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RESUMO

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma neoplasia caracterizada pelo
acumulo de linfoblastos na medula éssea, suprimindo o desenvolvimento de
linhagens celulares normais. A LLA é a forma de cancer mais comum na pediatria
e 85% dos casos compreendem linfocitos da linhagem B (LLA-B). Alteracdes
genéticas estao relacionadas a patogénese da doenca e sua identificagcao é util
para um diagnostico mais refinado e permite otimizacdo do tratamento por
estratificar os pacientes em grupos de risco. Este estudo teve como objetivo
estimar a frequéncia das alteragdes genéticas de importancia prognostica em
pacientes pediatricos com LLA-B de novo atendidos na FHHEMOAM. Com este
propésito, foram realizadas avaliagdes citogenéticas de células obtidas da
medula d&ssea e/ou sangue periférico, empregando-se as técnicas de
bandeamento G e hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH). Foram incluidos
35 pacientes pediatricos diagnosticados com LLA-B de novo recrutados no
periodo de 1 ano. Dentre as amostras analisadas, 40% eram do género feminino
e 60% do masculino, 20% da raca branca e 80% pardos. As idades variaram de
1 a 17 anos, com a mediana de 3. A maioria dos pacientes (57,1%) foi
proveniente da capital, e 0s 42,9% restantes, do interior do estado. Observou-se
que predominam maes de pacientes que tém ensino fundamental completo
(42,9%) e recebem entre 1 e 3 salarios minimos. Em relacdo a analise
citogenética, foram identificados 6 casos de hiperdiploidia, 3 casos de delecdo
do cromossomo 11 (11g23) e 2 casos de translocacéo t(9;22). Nao foi constatada
diferenga estatistica da citogenética em relagédo ao género, mediana da idade,
raca e procedéncia. A avaliacdo pela técnica de FISH, evidenciou alteracdo em
apenas uma amostra de um paciente com a t(9;22), resultando em uma fusao
BCR/ABL. De forma geral, a frequéncia das alteragdes citogenéticas foram
semelhantes as ja descritas em literatura e a analise do cariétipo se mantém
como o método para melhor avaliagado de alteragbes numéricas e para avaliar o
cariétipo de maneira geral. A técnica de FISH deve fazer parte da
complementacgao diagndstica como metodologia molecular para identificagcao de
rearranjos cripticos que escapam a analise citogenética convencional.

PALAVRAS-CHAVE: leucemia linfoide aguda, alteragdes citogenéticas, FISH.
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a neoplasia characterized by lymphoblasts
accumulated in bone marrow, suppressing the development of normal cells. The
LLA is the most common cancer in pediatrics and 85% of cases include
lymphocyte lineage B (LLA-B). Genetic alterations are related to the
pathogenesis of the disease and its identification is useful for a more refined
diagnosis and allows the treatment optimization through patient’s stratification
into the risk groups. The aim of this study is to estimate the frequency of the
genetic alterations of prognostic importance in pediatric patients with ALL-B de
novo at the FHHEMOAM. Cytogenetic evaluations of the cells obtained from bone
marrow and / or peripheral blood were performed, using techniques such as G
banding and in situ hybridization by fluorescence (FISH). Thirty-five pediatric
patients diagnosed with ALL-B recruited were included in the period of one year.
Among samples analyzed 40% were female and 60% male, 20% caucasians and
80% brown. Their ages ranged from 1 to 17 years, with a median of 3. Most
patients (57.1%) were from the Capital, and the remaining 42.9%, were from
other cities. It was observed that the most of the patient’s mothers had
elementary school, and receive between 1 and 3 minimum salaries. Cytogenetic
analysis identified 6 hyperdiploidy cases, 3 chromosome deletion cases (11923)
and 2 translocation cases t (9; 22). No statistical difference was found between
cytogenetics in relation to gender, median age, race and origin. Evaluation of the
FISH technique, showed changes in only one sample with (9;22) resulting in a
fusion BCR / ABL. The frequency of cytogenetic changes were similar to those
already described in the literature and karyotype analysis remains the best
method for assessment of numerical changes and to assess the general
karyotype. The FISH technique should be part of the diagnostic testing as
molecular methodology for cryptic rearrangements of identification that escape
conventional cytogenetic analysis.

KEYWORDS: acute lymphoblastic leukemia, cytogenetic abnormalities, FISH.
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1. INTRODUCAO

1.1A leucemia linfoide aguda

1.1.1 Breve Histoérico

O histdrico da leucemia (termo que deriva do grego e significa “sangue
branco”) remonta 200 anos atras. Em 1811 na Inglaterra, o cirurgiao Peter Cullen
descreveu um caso de “esplenite aguda” em que o plasma sanguineo do
paciente tinha aparéncia leitosa. O médico francés Alfred Velpeau, em 1825,
definiu os sintomas associados a leucemia, apds realizar a necropsia de um
paciente e observar a presenga do que ele denominou como “pus” nos vasos

sanguineos®?).

Em Edinburgo no ano de 1845, o patologista John Bennett introduziu o
termo “leucocitemia” como doenga e no mesmo ano, o patologista alemao Rudolf
Virchow afirmou mais claramente que a aparéncia alterada do sangue
(semelhante a “pus” ou “soro lacteo”) era devido a um desequilibrio entre a
quantidade de hemacias e leucécitos. As células brancas pareciam suprimir o

desenvolvimento das células vermelhas®9).

Na Inglaterra, mais precisamente em Londres, Henry Fuller realizou o
primeiro diagnostico da doenga em 1846 com base no exame histolégico do
sangue de um paciente em combinagdo com os sintomas associados. Fuller
destaca-se por ter sido o primeiro médico a diagnosticar um paciente com

leucemia(44:82),

1.1.2 Defini¢ao, quadro clinico e diagnédstico

As leucemias agudas sao neoplasias malignas caracterizadas pelo
acumulo clonal de células imaturas (blastos) na medula 6ssea (MO), suprimindo
o crescimento de linhagens celulares normais. Compreendem um grupo

heterogéneo de doengas que diferem entre si quanto a incidéncia, evolugéo e
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prognéstico, como também, quanto as caracteristicas morfologicas,

citogenéticas e imunoldgicas da célula leucémica envolvida(1024.25),

Nas leucemias agudas, dois estagios do desenvolvimento hematopoiético
sdo provaveis alvos para a transformacéo maligna: a célula tronco multipotente
e as células precursoras mieloides e linfoides (Figura 1). Alteragdes nesses dois
ultimos alvos celulares resultam na leucemia mieloide aguda (LMA) e na

leucemia linfoide aguda (LLA), respectivamente(®?).
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Figura 2. Hematopoiese e suas respectivas linhagens celulares.

Imagem: Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia®®).

Com a progressao da doenga os blastos vdo se acumulando na MO e,
desta forma, ocasionam as manifestagcdes clinicas, tais como anemia,
hemorragias e infecgdes, resultantes da escassez de hemacias, plaquetas e

leucocitos funcionais respectivamente®473),

O quadro clinico esta relacionado com a infiltracdo da MO e consequente
substituigdo das linhagens celulares normais. Os sintomas mais frequentemente
encontrados sao: anemia, adinamia, manifestagdes hemorragicas e infecgoes,

além da presenca de artralgia®*7%.

Ao exame fisico podem ser evidenciadas linfadenomegalias e aumento
das visceras como o bago (esplenomegalia) e/ou figado (hepatomegalia).

Podem ainda ser observadas alteragdes neurolégicas em pacientes com
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infiltrag&o leucémica no sistema nervoso central (SNC) ¢,

A etiologia da doenga ainda permanece obscura, mas sabe-se que
envolve fatores genéticos, ambientais e imunolégicos. O processo tumoral esta
relacionado a alterag&o do ciclo celular: ativagdo de proto-oncogenes e mutagéo

de genes que estdo interligados com a patogénese da doenga®#%),

O diagnostico laboratorial da LLA inicia-se com a coleta de hemograma,
que na maioria das vezes evidencia anemia e trombocitopenia, justificada pelo
bloqueio maturativo que ocorre na MO. O numero de leucécitos € variavel,
podendo estar normal ou diminuido (leucopenia), mas também aumentado

(leucocitose) devido a presenca de blastos da linhagem linfoide7-242),

A seguir, realiza-se um mielograma a fim de que seja pesquisado, na
medula Ossea, a infiltracdo dos blastos. O diagnéstico da LLA, segundo
Organizagdo Mundial de Saude é baseado na contagem de linfoblastos >25%

no esfregago medular®?.

1.1.3 Classificagao

Inicialmente, a classificacdo da doenga baseava-se nos aspectos clinicos
apresentados pelo paciente e caracteristicas morfolégicas e citoquimicas dos
blastos. Com essa finalidade, foi publicada em 1976, pela primeira vez, uma
proposta de classificagdo pelos pesquisadores que compdem o Grupo
Cooperativo ~ Franco-Americano-Britanico  (FAB) que foi  adotada

internacionalmente, devido a facil aplicabilidade®2).

Avancos na imunologia e genética, juntamente com as exigéncias
terapéuticas, levaram a percepcao da limitagcdo da classificacdo FAB,
culminando com a publicacdo em 1986 - 1988 de uma nova classificacédo
denominada MIC (Morfologia, Imunologia e Citogenética) que ressaltava as

correlagbes entre alteragbes citogenéticas, marcadores imunoldgicos e
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morfologia definindo novas categorias com importante interesse clinico-

prognostico®?).

Em 1995, foi proposta outra classificagado pelo European Group for the
Immunological Classification of Leukemias (EGIL), considerando a técnica da
imunofenotipagem. Esta metodologia utiliza anticorpos monoclonais (AcMos)
para a analise de antigenos leucocitarios por citometria de fluxo (CMF), e
caracterizou-se como padrao-ouro para o estabelecimento da linhagem e grau

de diferenciagdo dos blastos®27"),

A CMF pode ser utilizada ndo somente para o diagndstico e classificagao
da leucemia, como também para o prognostico e, mais recentemente, na
monitorizacdo do tratamento dos pacientes através da deteccdo da doenca
residual minima (DRM), ou seja, presenca de blastos residuais indetectaveis

através da analise morfoldgica da MQO(14.60),

No decorrer dos anos, foram evidenciadas alteracbes genéticas
recorrentes nas leucemias agudas, que ocorriam de forma consistente e
repetitiva. Inumeros estudos revelaram forte associagcao entre as alteragdes
genéticas e a resposta ao tratamento, conferindo a essas anormalidades valor

prognostico para a selegéo da terapéutica®?).

Na busca de uma uniformidade no diagnéstico e devido a grande
relevancia da identificacdo de alteragbes genéticas no curso da doenga, a OMS
propds uma nova classificacdo que foi publicada em 19974193 A tabela 1
resume as classificagbes propostas ao longo dos anos para as leucemias

agudas.
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Tabela 1. Classificagdo das Leucemias segundo grupos de estudo®*>,

Grupos FAB* MiC** EGIL*** WHO****
Ano de 1976 1986 1995 1997
proposicao

Critérios de Morfolégico, Morfoldégico, Imunolégico Clinico,

classificagdo citoquimico  imunoldgico, morfologico,
citogenético imunoldgico e

citogenético

recorrente

*French-American-British

**Morphological-lmmunological-Cytogenetic

***European Group for the Immunological Characterization of Leukemias
****\World Health Organization

Em 2008 a classificagdo da OMS passou por uma revisao e atualmente é
a mais completa por relacionar caracteristicas morfolodgicas e citoquimicas aos
achados imunofenotipicos, citogenéticos e moleculares, identificando subgrupos
com prognostico distinto (Quadro 1). Desde entdo, os testes diagnésticos por
imunofenotipagem, citogenética e Dbiologia molecular sdo aplicados

rotineiramente na identificacdo das células leucémicas(®).
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Quadro 1. Classificagado das leucemias de precursor linfoide segundo critérios
da Organizagdo Mundial de saude, revisados em 2008 (WHO 2008) %)

Leucemial/Linfoma linfoblastico B

Leucemia/Linfoma linfoblastico B, ndo especificada

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com 1(9;22)(q34;q11.2); fusdo BCR-ABL

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com t(v;11923); rearranjo MLL

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com t(12;21)(p13;q22); fusdao TEL-AML 1
(ETV6-RUNX1)

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com hiperploidia

Leucemia/Linfoma linfoblastico B com hipoploidia

Leucemia/Linfoma linfoblastico B t(5;14)(q31;q32);/IL3-IGH

Leucemia/Linfoma linfoblastico B t(1;19)(q23;p13.3); fusdo E2A-PBX1(TCF3-
PBX1)

Leucemia/Linfoma linfoblastico T

Nas criangas, as leucemias agudas s&o a forma mais comum de cancer,
correspondendo a 30% de todas as doengas malignas em menores de 15 anos.
A LLA é a mais prevalente, compreendendo 70% dos casos. Nos adultos este
subtipo € responsavel por apenas 20% dos casos. A grande maioria € de

linfécitos da linhagem B (85%)(30-64),
1.2 Leucemia linfoide aguda na crianga
1.2.1 Aspectos epidemiolégicos
Embora a LLA possa ocorrer em qualquer idade, sua incidéncia é maior

em criangas entre 2 a 5 anos e € mais comum em criancas brancas do que

negras (1,8:1) e em meninos do que em meninas (1,2:1) ©3),
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Nos paises industrializados, em uma populagcdo com mais recursos
financeiros, encontra-se maior incidéncia da doenca como no Canada e Estados
Unidos, em contraste com paises subdesenvolvidos como a india (Figura 2).

Curiosamente o Brasil concentra altos indices da doenca®).

America

Antarctica

Figura 3. Mapa indicando as incidéncias a cada 100.000 habitantes no
Canada, Estados Unidos, India e Brasil®©.

Fonte:http.//www.geografia.seed.pr.gov.br/modules/galeria/detalhe.php ?foto=408&evento=558),

Segundo registros do Instituto Nacional do Céancer (INCA) e com
informagdes do Registro de Cancer de Base Populacional (RCBP), a leucemia
na crianga se destaca no Brasil como a neoplasia mais comum, com frequéncia
entre 25% a 35% de todos os canceres pediatricos e com incidéncia de até 3,19
por 100.000 habitantes. Em S&o Paulo a incidéncia registrada foi de 2,99 a cada
100.000 e em Salvador foi encontrado baixo indice de 1,34 a cada 100.000. O
percentual mais elevado esta registrado na regido norte do pais, na cidade de
Manaus, Estado do Amazonas (AM) (37.6),

Segundo registros da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (FHHEMOAM), no periodo 2007 a 2011, foram
diagnosticados 242 casos de leucemia na infancia sendo 198 casos (82%) de
LLA. A faixa etaria de maior incidéncia para LLA foi entre 2 e 6 anos, com 49%

dos casos acometendo o género masculino e 51% no feminino.
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1.2.2 Protocolos terapéuticos e fatores prognésticos

Um dos primeiros relatos de cura da leucemia ocorreu em 1948 com a
publicagdo no New England Journal of Medicine de Sidney Farber e
colaboradores, que descreveram uma sobrevida de mais de cinco anos em 50

criangas diagnosticadas com LLA tratadas com aminopterina'®.

Nos anos seguintes, duas novas drogas, os corticoesteroides e as
antipurinas, mostraram-se efetivas no tratamento. Em 1961, destaca-se o
pioneiro trabalho desenvolvido pelo St. Jude Children’s Research Hospital, em
Memphis, nos Estados Unidos, com protocolos terapéuticos evidenciando cura

de 50% e seguimento dos pacientes por mais de 30 anos®?.

Os avancgos na remissao e sobrevida dos pacientes estdo associados a
constantes aperfeicoamentos nos protocolos terapéuticos utilizados
mundialmente. Ressalta-se que o sucesso do tratamento depende do protocolo
utilizado, mas alguns fatores prognosticos que estratificam os pacientes em

grupos de risco ja estdo mundialmente estabelecidos®).

O protocolo desenvolvido pelos pesquisadores componentes do grupo
alemao Berlim-Frankfurt-Munique (BFM), teve destaque internacional, assim
como o protocolo holandés Dutchy Child Oncology Group (DCOG). Ambos s&o

exemplos de esquemas terapéuticos ajustados a grupos de risco!'?.

No Brasil, na década de 80, Brandalise e colaboradores!") deram inicio
ao primeiro protocolo brasileiro para o tratamento da LLA infantil, formando-se
assim o Grupo Cooperativo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoide
Aguda na Infancia (GBTLI-LLA 80).

Desde entéo, quatro estudos multicéntricos foram realizados e concluidos
(GBTLI 82, 85, 93 e 99), e um estd em andamento (GBTLI-LLA 2009),
observando-se uma crescente probabilidade de cura para a crianga portadora de

LLA no Brasil, com curvas de sobrevida livre de eventos para todos 0s grupos
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de risco que sairam de 50% no GBTLI-LLA 80 para indices de cerca de 80% no
GBTLI-LLA 99UV,

O protocolo recomendado pelo GBTLI para criangas portadoras de LLA
também utiliza uma classificagao de pacientes baseada no risco de recidiva da
doencga, de acordo com parametros hematoldgicos e fatores genéticos, e o
tratamento é diferenciado para cada grupo de risco'). Os fatores progndsticos

que estratificam os pacientes em relagdo aos grupos estao expostos no quadro
204),

Quadro 2. Estratificacdo de Risco de Recaida da LLA segundo o GBTLI

20091V,
Parametros para Alto risco de recaida | Baixo risco de recaida
estratificagcao de risco
Citogenética (alteracdes Alteracdes de mau Sem alteragdes ou com
numeéricas e/ou prognostico alteragcdes de bom
estruturais) progndstico
Leucometria ao >50.000 leucocitos/mm?3 | <50.000 leucocitos/mm3
diagndstico
Idade <1 ano ou =9 anos 21ano e <9 anos
Envolvimento Presente Ausente
extramedular (Ex: SNC)
Linhagem celular Linhagem T Linhagem B
Doencga Residual Presente Ausente
Minima (DRM)

As alteragdes citogenéticas sao consideradas fatores de impacto
prognéstico na  maioria dos  protocolos  terapéuticos  utilizados
internacionalmente. Um dos principais exemplos, a presenca da translocacao
entre os cromossomos 9 e 22, 1(9;22), que gera o cromossomo Filadélfia e a
fusdo BCR/ABL indicadora de mau prognéstico, estratifica os pacientes em um

grupo de alto risco de recaida da doenga’”.
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Diversos estudos comparam os resultados terapéuticos da LLA na
presenca da fusao génica BCR/ABL com as obtidas sem esta alteracéo e, em
todos os testes, a sobrevida global foi estatisticamente inferior nos pacientes
positivos. Portanto, a identificagdo de alteragdes citogenéticas indicadoras de

progndstico, & essencial para o tratamento destes pacientes!%80,

1.3 Citogenética

Pesquisas envolvendo a citogenética humana foram relatadas pelo
citologista alemao Arnold e pelo inglés Fleming, que examinaram cromossomos
humanos em mitose. Em 1921, Painter descreveu que o numero de
cromossomos humanos em ambos 0s sexos era de 48. Esta afirmacgao baseou-
se em varios relatos e todos os manuais de Genética Humana estavam de

acordo com esta ideia®".

Nas décadas de 1950 e 1960, as técnicas de cultura de células puderam
ser aperfeicoadas, quando Tijio e Levan, em 1956, definiram que o numero de
cromossomos humanos eram, na realidade, 46. Essa evidéncia foi
suplementada por Ford e Hamerton em 1956 que examinaram tecido testicular
de trés homens e as contagens confirmaram que o numero cromossémico

humano era 4691,

A primeira anomalia cromossOmica especifica observada em um tumor
humano foi descoberta na Filadélfia, em 1960, por Nowell e Hungerford: foi
identificado um cromossomo muito pequeno em células de pacientes com
leucemia mieloide crénica (LMC), decorrente de uma translocagéo entre os

cromossomos 9 e 22. Este cromossomo foi chamado de "Filadélfia" (Ph) ©.

A citogenética € a parte da genética que estuda os cromossomos, sua
estrutura e sua heranga. Os cromossomos sao constituidos por agregados de
genes, formados por acido desoxirribonucleico (DNA) e proteinas (histonas)
responsaveis pela compactacado e descompactacdo do DNA e fundamentais na
regulacdo de genes. Podem ser visualizados ao microscopio em uma fase da

divisdo celular denominada metafase(®3).
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Os cromossomos metafasicos humanos séo constituidos por duas
cromatides unidas pelo centrbmero, também chamado de cinetdcoro ou
constricdo primaria. Esta estrutura divide as cromatides em “bragos”, sendo
denominados de p (petit) os bragos curtos e superiores, e q (por ser a letra que
vem apds o p) os bragos longos e inferiores ao centrdbmero. As extremidades dos

bragos sdo chamadas de teldémeros@7),

O caridtipo € o conjunto cromossémico tipico em termos de numero e
morfologia de cada espécie. Os 46 cromossomos humanos constituem 23 pares,
nos quais 22 pares sao semelhantes em ambos os sexos, denominados
autossomos, e o par restante representa os cromossomos sexuais: XX no sexo

feminino e XY no sexo masculino (Figura 3)®".
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Figura 4. Cariétipo normal 46,XX.

Fonte: www.poligene.com.br(®6)

A estabilidade da morfologia e do numero dos cromossomos &
fundamental para um desenvolvimento harmonioso, resultando em um individuo
fisico e psicologicamente normal. Qualquer mudanga estrutural ou numérica
pode alterar a expressdo de genes, produzindo um individuo fenotipicamente

inviavel ou anormal®.

As alteracbes no numero ou na estrutura do cromossomo constituem

mutagdes que consistem em uma fonte de variagdo importante para a evolugao


http://www.poligene.com.br/
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das espécies. As alteragcdes cromossdmicas podem ser adquiridas ou
constitucionais. As adquiridas ocorrem durante o desenvolvimento do individuo,
como por exemplo, nos tumores sélidos e nas leucemias. As constitucionais
fazem parte da constituicdo do individuo e estao presentes desde as células

fetais®h.

Alteragdes numéricas sao as relacionadas com a mudang¢a no numero de
cromossomos e sdo resultantes de erros na divisdo celular. Podem ser
classificadas em euploidias e aneuploidias. As euploidias constituem uma
alteracao que envolve todo o genoma, originando células em que o numero de
cromossomos € um multiplo exato do numero haploide da espécie, ou seja, todos
os cromossomos serao duplicados (diploidia), triplicados (triploidia) e assim por
diante. Na espécie humana, a ocorréncia de euploidias € incompativel com a
vida (Figura 4)®?,
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Figura 5. Cariotipo triploide (3n). Ao invés de aparecer em pares, 0s

cromossomos estio em trios.

Fonte: http://vegarcez.com.br/aberracao.htm@.

Nas aneuploidias 0 numero de cromossomos a mais nao € um multiplo
exato do numero haploide, em decorréncia da nao disjuncdo ou nao separagao
adequada de um ou mais cromossomos durante a divisdo celular. A aneuploidia

€ a anomalia cromossdmica mais comum em humanos e caracteriza grande
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quantidade de sindromes como a sindrome de Down e a sindrome de Turner

(Figura 5) b,
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Figura 6. Cariétipo demonstrando aneuploidia (trissomia do cromossomo 21,
correspondendo a Sindrome de Down).

Fonte: http://hmsportugal.wordpress.com/2012/03/21/sindrome-de-down-trissomia-21/69.

As alteracbes estruturais sao classificadas em dois tipos: rearranjos
balanceados e ndo balanceados. Nos rearranjos nao balanceados ha alteragbes
no numero de genes (delegcbes, duplicagbes, cromossomos em anel,

isocromossomos e cromossomos dicéntricos)®9).

Nos rearranjos balanceados ha mudancga na localizagdo dos genes sem
haver perda de material genético, ou seja, todas as informagdes genéticas estao
presentes, mas de modo diferente do original (inversdes, translocagdes,
insergbes e cromossomos marcadores)®). Um exemplo classico de
translocacdo cromossdémica em doengas onco-hematoldgicas € entre os

cromossomos 9 e 22, 1(9;22), gerando o cromossomo Filadélfia (Figura 6).


http://hmsportugal.wordpress.com/2012/03/21/sindrome-de-down-trissomia-21/
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Figura 7. Translocagao entre o cromossomo 9 e o0 22, resultando no
cromossomo Filadélfia.
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(Cromossomo
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Fonte: http://acgt.blogs.sapo.pt/tag/cromossoma+filad % C3%A9lfia(®9).

1.3.1 Alteracgoes citogenéticas na LLA-B na criancga

Anormalidades cromossémicas numéricas e estruturais nas leucemias
agudas podem ser detectadas por estudos citogenéticos e moleculares. O
cariotipo € o unico exame que avalia todos os cromossomos e ainda é
considerado como padrdo ouro para avaliar as alteragdes genéticas,

particularmente ao diagndstico(8.19.47),

As anormalidades cromossdbmicas sdo confinadas aos blastos,
desaparecem durante a remissdo hematologica e reaparecem na recidiva da
doencga, conferindo um parametro importante no prognéstico. Ha relatos que as
anomalias cromossdmicas estdo presentes na maioria dos pacientes

cariotipados (79-85% dos casos de LLA na infancia) ),

Os quadros 3 e 4 descrevem um resumo das alteragdes cromossdémicas
numeéricas e estruturais, respectivamente, que sao recorrentes na LLA B. Outras
translocagcdes menos comuns s&o observadas, sendo que criangas mais velhas
e adolescentes constituem o0s maiores grupos com anormalidades
cromossOmicas nao especificadas, indicando potencial para a descoberta de

novas alteragdes citogenéticas(®3.81),


http://acgt.blogs.sapo.pt/tag/cromossoma+filad%C3%A9lfia
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Quadro 3. Alteragdes cromossémicas numéricas recorrentes descritas para
LLA-B na infancia(®4.

Anormalidades cromossdmicas
numeéricas Progndstico Frequéncia
Hiperdiploidia Bom 25-30%
Hipodiploidia Ruim Raro

Quadro 4. Alteragdes cromossémicas estruturais recorrentes descritas para
LLA-B na infancia(®4.

Anormalidades Genes
cromossOmicas estruturais | envolvidos Prognostico | Frequéncia
t(4;11) MLL/AF4 Ruim 5-10%
t(1;19) E2A/PBX1 Intermediario 5-6%
t(12;21) TEL/AML1 Bom 25%
t(9;22) BCR/ABL Ruim 3-5%

Dentre as alteragdes numéricas, a hiperdiploidia na LLA da crianga € um
fator de bom progndstico pois os estudos mostram boa resposta a quimioterapia
quando comparados aos pacientes que ndo possuem essa alteragdo. A
explicacao para este fato ainda nao é clara, mas uma das hipoteses € a de que
casos hiperdiploides possuem maior quantidade de células na fase S, o que
resultaria em maior sensibilidade ao uso de drogas quimioterapicas que atuam

nesta fase do ciclo celular®9,

Mais raramente observa-se a hipodiploidia (n entre 24 e 36
cromossomos), que estaria relacionada a um pior prognéstico na dependéncia
de associagdo com caracteristicas clinicas e biolégicas dos pacientes. A
explicacdo seria devido a perda de cromossomos que levariam a alteragao na

expressdo de genes supressores tumorais e de proto-oncogenes(’?).

Em relacdo as alteragbes estruturais, a t(12;21)(p12;922), i.e.
translocacdo entre os cromossomos 12 e 21, no brago curto do 12 (p12) e no
braco longo do 21 (q22), gera a fuséo entre o gene TEL do cromossomo 12 e o
gene AML1 do cromossomo 21 (TEL/AML1) e é a mais prevalente na LLA infantil
(25% dos casos). Vale ressaltar que as mesmas nao sao visiveis atraves da
técnica de citogenética convencional, sendo necessaria avaliacdo molecular

como a hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) e/ou a reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR) para sua identificacdo. Esse tipo de alteracdo genética &

considerada fator de bom progndéstico(?425.12.85),

A 1(9;22)(g34;911) justapOe o proto-oncogene ABL ao gene BCR gerando
a fusdo BCR/ABL. E considerada um dos marcadores moleculares associados
com um alto risco para a recaida da LLA e também para o0 insucesso da

terapéutica (Figura 7) (/7).
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Figura 8. Translocagao entre os cromossomos 9 e 22. Nota-se a troca de
material genético entre o brago longo do cromossomo 9, banda 34 (q34) e o
braco longo do cromossomo 22, banda 11 e sub-banda 2 (q11.2).

Fonte: http://www.fleury.com.br/medicos/educacao-medica/manuais/manual-hematologia/pages/a-
citogenetica-classica-e-molecular.aspx(®).

O gene MLL ocupa uma grande extensédo do cromossomo 11, na regiao
11923, e rearranjos cromossOmicos envolvendo este gene (translocacdes e
delecdes) estdo associados a LLA B em lactentes. A t(4;11) gera um transcrito
de fusdo MLL-AF4 e estéd associado ao mau prognostico quando diagnosticada
na LLA em criangas com menos de 1 ano de idade. A chance de recaida é alta,
sendo mais frequente nos primeiros dois anos apoés o inicio da quimioterapia
(Figura 8)(22:28.32)

Figura 9. Translocagdo entre os cromossomos 4 e 11 & esquerda. A direita
delecdo do cromossomo 11 na regido do brago longo, banda 23 (g23).

Fonte: www.slh.wisc.edu/cytogenetics/cancer(29).



http://www.fleury.com.br/medicos/educacao-medica/manuais/manual-hematologia/pages/a-citogenetica-classica-e-molecular.aspx
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A translocacao entre o cromossomo 1 e o 19, t(1;19), gera a fuséo entre
0s genes E2A do cromossomo 19 e PBX1 do cromossomo 1. Estudos apontam
gue ha potencial oncogénico para esta fusdo, em parte devido a reducdo dos
niveis de E2A tipo selvagem. Aproximadamente 25 a 30% das criancas com
fenotipo de LLA pré-B apresentam esta fuséo, e ela esta geralmente associada

a baixa resposta ao tratamento quimioterapico (Figura 9) &1,

Figura 10. Translocagao entre os cromossomos 1 e 19. Note que o brago longo
do cromossomo 1 esta translocado para o braco curto do cromossomo 19.

Fonte: www.slh.wisc.edu/cytogenetics/cancer(29).

1.3.2 Andlise citogenética convencional

A identificacdo de uma alteracdo cromossémica € util ndo s6 para um
diagndstico mais especifico, mas também para a compreensao dos mecanismos
envolvidos na malignidade e para detectar genes de importancia biolégica. Com

base nos resultados, é possivel otimizar o tratamento(®?).

Pacientes com evidéncia de citogenética de mau progndstico receberao
tratamento quimioterapico mais agressivo, diminuindo o risco de recaida e os
portadores de citogenética de bom prognéstico fardo esquemas terapéuticos

mais brandos com a finalidade de minimizar a toxicidade das drogas(®79),

A citogenética convencional, realizada pela analise do cariétipo, fornece
informagdes sobre as anomalias microscopicamente visiveis. O bandeamento G
€ o método de diferenciagao longitudinal dos cromossomos mais utilizado

rotineiramente nos laboratoérios de citogenética para a realizagédo do cariétipo. O


http://www.slh.wisc.edu/cytogenetics/cancer
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protocolo mais difundido € o que utiliza a tripsina na preparagao das laminas e a

coloragdo com Giemsa (Bandas GTG: bandas G por tripsina utilizando giemsa)

(51,61)

Este bandeamento produz bandas escuras e claras, permitindo a
identificacdo de cada par cromossOmico e as respectivas anomalias numéricas
e estruturais. As bandas claras apresentam replicagao precoce e muitos genes

ativos, sendo a regido onde mais se encontram as alteragdes®").

1.3.3 Andlise citogenética molecular através da técnica de FISH

O uso de abordagens moleculares, que sdo técnicas mais sensiveis, vem
demonstrando que a citogenética convencional é limitada para detectar
determinadas alteragdes genéticas. Varios testes moleculares estao disponiveis
para identificacdo de alteracbes cromossOmicas, sendo os métodos mais
utilizados: a reacdo em cadeia da polimerase por transcri¢cao reversa (RT-PCR),
que utiliza acido ribonucleico (RNA) de cadeia simples para sintetizar uma cadeia

de DNA complementar (cDNA) e a hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH)

(85,29)

A técnica de FISH identifica alteragdes além da resolugao visual ou
quando um rearranjo cromossémico envolve uma regido camuflada na leitura
pelo bandeamento. Fundamenta-se na preparacdo de sondas especificas de
DNA, marcadas pela incorporagao de nucleotideos quimicamente modificados
que sao fluorescentes ou podem ser detectados pela ligagdo a uma molécula

fluorescente, visualizados sob luz ultravioleta(®4),

Classificagbes com base no diagnéstico citogenético e molecular das
anormalidades cromossémicas tém por objetivo definir estratégias terapéuticas
na LLA infantil, conforme cada grupo de risco. Atualmente sao considerados os
maiores indicadores de progndstico na definicdo de grupos de tratamento,

melhorando os indices de cura e sobrevida dos pacientes(®).


https://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/CDNA
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Os grupos de maior risco sdo tratados com esquemas quimioterapicos
mais intensos, seguidos ou néo, de transplante de MO, enquanto os grupos de
baixo risco, com bom prognéstico, podem ser poupados dos efeitos deletérios

da terapia®.

O mesilato de imatinibe (Gleevec ®) é uma droga com agao inibitdria da
atividade tirosina quinase da fusdo BCR/ABL, mas nem todos os pacientes
evoluem com boa resposta e sabe-se que o transplante de MO é uma opgéao
terapéutica que induz remissao morfologica e citogenética, sendo necessario

nestes casos®.

A regidao Norte ainda enfrenta dificuldades para a realizacdo do
diagnostico completo das leucemias, o que reflete na terapéutica da doenga. A
FHHEMOAM é centro de referéncia de diagnostico e tratamento de doengas
hematoldgicas no Amazonas, sempre incorporando novas tecnologias com esse
fim, entretanto, apesar de estar realizando de forma sistematica o tratamento das
leucemias, ainda carecia de técnicas laboratoriais mais eficientes para

estratificacado de risco.

A implementacdo do diagndstico das alteragbes citogenéticas em
pacientes pediatricos com LLA-B motivou a elaboragdo deste estudo e se
justifica por ter sido o primeiro realizado no Estado do Amazonas, devendo
contribuir para uma melhor compreensdao da doenca nesta regido. O
conhecimento das principais alteragcbes cromossdmicas dos pacientes podera

favorecer o entendimento da etiologia genética da doenca.

Esta pesquisa contribuiu para uma melhor opg¢ao terapéutica que
influenciou positivamente no prognéstico e na sobrevida dos pacientes atendidos
nesta Instituicdo, j3 que os mesmos sao estratificados em grupos de risco,
seguindo o protocolo GBTLI 2009. Espera-se diminuir as taxas de recaida da
doenca e, como consequéncia os custos relacionados ao tratamento
quimioterapico, ja que os pacientes eram estratificados por métodos laboratoriais

menos sensiveis.
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Considerando-se o carater de referéncia da FHHEMOAM e o valor
prognostico das alteragdes cromossémicas, implantou-se na Instituicao um novo
protocolo laboratorial para a realizagdo da citogenética molecular, possibilitando
um diagnostico laboratorial complementar e mais sensivel. Nesse contexto
houve grande beneficio a populagao da regido Norte, permitindo avaliagdo mais
fidedigna da resposta ao tratamento e manejo terapéutico baseado na

estratificacdo de risco por um método mais acurado (técnica de FISH).



38

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estimar a frequéncia das alteragbes genéticas em pacientes pediatricos
com LLA-B de novo atendidos na FHHEMOAM.

2.2 Especificos

+ Estimar a frequéncia das altera¢gdes genéticas em pacientes pediatricos
através de analise citogenética convencional e pela técnica molecular de

FISH (hibridizagao in situ por imunofluorescéncia).

* Avaliar a associagado dos dados sécio-econébmicos e demograficos dos

pacientes com as alteragdes genéticas encontradas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo de Estudo

Estudo descritivo do tipo inquérito.

3.2 Universo de Estudo

3.2.1 Populacao de Referéncia

O estudo teve como alvo a populagdo de criangas com leucemia da
Regido Norte e que habitam o Estado do Amazonas, sendo a segunda unidade
federativa mais populosa desta macrorregiao, com seus 3,6 milhdes de
habitantes, superado apenas pelo Para. Somente dois de seus municipios
possuem populacdo acima de 100 mil habitantes: Manaus, a capital e maior
cidade com 1,8 milhdao de habitantes, que concentra cerca de 60% da populagao

do estado, e Parintins, com quase 104 mil habitantes('").

3.2.2 Populagao de Estudo

Criancas com LLA de novo atendidas na FHHEMOAM.

3.2.3 Critérios de Inclusao

e Criancgas de 0-18 anos;

e Casos de LLA-B de novo;

e Na&o ter utilizado qualquer dose de corticoide antes do tratamento. Esta
medicacao interfere na avaliacao, visto que por ser um imunossupressor

poderia modificar as alteragdes citogenéticas pesquisadas .


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pará
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manaus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parintins
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3.2.4 Critérios de exclusao

e Materiais biolégicos coagulados, mal conservados ou com contaminagao.

3.2.5 Comité de ética em Pesquisa

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de ética da
FHHEMOAM (CEP/FHHEMOAM), sob nimero do CAAE: 9189013.7.0000.0009.

3.2.6 Calculo da amostra

A prevaléncia de alteragcbes genéticas identificadas em pacientes com
LLA B varia de acordo com o tipo especifico de translocagcédo encontrada. Para
estimar o “n” amostral utiliza-se a prevaléncia da fusdo génica e a seguinte
formula em estudos descritivos do tipo inquérito®):
n=Zo2.P.Q/d?

* P=Prevaléncia do que pretende ser estudado
+ Q=100-P

* d=precisao

+ o= Nivel de significancia (fixado em 5%)

* n=numero amostral

A prevaléncia das alteragdes pesquisadas utilizada para o calculo

[ 1}

encontra-se no quadro 4. O quadro 5 mostra o “n” amostral estimado para
cada fusdo génica. Na FHHEMOAM, s&o diagnosticados por ano
aproximadamente 40 pacientes com LLA. Como o periodo para a coleta dos
dados foi restrito a um ano, ocorrendo no periodo de janeiro de 2014 a janeiro

de 2015, foi obtida amostra por conveniéncia, resultando em 35 amostras.
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Quadro 5. “n” amostral estimado para o estudo.

Fusao génica |‘n” amostral estimado
MLL/AF4 73 pacientes
TEL/AML1 49 pacientes
BCR/ABL 73 pacientes
E2A/PBX1 73 pacientes

3.3 Procedimentos

Afigura 10 ilustra os procedimentos realizados durante o estudo. A coleta
das amostras foi realizada mediante assinatura do TCLE e em seguida
encaminhadas para analise morfolégica do esfregaco. Ao ser confirmada
leucemia aguda, foi realizada a imunofenotipagem e os casos de LLA B utilizados

para detecgao das alteragdes citogenéticas.

A analise citogenética convencional e a técnica de FISH foram realizadas
em todos os casos de LLA B, exceto para detectar a fusado génica MLL/AF4 que
€ encontrada em pacientes menores de 1 ano (lactentes). Sendo assim, neste
ultimo caso o uso da técnica de FISH foi restrito aos sujeitos da pesquisa que

encontravam-se nesta faixa etaria (menores de 1 ano de idade).



Coleta da amostra de
MO ou SP mediante

Analise Morfoldgica

Descartado leucemia
linfoide aguda=excluido

Leucemia linfoide aguda
confirmada

Citogenética

Imunofenotipagem

LLA B confirmada

convencional

FISH

AlteragGes numéricas
algumas estruturais

Pesquisa das fusdes de
impacto: BCR/ABL,,
TEL/AML1, E2A /PBX1 e
MLL/AF4 em lactentes

Figura 11. Fluxograma indicando os procedimentos realizados durante o

estudo.

3.3.1 Coleta de informagodes e classificagao de risco dos pacientes

42

Os dados clinicos foram coletados através do preenchimento de ficha
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clinica (Anexo 9.2) composta por identificacao, idade, género, raca, naturalidade,
procedéncia, renda familiar mensal, escolaridade da méae e caracteristicas
citomorfolégicas, classificagdo da leucemia por imunofenotipagem, resultado da
citgenética convencional e da técnica de FISH (descrito nos protocolos

laboratoriais anexo 9.3).

As informacgdes foram armazenadas em fichas individuais com acesso
controlado e restrito aos profissionais da pesquisa. Os pacientes foram
classificados em baixo ou alto risco com base nas normas do GBTLI-LLA 2009
(Quadro 2).

3.3.2 Coleta do material biologico

A coleta dos materiais bioldgicos foi realizada apds aprovagdo do
CEP/FHHEMOAM. Os responsaveis legais dos pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE (Anexo 9.1) apds receberem
instrucdes quanto ao objetivo da pesquisa, fornecidas pela profissional

coordenadora do estudo.

3.3.2.1 Aspirado medular

Foram coletados aspirados de MO para o estudo citogenético por
profissional médico capacitado. A MO € o local de escolha para a avaliacao das
células de interesse (blastos). Na dependéncia das condi¢des clinicas dos
pacientes e da idade (<10anos) os mesmos puderam receber sedagao sob
supervisao de um profissional médico anestesista de plantdo conforme escala
de servico da FHHEMOAM®),

O local de escolha para a obtencdo de MO em criancas € a crista iliaca
posterior por conter a maior quantidade de medula celular e ndo existir érgédos
vitais em estreita proximidade, mas também pode ser utilizada, em segunda
escolha, a regido do platd tibial. Aspirados medulares foram coletados do platé
tibial em criangas com <12 meses e acima dessa idade as coletas foram da crista

iliaca posterior(",
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Foram aspirados inicialmente de 0,5ml destinados a confeccédo de seis
esfregacos para anadlise morfologica. Os esfregagcos foram devidamente
identificados com as iniciais do paciente e data da coleta e acondicionados em

cartela propria em temperatura ambiente®”).

A seguir, foram aspirados mais 2mL de MO em seringa sem
anticoagulante e colocados em tubos com EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) para imunofenotipagem e 3ml em heparina para
analise citogenética convencional e molecular. Os tubos foram devidamente
identificados com nome completo do paciente e mantidos em temperatura

ambiente®©),

Todo o material coletado foi acondicionado em caixa de isopor em
temperatura ambiente e transportado, imediatamente apds a coleta, sob
responsabilidade do técnico de enfermagem, aos laboratérios de marcadores
celulares e de citogenética da FHHEMOAM(®7),

3.3.2.2 Sangue periférico

Nos casos onde houve dificuldade para a coleta do aspirado medular e
mediante a quantidade de blastos no sangue periférico (SP) ser suficiente para
a analise, foram coletadas amostras de SP como segunda escolha, por
profissional enfermeiro capacitado. Apds antissepsia, foram coletados 5mL de
SP, sendo realizados trés esfregagos para analise morfolégica, e os 4mL
restantes, acondicionados em tubos com EDTA, identificados com o nome do
paciente, data da coleta e acondicionados em isopor em temperatura

ambiente®?).

Os esfregacos foram identificados com as iniciais do paciente, data da
coleta e acondicionados em cartela prépria em temperatura ambiente e
transportados, juntamente com os tubos, imediatamente apds a coleta, sob
responsabilidade do técnico de enfermagem, ao laboratério de marcadores
celulares e de citogenética da FHHEMOAM(®7),
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3.4 Analise morfolégica do esfregago

A analise morfoldgica inicial foi realizada pela coloragao convencional dos
esfregacos de MO ou SP por May-Grinwald-Giemsa (anexo 9.3.1). Este corante
tem por finalidade a coloragcédo das estruturas nucleares e citoplasmaticas das
células sanguineas. A avaliagdo microscopica foi realizada por médico
hematologista e o diagndstico de leucemia, ao se observar mais de 25% de

blastos da linhagem linfoide das 300 células nucleadas contadas®3).

Embora a analise morfolégica continue sendo o padrdo-ouro para o
diagnostico, técnicas adicionais, incluindo imunofenotipagem, avaliagdo
citogenética e estudos de genética molecular, foram ferramentas

complementares obrigatorias em termos de classificagdo da doenga(®?),

3.5 Imunofenotipagem para subclassificagao das leucemias

O estudo dos marcadores celulares foi realizado em MO ou sangue
periférico (SP), utilizando um amplo painel de anticorpos monoclonais (AcMos-
flow citometry kits BD) conforme protocolos laboratoriais no anexo 9.3.3. A
imunofenotipagem foi realizada por meio de AcMos marcados, que reconhecem
epitopos especificos de antigenos celulares (CDs) e teve como instrumento o

citdmetro de fluxo do tipo FACS-Calibur, da Becton-Dickinson(®9).

A CMF é uma metodologia realizada com maior frequéncia para distingao
entre as leucemias mieldide e linfoide, e é utilizada para contar e analisar
estruturas microscopicas como células, organelas e cromossomos,

determinando de forma simultdnea seus componentes e propriedades(©6.62),

Os AcMos conjugados a um fluorocromo conhecido, se ligam ao antigeno
presente na superficie, citoplasma ou nucleo da célula, formando um complexo
antigeno-anticorpo identificado pela excitagdo de um feixe luminoso sobre o

fluorocromo e medida a quantidade de luz emitida por um conjunto de filtros.
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Essa luz refratada ou fluorescéncia é captada por receptores e estes dados sao

processados em eventos via software cell quest (anexo 9.3.3) ("),

A subclassificagdo das leucemias de linhagem B foi realizada de acordo
com os estagios maturativos fisiolégicos dos progenitores B na MO: pro-B, B
comum, pré-B e B-maduro®+2%, Os resultados dos testes foram armazenados

na ficha do paciente (Anexo 9.2).

3.6 Analise citogenética das alteragc6es cromossémicas do estudo

A citogenética convencional fundamenta-se na analise dos cromossomos
da célula em divisdo, em particular, na metafase da mitose, que € a fase em que
0s cromossomos estdo mais condensados('®). E realizada através da analise do
cariétipo com a coloragao das bandas cromossémicas, onde se identificam as
alteragdes numéricas e estruturais. Uma banda é definida como uma parte do
cromossomo que € claramente distinguida do segmento adjacente,
apresentando-se mais escura ou mais clara. Os cromossomos sao visualizados

como uma série continua de bandas claras e escuras®©®),

O SP é o tecido mais utilizado para o diagndstico citogenético pela
simplicidade de seu cultivo. Entretanto, com o estabelecimento da relagao entre
doencgas onco-hematoldgicas e alteragcbes cromossémicas, a MO ¢é o tecido de
escolha com a finalidade diagndstica destas anomalias, reservando-se o SP para
os casos de impossibilidade de realizacdo do mielograma, desde que a

quantidade de blastos nesta amostra seja suficiente para analise(®).
3.6.1 Citogenética convencional
3.6.1.1 Cultura das células do sangue periférico
Os tecidos utilizados para o diagnédstico citogenético ndao possuem um

numero significativo de mitoses espontaneas, sendo necessaria uma cultura de

células. O meio de cultura utilizado para analise citogenética em SP foi o meio
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de cultura de tecido animal desidratado desenvolvido pelo Instituto Rosewall
Park Memorial (RPMI 1640) enriquecido com fitohemaglutinina (PHA), com a
finalidade de estimular uma maior e mais rapida proliferagdo celular, para
obtencdo de maior quantidade de células mitéticas e melhor morfologia dos
cromossomos(™). O meio sdlido foi diluido com agua destilada estéril e sua

metodologia de preparo esta descrita nos protocolos laboratoriais (anexo 9.3.4).

3.6.1.2 Cultura das células (curta duragao) da medula 6ssea

Embora este tecido possa oferecer uma cultura de curta duragéo (24h), uma
vez que as células estdo em continua proliferagdo, ele possui algumas
desvantagens: baixo indice mitético e uma morfologia de baixa qualidade dos
cromossomos, pois eles tendem a ser mais condensados e curtos, o que dificulta
a analise. Entretanto a analise é feita, preferencialmente, em amostra da MO,
pelas células hematopoiéticas estarem em completo processo de divisao celular

e conter uma quantidade mais elevada de material para analise(®¢74),

O meio de cultura utilizado para amostra de MO foi o Marrow Max

(GIBCO) e a metodologia esta descrita no anexo 9.3.4.

3.6.1.3 Coleta das células provenientes da cultura

Apos 72h de cultivo de SP e/ou 24h de cultivo da MO, adicionou-se 0,1ml
de colchicina (ou Colcemid GIBCO) por 35 a 40 minutos, em cada cultura, com
a finalidade de impedir a formacao do fuso acromatico, estagnando as divisdes
celulares na metafase, etapa na qual os cromossomos estdo mais
individualizados e condensados, sendo mais apropriada para a analise do
cariotipo. Apds os 40 minutos da colchicina, toda a cultura foi transferida para
um tubo cbnico, quando entdo foi iniciado o processo de coleta e fixacdo das
células, conforme descrito nos protocolos laboratoriais (anexo 9.3.4) (1.56),
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Finalmente, foi realizado um choque hipotonico com solugéo salina com
a finalidade de causar inchacgo e separacédo dos cromossomos e, ainda, eliminar

restos citoplasmaticos que pudessem prejudicar a analise®'56),

3.6.1.4 Preparacgao das laminas para analise microscoépica

A preparagao das laminas de citogenética foi realizada dentro da capela
de fluxo laminar, em temperatura de 35°C e umidade de 22 a 25%. Apds a ultima
lavagem do material com solug&o salina, foi retirado o sobrenadante, deixando
um pellet suficiente para pingar 2 a 3 gotas em, no minimo, duas Iaminas e

deixado secar a temperatura ambiente.

As laminas foram identificadas com as iniciais dos pacientes e a data da
coleta, e colocadas em uma cubeta de vidro para que passassem 12 horas a
noite em estufa de 60° C, objetivando-se o “envelhecimento”, tornando melhor a
resolucdo das bandas dos cromossomos. Apds esse periodo, as mesmas foram

coradas®1.56),

3.6.1.5 Coloracao e bandeamento

Foi preparada previamente uma solugdo de tripsina EDTA aquecida a
37°C. As laminas foram submergidas em trés solug¢des diferentes: a primeira de
tripsina aquecida (de 15 a 20 segundos), que teve por objetivo desnaturar as
proteinas cromossOmicas; a segunda de tampao fosfato-salino (PBS) com soro
fetal bovino (SBF); e a terceira solugdo de PBS, para lavagem das laminas e

retirada de restos celulares®1.56),

Apos este processo, as laminas foram coradas com corante Giemsa (de
onde deriva o nome de bandas G), diluido com agua destilada a 20%, de 3 a 5
minutos. Foi corada uma lamina de cada paciente e observada ao microscépio
para verificacdo do padrao de coloracdo e o bandeamento, e adequar o tempo
do corante e da tripsina, conforme necessario, para a coloracdo das demais

lAminas®).
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3.6.1.6 Analise microscopica e interpretacao dos resultados

A lamina com os cromossomos corados foi analisada por microscopia
optica convencional e capturadas pelo software Cytfovision, sendo a etapa final
e mais minuciosa. Os cromossomos foram organizados em pares de homédlogos
em ordem decrescente de acordo com seu tamanho, posicdo de seus

centrébmeros e padrao de bandeamento.

As imagens deste tipo de protocolo revelam que o0s cromossomos
mostram um padréo de bandas claras e escuras, no qual as faixas escuras
contém DNA rico em bases AT (adenina e timina) e poucos genes ativos; as
bandas G claras tém DNA rico em bases GC (guanina e citosina) e apresentam
muitos genes ativos. Tal padrédo € unico para cada cromossomo humano e
possibilita a definicao inequivoca dos cromossomos normais e o pareamento dos
mesmos. A maioria das alteragbes estruturais dos pontos de quebra e dos

rearranjos cromossOmicos ocorre nas bandas claras®'89).

Os resultados foram liberados conforme as recomendacbes do
ISCN,2013 (Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Convencional)
em que é utilizada a seguinte ordem para a descrigdo: primeiro 0 numero do
cromossomo em que ha a alteracao, apds o brago do cromossomo (p se for o

curto e g se for o brago longo) seguido da regido, banda e sub-banda®?.

Foram capturadas, no minimo, 15 a 20 metafases, sendo identificadas as
alteracbes numéricas e/ou estruturais pela pesquisadora acompanhada por
profissional capacitado. O diagnéstico laboratorial realizado dependeu

exclusivamente da experiéncia do examinador(®'59),

3.6.2 Citogenética molecular pela técnica de FISH

3.6.2.1 Fundamento da técnica

A técnica de FISH foi realizada com sondas para detectar as fusdes
TEL/AML1, BCR/ABL e E2A/PBX1 em todos os pacientes acima de 1 ano para
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0 comparativo com a citogenética convencional, principalmente por haver casos
em que o cariétipo nao pdode ser realizado, por auséncia de células em metafase
e também pelo fato de que a fusdo TEL/AML nao € visualizada através da
citogenética convencional. A sonda para detectar a fusdo MLL/AF4 4 foi realizada
nos pacientes com idade < 1 ano ja que esta translocagédo é prevalente em

criancas com essa faixa etaria(7589),

A FISH é um procedimento citoquimico que envolve a formagao de um
hibrido entre sequéncias de DNA ou regides especificas dos cromossomos e
sondas de DNA. As sondas podem ser diretamente detectadas quando sé&o
marcadas pela incorporagdao de nucleotideos quimicamente modificados, que
sdo fluorescentes, ou podem ser detectadas pela ligagdo a uma molécula
fluorescente complementar. A deteccao se faz por visualizagdo sob luz ultra-
violeta. A estratégia de detecgdo deste estudo consistiu no uso da molécula
fluorescente complementar a sonda usada. A FISH substitui as bandas G para
identificar alteragdes além da resolugdo visual, ou quando um rearranjo
cromossOmico envolve uma regido camuflada na leitura pela banda ou de dificil
interpretag@o('®). Foi utiilizada a sonda Dual Color Translocation Probe (Vysis,

Inc) seguindo as recomendacgdes do fabricante.

Foram utilizadas amostras de sangue periférico de pacientes sem doenga
hematoldgica para estabelecer o ponto de corte para considerar a amostra de
FISH positiva. Foi encontrada uma média de positividade em 1% das amostras
normais, com desvio padrao de 1%. Empregando-se a estratégia de somar a
meédia com trés desvios-padrdes calculamos um ponto de corte de 4%. Como
esse ponto de corte é préximo ao utilizado pelo Centro Infantil Boldrini, que é de

5%, optamos por empregar em nosso estudo este ultimo valor.

3.6.2.2 Preparacdo dos cromossomos, producdo das laminas e

hibridizacao

A preparagéo dos cromossomos segue a mesma metodologia utilizada na
citogenética convencional. Apés pingar 2 a 3 gotas da amostra em, no minimo 2

laminas e deixar secar a temperatura ambiente, as mesmas foram submetidas a
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um pré-tratamento e desidratadas em uma bateria de alcoois a temperatura

ambiente (anexo 9.3.5).

O DNA foi desnaturado em 65 a 85°C, em solucéo de formamida a 70%.
A sonda pré-aquecida foi acrescentada sobre a lamina para cobrir as areas onde
a suspensao celular foi dividida, e uma laminula colocada sobre ela. A sonda
permaneceu em contato com o material cromossémico desnaturado, e foi assim

deixado por uma noite, em uma caixa Umida, a 37°C (+- 1°C), ao abrigo da
luz(51.75.89)

Foi realizada uma lavagem das laminas apdés a hibridizac&o. Essa etapa
tem por objetivo remover toda a sonda em excesso e perdida. Apds a lavagem,
as laminas foram coradas com 10pl de DAPI II (Vysis, Inc.) e cobertas com

laminula(™,

3.6.2.3 Interpretacdo e analise dos resultados

A analise foi realizada no microscoépio de fluorescéncia Leica DM 2000
equipado com filtros Texas Red, FITC E DAPI , sendo realizada a contagem de
no minimo 200 nucleos interfasicos e utilizando o ponto de corte do Centro
Infantil Boldrini fixado em 5% para positividade das fusdes génicas

pesquisadas(®).

A fusdo de dois genes produziu uma fluorescéncia com sinais
coincidentes (verde/vermelho sobrepostos, parecendo a cor amarela). O controle
negativo obtido através da hibridizacdo das sondas génicas, em amostra de
individuos normais, indica que uma célula normal apresenta dois sinais verdes e
dois vermelhos distintos; uma célula com translocag¢édo deverd mostrar um sinal
verde, um sinal vermelho e um sinal verde/vermelho coincidentes('97%). A figura
11 ilustra didaticamente um exemplo da marcacao fluorescente identificada pela
técnica de FISH e a figura 12 mostra a visualizagdo a microscopia.

Os resultados obtidos foram liberados conforme as recomendacgdes do

ISCN,20133°, que indica a sonda utilizada, o cromossomo e a banda
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correspondentes a ela, bem como o numero de copias de marcagao observada

com a sonda.

Figura 12. Representacdo esquematica da marcagao da sonda pela técnica de
FISH. (A) A esquerda observa-se dois sinais vermelhos e dois verdes, e a
direita a sobreposi¢ao do sinal verde e vermelho indicando a fus&o génica(®).

nucleos interfasicos
para fusao BCR-ABL

Figura 13. Visualizacéo através de microscopio fluorescente da fusao génica
BCR/ABL. Verifica-se a cor amarela no local indicativo da fusdo, onde ha
sobreposi¢ao do sinal verde e do sinal vermelho.

Fonte: Centro Infantil Boldrini

3.7 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas de
frequéncia, onde se calculou as frequéncias absolutas simples e relativas para
os dados categoricos. Na analise da idade, foi calculada a mediana e os quartis
(Qi), pois foi rejeitada a hipétese de normalidade ao nivel de 5% de significancia
por meio do teste de Shapiro-Wilk. Na analise dos dados categdricos foi aplicado

o teste exato de Fisher e na comparacao das medianas o teste ndo paramétrico
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de Mann-Whitney'®9).

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info versao 7.4 para
Windows, que ¢é desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC

(www.cdc.org/epiinfo)@3).



http://www.cdc.org/epiinfo
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O projeto foi submetido e aprovado pelo Programa de Apoio a
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Amazonas-FAPEAM.
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5. RESULTADOS

Foram atendidos no ambulatério da FHHEMOAM, no periodo de 12
meses (janeiro/ 2014 a janeiro/ 2015), por demanda espontéanea, 45 pacientes,
que submetidos ao estudo imunofenotipico por citometria de fluxo, foram
classificados como LLA B. No presente estudo foram incluidas 35 amostras,
representado 77,7% dos pacientes, pois as 10 amostras restantes ndo foram
utilizadas por se enquadrarem nos critérios de exclusédo previamente definidos.
(Figura 13).

Numero de amostras

Total [ 45
Amostras utilizadas [N 35

Excluidos por uso prévio de corticoide . 3
Amostra coagulada . 2

Material insuficiente - 5

0 10 20 30 40 50

Figura 14. Total de amostras obtidas no estudo no periodo de jan/2014 a
jan/2015. As Barras correspondem ao total de amostras incluidas no estudo e a
distribuicdo das amostras excluidas de acordo com a causa da excluséo: (1)
uso previo de corticéide; (2) coagulagado da amostra; e (3) material insuficiente.

Conforme os dados expostos na tabela 2, das 35 amostras analisadas,
14 eram de pacientes do género feminino e 21 do masculino. As idades dos
pacientes variaram de 1 a 17 anos, com a mediana de 3. Com relagéo a raca, 7
foram da raca branca e 28 pacientes se autodenominaram como pardos. Em
relacdo ao local de procedéncia dos pacientes, a maioria (20 pacientes) foi
proveniente da capital, e os 15 pacientes restantes, do interior do estado do

Amazonas. Quanto a escolaridade e a renda familiar mensal, observou-se que
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predominam méaes de pacientes (42,9%) que tém ensino fundamental completo

e recebem entre 1 e 3 salarios minimos.

Tabela 2. Distribuicdo das criangas portadoras de leucemia linfoide aguda B no
Amazonas, segundo a frequéncia dos seus dados demograficos e
socioeconémicos.

Variaveis (n = 35) fi %
Género
Feminino 14 40,0
Masculino 21 60,0
Idade (anos)
<1 3 8,5
21 <9 24 68,5
29 8 22,8
Mediana 3,0
Q1—-Qs 2-7
Raca
Branca 7 20,0
Parda 28 80,0
Escolaridade da mae
Fundamental incompleto 5 14,3
Fundamental completo 15 42,9
Médio incompleto 1 29
Meédio completo 10 28,6
Superior incompleto 2 5,7
Superior completo 2 5,7

Renda Familiar (salarios minimos)

<1 15 42,9

1--3 15 42,9

>3 5 14,2
Procedéncia

Manaus 20 571

Demais municipios do Amazonas 15 42,9

fi = frequéncia absoluta simples.
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A figura 14 evidencia que nove amostras ndo apresentaram metafase
para a andlise do cariétipo convencional. Tal fato ocorre devido ao néo
crescimento da cultura, ndo sendo possivel portanto, estabelecer o resultado
pela citogenética convencional (resultados tidos como indefinidos). Essas

amostras foram avaliadas através da técnica de FISH.

M 743 % n = 35 amostras
(n=26)

m 257%
(n=9)

Amostras com metafases Amostras sem metafases

frequéncia %

Figura 15. Distribuicdo das frequéncias de sujeitos do estudo de acordo com a
obtencao de amostras com metafase para a avaliagao por citogentética
convencional. Coluna vermelha corresponde a sujeitos em que foram obtidas
amostras com células apresentando cromossomos em metafase. Coluna azul
corresponde a sujeitos em que n&o foram obtidas amostras apresentando
células com cromossomos em metafase.

A figura 15 ilustra a avaliagdo das 35 amostras avaliadas, resultando em
31% de alteracdes citogenéticas. Entretanto, 26% dos casos foram classificados
como indefinidos por ndo haver crescimento de metafases, ndo permitindo a
avaliacdo pela citogenética convencional. Observa-se entdo na figura 16 a
propor¢ao de alteracdes identificadas pela citogenética convencional nas 26
amostras onde foi obtido crescimento de metafases, aumentando a porcentagem
para 38,3% de alteracoes.

Dentre as 26 amostras que apresentaram crescimento de metafases para
analise do cariétipo foram identificados 6 casos de hiperdiploidia, 3 casos de
delecdo do cromossomo 11 (11g23) e 2 casos de translocacao t(9;22), conforme
ilustram as figuras 17,18 e 19. A figura 20 ilustra a Unica amostra positiva para
alteracao citogenética, sendo a fusdo génica BCR/ABL resultante da t(9;22).
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Conforme mostrado na tabela 3, foi possivel observar que nao foi
constatada diferenga estatistica entre os achados da citogenética em relagéo ao
género (p = 0,109), mediana da idade (p = 0,645), raca (p = 0,197) e procedéncia
(p = 0,428) dos pacientes LLA B.
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Tabela 3. Distribuicdo dos achados citogenéticos nas criangas portadoras de
leucemia linfoide aguda B incluidas no estudo, estratificadas segundo a
frequéncia do género, idade, raca e procedéncia.

Citogenética

Variaveis (n = 26) Alterada Normal
fi % fi % Total P
Género 0,109*
Feminino 7 63,6 4 36,4 11
Masculino 4 26,7 11 73,3 15
Idade (anos) 0,645
<1 - - 1 100,0 1
2a8 9 474 10 52,6 19
29 2 333 4 66,7 6
Mediana 5,0 3,0
Raca 0,197*
Branca 1 16,7 5 83,3 6
Parda 10 50,0 10 50,0 20
Procedéncia 0,428*
Manaus 7 53,8 6 46,2 13
'IAD\renr;\;iosnzsunicipios do 4 308 9 692 13

fi = frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher; ** Teste de Mann-
Whitney para mediana.

M Hiperdiploidia mDele¢do 11qg M Translocagdo 9;22 Indefinidos M Sem alteragdes

Figura 16. Proporgéo de alteragdes citogenéticas encontradas nas 35
amostras avaliadas no estudo, resultando em 31% do total.



m Hiperdiploidia 38,3%
m Delegdo 11q

® Translocagao 9;22

m Sem alteracdes

Figura 16. Proporcao de alteragdes identificadas pela citogenética
convencional nas 26 amostras onde foi obtido crescimento de metafases.
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Figura 17. Imagem representativa de avaliagdo citogenética de material
coletado através do mielograma revelando a translocagado 9;22 em um
paciente da amostra.
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Figura 18. Imagem representativa de avaliagdo citogenética de material
coletado através do mielograma revelando a dele¢ao de brago longo do
cromossomo 11 (11q) em um paciente da amostra.
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Figura 179. Imagem representativa de avaliagao citogenética de material
coletado através do mielograma revelando hiperdiploidia em um paciente da
amostra.
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(A)

Fusdo BCR/ABL

Figura 20. Avaliagao de fusdo BCR/ABL em amostras representativas do
estudo pela técnica de FISH. Sonda com fluorescéncia vermelha corresponde
ao gene BCR. Sonda com fluorescéncia verde corresponde ao gene ABL. (A)

Nucleo interfasico negativo para fusdo, mostrando dois sinais verdes e dois
sinais vermelhos. (B) Sinal verde e sinal vermelho isolados e a juncéo de
ambos produzindo o sinal amarelo representando a fusdo BCR/ABL.
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6. DISCUSSAO

A LLA-B na infancia € uma neoplasia com indice de cura alcangando 80%
dos casos com o tratamento quimioterapico adequado('"). O avanco na sobrevida
da LLA nos ultimos anos, esta relacionado com a adequacdo dos agentes

quimioterapicos aplicados aos grupos de risco.

Diversos fatores ja foram estabelecidos como preditores de prognadstico
e as pesquisas vem mostrando cada vez mais a importancia das alteracdes
citogenéticas como varidveis de grande relevancia clinica. Por essa razdo é
recomendavel a investigacdo através de métodos convencionais e também
moleculares, os quais se complementam, para identificar as alteracGes

recorrentes e instituir a terapéutica mais adequada.

A FHHEMOAM ¢é o centro de referéncia para acompanhamento de
doengas hematoldégicas no Amazonas, concentrando o diagnostico de todos os
casos de LLA B infantil. Nessa fundacgao, a busca da implementacédo de novas
tecnologias que melhorem o manejo clinico e diagndstico dos pacientes
hematolégicos é continua. A FHHEMOAM também utiliza o protocolo brasileiro
de tratamento das leucemias GBTLI 2009, que baseia-se na estratificacdo dos
pacientes em grupos de risco de recaida e consequente abordagem terapéutica

diferenciada.

A Fundacao, apesar de realizar de forma sistematica o tratamento da LLA,
ainda carecia de protocolos laboratoriais mais eficientes para estratificacao de
risco, necessitando de envio das amostras para outros laboratérios a fim de

realizar a metodologia da citogenética molecular.

As taxas de prevaléncia de LLA infantil sdo muito variaveis entre os paises
de acordo com o nivel de desenvolvimento humano. Estudos revelam que paises
mais industrializados, com populacdées com melhores niveis sdcio-econémicos,
apresentam taxas mais altas de LLA. Baixa incidéncia é identificada em Israel,
China e india®).
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No Brasil, as taxas de incidéncia sdo estimadas a partir dos registros de
cancer de base populacional (RCBP) estabelecidos para algumas cidades com
o menor indice sendo verificado em Salvador (1,34/100.000 habitantes) e o maior
indice registrado em Manaus (4,69/100.000)®"). No presente estudo, a
incidéncia da LLA B na crianga calculada no periodo de 2014 a 2015 é
semelhante ao que foi mostrado no estudo de Azevedo-Silva e colaboradores
em 2010, ficando em 4,1/100.000 habitantes(®).

A amostra deste estudo foi composta por pacientes de baixa renda e
também com baixa escolaridade, e revela discrepancia entre dados da literatura,
que sugerem que a LLA na infancia apresenta maior prevaléncia em locais com
com melhor nivel socioeconémico. Uma hipétese é a de que a incidéncia de LLA
infantil no Brasil possa ser maior do que a registrada até o momento devido a

subnotificagéo dos registros de cancer de base populacional®).

As teorias levantadas a cerca da etiologia da LLA na crianca, levam em
consideracdo que ndo ha um anico fator causal, mas que alteracBes genéticas
estariam diretamente ligadas a patogénese da doenca e que algumas sdo
recorrentes. Em relacdo a frequéncia destas alteracfes, a literatura mostra
grande variacao, indicando nameros entre 55-94% nos pacientes pediatricos

portadores de LLA B(3).

No presente estudo o numero de resultados indefinidos devido ao nao
crescimento de metafases foi de 25,7% das amostras. Um estudo publicado por
Kowalczyk e colaboradores em 2010 encontrou 13,5% de pacientes com indice
mitotico nulo e no estudo de Minasi e colaboradores, em 2009, o sucesso foi

obtido em apenas 55% das amostras6.5%),

N&o se sabe o agente que impede o crescimento das metafases e ha
grande variacdo entre os estudos. Contudo ha a hipétese de falta de algum
nutriente ou fator que mantenha as condi¢ces da cultura o mais parecido com o
organismo humano, além da presenca de gordura na MO, que poderia inibir o

crescimento celular®®),
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A implementacdo do diagndstico completo das alteragbes citogenéticas
em pacientes pediatricos com LLA B motivou a elaborag¢ao deste estudo, sendo
0 primeiro realizado no Estado do Amazonas, onde ha grande incidéncia de
casos Este estudo contribuiu para o melhor conhecimento do perfil dos pacientes
LLA B no estado do Amazonas. Contudo sua continuagéo € bastante desejavel
a fim de se alcancar uma amostra maior, que permita o detalhamento mais

preciso dessa populacao de pacientes.

Em se tratando de frequéncia das alteracdes citogenéticas, a literatura
mostra que as mais frequentes sdo as numéricas (hiperdiploidia e mais
raramente a hipodiploidia)®"). O presente estudo néo identificou nenhum caso
de hipodiploidia, mas identificou a hiperdiploidia como a alteracdo mais
frequente, sendo representada por 17% de casos, o que se mostrou semelhante
ao estudo de Gil e colaboradores em 2010, sendo também a hiperdiploidia a

alteracdo mais frequente e foram identificadas 53% de alteragcdes numéricas®.

Outros estudos também se mostraram semelhantes em relacdo a
predominancia de alteracdes numéricas, como o de Perez-Saldivar e
colaboradores, em 2011, onde foram encontradas 40% de altera¢cdes numéricas
em uma amostra de 131 pacientes e no de Silva e colaboradores (2002) onde
foram analisadas amostras de 91 pacientes e em 45% foram encontradas tais

alteracdes®©379).

Em relacdo as alteracdes estruturais, a andlise por FISH da fuséo
TEL/AML, que é considerada de prognostico favoravel, ndo revelou positividade
em nenhuma das amostras avaliadas. No Brasil e em outros paises ha grandes
variagcdes em relacédo a frequéncia, como 20% encontrado no Distrito Federal e
40% no Parana®%8”)_ J4 o estudo realizado por Pui et al 2008 revelou frequéncia
de 25% e o estudo mexicano de Jimenéz-Morales e colaboradores, também em

2008, mostrou positividade em 9,6% dos casos“2).

A fusdo com prognostico intermediario E2A/PBX1 tem baixa frequéncia
relatada na literatura internacional com valores de 5% relatado por Van Dongen

e colaboradores em 1999 e 6% identificado por Armstrong e Look em 2005(5:85),
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Entretanto estudo brasileiro realizado no Distrito Federal por Mesquita e
colaboradores em 2009 encontrou maior frequéncia, sendo 8,7% em 2005 e
9,68% em 2006(4). No presente estudo ndo houve positividade em nenhuma das
amostras analisadas, sendo este um resultado esperado devido a raridade desta

alteracéo.

Para a fusdo de mau prognostico BCR/ABL, a literatura mostra indices
que variam entre 3 a 5%. Na Argentina, Alonso e colaboradores (2006)
encontraram 1,6% de casos positivos. No Brasil, o estudo de Mesquita e
colaboradores em 2009 revelou 3,03% de casos positivos. Em nosso estudo, a
analise citogenética convencional revelou 6% de positividade para a
translocacdo entre os cromossomos 9 e 22, gerando 0O Cromossomo

Filadélfial54),

A analise realizada pela técnica de FISH identifica o transcrito BCR/ABL
e revelou somente 1 caso positivo, mostrando discrepancia com a analise do
cariétipo. Em ambos os casos, as técnicas foram repetidas e os resultados
revisados, sendo possivel sugerir que a t(9;22) tenha resultado em um gene
hibrido diferente de BCR e ABL, ndo sendo possivel identificar através da técnica
de FISH por ser a sonda especifica. Existem estudos que mostram o rearranjo

do gene BCR com outros genes como o JAK2(1),

A presenca de alteracdes envolvendo 11923 estao ligadas ao gene MLL.
A alteracédo estrutural com maior impacto progndstico na LLA B em lactentes € a
t(4;11), que gera a fusdo MLL/AF4. Essa fusdo néo foi detectada pela técnica
de FISH e a literatura identifica uma baixa frequéncia deste transcrito. Por
exemplo, o estudo de Mesquita e colaboradores (2009), em Brasilia, nédo

evidenciou nenhuma amostra positiva®4),

Foram identificadas amostras evidenciando dele¢cdo do braco longo do
cromossomo 11 (delecdo 11q), mas a literatura ndo indica um valor progndstico
definido para esta alteragdo em pacientes maiores de 1 ano, necessitando de

um tempo maior de seguimento dos pacientes para avaliar possivel relagao.
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Considerando-se o carater de referéncia da FHHEMOAM e o valor
prognoéstico das alteragdes cromossémicas, este estudo contribuiu com dados
relacionados a frequéncia das alteragbes citogenéticas recorrentes em criangas
com LLA B. Até o momento ndo ha estudos semelhantes publicados, o que
permite dar seguimento a novas pesquisas relacionadas as alteragbes
identificadas, aperfeicoando técnicas laboratoriais e consequentemente

melhorando o seguimento dos pacientes.

O presente estudo também contribuiu com a implantagcdo de um novo
protocolo laboratorial para a realizagdo da citogenética molecular através da
técnica de FISH. Em conjunto a metodologia de citogenética convencional

possibilita um diagndstico laboratorial complementar e mais sensivel.

Um diagndéstico mais completo influencia positivamente no progndstico e
na sobrevida dos pacientes atendidos nesta Instituicao, ja que os mesmos séo
estratificados em grupos de risco, seguindo o protocolo GBTLI 2009. Espera-se
diminuir as taxas de recaida da doenca e, como consequéncia, os custos

relacionados ao tratamento quimioterapico.

Nesse contexto, o diagndstico molecular oferecera beneficios a populagao
da regido Norte que tera acesso a mais moderna e completa caracterizagao das
leucemias, permitindo avaliagdo mais fidedigna da resposta ao tratamento
oferecido na FHHEMOAM.
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7. CONCLUSOES

- A maior frequéncia de alteragbes citogenéticas encontrada na amostra
estudada foi a numérica, em particular a hiperdiploidia 0 que se mostra

semelhante ao encontrado na literatura.

-A frequéncia das fusbes génicas BCR/ABL, MLL/A4 e E2A/PBX1 identificadas

no presente estudo foram semelhantes as ja descritas em literatura.

-Nao foi encontrado nenhum caso de TEL/AML 1, sendo um dado discrepante do
que é relatado pela maioria dos estudos nacionais e internacionais, visto que é

a alteracao de maior frequéncia.

- A analise do cariétipo se mantém como o método para melhor avaliacdo de
alteracgbes citogenéticas numéricas e também para avaliar o cariétipo de maneira
geral, identificando outras alteragcbes com potencial para influéncia no

progndstico dos pacientes.

- A implantacao da técnica de FISH na FHHEMOAM ¢é factivel, e este método
deve fazer parte da complementagdo diagndstica para a identificacdo de

rearranjos cripticos que escapem a analise citogenética convencional.

- Nao foi encontrada diferenca estatistica significante dos achados a citogenética
em relacdo ao género, mediana da idade, raca e procedéncia dos pacientes LLA
B infantis atendidos na FHHEMOAM.

- Foi observada dele¢cdo do 11q ainda sem relatos na literatura que indiquem
valor progndstico definido, necessitando de um tempo maior de seguimento dos

pacientes para avaliar possivel relagao.
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9. ANEXOS

9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

K2 HENOAM S &5 ...

FUNDAGAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS-FHHEMOAM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa: Alteragdes citogenéticas em criangas portadoras
de leucemia linféide aguda B no Amazonas, sob a responsabilidade da pesquisadora Renata de Almeida
Lemos Aguiar, que pretende detectar a presenca de alteracdes genéticas recorrentes que indicam
prognostico em criangas com leucemia linféide aguda B. O beneficio dessa pesquisa sera o de obter
melhorias no tratamento desta doenga,pois identifica quem sao os pacientes com alto risco de recaida. Sua
participacao é voluntaria e ocorrera através da coleta de sangue das suas veias e aspiracdo da medula
Ossea, ou seja, mielograma. N&o se preocupe, pois isto sera realizado em sala de procedimento, limpa e
sem contaminacao por profissional de saude capacitado, utilizando instrumentos estéreis, sem prejuizo a
sua integridade fisica. O incbmodo que vocé ira sentir sera o da picada de uma agulha estéril no local da
pungéo, ou apos o procedimento, podera ocorrer ou ndo um sangramento excessivo, dor e/ou infec¢éo
no local da pungéo. Se houver tais complicagdes, vocé sera imediatamente tratado(a) e acompanhado (a)
na FHHEMOAM, por profissional médico capacitado e pela coordenadora deste projeto. Apds o estudo o
seu sangue sera armazenado para realizagao de futuros testes necessarios a esta pesquisa. A sua
identidade e os resultados dos exames serao guardados em absoluto sigilo pela coordenadora do
projeto. Os resultados desta pesquisa serdo publicados em revistas cientificas a fim de contribuir
para o entendimento da doenga e consequente melhoria no tratamento. Se for detectada alteragéo genética,
o (a) Sr (a) sera comunicado sobre o resultado dos exames e recebera o acompanhamento na FHHEMOAM.
O (A) Sr (a) tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento de participagdo em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua
integridade, pois continuara recebendo o acompanhamento e tratamento para a doenga. O (a) Sr (a) ndo
tera nenhuma despesa e também nao recebera nenhuma remuneragao. Para qualquer outra informacao, o
(a) Sr (a) podera entrar em contato com a pesquisadora no enderego: Av. Constantino Nery, 4397, Chapada
- 69050-002 - Manaus, AM , pelo telefone (92) (3655-0100). Em menores de idade, o estudo so6 sera
realizado mediante autorizagdo de seu responsavel legal. Consentimento Pds—Informacgao :

Eu, , fui informado sobre o que a
pesquisadora quer fazer e porque precisa da minha colaboracéo, e entendi a explicagcdo. Por isso, eu
concordo em participar do projeto (ou permitir que o] @ menor

participe), sabendo que n&o vou receber remuneracéo e que
posso DESISTIR A QUALQUER MOMENTO. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas
assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do participante
Impressao dactiloscopica

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS
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23 Lra M LABORATORIO DE CITOGENETICA
! :o""m'm'“"“ ALTERAGOES CITOGENETICAS EM CRIANGAS PORTADORAS DE LEUCEMIA

E-g_l EHEMOAM LINFOIDE AGUDA B NO AMAZONAS.

REG LAB: DATA:
NOME: Idade: Sexo:
DN: Local Nasc.: Proc.:

HD: Meédico.:

1. AO DIAGNOSTICO:

Estratificacdo de Risco:

Grupo Etdrio:( )21e<9 ( )<1e=29;Infiltragdo SNC: ( )Presente ( )JAusente ;
Leucometria ao diagndstico( )<50.000 ( ) >50.000;

Citogenética de risco: ( )Presente ( )Ausente

Descrigao do cariétipo:

Resultado FISH:

MORFOLOGIA
SP: Hb: Ht: PLT: JuL
LEUCO: /uL

( )

MO: LEUCO: /uL
DIFERENCIAL DA MEDULA OSSEA (%)
Série Granulocitica %  Série Eritrocitica (Eritroblastos) %
Neutrdfilos: Série Linfomonoplasmocitica %
Mieloblastos % Linfdcitos %
Promieldcitos % Mondcitos %
Mielécitos % Plamacitos %
Metamielécitos % Série Megacariocitica(Megacariécito)
Bastdoes % Blastos %
Segmentados % Outras células
Eosindfilos: %
Basofilos: %

IMUNOFENOTIPAGEM AO DIAGNOSTICO:
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9.3 Protocolos laboratoriais

9.3.1 Coloragao pela técnica do May Grunwald Giemsa (MGG)

Preparagio dos reagentes e procedimento técnico“?),

Materiais:

. Solugao corante Giemsa (estoque) — 1 gota

. Agua tamponada pH 6,8 — 1 ml

. OBS. Preparar a quantidade necessaria de acordo com o numero de laminas

a serem coradas. Cada lamina consome cerca de 3 ml.

1-Confeccionar esfregagco sanglineo com material medular ou sangue periférico
de preferéncia fina e sem anticoagulante;

2-Cobrir a lamina com solugao corante May Grunwald durante 1 minuto;
3-Sobre a solugao anterior, acrescentar 20 gotas de agua tamponada (pH 6.8) e
homogenizar de modo a aparecer um espelho na superficie da mistura, aguardar
durante 3 minutos;

4-Desprezar a mistura acima e cobrir a lamina com a solucéo corante Giemsa
de uso (preparada no momento de uso). Aguardar 15 minutos. Nos casos de
hipercelularidades deixar este corante durante 20 minutos;

5-Lavar em agua corrente e secar a temperatura ambiente.

Resultados esperados (validagao dos reagentes)

— Hemacias: cor réseo

— Plaquetas: cor azul

— Leucdcitos:
a) Linfécitos :nucleo azul violeta e citoplasma azul
b) Mondcitos: nucleo (lobulado) azul violeta e citoplasma azul claro
c) Granuldcitos: neutrofilos polimorfonucleares com nucleo em azul escuro,
citoplasma rosa palido e granucades de tons réseos a azul claro; basofilos
com nucleo purpura a azul escuro, granulagdes volumosas cobrindo todo o
citoplasma que é azul escuro; eosindfilos com nucleo azul, citoplasma rosa

palido e granulos volumosos na cor vermelho a vermelho laranja.
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9.3.2 Mielograma

O paciente é posicionado na mesa de procedimento, expondo, na
dependéncia da faixa etaria, a crista iliaca ou platé tibial, para antissepsia e
anestesia local (5ml de lidocaina 1% a 2% sem adrenalina, Hypolabor, Brasil),
sendo o local puncionado com agulha prépria para mielograma (18x04cm para
lactentes e pré-escolares e 16x7,5cm para escolares/adolescentes) conectada a
seringa de 20ml para aspiracgéao inicial de 0,5ml destinados a confecg¢ao de oito
esfregacos para analise morfolégica. Os esfregagcos devem ser devidamente
identificados com as iniciais do paciente e data da coleta e acondicionados em

cartela propria em temperatura ambiente().

Aspirados medulares sao coletados do platé tibial em criangas com <12

meses e acima dessa idade as coletas serao da crista iliaca posterior.

9.3.3 Técnica de imunofenotipagem

O processamento das amostras para marcacdo celular por
imunofenotipagem dos antigenos de superficie celular segue o seguinte

procedimento técnico:

Marcacgao dos antigenos de superficie

O processamento das amostras para marcagdo celular por
imunofenotipagem dos antigenos de superficie celular segue o0 seguinte
procedimento técnico®®).
1-Contar células em plataforma Advia® 2120i, para avaliar a celularidade do
material. A leucometria devera ser ajustada para 10.000 células a fim de utilizar
100 pL.
2-Lavar a amostra com PBS contendo 5% de soro fetal bovino, trés vezes, para
reduzir a ocorréncia de reagdes inespecificas. Na ultima lavagem, ressuspender

o pellet de células com PBS ou PBS-W (PBS com azida sédica).



81

3-Identificar os tubos de hemolise (Falcon®) apropriados para o uso no citbmetro
de fluxo com os AcMo a serem utilizados no painel de triagem para definicdo do
subtipo celular.

4- Adicionar 100 pL da amostra.

5-Adicionar o volume adequado para os AcMo (Quadro 6).

6-Homogenizar no vortex e incubar por 15 minutos a temperatura ambiente e
protegido da luz.

7-Proceder a lise das hemacias seguindo protocolo do fabricante do kitpara lise
celular.

8-Homogenizar no vortex e incubar por 10 minutos a temperatura

ambiente e protegido da luz.

9-Centrifugar por 5 minutos a 1700rpm.

10-Desprezar o sobrenadante por inversao.

11-Ressuspender o pellet no vortex e acrescentar 2mL de PBS-W.
12-Centrifugar por 5 minutos a 1700rpm. Repetir os passos 10 e 11.
13-Desprezar o sobrenadante por inversao, ressuspender em 500 pyL de PBS-
W.

14-Fazer aquisi¢do no citbmetro de fluxo FACSCalibur utilizando uma mascara
elaborada no software cell quest e os Instruments Settings para garantia da

qualidade.
Marcagao dos antigenos intracitoplasmaticos e nucleares

O processamento das amostras para marcacdo celular por
imunofenotipagem dos antigenos citoplasmaticos e nucleares segue o seguinte
procedimento técnico (protocolo de fixacdo e permeabilizacdo da FIX &
PERM®):
1-Para cada amostra que é analisada, adicionar o volume apropriado do
anticorpo conjugado direcionado para os marcadores de superficie celular de
interesse, e/ou o isotipo controle para um tubo apropriado de 5 mL com 12 x 75

mm.

6
2-Pipetar 100 pL da amostra ou ajustar células equivalente a 1 x 10 células, em

cada tubo.



82

3-Homogenizar no vértex, incubar por 15 minutos no escuro e temperatura
ambiente.

4-Adicionar 100 pL do reagente A (Fixacao) e incubar por 15 minutos no escuro
e em temperatura ambiente.

5-Lavar uma vez com 3 mL de PBS-W (PBS + 0.1% NaN3 + 5% SBF).

6-Centrifugar por 5 minutos a 1.500 ou 1.700 rpm , aspirar sobrenadante e
colocar no vortex para resuspender totalmente o pellet celular.

7-Adicionar 100mL do reagente B (Permeabilizacdo) e o volume recomendado
dos anticorpos intranucleares ou do correspondente isotipo controle.

8-Colocar no vortex por 1-2 segundos e incubar por 20 minutos no escuro e
temperatura ambiente.

9-Lavar uma vez com 3 mL de PBS-W (PBS + 0.1% NaN, + 5% SBF).

3
10-Centrifugar por 5 minutos a 1.500 ou 1.700 rpm e aspirar o sobrenadante.

11-Ressuspender as células em solucao salina para analise imediata.

Os AcMo conjugados a um fluorocromo conhecido se ligam ao antigeno
presente na superficie, citoplasma ou nucleo da célula, formando um complexo
antigeno/ anticorpo identificado pela excitagdo de um feixe luminoso sobre o
fluorocromo e medido a quantidade de luz emitida por um conjunto de filtros. Os
fluorocromos mais utilizados sao o isotiocianeto de fluorceina (FITC), ficoeritrina
(PE), aloficocianina (APC) e proteina Clorofila Peridinina (PerCP) que emitem
luz com diferentes comprimentos de onda. Essa luz refratada é captada por
receptores e estes dados serdo processados em graficos e histogramas,
divididos em parametros de fluorescéncia denominadas FL1, FL2, FL3 e FL4 e
parametros de dispersao da luz que refletem o tamanho celular e complexidade
interna  (FSC- forward scatter e SSC- side scatter respectivamente),
possibilitando a analise de populagbes via software cell quest™). Uma relagéo
dos anticorpos contra os que sao utilizados para LLA-B bem como dos
fluorocromos associados, esta apresentada abaixo:
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Quadro 6. Painel de Triagem das leucemias ao diagnostico.

FITC PE Percp APC
IgG1 IgG1 IgG1 1gG1
Controle negativo |  -------- Ccb4s | e
MPO CD79a CD45 ClgM
cCD3 CD7 CD45 CD19
CD38 CD13 CD45 CD34

Obs. Substituir
pelo sCD3* se
intensa
leucocitose e
massas

A LLA pré-B expressa os antigenos CD79a, TdT, CD34, CD19 e CD22 de
citoplasma (CD22c). ALLA B comum (Calla) expressa CD10, CD22c, CD19 e/ou
CD20. A leucemia pré-B expressa cadeia J citoplasmatica, em adicdo a CD19,
CD20 e CD10. A LLA do tipo B maduro apresenta um fendtipo incomum,
caracterizando-se pela expressdo de cadeias leves de imunoglobulina na

superficie de membrana (smlg) 2.

Os AcMos CD79a, cCD3, CD7, CD13 e sCD3 (nos casos de intensa
leucocitose e massas tumorais), foram utilizados para o controle da reagao do
estudo, ja que fazem parte do painel de triagem ao diagnédstico para diferenciar
LLA-B, LLA-T e LMA®2),

9.3.4 Protocolos para citogenética convencional®3),

Preparagao de meio de cultura RPMI
Depois de diluido com agua purificada, deve ser filtrado com um papel
de filtro de 0,22y, para esterilidade. Para cada 100ml de meio de cultura,

devemos adicionar:

+ 20 ml de soro fetal bovino (SBF);
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* 1,5ml de penicilina e estreptomicina (10.000 u/ml e 10mg/ml
respectivamente);

* 1,5ml de L-glutamina;

« 2,0ml de fitoemaglutinina (PHA);
O meio descrito é aliquotado em frascos de 5ml, onde as gotas de SP sdo

pingadas diretamente e permanecem durante todo seu cultivo.

Coleta das células da cultura

1-Centrifugar a amostra por 8 minutos a 1.500 rpm;

2-Retirar o sobrenadante;

3-Adicionar 7ml de solugao hipotdnica (KCI 0,075M, pH 6,8) pré-aquecida a 37°
C. Adicionar aos poucos e deixar em banho-maria, a 37° C, por 15 a 20 minutos;
4-Interromper o choque hipotdnico com 0,5ml de fixador Carnoy (metanol:acido
aceético, 3:1);

5- Centrifugar novamente por 8 minutos a 1.500 rpm;

6-Retirar o sobrenadante;

7-Repetir os passos 5 € 6;

8-Depois de retirar o ultimo sobrenadante, adicionar 5ml de fixador Carnoy e

colocar no freezer por no minimo 2h ou overnight.

Cultura das células de sangue periférico

A cultura deve ser realizada dentro da capela de fluxo laminar
(devidamente asséptica) onde pingam-se de 8 a 10 gotas de SP em 5ml de meio
de cultura RPMI. Devera ser deixada em estufa a 37° C em cultura fechada ou
aberta por 72h.

Cultura das células de medula 6ssea

A cultura érealizada como descrito:
1-Meio de cultura especifico para MO (Marrow-Max-GIBCO);
2-Pingar aproximadamente 1 a 2 ml de MO em tubo c6nico com o meio para

medula previamente aquecido;
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3-Suspender as células e colocar na estufa por 24 ou 48h (fazer os dois tempos
para ampliar a possibilidade de acerto na resolugdo dos cromossomos);
4-Acrescentar 0,1ml de colchicina por 40 a 50 minutos;

5-Centrifugar a 800 rpom por 8 minutos;

6-Retirar o sobrenadante, seguindo a hipotonia, fixagdo e coloragao.

9.3.5 Técnica de FISH

Producdo das laminas e hibridizagdo("®).

As laminas sédo submetidas a um pré-tratamento com solucdo de 2XSSC
(NaCl / citrato de sédio) e desidratadas em uma bateria de alcoois 70%, 80% e
100% a temperatura ambiente. Para denaturacédo, as laminas séo colocadas em
uma solugao de 70% formamida/ 30% 2XSSC (pH 7.0) aquecida a 73° C por
cinco minutos. A sonda denaturada simultaneamente serd aplicada sobre as
laminas, cobertas com laminula e colocadas, em seqiiéncia camara Umida e no
escuro, em estufa a 37°C por, no minimo, seis horas ou, preferencialmente, a
noite toda. Apods esse periodo, as laminas seréo lavadas em uma de trés banhos
de formamida e 2XSSC a 45° C por dez minutos, e por cinco minutos na solucéo
de 2XSSC e NP 40%. No momento da analise, as laminas serdo coradas com

10uL de DAPI Il (Vysis, Inc.) e cobertas com laminula.
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