo menos, em 25% das células. É característico de doença a 

medula estar em quadro hipercelular, com células precursoras mieloides e eritroides 

residuais com aspecto normal e proliferação de células leucêmicas (FARIAS E 

CASTRO, 2004; OLIVEIRA, 2008). 

Complementarmente ao estudo da morfologia celular, pode-se efetuar reações 

citoquímicas, como mieloperoxidase, ácido periódico – Shiff (PAS) e Sudan Black, 
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que têm por objetivo a diferenciação de leucemia linfoide aguda de leucemia 

mieloide aguda. São, estas, técnicas de coloração, em que o PAS cora o glicogênio 

da célula e o Sudan Black cora lipídeos e alguns componentes da célula. A 

diferenciação ocorre pelos resultados negativos que LMA apresenta aos testes, 

embora PAS possa apresentar resultados variáveis (FARIAS E CASTRO, 2004; 

OLIVEIRA, 2008). 

Outro método de classificação de LLA se dá através da imunofenotipagem, que 

consiste na identificação imunológica com base na expressão de antígenos 

específicos. A técnica surgiu na década de 70, quando foram desenvolvidos 

anticorpos policlonais contra células humanas de origem hematopoética. A pesquisa 

pode ser executada por imunocitoquímica ou citometria de fluxo, que tem a 

capacidade de definir o estágio de maturação e a linhagem celular, elevando a 99% 

a precisão diagnóstica. Além disso, a imunofenotipagem é útil ao prognóstico e 

monitoramento da doença, por vez que possibilita a detecção de fenótipos 

aberrantes (OLIVEIRA, 2008; QUIXABEIRA E SADDI, 2008). A diferenciação 

imunofenotípica caracteriza as linhagens de LLA em tipo B ou T, levando em 

consideração os antígenos de superfície presentes nas células. Sabe-se, entretanto, 

que a transformação leucêmica pode ocorrer em diversos estágios da maturação 

celular de linfócitos, e que é, em 85% dos casos, LLA tipo B-derivada (OLIVEIRA, 

2008; GANAZZA, 2009). De acordo com os antígenos de superfície que 

caracterizam o estágio de diferenciação do linfócito B, as leucemias tipo B-derivadas 

são classificadas em, ainda, quatro subgrupos: pró-B, pré-B, comum ou pré-pré-B e 

maduras (GANAZZA, 2009).  

A imunofenotipagem utiliza anticorpos monoclonais para análise da parada de 

maturação celular, característica da leucemia. Descritos em 1976 por Köhler e 

Milstein, os anticorpos monoclonais têm sido muito utilizados, inclusive em terapias. 

Linfócitos B secretam anticorpos específicos, determinados ao serem estimulados, e 

formam um conjunto de anticorpos circulantes no soro. Obtêm-se anticorpos 

monoclonais da seleção e imortalização de linfócitos B, que sintetizam anticorpos 

com determinadas características. Os anticorpos monoclonais se agrupam conforme 

o antígeno reconhecido em um cluster de diferenciação (CD). São ligados a 

fluorocromos e entram em contato com as células, ligando-se de modo específico e, 

assim, marcam a célula. Os principais utilizados em leucemias agudas, para a 
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definição da linhagem são: na linhagem mieloide – CD 15 e CD 33; na linhagem B – 

CD 10 e CD 19; na linhagem T – CD 2 e CD 7 (EMERENCIANO, 2004). 

Embora a imunofenotipagem seja uma metodologia muito útil à classificação da 

leucemia, as análises citogenética e molecular auxiliam na determinação do estádio 

da doença e possibilidade da remissão, que é considerada completa quando, 

através de quimioterapia, o paciente apresenta exame físico normalizado 

(caracterizando remissão clínica), bem como os exames de sangue e medula óssea 

deixam de evidenciar células leucêmicas (remissão morfológica) (QUIXABEIRA, 

2008). 

Na LLA, bem como em outros processos neoplásicos, a expressão ou estrutura 

gênica anormal atua colaborando na indução ou progressão de tumores. Assim, 

compreende-se que alterações cromossômicas atuam sobre a modificação dos 

genes, a nível funcional, e acabam por colaborar para uma transformação celular 

maligna (MESQUITA, 2009). Ainda, tais alterações constitucionais estão diretamente 

relacionadas à incidência de leucemia em crianças. Na presença de trissomia do 

cromossomo 21 (evento que caracteriza a Síndrome de Down), notou-se que as 

crianças têm de 15 a 20 vezes maior probabilidade de desenvolver leucemia em 

comparação às sem alteração, entretanto maior incidência leucêmica também ocorre 

na presença de outras doenças genéticas, como, por exemplo, Síndrome de Bloom 

e Anemia de Fanconi (LICHTVAN, 2007; GABE et al., 2009).  

Anteriormente à melhoria das técnicas citogenéticas, havia grande dificuldade 

técnica considerando a carência de metodologias efetivas no processamento de 

cromossomos, contudo houve avanço crescente e estudos de 1984-1985 já 

identificavam alterações cromossômicas clonais em 80% dos casos de LLA. Dessa 

forma, estudos citogenéticos colaboraram significativamente na elucidação de 

mecanismos da gênese leucocitária, vez que ampliam a compreensão dos 

mecanismos envolvidos na malignidade, indicam o prognóstico do paciente e 

evidenciam a regressão da doença. Além disso, são importantes no prognóstico das 

leucemias, bem como na orientação terapêutica e na classificação leucêmica 

(FARIAS e CASTRO, 2004; LICHTVAN, 2007; QUIXABEIRA, 2008).  

Alterações citogenéticas ocorrem em 80% dos casos de LLA (SIMÕES, 2000). 

Alterações cromossômicas numéricas ou estruturais são associadas aos clones 

malignos, desaparecendo quando o paciente alcança a remissão hematológica e 

aparecendo novamente quando há a recidiva. As alterações numéricas podem ser 
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por ganho (hiperdiploidia) ou perda (hipodiploidia) de cromossomos. Hiperploidia é 

comumente apresentada em LLA pró-B e hipoploidia é um evento raro, associado a 

mau prognóstico (FARIAS et al., 2004; LICHTVAN, 2007). Além disso, deleção e 

amplificação dos genes, avaliação e inativação dos genes por pontos de mutação 

também fazem parte das mutações genéticas ocorridas nas LLAs. As alterações 

estruturais decorrem de rupturas promovidas, principalmente, durante a intérfase, 

momento em que os cromossomos estão distendidos e com alto metabolismo, logo, 

mais vulneráveis. Após as rupturas, ocorrem fusões, em combinações atípicas. As 

combinações podem representar rearranjos balanceados e não-balanceados. São 

não-balanceados quando possuem informação a menos ou a mais, como em 

deleções (exclusão de uma fração do cromossomo), duplicação, translocação 

simples (troca de segmentos entre cromossomos, em que somente um perde um 

segmento para outro), isocromia (exclusão de um braço inteiro do cromossomo com 

duplicação completa do outro braço), cromossomo em anel (fusão de um 

cromossomo pelas extremidades livres, após fratura) e cromossomo dicêntrico (com 

dois centrômeros). Rearranjos balanceados ocorrem quando as informações 

genéticas estão presentes, em sua totalidade, mas de modo distinto do original, 

como em casos de translocação recíproca (troca entre cromossomos em que ambos 

recebem um segmento) e inversão (o cromossomo é quebrado em duas bandas e é 

reinserido em ordem inversa) e estão presentes em um terço dos casos de LLA 

(LICHTVAN, 2007; MELLO, 2007). FRÖHLING et al. (2005) afirmam que as células 

leucêmicas podem decorrer, ao mesmo tempo, de mutações múltiplas, como 

mutações de ponto (substituição de um único nucleotídeo), rearranjos gênicos e 

translocações cromossômicas. 

Nas LLAs, são quatro as translocações principais. Rearranjo dos genes 

BCR/ABL, p190: ocorre na translocação t(9;22)(q34;q11). Está presente em LLAs 

infantis em 3 – 5% e em adultos em 20%, tendo sua maior ocorrência em LMC 

(95%). Ocorre, em decorrência da translocação, o aumento da atividade da tirosina 

quinase, causando desordem leucemogênica, o que leva ao quadro patogênico. 

Rearranjo dos genes AF4/MLL: ocorre na translocação t(4;11)(q21;q23). Geralmente 

está presente em casos de LLA pré-pré-B em lactentes (60%) e apresenta resposta 

negativa a quimioterapia convencional, associando-se a um pior prognóstico. 

Crianças maiores costumam apresentar melhor prognóstico. Os blastos são, em 

grande parte, do tipo pré-pré-B. Rearranjo dos genes E2A/PBX1: ocorre na 
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translocação t(1;19)(q23;q13) e está presente em LLAs pré-B em 25%, além de 

caracterizar 5 – 6% dos casos infantis de LLA e 3% de LLA adulta. Está associado a 

prognóstico desfavorável na ausência de tratamento agressivo. Rearranjo dos genes 

TEL/AML1: a translocação de ocorrência é t(12;21)(p13;q22). Ocorre em 30 – 40% 

dos casos. Estudos demonstraram que pacientes com tal rearranjo têm boa 

evolução. Dessa forma, a presença do rearranjo serve para classificar o paciente, 

quer seja adulto ou criança, em paciente de baixo risco de recidiva (van DONGEN et 

al., 1999). 

Uma das técnicas para identificação de alterações cromossômicas é a 

citogenética convencional, que consiste na observação microscópica dos 

cromossomos em metáfase (SCHAFFEL e SIMÕES, 2008). 

A técnica de citogenética molecular denominada hibridização in situ por 

fluorescência (Fluorescent in situ hybridization – FISH) é empregada na identificação 

de alterações não detectáveis ao método convencional. Utiliza sondas para analisar 

regiões específicas (MESQUITA, 2009). 

Em relação à citogenética, a análise molecular apresenta complementariedade, 

por ser uma metodologia sensível, rápida e específica. Tem a vantagem de poder-se 

obter o resultado em algumas horas e possibilita a detecção de uma única célula 

leucêmica em 105 e 106 células normais, pelo método de reação em cadeia da 

polimerase após transcriptase reversa (RT-PCR). Pesquisando-se um rearranjo, é 

específico, pois somente o determinado rearranjo será amplificado para análise 

(FARIAS e CASTRO, 2004). Na análise molecular, ainda é possível utilizar o método 

de Southern blot, embora o método da PCR seja de 400 a 4000 vezes mais 

sensível. Southern blot foi um método outrora muito utilizado na detecção de DRM, 

mas é considerado obsoleto, pois além de ter baixa sensibilidade (entre 1 – 5%), é 

uma técnica trabalhosa e requer marcação radioativa de sondas (SIMÕES, 2000; 

LICHTVAN, 2007; MESQUITA, 2009). 

 

Incidência das LLAs 

 

A LLA é considerada a causa mais frequente de câncer infantil (em crianças com 

idade inferior a 10 anos), porém ocorre também em neonatos, durante toda a 

infância, adolescência e idade adulta, sendo que representa 75 – 80% de todos os 
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casos de leucemia em crianças e 20% em adultos (CAVALCANTE, 2012; MELLO, 

2007).A doença prevalece em homens sobre mulheres e, ao diagnóstico, as 

mulheres são mais velhas que os homens, em média em 3 anos a mais. O pico de 

idade parece estar entre 2 a 4 anos (SU, 2015).Conforme o Instituto Nacional do 

Câncer (INCA), a estimativa para incidência em 2016 é de 10.070 casos de leucemia 

no geral, sendo destes 5.540 homens e 4.530 mulheres. Quanto ao número de 

mortes, estão relatados 6.316 casos, com última atualização em 2013, sendo 3.439 

homens e 2.877 mulheres. 

Nos Estados Unidos, o Instituto Nacional do Câncer (National Cancer Institute – 

NIH) tem última estimativa de incidência para 2015 de 54,270 casos e de 24,450 

mortes estimadas. Além disso, relata porcentagem de sobrevida por 5 anos de 

58,5% (dados de 2005 – 2011).Em 2014, também nos EUA, a incidência de casos 

novos de câncer pediátrico (dentre eles, a LLA) entre indivíduos de 0 a 19 anos foi 

de 15,780. Ainda, observa-se que a LLA acomete mais crianças brancas (20,52%), 

com relação às negras (10%) (HOLMES JR, 2015). 

 

Tratamento das LLAs 

Em centros especializados, os pacientes são categorizados em grupos, após o 

diagnóstico e, a partir daí, recebem tratamento específico. Pacientes que se 

encontrem em baixo risco, receberão quimioterapia moderada, bem como os que se 

encaixarem em grupo de alto risco, são expostos a doses tóxicas (ROSE, 2015). 

Fatores de baixo risco relacionados a anormalidades genéticas são 

considerados: alta hiperploidia (51 – 65 cromossomos), t(12;21)(p13;q22)/ETV6-

RUNX1; e quanto a perfis alterados de cópia numérica: deleções isoladas de ETV6, 

PAX5 ou BTG1, ausência de deleção de IKZF1, CDKN2A/B, PAR1, BTG1, EBF1, 

PAX5, ETV6 e RB1. Quanto a alto risco, são considerados: t(9;22)(q34;q11)/BCR-

ABL1, translocação MLL/11q23; t(17;19)(q23;p13)/TCF3-HLF, amplificação 

intracromossomal do cromossomo 21 (21iAMP21), quaisquer deleções de IKZF1, 

PAR1, EBF1 ou RB1 (MOORMAN, 2014). 

Ainda, critérios de baixo risco incluem número de leucócitos <50.000/mm³, 

diagnóstico de LLA-B e idade entre 1 – 9 anos, logo, alto risco é representado por 

contagens leucocitárias >50.000/mm³ e idade superior a 10 anos (PEREIRA, 2010). 
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Os tratamentos atuais levam à cura cerca de 80 – 85% dos casos e a 

estratificação dos pacientes em grupos se faz útil na antecipação da condução 

terapêutica ao alto risco, bem como na redução dos efeitos adversos àqueles 

pacientes com grande probabilidade de cura. Nisso, a DRM (principalmente ao fim 

do tratamento de indução) se mostra um fator de prognóstico importante para a 

identificação destes pacientes de alto risco (PAULA, 2015). 

As fases do tratamento são dividas em: 

- Indução, onde o objetivo é diminuir a carga leucêmica a nível citogenético e 

recuperar a hematopoiese normal. Os fármacos utilizados nessa etapa são a 

Vincristina (VCR) e Corticosteroides, principalmente Prednisona (Pred) e 

Dexametasona (Dexa). Ainda, nessa fase do tratamento podem ser incluídos 

Asparaginase (L-Asp), Daunorrubicina (Dauno), Methotrexato (MTX), Ciclofosfamida 

(Ciclo), Citosina Arabinoside (Ara-C), Etoposídeo (VM-16), Teniposídeo (VM-26) e 

Tioguanina (6TG) (PEREIRA, 2010). 

- Intensificação ou consolidação, que objetiva reduzir uma população adicional de 

células residuais que podem permanecer. Assim, são utilizados diversos fármacos 

diferentes, conforme o protocolo de tratamento utilizado, sendo estes administrados 

em altas doses (PEREIRA, 2010). 

- Fase de manutenção, também conhecida como continuação: nessa fase, a 

quimioterapia é menos agressiva e são administrados semanalmente 

Mercaptopurina e MTX. Ainda, nesse período podem ser utilizados VCR e 

corticosteroides com intervalos de cerca de 4 semanas (PEREIRA, 2010).  

Todo o tratamento geralmente segue por até 3 anos em homens, devido a 

alta possibilidade de recaída, enquanto que em mulheres, o tratamento dura por 

cerca de 2 anos e meio. O tratamento varia conforme o paciente responde e 

conforme a detecção de doença residual mínima. Nisso, observa-se que pacientes 

que se enquadram em alto risco acabam por custar 47% mais que indivíduos com 

resposta padrão (KAUL, 2015). 

 

Doença residual mínima 

A DRM é utilizada para acompanhamento da resposta ao tratamento e após o 

tratamento para verificar se o paciente possui alterações clonais das células 

leucêmicas. Tal proliferação relaciona-se à recaída do paciente e pode estar em 
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níveis indetectáveis pela metodologia hematológica convencional. A detecção da 

DRM é importante no monitoramento da remissão e recidiva da doença, além de 

poder auxiliar na intervenção terapêutica. Apesar da boa resposta à quimioterapia, 

de 20% a 30% das crianças podem apresentar recidiva, sendo esta, a principal 

causa de morte de pacientes com LLA, seguidas pelas infecções (BAI et al., 2007; 

GANAZZA, 2009; CAVALCANTE, 2012). 

Atualmente, a DRM pode ser utilizada em 95% dos casos de LLA e é 

considerada uma ferramenta eficiente para determinar o prognóstico da doença e 

pode ser acompanhada através de imunofenótipos aberrantes por citometria de 

fluxo, pesquisa dos rearranjos de Ig e TCR ou através dos genes de fusão 

associados a anormalidades cromossômicas (HOELZER, 2015). 

Os pacientes que atingem remissão molecular após o tratamento de indução 

apresentam sobrevida livre de doença de 54 – 74%, o que comparado a pacientes 

DRM positivos (com taxa de 17 – 40%), confere um desfecho muito superior a estes 

primeiros. Aos que falham após terapia de indução, é indicado o transplante de 

células tronco hematopoiéticas (HOLZER, 2015). 

Sabe-se que a principal causa de falha no tratamento se deve à recaída da 

doença. Nos países desenvolvidos, as taxas relatadas nas últimas décadas foram de 

15 – 20% de recaída, para sobrevida após recaída entre 40 – 70% (OSKARSSON, 

2016).  

 

Linhagem linfoide 

As principais células participantes do sistema imune são os linfócitos B, cuja 

função é a de produzir anticorpos para reconhecimento de antígenos, e os linfócitos 

T, que podem intervir nas atividades do linfócito B, bem como participar de reações 

de hipersensibilidade tardias e regulação do sistema imunológico. Cada um dos 

tipos de linfócitos possuem receptores de antígenos específicos, devido à presença 

de uma sequência única de aminoácidos para cada receptor. Nas células B, os 

receptores de antígenos são imunoglobulinas, enquanto nas T são denominados 

receptores de antígenos de células T ou TCR (T cell receptor) (CAVALCANTE, 

2012). 

As imunoglobulinas são moléculas cuja estrutura é constituída de um tetrâmero 

em forma de Y, composta por duas cadeias leves ou menores (L, do inglês light) e 
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duas cadeias pesadas ou maiores (H, do inglês heavy), unidas covalentemente entre 

si, por pontes de dissulfeto. As cadeias leves têm, aproximadamente, 24kD e podem 

ser divididas em kappa (κ) e lambda (λ). As pesadas apresentam, aproximadamente, 

o dobro do tamanho das leves, variando de 55 a 70kD e podem ser divididas em 

cinco tipos diferentes, conforme a sequência de aminoácidos: alfa (α), gama (γ), mi 

(μ), delta (δ) e épsilon (ε). Surge daí o nome das classes de imunoglobulinas IgA, 

IgG, IgM, IgD e IgE, respectivamente. Independente da classe, as imunoglobulinas 

possuem cadeias leves e pesadas, sendo a variabilidade garantida pelas regiões 

que ligam os antígenos (TORRECILHAS, 2008). 

Todas as cadeias são constituídas por uma região aminoterminal variável (V), 

participante do reconhecimento de antígenos e responsável por conferir 

especificidade do anticorpo frente a estes, bem como por uma região carboxiterminal 

constante (C), responsável pela fixação do complemento e funções efetoras. Ainda, 

na porção variável, possuem regiões hipervariáveis (regiões determinantes de 

complementaridade), que interagem com o antígeno. O fato de cada indivíduo 

possuir bilhões de linfócitos possibilita a existência de resposta a uma grande 

diversidade de antígenos. Isso se deve às regiões variáveis, que contêm sequências 

onde as combinações de aminoácidos são variáveis (TORRECILHAS, 2008; 

CAVALCANTE, 2012). 

 

Rearranjo V(D)J 

Alguns fatores colaboram para a variabilidade das imunoglobulinas, dentre eles, 

a existência de centenas de genes V e vários genes D (diversidades), J (junção 

entre as regiões variáveis e constantes) e a variação nas regiões de junção entre 

esses genes, além de combinações entre cadeias leves e pesadas e mutações 

somáticas nas regiões hipervariáveis (figura 1). Para formar um rearranjo V(D)J é 

necessário que ocorram dois rearranjos consecutivos, sendo o primeiro a ligação 

entre um segmento D a um segmento J e o segundo, pela ligação do segmento V ao 

rearranjo DJ (HSU, 2011). 
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Figura 1 – Modelo de Imunoglobulina. 

 
Fonte: International Immunogenetics Information System (IMGT). 
 

Tanto os receptores de células T (TCR) quanto os genes de imunoglobulinas (Ig) 

passam por rearranjos durante a diferenciação normal dos linfócitos. Na LLA, os 

blastos sofrem transformação no estágio de diferenciação linfoide e apresentam, 

dessa forma, rearranjos sem especificidade de linhagem, com o mesmo padrão de 

rearranjos nas células neoplásicas, de forma que pode ser utilizado como marcador 

específico de leucemia para cada paciente (GANAZZA, 2009; CAVALCANTE, 2012).  

Dessa forma, a utilização da análise de rearranjos de imunoglobulinas e 

receptores de células T na detecção da DRM resulta no preciso acompanhamento 

no tratamento da LLA. Os marcadores moleculares para PCR mais utilizados na 

pesquisa e estudo da DRM em LLA são os rearranjos de cadeia pesada de 

imunoglobulina (IgH), de cadeia leve (IgK), bem como receptores de célula T gama 

(TCRG) e receptores de célula T delta (TCRD) (GAIPA, 2013).  

Genes IgH localizam-se no cromossomo 14 e sofrem rearranjos durante a 

formação do linfócito B em cerca de 150 regiões variáveis, 30 regiões de diversidade 

e 6 de junção. Pelo fato da região VDJ variável da IgH formada após rearranjo ser 

única para cada linfócito B maduro, esta é considerada um marcador clonal de 

processos neoplásicos (van DONGEN et al., 2003; CHOI, 1996). 
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Figura 2 – Síntese de uma cadeia pesada µ. (a) Um dos genes IgHD é unido a um 
dos 6 genes IgHJ funcionais e depois a um gene IgHV por um rearranjo com o 
conjunto D-J para formar o conjunto V-D-J. (b) O conjunto V-D-J-Cm é transcrito em 
um RNA pré-mensageiro. (c) As sequências de RNA correspondente aos íntrons e 
aos genes J supérfluos são então excisadas por processamento e as sequências 
codificadoras reunidas de maneira a produzir um RNA mensageiro maduro. (d) O 
RNA mensageiro é em seguida traduzido em uma cadeia polipeptídica. (e) O 
peptídeo sinal é eliminado após penetração da cadeia polipeptídica na cavidade do 
retículo. 

 

Fonte: International Immunogenetics Information System (IMGT). 

 

Técnica de pesquisa de rearranjos clonais 

No início da década de 1980 iniciou-se a monitorar a DRM em LLA 

(principalmente do tipo T, por apresentarem imunofenótipo tímico aberrante na 

medula óssea e sangue periférico) através de microscopia de imunofluorescência, e 

logo começou-se a utilizar o método de Southern blotting (mesmo com baixa 
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sensibilidade, encontrava-se mais de dois rearranjos para cadeia pesada de Ig) para 

avaliar clonalidade em processos linfoproliferativos, através do rearranjo de Igs e 

TCR. Com a descoberta da PCR, no início dos anos 90 os laboratórios introduziram 

a técnica na detecção da DRM (DAVI, et al., 1996; van DONGEN et al., 2015). 

O consórcio BIOMED-2 (van DONGEN et. al. 2003), constituído por um grupo 

colaborativo de 47 instituições europeias (distribuídas nas cidades de Roterdã, 

Países Baixos; Salamanca, Espanha; Lisboa, Portugal; Southampton, Reino Unido; 

Leeds, Reino Unido; Kiel, Alemanha; Paris, França) definiu uma série de 

recomendações, através da padronização do protocolo para detecção de rearranjos 

clonais de imunoglobulinas e de receptores de células T, que foram seguidas na 

execução do presente estudo. 

A análise de rearranjos clonais de TCR e Ig é considerada um método vantajoso 

para pacientes com nível relativamente alto de linhagem clonal no início do 

tratamento. A formação de bandas homo ou heteroduplexes é induzida pela 

desnaturação/aquecimento dos produtos de PCR (a 94°C) e rápida (porém 

progressiva) renaturação/resfriamento (a 4°C) e, desta forma, pode-se constatar se 

os amplicons são resultantes de populações celulares monoclonais ou policlonais. 

Após, as bandas são separadas por eletroforese não-desnaturante em gel de 

poliacrilamida. A presença de bandas heteroduplexes indica a presença de células 

linfoides policlonais, uma vez que é formada por regiões juncionais heterogêneas 

constituintes do amplicon, bastando-se que haja diferença entre um único 

nucleotídeo de um fragmento para outro para formação de um heteroduplex. Bandas 

homoduplex migram mais rápido no gel de poliacrilamida que bandas heteroduplex, 

de forma que quando muitos heteroduplexes são formados, há a visualização de um 

rastro, decorrente da migração lenta de fragmentos(figura 3D)(van DONGEN et al. 

2003; GANAZZA, 2009; CAVALCANTE, 2012; LANGERAK, 1997). 

Rearranjos homoduplex são caracterizados pela visualização de bandas 

únicas, onde os amplicons indicam linfócitos de origem monoclonal (figura 3A). Ao 

adicionar células monoclonais em um background policlonal, bandas homoduplex e 

heteroduplex serão formadas (figura 3B), enquanto a análise de células policlonais 

resulta na visualização de bandas heteroduplex, resultantes de regiões de junção 

heterogêneas (LANGERAK, 1997; CAVALCANTE, 2012). 
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Figura 3 – Esquema da técnica homo/heteroduplex de rearranjos de Ig e TCR. 

 

Fonte: LANGERAK, 1997, modificado. 

A metodologia de PCR com primers consenso para as regiões VDJ das 

imunoglobulinas e TCR associada à análise de homo/heteroduplex é uma 

ferramenta importante para a avaliação de uma população leucêmica, já que 

identifica populações celulares com o mesmo padrão leucêmico (clonalidade) e 

conta com a vantagem de usar uma amostra estável, como o DNA (PAULA et al, 

2015). A análise da DRM é tecnicamente reproduzível pela facilidade de execução, 

rapidez e baixo custo deste método, quando comparado à análise por PCR em 

tempo real (CAVALCANTE, 2012). No entanto, o método quantitativo apresenta 

sensibilidade variante entre 10-4 – 10-5, enquanto através de PCR convencional 

seguida de homo/heteroduplex, se chega até a sensibilidade de 10-3, o que pode 

influenciar no acompanhamento mais confiável dos pacientes (SCRIDELI e TONE, 

2015). 

No Brasil, como em outros países em desenvolvimento, poucos centros de 

tratamento conseguem monitorar satisfatoriamente os pacientes através de PCR em 

tempo real (RQ-PCR), devido ao alto custo de execução, bem como da sua 

complexidade. Dessa forma, a técnica qualitativa acaba apresentando grande 
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importância para os centros que possuem menos recursos, principalmente para 

determinação de risco de recaída (SCRIDELI e TONE, 2015; PAULA et al, 2015). 

Assim, percebe-se que a técnica de PCR, no geral, é utilizada satisfatoriamente 

tanto para diagnóstico da leucemia, como para acompanhamento da remissão da 

doença, através da análise de rearranjos, de modo sensível e reproduzível 

(CAVALVANTE, 2012). 

 

Justificativa 

 

Os rearranjos de imunoglobulinas, bem como os rearranjos TCR, são 

marcadores importantes em leucemia, devido à alta frequência em leucemias 

linfoides de tipo B e T. Pelo fato de a leucemia ser uma doença clonal, as células 

doentes tendem a apresentar o mesmo padrão de rearranjos, o que confere 

especificidade dos marcadores à doença. Assim, podem ser utilizados na avaliação 

da doença residual mínima, possibilitando, dessa forma, um monitoramento mais 

preciso da doença e, ainda, permite a detecção de novos rearranjos adquiridos na 

recidiva da doença. 

 

Objetivos 

 

1.1.1 Objetivo geral 

Determinar o perfil molecular, a partir de análises de recombinações de 

imunoglobulinas e receptores de células T, de pacientes admitidos com LLA. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 Adaptar a técnica de pesquisa do rearranjo V(D)J para a rotina do laboratório 

de Biologia Molecular; 

 Analisar a prevalência de rearranjos gênicos de imunoglobulinas e receptores 

de células T dos pacientes estudados. 
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AVALIAÇÃO DE RECOMBINAÇÕES DOS GENES V(D)J EM PACIENTES COM 
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA 

 

 

RESUMO 

A Leucemia linfoide aguda é uma doença maligna que acomete, principalmente, 

crianças. Com o passar dos anos, as técnicas de diagnóstico e acompanhamento 

melhoraram em sensibilidade, de forma que o presente trabalho buscou abordar 

uma destas técnicas que apresenta boa reprodutibilidade e que investiga alvos que 

estão presentes em pelo menos 95% desses pacientes. Foi desenvolvido um 

trabalho do tipo experimental prospectivo em um Hospital Universitário do sul do 

Brasil. Para isso foram realizadas PCRs com diferentes primers, para detectar 

rearranjos nos genes de imunoglobulinas de pacientes com LLA do tipo B. Foram 

encontradas frequências de rearranjos no gene IgH de 82,76%, no gene IgK de 

31,03%, nos genes TCRG e TCRD de 41,37% e no gene Sil-Tal de 3,45%. A alta 

frequência de marcadores possíveis de serem detectados possibilita o ótimo uso 

destes no acompanhamento da doença residual mínima durante o tratamento do 

paciente. 

 

Palavras-chave: Recombinação V(D)J, rearranjo gênico, leucemia linfoide aguda, 

leucemia da infância, genes de imunoglobulinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

INTRODUÇÃO 

As leucemias agudas (linfoides e mieloides) associadas são responsáveis por 

cerca de um terço de todos os casos de leucemias da infância e são as maiores 

causas de morte infantil por doenças em países desenvolvidos,(1) de forma que o 

estudo da doença residual mínima (DRM) tem sido considerado de grande 

relevância: tanto no acompanhamento da resposta dos pacientes, quanto na 

realocação destes em diferentes estratégias de tratamento.(2) 

No processo de desenvolvimento normal dos linfócitos há um complexo 

rearranjamento de genes do sistema imunológico (de imunoglobulinas – Ig, e de 

receptores de células T – TCR), entre as regiões variáveis (V), de diversidade (D), 

juncionais (J) e constantes (C), para gerar grande variabilidade de resposta 

imunogênica, já que cada linfócito apresenta após rearranjo, uma combinação 

específica destes segmentos. (3, 4) 

A pesquisa de rearranjos nos genes de imunoglobulinas tem sido recomendado 

por este ser útil no diagnóstico e acompanhamento de leucemias e linfomas. O fato 

de na leucemia linfoide haver amplificação celular clonal, faz com que os genes 

precursores de Ig e TCR apresentem o mesmo padrão de rearranjos, que é único 

para cada paciente, tornando-os bons marcadores para acompanhamento da DRM. 

(5) 

 

 

OBJETIVO 

O presente trabalho teve por objetivo adaptar a técnica de pesquisa de rearranjos 

de imunoglobulinas e TCR e determinar a presença e frequência destes em 

pacientes com leucemia linfoide aguda, de forma qualitativa através da técnica de 

PCR convencional, como auxiliares no acompanhamento das LLAs.  

 

 

MÉTODOS  

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o número 0364.1.243.000-11. 
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Pacientes  

Neste trabalho foram alvo de estudo os pacientes com diagnóstico de leucemia 

linfoide aguda de um Hospital Universitário público do sul do Brasil. Foi realizado um 

estudo experimental prospectivo, quanto à presença ou ausência de rearranjos de 

imunoglobulinas. 

Foram considerados os resultados de 29 amostras de leucemia linfoide aguda do 

tipo B e T no período compreendido entre janeiro de 2012 a dezembro de 2014. Um 

único paciente teve duas amostras incluídas no trabalho, pois uma representou a 

amostra do diagnóstico (D0) do paciente e a outra, a amostra da recidiva da doença, 

após período de remissão. 

 

Obtenção de células mononucleadas  

As amostras utilizadas eram provenientes de medula óssea e foram coletadas 

rotineiramente para exames laboratoriais. Não se fez necessária uma coleta 

específica para o presente trabalho. 

As células mononucleadas utilizadas nos testes foram obtidas através de 

separação por gradiente de concentração, por Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Little 

Chalfont, Reino Unido), onde se usou 4mL de Ficoll para cada 8mL de amostra (4mL 

de medula óssea diluída em 4mL de salina 0,9%). Durante a centrifugação (20 

minutos a 2.000 rpm), os eritrócitos e granulócitos migram através do Ficoll, 

separando-se das células mononucleadas que permanecem na interface devido à 

sua baixa densidade, de onde são facilmente recolhidas e lavadas em salina, para 

posterior extração de DNA. 

 

Extração de DNA 

O DNA das células mononucleadas foi obtido através de extração pelo kit 

Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega, San Luiz Obispo, Estados 

Unidos) em 5x106 células. 

A qualidade das amostras obtidas foi determinada a partir da concentração do 

DNA extraído e também através da visualização da integridade do ácido nucleico em 

um gel de agarose a 1% (Figura 1). 
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Figura 1 – Eletroforese de integridade de DNA em gel de agarose 

 

 

 

 

 

A concentração das amostras de DNA obtidas foram quantificadas por 

fluorimetria, através do equipamento QuBit 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, 

Estados Unidos), kit de alta sensibilidade para DNA dupla fita (dsDNA HS). Ainda, foi 

realizada a amplificação do gene endógeno beta globina (Figura 2), através de uma 

PCR convencional e revelação em gel de agarose a 2%, para assegurar a 

viabilidade do DNA. 

 

Figura 2 – Eletroforese de controle endógeno (beta globina) de DNA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR Qualitativo 

A PCR é uma metodologia sensível, que tem a vantagem de necessitar de pouco 

DNA para realização da técnica.(6) Em nosso trabalho, para cada a amostra foi 

realizada uma PCR singleplex com um conjunto de 19 pares de primers, descritos 
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Primer Foward Sequência 5' - 3' Primer reverso Sequência 5' - 3'

VH1 CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA JHcon CTTACCTGAGGAGACGGTGACC

VH2 TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG " "

VH3 GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA " "

VH4 TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG " "

VH5 GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG " "

VH6 TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG " "

VH7 TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA " "

DH1 GGCGGAATGTGTGCAGGC " "

DH2 GCACTGGGCTCAGAGTCCTCT " "

DH3 GTGGCCCTGGGAATATAAAA " "

DH4 AGATCCCCAGGACGCAGCA " "

DH5 CAGGGGGACACTGTGCATGT " "

DH6 TGACCCCAGCAAGGGAAGG " "

DH7 CACAGGCCCCCTACCAGC " "

VK1/6 TCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG kde CCTCAGAGGTCAGAGCAGGTTGTCCTA

VK2 GGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTC " "

VK3 CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCC " "

INTRON CGTGGCACCGCGAGCTGTAGAC " "

VG1 GGAAGGCCCCACAGCRTCTT Jg1.3/2.3 + GTGTTGTTCCACTGCCAAAGAG +

Jg1.1/2.1 TTACCAGGCGAAGTTACTATGAGC

VG9 CGGCACTGTCAGAAAGGAATC " "

VG10 AGCATGGGTAAGACAAGCAA " "

VG11 AGCATGGGTAAGACAAGCAA " "

Vd1 ATGCAAAAAGTGGTCGCTATT Jd1 GTTCCACAGTCACACGGGTTC

Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG " "

Vd3 GTACCGGATAAGGCCAGATTA " "

Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT " "

Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG Dd3 TGGGACCCAGGGTGAGGATAT

Vd2 ATACCGAGAAAAGGACATCTATG " "

Dd2 AGCGGGTGGTGATGGCAAAGT " "

Sil5 AAGGGGAGCTAGTGGGAGAAA Tal1 AGAGCCTGTCGCCAAGAA

" " Tal2 TTGTAAAATGGGGAGATAATGTCGAC

por Van Dongen et. al (2003) no protocolo BIOMED-2 e testados por Ganazza 

(2014), cujas sequencias estão apresentadas na tabela 1. Foi utilizado DNA em uma 

concentração diluída de 30ng/µL, Taq polimerase GoTaq® Hot Start (Promega, San 

Luis Obispo, Estados Unidos) e demais reagentes, em volumes referidos na Tabela 

2. 

Tabela 1 – Sequência de primers utilizados nas PCRs ao diagnóstico dos pacientes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Van Dongen, 2003 e Ganazza, 2014. 
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Tabela 2 – Descrição de reagentes e volumes para realização da PCR qualitativa 

Reagente µL por amostra 

Tampão com MgCl2 1x 5,0 

dNTP 100mM 1,0 

Mix de primers (5pmol cada) 2,0 

Água Milli-Q 36,0 

Taq (1U) 1,0 

DNA 5,0 

Total 50 µL 

A corrida da PCR foi programada para: um ciclo de 95°C por 3 minutos; série de 

35 repetições de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 

segundos; e, por fim, extensão final de 72°C por 10 minutos. 

 

Análise de homo/heteroduplex 

Após a retirada dos produtos de PCR do termociclador, foi conduzida a técnica 

de preparo dos homo/heteroduplex. Para isso, utilizou-se 17µL de amplicon 

associados a 3µL de corante e, novamente, as amostras foram levadas ao 

termociclador, em um ciclo de desnaturação de 94°C por 10 minutos, seguido de um 

ciclo a 4°C por um a duas horas. 

Essa desnaturação com posterior renaturação das fitas possibilita que a 

população celular com mesmo padrão de rearranjos seja visível em uma banda 

monoclonal (homoduplex). (8) 

 

Eletroforese 

Para a revelação do produto de PCR, utilizou-se gel de poliacrilamida a uma 

concentração de 12%, conforme descrito na Tabela 3, para preparação de um gel: 
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Tabela 3 – Volumes necessários para preparação de um gel de poliacrilamida 12% 

Soluções Volume 

Solução de acrilamida/bisacrilamida 40% 8,52 mL 

Água Milli-Q 17,95 mL 

TBE 10x 3,04 mL 

Persulfato de amônia 10% 304,26 uL 

TEMED 18,25 uL 

 

As amostras prontas de homo/heteroduplex foram retiradas do termociclador no 

momento da aplicação no gel e permaneceram sob refrigeração em rack resfriada 

(cooler), para que o aumento da temperatura não desfizesse os rearranjos 

homoduplex formados. 

A eletroforese correu em 6 horas, a uma voltagem constante de 130 e 

amperagem de 45 mA. Após a corrida, o gel foi retirado da cuba vertical de 

eletroforese e transferido para uma cuba com solução de brometo de etídeo (EtBR) 

a 10mg/mL (300mL de água + 30mL de EtBR), por aproximadamente 30 minutos. 

Após a coloração, os géis foram fotografados por sistema de documentação de 

eletroforese Kodak EDAS 290 associado ao software Kodak 1D Image Analysis e 

foram avaliados os tamanhos de fragmentos, conforme Tabela 4: 

 

Tabela 4 – Relação de peso molecular esperado para cada sequência testada 

Gene Sequencia Tamanho do 
fragmento 

(pb) 

 Gene Sequencia  Tamanho do 
fragmento 

(pb) 

IgH VH1 250-295  IgK VKI 225-245 

 VH2 250-295   VKII 360-390 

 VH3 250-295   VKIII 270-300 

 VH4 250-295   INTRON 270-300 

 VH5 250-295  TCRG VGI 200-255 

 VH6 250-295   VG9 160-220 

 VH7 250-295   VG10 145-200 

 DH1 260–290   VG11 80-140 

 DH2 230-260  TCRD VD1 170-210 

 DH3 390-420   VD2 200-240 
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 DH4 175-205   VD3 230 

 DH5 225-255   D2J1 270 

 DH6 110-150   V2D3 Aprox. 240 

 DH7 100-130   D2D3 Aprox. 190 

    Sil-Tal Sil-Tal1 300 

     Sil-Tal2 359 

Fonte: Van Dongen, 2003.(7) 

 

 A seguir, na Figura 3, uma eletroforese em gel de poliacrilamida 12% de uma 

das corridas realizadas em 6 horas, onde foi utilizado, um marcador de peso 

molecular de 50 pares de base. Observar bandas homoduplexes nos poços 6 e 7 

(de 250 a 300pb), 8 (até 260pb), 19 (aproximadamente 240pb) e 20 

(aproximadamente 190pb). 

 

Figura 3 – Eletroforese de recombinação V(D)J em gel de poliacrilamida 12% 
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Caso Gênero Idade Citogenética

BCR/ 

ABL 

P190

BCR/ 

ABL 

P210

E2A/ 

PBX1

AF4/ 

MLL

TEL/ 

AML1

1 F 14 47,XX,+21c - - + - -

2 M 82 mn(31)[15]/mn(56~64)[4]/46,XY[2] - - - - -

3 M 19 45,XY,-11 - - - - -

4 F 22 46,XX - - - - -

5 M 4 50,XY,+5,+8,t(9;22)(q34;q11),+13,+der(22)t(9;22) + - - - -

6 F 4 53~54,XX,+5,+6,+7,+11,+13,+16,+17,+20,+21,+mar[cp04] - - - - -

7 M 15 48,XY,+4,t(4;11)(q21;q23),+11,del(15)(q24) - - - + -

8 M 15 46,XY,t(7;9)(q11;p13) - - - - -

9 F 10 46,XX NR NR NR NR NR

10 M 4 47~49,XY,+14[06],+16[04],+21[04][cp07]/46,XY[02] - - - - -

11 M 9 62~64,XXY,add(1)(q34),der(22)t(9;22)(q34;q11)x2/46,XY[02] - - - - -

12 M 12 NR - - - - -

13 M 14 46,XY - - - - -

14 F 4 NR - - - - -

15 F 6 NR - - - - -

16 M 4 46,XY - - - - +

17 F 6 46,XX - - - - -

18 M 5 NR - - - - +

19 M 9 mn(52~56)[08]/46,XY[03] - - - - -

20 M 1 46,XY - - - - -

21 M 9 47,XY,+8 - - - - +

22 M 6 NR - - - - -

23 M 4
56~58,XXYY,+6[5],+7[3],+8[5],+9[5],+10[5],+13[4],+14[5],+15 

[4],+19[2],+20[3]cp[06]
- - - - -

24 F 15 45~46,XX,t(5;9)(q11;p24),-21,+mar1[cp05] - - - - -

25 M 41 42~45,XY,i(9)(q10),-11 - - - - -

26 F 11 46,XX,add(2)(q37),t(2;21)(q11;q22)/46,XX, sl,+der(2)t(2;21),-4 - - - - -

27 M 16 46,XY - - - - -

28 F 11 NR - - - - -

RESULTADOS 

 

Durante o período de janeiro de 2012 a dezembro 2014 foram analisadas 29 

amostras de 28 pacientes diagnosticados com LLA, 25 (89,29%) de linhagem B e 3 

(10,71%) de linhagem T. Foram 18 (64,28%) do gênero masculino e 10 (35,72%) 

feminino; com idade média de 13,28 anos e mediana de 9,5 anos (de 1 a 82 anos). 

Um paciente teve duas amostras incluídas, pois uma foi ao diagnóstico e a outra na 

recidiva da doença 18 meses após. A Tabela 5 detalha o perfil dos pacientes, a 

citogenética e os transcritos quiméricos pesquisados ao diagnóstico da leucemia.   

 

Tabela 5: Perfil das amostras, citogenética e transcritos quiméricos dos 28 pacientes 
diagnosticados com LLA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F: feminino; M: masculino; NR: cariótipo não realizado. 
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Após a análise dos homo/heteroduplex por eletroforese, a detecção de 

rearranjos gênicos Ig e TCR ao diagnóstico está exposta na Tabela 6. Das 29 

amostras, houve uma amostra que não apresentou nenhum rearranjo, mas foi 

considerada nos resultados, devido à qualidade comprovada do DNA utilizado. 

Tabela 6 – Frequência de rearranjos encontrados em 29 amostras com relação aos 

genes envolvidos e o total de amplificações 

Gene Sequência Monoclonais Total 

 VH1 7 (7,22%)  

 VH2 3 (3,09%)  

 VH3 9 (9,29%)  

 VH4  5 (5,15%)   

 VH5 2 (2,06%)  

 VH6 4 (4,12%)  

IgH VH7 5 (5,15%) 55,68% 

 DH1 -  

 DH2 3 (3,09%)  

 DH3 2 (2,06%)  

 DH4 -  

 DH5 -  
 DH6 -  

 DH7 14 (14,43%)  

IgK 

Vk1/6 5 (5,15%) 

13,40% 
Vk2 4 (4,12%) 

Vk3 2 (2,06%) 

Intron 2 (2,06%) 

TCRG 

VgIf 10 (10,32%) 

13,40% 
Vg9 3 (3,09%) 

Vg10 - 

Vg11 - 

TCRD 

Vd1 - 

16,49% 

Vd2 - 

Vd3 - 

Dd2 - 

V2D3 9 (9,29%) 

D2D3 7 (7,22%) 

Sil-Tal 
Sil-Tal1 - 

1,03% 
Sil-Tal2 1 (1,03%) 

 TOTAL 97  

  

 



40 

 

Pac VH1 VH2 VH3 VH4 VH5 VH6 VH7 DH1 DH2 DH3 DH4 DH5 DH6 DH7 VK1 VK2 VK3 INTR VG1 VG9 VG10 VG11 VD1 VD2 VD3 DD2 V2D3 D2D3 Sil1 Sil2

1 - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - -

3 - - - + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

4 - - + - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - -

5 - - + - - - - - - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - - -

6 + + + + - - + - - + - - - + - + - - - - - - - - - - + - - -

7 - - + + - - - - - - - - - + + + - - + - - - - - - - - - - -

8 - - - - - - - - - - - - - - + - - - + - - - - - - - - - - -

9 - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - -

10 + - - - - + + - - - - - - - + - - - - - - - - - - - + - - -

11 - - - - - - - - - - - - - + - - + - + - - - - - - - - - - -

11r - - - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - - - - - + + - -

12 + - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - -

13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

14 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - -

15 - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

16 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - + - - -

17 - + + + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - -

18 - - + - - - - - - - - - - + + - - - + + - - - - - - + + - -

19 - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - -

20 + - + - + - + - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - -

21 - - - - - - - - - - - - - + + - + + + - - - - - - - + - - -

22 - - + - - - - - - - - - - + - - - - + - - - - - - - - - - -

23 + - - - - + + - - - - - - + - + - - - - - - - - - - + + - -

24 + - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -

25 + - - - - + + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - -

26 - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - + - -

27 - - - - - - - - - - - - - + - - - - - + - - - - - - - - - -

28 - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - +

Na Tabela 7 estão apresentados os resultados de rearranjos amplificados 

para cada amostra testada. O “+” equivale à presença do rearranjo na determinada 

sequência, enquanto o “-” indica ausência de amplificação. 

Do total, 96,55% dos pacientes apresentaram pelo menos 1 rearranjo, mas o 

mais frequente foi os pacientes apresentarem 2 rearranjos distintos (10 casos, em 

29 amostras). 

 

Tabela 7 – Rearranjos amplificados em cada amostra 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
11r: Amostra da recidiva da doença do paciente 11 
 

Ainda quanto à frequência, 24 das 29 amostras apresentaram rearranjos no 

gene IgH (82,76%); 9 de 29 apresentaram rearranjos no gene IgK (31,03%); 12 de 

29, no gene TCRG (41,37%), 12 de 29, apresentavam rearranjos de TCRD (41,37%) 

e 1 de 29 apresentou rearranjo Sil-Tal (3,45%). 

Com relação ao gene IgH, para os pacientes com cariótipo não realizado, com 

cariótipo normal, hipodiploide e hiperdiploide independente de outras alterações 

estruturais, foram observados 9, 14, 7 e 23 marcadores respectivamente (Tabela 8). 
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Tabela 8: Sequências de rearranjos IgH em relação a diferentes tipos de cariótipos 

Gene N Rearranjo NR Normal Hipodiploide Hiperdiploide 
Ig

H
 

7 VH1 1 1 2 3 

3 VH2 1 1 0 1 

9 VH3 3 3 0 3 

5 VH4 0 1 1 3 

2 VH5 0 1 0 1 

4 VH6 0 0 1 3 

5 VH7 0 1 1 3 

3 DH2 2 0 1 0 

2 DH3 0 0 1 1 

13 DH7 2 6 0 5 

N: número de ocorrências, NR: cariótipo não realizado. 

 

Em rearranjos do gene IgK, para os pacientes com cariótipo não realizado, 

com cariótipo normal, hipodiploide e hiperdiploide independente de outras alterações 

estruturais, foram observados 1, 1, 1 e 10 marcadores respectivamente (Tabela 9). 

Tabela 9: Sequências de rearranjos IgK em relação a diferentes tipos de cariótipos 

Gene N Rearranjo NR Normal Hipodiploide Hiperdiploide 

Ig
K

 

5 VK1/6 1 1 0 3 

4 VK2 0 0 0 4 

2 VK3 0 0 0 2 

2 INTRON 0 0 1 1 

N: número de ocorrências, NR: cariótipo não realizado. 

 

Em rearranjos do gene TCRG, para os pacientes com cariótipo não realizado, 

com cariótipo normal, hipodiploide e hiperdiploide independente de outras alterações 

estruturais, foram observados 5, 3, 0 e 4 marcadores respectivamente (Tabela 10). 
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Tabela 10: Sequências de rearranjos TCRG em relação a diferentes tipos de 
cariótipos 

Gene N Rearranjo NR Normal Hipodiploide Hiperdiploide 

T
C

R
G

 

9 VG1 4 1 0 4 

3 VG9 1 2 0 0 

0 VG10 0 0 0 0 

0 VG11 0 0 0 0 

N: número de ocorrências, NR: cariótipo não realizado. 

 

Em rearranjos do gene TCRD, para os pacientes com cariótipo não realizado, 

com cariótipo normal, hipodiploide e hiperdiploide independente de outras alterações 

estruturais, foram observados 2, 2, 3 e 6 marcadores respectivamente (Tabela 11). 

Tabela 11: Sequências de rearranjos TCRD em relação a diferentes tipos de 
cariótipos 

Gene N Rearranjo NR Normal Hipodiploide Hiperdiploide 

T
C

R
D

 

0 Vd1 0 0 0 0 

0 Vd2 0 0 0 0 

0 Vd3 0 0 0 0 

0 Dd2 0 0 0 0 

8 V2D3 2 1 1 4 

6 D2D3 0 1 2 2 

N: número de ocorrências, NR: cariótipo não realizado. 

Para a translocação entre os genes Sil-Tal, o paciente positivo para Sil-Tal2 

não teve o cariótipo realizado. 

A Tabela 12 a seguir compara alguns resultados, onde se percebe que os 

resultados concordam entre si. 

Tabela 12 – Comparação de frequências de rearranjos com outros estudos 

 Estudo 
atual 

Assumpção, 
2013 (6) 

Poopak, 
2014 (4) 

PAÍS Brasil Brasil Irã 
IgH 85,71 71 98 
IgK 31,03 47 50 
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TCRG 41,37 60 55 
TCRD 41,37 47 40 
Sil-Tal 3,45 - - 

 

DISCUSSÃO 

 

A técnica para a pesquisa de rearranjos clonais de imunoglobulinas e 

receptores de células T, embora trabalhosa, e depois de adaptada ao laboratório, 

apresentou ótimos resultados quanto a reprodutibilidade dos testes.  

Em comparação à metodologia quantitativa, a pesquisa dos rearranjos 

através de PCR convencional (metodologia qualitativa) seguida da técnica de 

homo/heteroduplex é uma técnica aplicável à maioria dos centros de tratamento das 

LLAs. No entanto, é importante que se almeje o monitoramento molecular 

quantitativo, através de PCR em tempo real (RQ-PCR), para monitoramento mais 

sensível dos pacientes, já que esta apresenta detecção de um blasto em 10-4 a 10-5 

células normais, enquanto a metodologia qualitativa chega a uma sensibilidade de 

10-3.(13) 

Nosso achado de 85,71% dos pacientes (24/28) apresentarem rearranjos de 

IgH corrobora com as altas frequências descritas na literatura. Stankovic (1995)(5) 

cita valores de mais de 40% dos pacientes com LLA-B oligoclonais para genes de 

cadeia pesada. BAI et al. (2007)(9) utilizaram a identificação do rearranjo dos genes 

de Ig e TCR em 71 pacientes diagnosticados com LLA, para acompanhamento da 

DRM. Nesse estudo foi verificado que 82,7% dos pacientes apresentaram o 

rearranjo IgH. KOLENOVA et al. (2010)(10) identificaram 106 rearranjos em 44 

pacientes analisados, sendo que em 95% foram identificados os rearranjos IgH. 

No estudo de Scrideli et al (2004)(11), rearranjos de células T gamma (TCRG) 

são observados em mais de 90% dos casos de LLA-T ao contrario dos achados 

deste trabalho que achou 66,66%, provavelmente por termos somente 3 pacientes. 

Em 50 a 60% nos casos de LLA-B, o que também difere da nossa frequência 

detectada de 36,00%. 

O trabalho de Scrideli(12) de 2009 ter apresentado em 96,4% das amostras a 

amplificação de pelo menos um rearranjo, bem como o trabalho de Poopak(4), que 

detectou 95%, vão ao encontro dos achados deste estudo, onde essa taxa foi de 

96,16%.  



44 

 

Entende-se que as metodologias citogenéticas e moleculares complementam-

se entre si e, tendo isto em vista, a utilização da pesquisa de rearranjos gênicos de 

Ig e TCR tem sua importância em situações onde, por qualquer motivo, não tenha 

sido possível realizar a citogenética do paciente ou esta esteja normal, bem como 

quando não forem detectados transcritos quiméricos por técnicas de biologia 

molecular nas células de LLA do paciente.  

Neste trabalho, quando as sequências gênicas pesquisadas são analisadas 

em relação ao cariótipo, observou-se que em IgH a prevalência se deu nos 

pacientes com cariótipo hiperdiploide com 23 marcadores (43,40%); bem como no 

gene IgK, com 10 marcadores (73,92%); em rearranjos de gene TCRG houve 

prevalência de ocorrência em situações onde o cariótipo não foi realizado (5 

marcadores, 41,66%); no TCRD a prevalência se deu em cariótipo hiperdiploide (6 

marcadores, 42,86%) e rearranjo Sil-Tal foi observado em uma única amostra em 

cariótipo não realizado. Nas outras séries da literatura estes dados não têm sido 

analisados, talvez porque tenham significados diversos, porém servem para reforçar 

a importância da pesquisa dos rearranjos gênicos de Ig e TCR em situações em que 

há falha na detecção de alterações que possam ser seguidas, pela citogenética e/ou 

biologia molecular. 
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CONCLUSÃO 

 

Foi encontrada alta frequência de sequências do gene IgH, seguida por 

sequências de TCRD, IgK, TCRG e Sil-Tal. Logo, as sequências de IgH mostram-se 

como marcadores preferenciais para teste em LLAs. 

 Não houve nenhuma amplificação da sequência DH1, DH4, DH5, DH6, Vg10, 

Vg11, Vd1, Vd2, Vd3, Dd2 e Sil-Tal1. Como a maioria destes primers é utilizada para 

amostras de LLA-T e foram testadas poucas amostras (3), mais testes fazem-se 

necessários, principalmente nesta população, para que se possa determinar a real 

vantagem dos primers pouco frequentes nas PCRs ao diagnóstico. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO ADICIONAIS 

 

 Durante o processo de padronização do protocolo para detecção dos 

rearranjos gênicos clonais ao diagnóstico, uma série de testes e PCRs foram 

realizadas. 

 Para otimizar o tempo de migração das amostras no gel de poliacrilamida 

12%, foram realizadas 15 eletroforeses, nas diferentes condições: 

 

Tabela 1 – Condições testadas para aprimoramento de eletroforese 

Amostra Voltagem (V) Amperagem (mA) Tempo de migração (h) 

1 120 25 7 

2 130 50 5:30 

3 120 50 6 

4 120 38 6 

5 130 45 5 

6 130 50 6 

7 130 43 6 

8 130 55 5:10 

9 130 45 4:30 

10 130 40 5 

11 130 50 5 

12 130 40 5:30 

13 130 45 5 

14 130 45 6 

15 130 45 6 

 

 Observou-se que, nas condições do laboratório, as melhores situações para 

atingir boa qualidade de resolução e separação das bandas no gel se deram a uma 

voltagem de 130 e amperagem de 45, em 6 horas de corrida. Utilizou-se marcador 

de 50 pares de base para melhor interpretação dos resultados, o que auxiliou 
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também, na visualização de separação de bandas próximas durante o processo de 

padronização. 

 Ainda, foram realizados 10 testes de acompanhamento qualitativo da DRM, 

através da análise comparativa de PCRs do diagnóstico dos pacientes e amostras 

do seguimento do tratamento, nos dias de tratamento D15 e D35, conforme figura 4. 

Amostras foram consideradas positivas ao apresentarem o mesmo padrão de 

migração e peso molecular da amostra de diagnóstico. 

 

Figura 4 – Eletroforese de acompanhamento de tratamento.  

 

Poços 1, 4, 7 e 10 correspondem a uma amostra de diagnóstico. Poços 2, 5, 8 e 11 

são referentes a segunda amostra do paciente, no dia 15; e, por fim, poços 3, 6, 9 e 

12, correspondentes a amostra de dia 35 de tratamento. 

 Nota-se que, qualitativamente, as amostras referentes ao dia 35 já não mais 

apresentam rearranjos visíveis. 

 De uma forma geral, as amostras do seguimento confirmam a 

reprodutibilidade da técnica, por vez que os pacientes, em grande parte dos casos 

ainda apresentam os mesmos rearranjos aparentes no diagnóstico. Em alguns 

casos, os rearranjos ainda são aparentes, porém a intensidade da banda é mais 

fraca. E houveram casos em que as amostras subsequentes ao diagnóstico 

deixaram de apresentar alguns rearranjos pelo método qualitativo, de forma que 
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poderiam ser acompanhados satisfatoriamente por PCR em tempo real, com maior 

sensibilidade.  

 

 

 

 

4 CONCLUSÃO 

 

A técnica para pesquisa da prevalência de rearranjos gênicos mostrou-se, depois 

de ajustadas os devidos detalhes, um procedimento de reprodutibilidade confiável e 

relativamente fácil execução. 

Foi determinado o perfil molecular dos pacientes com LLA que são atendidos no 

Hospital, onde se constatou que a maior frequência de ocorrência se dá nas 

sequências do gene de cadeia pesada das imunoglobulinas (IgH). 

A maior frequência de rearranjos foi detectada no gene IgH (82,76%), sendo 

representada por amplificações nas sequências DH7 (14 amostras), Vg1 (10 

amostras), VH3 e V2D3 (9 amostras).  

Rearranjos de IgK ocorreram em frequência de 31,03%, rearranjos TCRG e 

TCRD com 41,37% e Sil-Tal em 3,45%. 
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