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RESUMO

As leucemias sdo grupos heterogéneos de neoplasias hematolégicas, que resultam da
transformacao total ou parcial das células blasticas. A Leucemia Linféide Aguda (LLA) € a
neoplasia mais comum na infincia, principalmente na populagdo masculina caucasiana
menor de 14 anos. Vdrios critérios podem ser adotados para classificar LLA, dentre eles a
morfologia celular, a citoquimica, a imunofenotipagem e o estudo citogenético. A
citogenética permite uma andlise mais detalhada o que possibilita detectar as alteragdes
cromossomicas das células leucémicas. Estas alteracdes irdo auxiliar no diagndstico, na
classificacdo, na caracterizacdo de diferentes estdgios, na avaliacdo da remiss@do e no
prognéstico dessas neoplasias. Foram avaliados neste estudo 30 pacientes com idade
variando de quatro meses a dezessete anos, de ambos os sexos e de vdrias etnias. A faixa
etaria predominante neste estudo foi de pacientes entre um e dez anos (67%) com média de
idade de 7 anos e meio, de etnia caucasiana (50%) e sexo masculino (57%). De acordo com a
imunofenotipagem 93% dos pacientes apresentaram LLA de linhagem B precoce e 7% de
linhagem T. Considerando a populacdo total estudada, os achados clinicos mais freqiientes
foram linfoadenopatia (37%), hepatomegalia (77%) e esplenomegalia (70%), podendo, em
muitos casos um paciente apresentar mais de um desses achados. Em relacdo ao hemograma,
a maioria dos pacientes apresentou hemoglobina abaixo de 10 g/dl (73%), contagem de
leucécitos inferior a 10.000/uL. (60%) e contagem de plaquetas abaixo de 150.000/uL (83%).
As anormalidades cromossdmicas foram observadas em 64%, dessas a hiperdiploidia foi a
alterac@o numérica mais comum (67%), seguida pela hipodiploidia com 33%. Todos esses
dados corroboram com os relatos da literatura. Adicionalmente, foram observadas alteragdes
estruturais e/ou numéricas complexas ainda ndo descritas na literatura, as quais indicaram
prognéstico desfavordvel. Conclui-se que a partir deste trabalho foi possivel demonstrar a
importancia do estudo citogenético no diagndstico e na identificagdo de fatores progndsticos
nos pacientes pedidtricos com LLA do Rio Grande do Norte. Os resultados obtidos neste
estudo sdo de extrema importancia e ressaltam que pesquisas desta natureza devem ser

realizadas com maior freqiiéncia em nosso Estado.

Palavras-chave: Leucemia Linféide Aguda, Alteracdes Cromossdmicas, Citogenética.



ABSTRACT

Leukemia is a heterogeneous group of hematologic malignancies that result from partial or
total transformation of the blast cells. The Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most
common malignancy in childhood, especially in male, Caucasian children younger than 14
years. Several criteria are adopted to classify ALL, including the cell morphology,
cytochemistry, immunophenotyping and cytogenetic analysis. Cytogenetic studies allow a
more detailed analysis to detect chromosomal abnormalities of leukemic cells. These
modifications will determine the diagnosis, classification, stage characterization, remission
assessment and prognosis. In this study were evaluated 30 patients, aged from four months to
seventeen years, of both sexes and various ethnicities. The age distribution showed that 67%
of patients had between one and ten years (with mean age of XX years old), the most
prevalent ethnic was Caucasian (50%) and 57% were males. According to immunophenotype,
93% of patients had B-cells progenitor ALL and 7% early lineage T. Considering the total
studied population, the most frequent medical findings were lymphadenopathy (37%),
hepatomegaly (77%) and splenomegaly (70%), where one patient could present more than one
of these medical findings. Regarding the CBC, the majority of patients had hemoglobin below
10 g / dl (73%), leukocyte count less than 10.000/uL (60%) and platelet count below
150.000/uLL (83%). Chromosomal abnormalities were observed in 64% of all patients, where
hyperdiploidy was the most common numerical change (67%), followed by hypodiploid
(33%). All these data are in agreement with the literature. Moreover, complexes structural
and/or number changes not yet described in literature were observed, which indicated poor
prognosis. Finally, we concluded that this study demonstrated the importance of cytogenetic
study in the diagnosis and identification of prognostic factors in pediatric patients with ALL
in Rio Grande do Norte. The results obtained in this study are extremely useful and

emphasizes that surveys of this nature must be conducted more frequently in our state.

Keywords: Acute Lymphoid Leukemia, Chromosomal Changes, Cytogenetics.
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1 INTRODUCAO

As leucemias agudas (LAs) compreendem um grupo de neoplasias caracterizadas
pela proliferacao clonal e acimulo na medula éssea de células hematopoéticas imaturas
denominadas blastos. Estas células ocupam o ambiente medular e inibem o crescimento e a
maturacdo normal dos precursores eritréides, mieldides e megacariocitarios. As LAs se
difereciam entre si com respeito a célula de origem, apresentacdo clinica, curso e resposta
terapéutica .

A medida que se acumulam na medula Gssea as células leucémicas suprimem a
expansdo das células progenitoras hematopoéticas normais, refletindo as manifestacoes
clinicas comumente observadas nas leucemias agudas no momento do diagnéstico, tais
como: anemia, infec¢des e hemorragias que sdo resultantes da escassez de hemdcias,
leucécitos funcionais e plaquetas, respectivamente .

Nas leucemias agudas dois estagios de desenvolvimento hematopoético sao provaveis
alvos para a transformagao maligna: a célula tronco multipotente e as células precursoras nao
linféides e linféides (B e T), originando a leucemia mieldide aguda (LMA) e a leucemia
linfobl4stica aguda (LLA), respectivamente @ 0 estdgio onde essa transformacdo ocorre
tem importantes implicacdes clinicas, terapéuticas e progndsticas, nas quais a resposta
clinica inicial e a chance de cura variam de acordo com o estdgio em que as células sdo
afetadas 7).

A etiologia das leucemias ainda permanece obscura, € sua patogé€nese estaria
relacionada as alteracOes genéticas, ambientais e imunoldgicos. Assim como outros tipos de
cancer resultam de mutagdes no DNA de células somadticas. Vdrios fatores ambientais,
agentes quimicos (pesticidas, herbicidas, benzeno, borracha, fumo, tintas, derivados de
petroleo, 6xido de etileno) ou farmacos (cloranfenicol, fenilbutazona, cloroquina), exposi¢ao
laboral ou acidental a radiacdo ionizante, radioterapia, quimioterapia no tratamento de
neoplasias prévias, infec¢des virais por: Epstain Barr virus (EBV), Human immunodeficiency
virus (HIV) e o human T-lymphotropic virus type I (HTLV-1), doencas genéticas, como a
sindrome de Down, bem como algumas doencas onco-hematoldgicas, como a sindrome
mielodisplésica, podem aumentar o risco de leucemias “.5),

Os eventos moleculares responsaveis pela transformacdo leucémica ainda nao sao

conhecidos, entretanto o resultado final consiste na proliferacdo das células hematopoéticas

imaturas que perderam sua capacidade de diferenciacdo normal tipica @ No entanto, a
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ativacdo de proto-oncogenes € mutacdoes em genes supressores que regulam o ciclo celular
parecem estar envolvidos na perda do controle da proliferacdo celular, diferenciacdo,
maturagdo e morte celular programada (apoptose). Desta forma, o processo tumoral estd
intimamente relacionado com a alteracdo do ciclo celular. Neste nivel, a leucemia € um
processo dinamico decorrente de multiplas etapas onde a célula mutada sofre algumas
divisdes, produzindo um clone de células que apresentam a mutacao’ ©8),

Novas mutagdes podem ocorrer em cada estdgio da proliferacao clonal, até 0 momento
em que uma célula adquire nimero de mutagdes suficientemente necessdrio para a
transformac¢dao maligna. O tecido hematopoético apresenta elevada quantidade de células em
divisdo e diferenciacdo, desde célula tronco (stem cell) até as células mais diferenciadas. A
medida que se diferenciam essas células perdem a capacidade de divisao, corroborando que a
leucemogénese pode estar relacionada com alteracdoes dos oncogenes e genes supressores de
tumor ©.

Alguns modelos de tumorigénese sdo baseados nos resultados de uma série de alteracdes
dos genes que atuam direta ou indiretamente no controle do ciclo celular. Atualmente, sdo
conhecidas duas classes de genes que atuam nos processos de tumorigénese: a primeira classe
inclui os genes que controlam diretamente a proliferacio celular, denominados proto-oncogenes,
e os genes supressores de tumor; a segunda classe é formada por genes que ndo controlam
diretamente o ciclo celular, mas controlam as taxas de mutacdes. Esses genes sdo muito

importantes no reparo do DNA e sdo denominados mutator genes .

Muitas vezes um proto-oncogene € ativado (FIG. 1) por translocagdo cromossomica a
oncogene e se fusiona a outro gene celular. Os produtos resultantes destas translocagdes sao
os fatores de transcricdo, cujas funcdes sdo de codificar proteinas que controlam o
crescimento e a diferenciacdo celular. Estes genes hibridos t€ém importancia na tumorigénese,

pois tém a capacidade de controlar a expressdo de diversos outros genes ™.

Proto-oncogenes

mutacao de ponto

rearranjo cromossémico

rearranjo génico
ativacao amplificagédo génica

Oncogenes

Figura 1 - Esquema da ativag@o dos proto-oncogenes

Fonte: Carakushansky, 2001 ao,
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As leucemias, assim como as mielodisplasias, sindromes mieloproliferativas e doengas
relacionadas sdo distirbios neopldsicos do tecido hematopoético. As leucemias sdo diferentes
dos outros tipos de cancer do ponto de vista de sua evolucdo, uma vez que, para sua
disseminagdo, sdo desnecessdrios os mecanismos de angiogénese, ruptura estrutural e de
formacdo de metdstase, comuns aos demais. Apesar dessas diferencas, elas se constituem em
exemplo de ruptura do desenvolvimento normal celular, pois se originam de uma somatdria
de mutagdes que afetam as células tronco hematopoéticas .

As leucemias podem ser classificadas e diagnosticadas de acordo com a morfologia e
citoquimica, complementada pela imunofenotipagem, proposta pelo grupo French-
American-British (FAB); pela morfologia, imunofenotipagem e citogenética, proposta pelos
grupos MIC (classificagdo  morfolégica, imunolégica e citogenética); pela
imunofenotipagem, proposta pelo European Group for the Immunological Classification of
Leukemias (EGIL); por eventos antecedentes e pela natureza da célula progenitora na qual a
mutacdo leucemogénica ocorreu V.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou que em 2010 a incidéncia de cancer
no Brasil foi de 489.270 novos casos de neoplasias, sendo as leucemias responsaveis por
9.580 casos, com maior prevaléncia no sexo masculino, ocupando a nona colocacdo dentre as
neoplasias. Na regido Nordeste as taxas brutas de incidéncia estimadas para leucemias foram
de 4,01 casos para homens e 3,11 casos para mulheres (por 100.000 habitantes), sendo a
oitava mais prevalente. No Rio Grande do Norte as taxas sdo de 6,42 casos e 4,98 casos,
respectivamente, e, em Natal, a estimativa € de 30 novos casos. Dentre esses, 7,58 em homens
e 6,67 em mulheres (12),

Estudos na América do Norte, Asia, e Europa apontaram que a taxa de incidéncia de
leucemia em criancas aumentou nas duas ltimas décadas > '¥. Embora parte deste aumento
possa ser decorrente da melhoria nos registros de cancer e no diagndstico da doenga, esses
fatos explicam apenas parte da tendéncia. Alguns autores acreditam que as taxas realmente
aumentaram, porém os fatores contribuintes ainda ndo estao bem estabelecidos. Uma hipétese
¢ de que a tendéncia esteja relacionada ao estilo de vida moderno.

Um campo importante na pesquisa do cancer € o delineamento das alteragdes
citogenéticas em forma especifica de tumores, relacionadas com os pontos de quebra dos
diversos rearranjos estruturais. A associa¢do da andlise citogenética ao tipo de tumor e a

7z

eficdcia do tratamento € uma parte importante da assisténcia de pacientes com cancer,

particularmente nos portadores de leucemias .
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A citogenética classica ou convencional tem sido considerada um instrumento de
diagnéstico de grande importancia na medicina clinica, visto que as anomalias
cromossdmicas sdo causas importantes de esterilidade, doengas congénitas e de retardo
mental, revelando-se freqlientes em muitas formas de cancer, particularmente em alguns
tipos de leucemias (16:17 " A sensibilidade da anélise citogenética classica pode ser melhorada
quando complementada por técnicas moleculares tais como a FISH do termo em inglés
fluorescence in situ hybridization, sendo importante ferramenta para confirmar a presencga de

rearranjos recorrentes ou na detec¢do de alteragdes nao detectadas na citogenética classica
(18)

z

Diante do que foi apresentado, conclui-se que a citogenética é atualmente uma
ferramenta importante no diagndstico, classificacdo e progndstico das leucemias agudas.
Apesar da sua importancia, ainda nido havia sido realizado nenhum estudo referente as
alteracdes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais presentes em pacientes pedidtricos com
Leucemia Linfoblédstica Aguda, no Rio Grande do Norte. Dessa forma, este estudo
proporcionou uma significativa contribuicdo cientifica para o desenvolvimento de novas

pesquisas dentro do nosso estado, principalmente no setor onco-hematolégico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

As leucemias agudas, caracterizadas por maturacdo defeituosa, apresentam um infiltrado
leucémico constituido basicamente por células blésticas, enquanto as leucemias cronicas
caracterizam-se por um elevado nimero de células em proliferacdo, que mantém a capacidade de
se diferenciarem em células maduras . As agudas sdo divididas em Leucemia Linféide Aguda
(LLA), Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) e Leucemia Bifenotipica Aguda (LBA), enquanto as
cronicas sdo separadas em Leucemia Linféide Cronica (LLC) e Leucemia Mieldide Cronica
(LMC) .

A LLC € caracterizada por apresentar linfécitos maduros (principalmente de linhagem B)
no sangue, medula 6ssea e 6rgaos linféides. Na LMC o achado caracteristico € a predominancia
de células granulociticas em todos os estagios de diferenciacdo no sangue, medula 6ssea, bago,
figado e outros 6rgdos %

A LLA ¢ caracterizada pela proliferacdo maligna de linfoblastos que sdao células
precursoras dos linfécitos B e T @D Diferente dos linfomas, pois, geralmente, estes dltimos
apresentam células mais maduras tipicamente linféides nos ganglios linfaticos, baco, etc *.
Alguns linfomas, como o linfoma linfébldstico e linfoma de Burkitt, apresentam

caracteristicas semelhantes as leucemias, todavia, sdo derivados de células imaturas e exigem

terapéutica semelhante 2 utilizada para LLA 2.

2.2 HISTORIA DA LEUCEMIA

No ano de 1827 foram registrados os primeiros casos de leucemias descritos na
literatura médica, quando o médico francés Alfred Armand Lois Marie Velppeau registrou,
numa paciente de 63 anos, uma doenca com sintomas de febre, fraqueza, célculos renais,
hepatomegalia e esplenomegalia, apresentando, ainda, sangue com caracteristicas que fugiam
a normalidade — A especulacdo imediata de causa da doenca foi o aparecimento de
“corpusculos brancos” @ Quase duas décadas depois, mais exatamente no ano de 1845, John

Hughes Bennett, médico inglés, fisiologista e patologista, fez a primeira descricio da
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leucemia como distirbio sanguineo. Entretanto, a primeira pessoa a descrever realmente a
leucemia como uma doencga foi o médico francés Donné Alfred @3,

Na cidade de Edimburgo, capital da Escécia, Bennett publicou um documento
intitulado “Processo de Hipertrofia do Baco e do Figado”, relatando diversos casos de 6bitos
de pacientes que apresentaram esplenomegalia e alteracdes de cor e consisténcia sanguineas.
Na ocasido, utilizou-se do termo “leucocythemia” para descrever a patologia, voltando a
utiliza-lo em 1852 para intitular livro que escrevera, registrando o primeiro caso de cura que
publicara em 1845 ¥,

O termo leucemia, porém, foi utilizado apenas em 1856, pelo patologista alemao
Rudolf Ludwig Karl Virchow. Pioneiro no uso do microscopio 6tico em patologia, Virchow
descreveu o excesso de glébulos brancos nos doentes com a sindrome clinica relatada por
Velpeau e Bennett. Na incerteza da causa da elevada presenca dos glébulos brancos no
sangue, descreveu suas observacdes simplesmente como "leucemia", do grego "glébulos
brancos", para referir-se a condi¢do analisada @) Em 1877, Paul Ehrlich desenvolveu uma
técnica de coloragdo que permitiu a diferenciacdo entre os leucocitos normais € anormais —

importante avanco para a classificacdo das leucemias **.

2.3 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA)

2.3.1 Incidéncia

A incidéncia da leucemia apresenta dois picos em relagdo a idade, o primeiro na
infancia (menores de 14 anos) e o segundo em idosos @3 A idade é um fator fortemente
associado com o tipo de leucemia. A LLA € uma doenga da infancia, particularmente de 3 a 5

26 - ‘o N e )
anos © e a leucemia linfocitica cronica (LLC) é mais incidente nos idosos

(27).

Nos EUA, criancas de 1 a 4 anos, quando comparadas com as demais faixas etarias,
apresentaram as maiores taxas de LLA chegando a 73,2/1 milhdo de pessoas anos, caindo
para 32,2 em criancas de 5 a 9 anos e 19,4 em criancas de 10 a 14 anos“?. Na Inglaterra e no
Pais de Gales, criancas entre 1 a 4 anos, apresentaram taxa de incidéncia de LLA semelhante
a do estudo anterior (79,81/1 milhdo de pessoas anos) @) Coebergh et al., (2006) G0
relataram que as taxas de LLA mais elevadas foram observadas em criancas de 1 a 4 anos,

reduzindo pela metade em criancas de 5 a 9 anos e aproximadamente 25% em criancas de 10

a 14 anos.
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Na India, a LLA em criangas de 0 a 4 anos do sexo masculino apresentou taxa de
40,1/1 milhao, e para o sexo feminino de 34,3 G Embora a India apresente baixas taxas de
incidéncia quando comparadas com as dos EUA e Europa, o comportamento da incidéncia
segundo a faixa etdria infantil foi semelhante, sendo maior entre criancas de 0 a 4 anos,
seguida das de 5 a 9 anos de idade G,

A LLA em criangas apresenta uma razdo de sexo mundial de 1,2 homens para cada
mulher ®. Na Europa (< 14 anos) a incidéncia entre os meninos foi maior do que entre as
meninas *®. Nos EUA em criancas menores de 14 anos, os meninos também apresentaram
taxa maior que as meninas, 46,1 e 37,4/1 milhdo de pessoas anos respectivamente % Na
India a taxa de incidéncia para a LLA foi de 35,5 em meninos e 22,2/ 1 milhdo em meninas
2 No Brasil, observou-se uma taxa de incidéncia de leucemia entre os meninos de 41 e 36/1

milhdio em meninas 2.

2.3.2 Fatores Etiologicos

Estudos epidemioldgicos sobre leucemias agudas na infancia tém examinado inimeros
possiveis fatores de risco com intuito de revelar sua etiologia. Em revisdo, Greaves (1997) @
propds um modelo dos possiveis fatores causais, subdivididos em: modificacdes genéticas
(modificacao no sistema imune, metabolismo carcinogénico, reparacao do DNA e mutacdo de
alelos herdados), fatores ambientais (radiac@o ionizante, solventes, infec¢des, toxinas, dieta e
transformagdes virdticas) e modificagdes adquiridas (dieta, infeccdes e imunossupressores).
Da mesma forma, Linet et al., (2006) (34) apontaram varios fatores de risco ambientais, tais
como poluentes no ar, radiacdes ionizantes € ndo-ionizantes e aspectos ligados ao estilo de

vida moderno.

2.3.2.1 Genética

A ocorréncia de leucemias em criangas, bem como de outros canceres, pode ser o
resultado da interacio entre a heranca genética e exposi¢des ambientais ©). A importancia de
eventos genéticos na vida uterina foi estudada utilizando concordancia entre gémeos com
leucemia ®® *”. De acordo com Zipf et al.,(2000) @7, gémeos idénticos quando comparados
com a populagdo em geral possuem duas vezes mais chance de desenvolverem leucemia se
um deles desenvolver a doenca com idade menor do que 7 anos. A hipdtese da leucemia na

infancia se originar durante a vida uterina se confirmou através de estudos realizados em
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amostras de sangue coletado para o teste do pezinho de criangas que apresentaram leucemia,
foram observadas alteragcdes cromossOmicas caracteristicas de LLA nestas amostras,
particularmente t(4;11) e t(12;21) ©®.

Apesar de sindromes genéticas acometerem pequena propor¢cdo de criancas com
leucemia, certas doengas hereditdrias foram associadas com aumento do risco em desenvolver
leucemia. Alguns exemplos sdo citados em revisdo de Belson et al., 9. anemia de Fanconi,
Sindrome de Bloom, Sindrome de Down, Sindrome de Shwachman e neurofibromatose. Essas
doencas sao caracterizadas por defeito na reparacao do DNA, anormalidade no nimero de

~ A s 35
Cromossomos € translocagoes cromossomicas ( ).

2.3.2.2 Fatores Ambientais

A radiac@o ionizante é uma das poucas exposi¢des que esteve associada com leucemia
em criancas, em particular com a LMA. A incidéncia de leucemia entre os sobreviventes das
explosdes das bombas de Hiroshima e Nagasaki (1945) foi 20 vezes maior que a taxa na
populacdo em geral. O efeito das radiagcdes ionizantes pode ocorrer antes da concepgao,
durante a gestacdo ou no puerpério. Estudos sobre exposi¢do a radiacdes ionizantes antes da
concepcdo investigaram a exposicdo dos pais das criancas nos locais de trabalho ©?. Os
estudos realizados sobre exposi¢cdes a radia¢do ionizante no dtero direcionavam-se na analise
dos efeitos das explosdes ocorridas na II Guerra Mundial (1939-1945), no acidente de
Chernobyl em 1986 (Russia) e, ainda, pela exposi¢do a exames que envolvem o uso de raio-
X. O estudo em Chernobyl encontrou risco aumentado de leucemia em criangas para
exposicdes durante a vida intra uterina de pessoas que viviam nas dreas do acidente “%.

A partir da experiéncia das bombas atomicas de Hiroshima e Nagasaki, a radiacdo foi
admitida como causa das LLA, LMA e LMC nos sobreviventes @D Porém, os diferentes
subtipos de leucemia implicam em diferentes mecanismos causais da doenca e, apesar dos
grandes progressos no diagndstico e na terapia das leucemias agudas, sua etiologia permanece
obscura.

A classe de compostos quimicos mais comumente associada com leucemia em
criangas sao os hidrocarbonetos e pesticidas. Estudos examinaram a associagdo entre leucemia

2.9 Hidrocarbonetos sio

na infancia e a exposi¢do direta e indireta a esses quimicos
compostos organicos formados por dtomos de carbono e hidrogénio. Eles podem ser

encontrados em casas especializadas em tintas e em industrias de solventes. O mais conhecido
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e estudado € o benzeno, utilizado por pintores e encontrado em plasticos. Muitos estudos
demonstraram associagdo estatisticamente significativa entre o benzeno e a leucemia “2)

A auséncia de infec¢des comuns durante o primeiro ano de vida foi considerada um
fator de risco para ocorréncia de LLA. A explicacdo € que, na auséncia da modulacdo da
resposta do sistema imune a infeccdo no primeiro ano de vida, podem ocorrer respostas
imunes altamente desreguladas a subseqiientes infeccoes em individuos susceptiveis. Estas
respostas desreguladas podem iniciar a proliferacio de células pré-leuc€émicas na medula

6ssea, sendo o segundo evento necessdrio para o desenvolvimento da leucemia “?.

2.3.3 Diagnostico laboratorial

O exame cuidadoso da medula 6ssea é essencial para estabelecer o diagndstico da
LLA, pois cerca de 20% dos pacientes com leucemia aguda ndo apresentam blastos no
sangue periférico no momento do diagnéstico ). A morfologia dos blastos pode ser
diferenciada no sangue periférico e na medula. E necessaria a presenca de no minimo 20%
de blastos na medula dssea para se confirmar um diagnostico de LLA 46 As caracteristicas
morfoldgicas, imunofenotipicas, bioquimicas, citogenéticas e moleculares das células
leucémicas, confirmam que a LLA ¢é uma doenga biologicamente heterogénea. Essa
heterogeneidade resulta do fato da leucemia poder se desenvolver em qualquer etapa da
diferenciacdo linféide normal. Essa caracteristica € primordial no diagndstico por
imunofenotipagem.

Aproximadamente 50% dos pacientes com LLA apresentam contagem inicial de
leucdcitos acima de 10.000/uL e cerca de 20% desses, estdo acima de 50.000/pL. Neutropenia
(menos de 500 granulécitos/pul) € um achado comum ao diagndstico, o que leva ao aumento
do risco de infeccdo. Os blastos podem estar ausentes no sangue periférico. Hemoglobina
menor que 10g/dL estd presente em 80% dos pacientes. Mesmo em concentragdes baixas de
hemoglobina, a anemia € normocitica e normocromica, € a contagem de reticuldcitos €
reduzida. A trombocitopenia estd presente na maioria dos pacientes, sendo a contagem de

(46)

plaquetas menor que 100.000/uLL em aproximadamente 75% dos casos . Algumas criangas

com LLA, mesmo com infiltragdo da medula 6ssea por blastos, podem apresentar hemograma
normal 7.
Outras alteracdes laboratoriais dependem da quantidade de blastos circulantes, da

extensdo da doenca extra medular, da proliferacao excessiva e da destrui¢io das células
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leucémicas. A elevacdo da concentragdo sérica de desidrogenase lactica € comum em
pacientes com grande quantidade de blastos circulantes e reflete o aumento do anabolismo e
catabolismo das purinas “®. As concentracdes séricas de dcido drico também podem estar

aumentadas, principalmente apds o inicio do tratamento, quando ocorre maior lise celular.

Doenca Extra medular

Os locais mais freqiientemente acometidos pela LLA sdo: SNC, testiculos, figado,
baco, linfonodos e rins. Em relagdo a conduta terapéutica e ao progndstico, os que apresentam
maior importancia sdo SNC e testiculos. O SNC estd envolvido em menos de 5% das criangas
com LLA ao diagnéstico Y. Mesmo criancas com envolvimento do SNC pela LLA sido, na
maioria das vezes, assintomadticas. Pacientes sintomaticos podem apresentar sinais e sintomas
neuroldgicos, localizados ou difusos, e, também, manifestacdes de hipertensdo intracraniana
(vomitos, cefaléia, letargia, edema de papila), convulsdes, rigidez de nuca e irritabilidade.

A LLA testicular ocorre com o aumento doloroso de um ou ambos os testiculos,
raramente visto ao diagndstico. Em 25% dos pacientes hd doenga microscopica no momento
do diagndstico, detectada apenas por bidpsia testicular. Os testiculos sdo considerados um
reservatorio de células leucé€micas, favorecendo recidiva da doenga extra medular, que ocorre
em aproximadamente 5% dos casos. Alguns fatores relacionados ao maior risco de recidiva
nos testiculos sdo: contagem inicial de leucdcitos elevada (mais de 20.000/uL), LLA-T,
linfonodomegalia e esplenomegalia proeminentes e plaquetopenia significativa (menos de
30.000/ul) “9 Embora as leucemias agudas sejam relativamente raras, elas sdo bem estudadas
e caracterizadas. Muitos subtipos de leucemia foram descritos e definidos por diversas
técnicas, entre elas: morfologia (French-American-British Cooperative Working Group
[FAB]), imunofenotipagem (células T, B e precursores) ou critério citogenético (t[9;22],

t[4:11], t[1;19] e t[12:21]) O,

2.3.4 Classificagdo das LLAs

2.3.4.1. Classificagdo Morfolégica

Conforme ja descrito anteriormente, as LLAs podem ser classificadas pelo aspecto

morfolégico. O grupo French- American- British (FAB) classificou as LLAs em trés subtipos
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distintos baseados somente em critérios morfologicos de distensdo de aspirado de medula
Ossea e sangue periférico corados pelo May-Griiwald- Giemsa: L1, L2 e L3, com base no
diametro celular, na forma do nidcleo, no numero e na protuberancia dos nucléolos e na

quantidade e aspectos relativos do citoplasma ©'*?. (Quadro 1)

Aspecto Morfologico L1 L2 L3
Diametro Celular Predominancia de | Grandes, heterogéneas | Grandes, homogéneas
células pequenas,
homogéneas
Cromatina Nuclear Fina ou aglomerada Fina Fina
Forma do niicleo Regular, pode | Irregular, podendo | Regular, redondo ou
apresentar fenda ou | apresentar fenda ou | oval
indentacdo indentagao
Nucléolos Indistintos ou ndo- | Um ou mais por célula, | Um ou mais por
visiveis grandes, proeminentes | célula, grandes,
proeminentes
Quantidade de | Escassa Moderadamente Moderadamente
citoplasma abundante abundante
Basofilia Ligeira Ligeira Intensa
citoplasmatica
Vaciolos Ausentes Ausentes Evidente
citoplasmaticos

Quadro 1 - Classificagao morfolégica (FAB) da leucemia linf6ide aguda
Nota: L1 - leucemia linféide aguda tipo L1; L2 - leucemia linf6ide aguda tipo L2; L3 - leucemia linféide aguda
. (53)
tipo L3. Fonte: Bennett et al.,

A andlise morfoldgica proposta pela classificagio FAB nao é suficiente para
determinar a linhagem celular nos casos de leucemia aguda. Algumas reacdes citoquimicas
sdo uteis para diferenciar a LLA da LMA. Os blastos, na LLA, apresentam reacOes negativas
para mieloperoxidase (MPO), cloroacetato esterase (CAE) e Sudan black B (SBB). Na LLA
de linhagem B, a coloracio com dcido periédico de Schiff (PAS) muitas vezes mostra
positividade caracteristica em blocos, o que também pode ocorrer, embora com menor
freqiiéncia, nos casos de LLLA de linhagem T. A LLA-L3 geralmente ¢ PAS-negativa ©h
Embora a coloracdo com PAS possa ser ttil no diagnéstico da LLA, € importante reconhecer
que a positividade em blocos nao €, isoladamente, um dado suficiente para determinar o
diagndstico ©Y E comum na LLA-T forte positividade para fosfatase dcida, porém € rara na

LLA de linhagem B, podendo ocorrer em alguns casos de LLA 1.2 ©h

2.3.4.2 Classificagcdo Imunologica ou classificagdo EGIL

Em 1995, o Grupo EGIL, propds que a classificacdo imunoldgica para as leucemias

agudas fosse uniformizada, apresentando como base o perfil de expressdo de marcadores
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celulares, determinado por painéis de anticorpos monoclonais direcionados contra antigenos
de diferenciacao celular ),

Baseando-se no principio de que no processo de maturacdo os linfécitos apresentam
antigenos de superficie e de membranas citoplasmaticas, e que algumas destas moléculas sdo
perdidas e adquiridas no processo de maturagdo, diversos autores propuseram uma
classificacdo imunoldgica das LLA, de acordo com a expressdo de antigenos especificos,
podendo, inicialmente, classificar essas leucemias como de linhagem T ou B, de acordo com
as caracteristicas imunofenotipicas dos linfoblastos, sendo possivel detectar, além da
linhagem celular, o nivel de diferenciagdo em que se encontra o processo leucémico (55.36),

Essas expressdes passam a predizer, a partir dos fenétipos B ou T , que as alteracdes
bioldgicas associadas a resposta terapéutica, monitorizagdo de doenca residual minima e
extratificacdo de grupos em maior ou menor risco, hoje em dia, sdo sabidamente bem mais
importantes que os critérios estritamente morfolégicos ©”.

Quanto a linhagem celular, as LLLA s@o classificadas em LLA de linhagem B e LLA T.
Aproximadamente 20% dos casos sao de origem de célula T, 75% precursores de célula B, e

5% de células B maduras .

LLA de linhagem B

As leucemias de linhagem B foram divididas de acordo com os estagios de
diferenciacdo normal dos progenitores B na medula 6ssea, classificando-se em: pro-B,
comum, pré-B e B-maduro. A LLA do tipo pr6-B representa 5% dos casos pedidtricos e 10%
dos casos de LLA em adulto ©% 77,

Desoxinucleotidil Transferase (TdT), CD34, CD19 e CD22(c) “¥. A LLA do tipo comum

As células expressam: HLA-DR, Terminal

(Calla) expressa CD10, o que causa um impacto favordvel no progndstico (59- €0 CcD22(c),
CD19 e/ou CD20 "'?. Representa 75% dos casos da LLA infantil e 50% dos casos em adultos.
A leucemia pré-B expressa cadeia p citoplasmatica, em adi¢do a CD19, CD20 e CD10 ©7,
representando, aproximadamente, 15% das criangas com LLA e 10% dos casos em adultos
D Finalmente, a LLA do tipo B maduro, presente em 2% a 5% de criancas e adultos,
apresenta um fendtipo incomum, caracterizando-se pela expressdo de cadeias leves de
imunoglobulina na superficie de membrana (Smlg) “¥. Os blastos apresentam as mesmas
caracteristicas morfoldgicas (FAB L3) e translocacdes cromossdmicas associadas a célula
maligna do linfoma de Burkitt (19. 48. 5458 Egge tipo de leucemia apresenta prognéstico
desfavoravel, pois hd elevada incidéncia de envolvimento no sistema nervoso central (SNC),

resposta deficiente 2 terapia e sobrevida abreviada %
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LLA de linhagem T

As LLAs de linhagem T se dividem em trés subgrupos, de acordo com os antigenos de
diferenciacdo correspondentes aos niveis de diferenciacdo intratimica normal, que sdo: LLA
pré-T, T-intermedidria e T medular. Na LLA pré-T, as células expressam CD3 no citoplasma
(cCD3), mas nao na superficie celular, expressando caracteristicamente CD7 % Na LLA do
tipo T intermedidria, as células expressam fortemente cCD3, CD2, CD1a, podendo também
co-expressar CD4 e CDS (8. 60 Na LLA de linhagem T medular, a células blésticas
correspondem a contraparte maligna dos timdcitos medulares, expressado o CD7, sCD3,
CD2, CD5 e CD7, ocorrendo a dicotomia para os antigenos CD4 e CD8 “®°V_ 0 fenétipo T
estd presente em 25% dos adultos e 15% das criancas com LLA ©, e ocorre com fregiiéncia
em individuos do sexo masculino, estando associado a elevada leucometria ao diagndstico,
presenca de massa mediastinal e envolvimento no SNC !*-"-62,

TABELA 1 - Classificacio imunoldgica das leucemias agudas #°™

Leucemias linféides agudas (LLA)
Leucemias mieldides agudas (LMA)
Leucemias bifenotipicas agudas (BAL)
Leucemias indiferenciadas agudas (AUL)

TABELA 2 - Classificagio imunolégica das leucemias linféides agudas ®™ ¢

LLA linhagem B: (CD19+ e/ou CD79a+ e/ou CD22+)*
LLA- pro B: sem expressdo de outros antigenos de diferenciacdo
LLA-pré-B ( comum ): CD10+ (calla+)
LLA-pré-B (cpu+): com expressao citoplasmadtica da cadeia pesada da imuglobulina IgM (cu+).
LLA-B: Com expressdao da imunoglobulina IgM de superficie e restricdo clonal para cadeia
leve das imunoglobulinas Kappa ou Lambda citoplasmdtica ou de membrana.

LLA linhagem T: (CD3+ citoplasmatico e / ou de membrana)**
LLA- pré T: CD7+
LLA-T intermediaria: CD2+, CDla, CD7, CD4/CD8
LLA- T medular: CD3+ membrana, CD1la-, CD4+ ou CD8+
LLA-To/f+ :TCR o/ +
LLA-T y/d+ : TCR /4 +

LLA com expressao aberrante de antigenos mieléides (CD13 e / ou CD33)
Sem critério de escore para bifenotipica

* positivo para no minimo dois dos trés marcadores. Muitos casos sdo TdT+, HLA-DR+,exceto em B-
1V que geralmente sdo TdT- ,** muitos casos sdo TdT+, HLA-DR-, CD34-, porém esses marcadores
ndo sdo considerados para efeito de diagndstico ou classificacdo dessas neoplasias

Fonte: Bene e7 al.,1995 ©”
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Leucemias Bifenotipicas Agudas e Leucemias Agudas Indiferenciadas

A classificacdo imunoldgica, além de subdividir as LLAs B e T em seus vdrios
estagios de diferenciacdo acima citados, também define critérios em um sistema de pontuacio
(score) que definem as Leucemias Bifenotipicas Aguda (LBA). Essas leucemias
caracterizam-se pela expressdo simultinea de antigenos de superficie, citoplasmdticos ou
nucleares, tanto na linhagem linféide como na mieldide, com critérios diagndsticos definidos
20-39) " Conforme mostra a tabela 3, o diagnéstico de leucemia bifenotipica é alcancado quando
se tem dois ou mais pontos para duas linhagens especificas, possibilitando a distin¢dao das

leucemias mieldides com expressdo andmala de marcadores linféides.

TABELA 3 - Critérios diagnésticos para a Leucemia Bifenotipica Aguda proposto pelo grupo

Europeu para classificacdo imunoldgica das leucemias

Pontos B T Mieloide

2 cCD22 cCD3
CD79a anti-TCRo/p MPO*
ClgM Anti-TCRy/8

1 CD10 CD2/CD5 CD13/CD33
CD20 CDS8 CD117
CD19 CD10 CD65w

0,5 TdT CD7 CD14/CD15

CD24 TdT CDo64

* demonstragdo de MPO por qualquer método. Obs: 2 ou mais pontos para duas linhagens qualifica como LA
bifenotipica, Fonte: EGIL 55)

2.3.4.3 Classificagdo OMS

A classificagdo OMS (Organizacdo Mundial da Saiide), baseando-se em dados de
imunofendtipo, caridtipo e biologia molecular, permite a classificacdo de acordo com a
linhagem B ou T. A OMS classifica a LLA como leucemia de células B precursoras, leucemia
de células T precursoras ou neoplasia de células B maduras, subtipo Linfoma/Leucemia de
Burkitt > ®Y. Cada método de diagndstico apresenta limitacdes para a classificacdo das
leucemias. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o sistema FAB propunha uma
classificacdo baseada apenas nas coloragdes habituais 6369 "0 uso da imunofenotipagem e
das técnicas de biologia molecular mostraram que as categorias individuais de leucemia eram
heterogéneas e, ainda, verificou-se que a diferenciacdao de leucemia linféide (LL) e linfomas

era bastante artificial, pois referia-se a padrdes de invasdo em cada paciente e ndo se baseava
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(65)

no tipo celular ou nas diferengas clinicas Os estudos citogenéticos revelaram a

importancia das translocacdes cromossdOmicas com alteracdes de genes especificos na

patogénese e no comportamento clinico de vérios tipos de leucemias © %%

2.4 CITOGENETICA

2.4.1 Consideragdes gerais

A citogenética € a parte da genética que estuda os cromossomos, sua estrutura e sua
heranca. Os cromossomos que se encontram dentro dos nticleos das células sdo estruturas
complexas constituidos por agregados de genes. Nos organismos superiores, 0s Cromossomos
sao formados por DNA e diversos tipos de proteinas, podendo ser visualizados em
microscopio na fase da divisdo celular conhecida como metafase. Embora os cromossomos
sejam visiveis como estruturas distintas apenas nas células em divisdo, eles conservam sua
integridade, inclusive entre as divisdes celulares ©7 Os cromossomos metafdsicos humanos
sao constituidos por duas croméatides unidas pelo centrdmero, também chamadas cinetécoro ou
constri¢do primaria. Este centromero divide as cromatides em “bracos cromossdmicos”, sendo
denominados de p (petit) os bragos superiores € g (pois € a letra que vem apds o p) os bracos
inferiores ao posicionamento do centrdmero ©”. As extremidades dos bracos cromossdmicos
sdo denominadas de telomeros.

Cada espécie tem um conjunto cromossOmico tipico em termos de ndmero e
morfologia, denominado caridtipo. Os 46 cromossomos das células somaticas humanas
constituem 23 pares, nos quais 22 pares sdo semelhantes em ambos os sexos, denominados
autossomos, € O par restante representa 0S Cromossomos sexuais, que sao: XX no sexo
feminino e XY no sexo masculino. Os membros de um par autossomo possuem informacoes
genéticas equivalentes, ou seja, possuem 0s mesmos locus génicos na mesma sequéncia em
cromossomos homoélogos denominados alelos. Um membro de cada par dos cromossomos é

herdado do pai e o outro da mae ©8) (FIG. 2)
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Figura 2 — Caridtipo humano normal do sexo feminino
Fonte: Cariétipo humano. Disponivel em:
<http://mutacoes.tripod.com/cariotipohumano.htm>. Acesso em:24 maio 2010

As preparacdes cromossOmicas podem ser feitas de todos os tecidos e de todas as
suspensoes que contenham mitose. Nos humanos podem ser usadas as preparacdes de curto
prazo de medula Ossea, sangue periférico, sangue de cordao, material fetal e vilosidade
coridnica, ou de longo prazo, de liquido amniético, fibroblastos ou outras células cultivadas.
O material que permitiu o grande desenvolvimento da citogenética humana foi o sangue
periférico, pois ha um grande numero de linfécitos no sangue circulante e sdo eles que,

quando estimulados, entram em divisao ©)

2.4.2 Historia da Citogenética

Os resultados de pesquisas envolvendo a citogenética humana foram relatados

70 ¢ Fleming e colaboradores (71),

primeiramente nos trabalhos de Arnold e colaboradores
que pela primeira vez examinaram cromossomos humanos mitéticos. Nos anos seguintes,
vdrios relatos foram descritos com estimativas sobre o nimero de cromossomos humanos
(72)

Em 1917, Wieman e colaboradores ’* descreveram a presenca do cromossomo Y no
sexo masculino, o que gerou grande polémica na época. A controvérsia acerca da existéncia
de um cromossomo Y no sexo masculino persistiu até 1921, quando Painter e colaboradores
% yerificaram a presenca de um cromossomo pequeno (Y) em células de vérios individuos
do sexo masculino, e descreveram que o nimero de cromossomos, em ambos 0s sexos, era
de 48, incluindo 23 pares de autossomos e 2 cromossomos sexuais. Nos anos subseqiientes, o

72 ¢ todos os

nimero cromossdémico de 48 em humanos foi apoiado em vdrios relatos
manuais de Genética Humana da época estavam de acordo com as observagdes e conclusoes
descritas por Painter e colaboradores em 1921 9,

O estudo citogenético do material humano se defrontou com intimeros obstiaculos em

virtude da inadequacdo das metodologias de apresentadas a época. Dessa forma, somente em
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meados dos anos 50, 0 homem veio a conhecer o nimero exato de cromossomos que compde
o seu complemento normal. No verdo de 1955, Levan, um citogeneticista sueco, visitou Hsu,
em Nova York, e aprendeu a técnica de preparacao, usando o choque hipotdnico. A técnica
do choque hipotdnico abriu o caminho para a ficil contagem cromossdémica . Um fato
interessante € que, mesmo 30 anos apds a descoberta de 48 cromossomos por Painter e
colaboradores (1921), essa técnica estava tdo fortemente impressa na mente dos
pesquisadores, que no primeiro estudo sobre cromossomos humanos usando a mesma, o
niimero de cromossomos ainda foi relatado como 48 7.

Em 1956, Tjio e Levan "> aprimoraram a técnica encurtando o tratamento hipotonico
e adicionando colchicina, uma substancia quimica que bloqueia as células em metéafase para
aumentar o nimero de células contdveis. Eles examinaram fibroblastos de pulmao de quatro
embrides humanos. Os autores relataram a observa¢do de um ndmero cromossomico de 46
na maioria das metafases. Ao discutir seus achados, eles mencionaram trés pesquisadores
suecos que haviam estudado mitoses em células hepéticas de embrides humanos abortados.
Esse estudo foi descontinuado porque eles foram incapazes de encontrar 48 cromossomos,
encontrando, apenas, 46 73,

Essa evidéncia foi logo suplementada por Ford e Hamerton, em 1956 7. Os
referidos autores examinaram tecido testicular de trés homens. As mitoses espermatogdnias
eram dificeis de encontrar, mas algumas poucas contagens claras confirmaram que o nimero

(75)

cromossdmico humano era 46, confirmando os resultados de Tjio e Levan''~’. Portanto,

(75) a7

foram Tjio e Levan '’ e Ford e Hamerton *' "’ que estabeleceram como 46 o nimero exato de

cromossomos humanos.

2.4.3 Anomalias CromossOmicas

A estabilidade do nimero e da morfologia dos cromossomos em qualquer organismo &
fundamental para o seu desenvolvimento harmonioso, resultando num individuo fisico e
psicologicamente normal. Como os cromossomos contém os genes, qualquer mudanga em sua
estrutura ou numero pode alterar a expressio génica, produzindo um individuo

L Ny (74,78)
fenotipicamente invidvel ou anormal .

As alteracdes numéricas ou estruturais dos cromossomos constituem as mutagdes

cromossdmicas que, como nas mutagdes génicas, consistem numa fonte de variacdo importante

para a evolucdo das espécies. As alteracdes cromossdmicas podem ser constitucionais ou
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adquiridas. As constitucionais fazem parte da constitui¢io do individuo e estdo presentes ja nas
células fetais. As adquiridas sdo alteracOes que ocorrem durante o desenvolvimento do
individuo, como nos tumores sélidos e nas leucemias. As alteragcdes ou aberragdes
cromossdmicas podem ser classificadas em dois grandes grupos: numéricas e/ou estruturais, e
podem envolver um ou mais autossomos, Cromossomos sexuais ou ambos )

As alteracdes numéricas correspondem as mudangas no ndimero dos cromossomos,
que sdo resultantes de erros durante as divisdes celulares e podem ser de dois tipos: euploidias
e aneuploidias. As euploidias s@o alteracdes que envolvem todo o genoma, originando células
cujo nimero de cromossomos € um multiplo exato do ndmero hapldide caracteristico da
espécie, ou seja, todos os cromossomos serdo duplicados (diploidia — condi¢cdo normal),
triplicados (triploidia) e assim por diante "®. Enquanto que na aneuploidia o nimero de
cromossomos nao ¢ um multiplo exato do nimero hapléide da espécie, como por exemplo, a
sindrome de Down * 7.

Seres humanos completamente tripldides s@o muitos raros € OS poucos casos
conhecidos sdo os abortos espontaneos ou natimortos. Alguns vivem por poucas horas. Em
todos os casos hd malformagdes multiplas e grosseiras. Avalia-se que aproximadamente 15%
de todos os fetos espontaneamente abortados sdo tripldides e tetraploides (),

Nas células tumorais as alteracdes numéricas sdo consideradas clonais quando ha
presenca adicional de um mesmo cromossomo em, no minimo, duas células ou quando um
mesmo Ccromossomo esta ausente em, no minimo, trés células. As alteragdes estruturais sao
consideradas clonais quando uma mesma aberracdo cromossOmica estd presente em duas ou
mais células ®*.

As alteragdes na estrutura dos cromossomos sdo classificadas em dois tipos: os
rearranjos nao balanceados e os balanceados. Nos rearranjos ndo balanceados hé alteracao no
nimero de genes, onde o fendtipo provavelmente € anormal, como as delecdes, as duplicagdes,

@D T4 nos

0s cromossomos em anel, os isocromossomos € 0s cromossomos dicéntricos
rearranjos balanceados ha mudangas na localizacdo dos genes sem haver perda de material
genético, tais como as inversoes, as translocacoes, as insercdes e 0s cromossomos marcadores.
Sao aqueles em que o conjunto cromossdmico possui o complemento normal de informagdes.
Todas as informagdes genéticas estdo presentes, mas de modo diferente do original. Sdo

alteracdes balanceadas.
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2.4.3.1 Delecdo Cromossomica

As delecdes sdo perdas de segmentos cromossdmicos. Estas perdas podem ocorrer
como resultado de uma simples quebra, sem reunido das extremidades quebradas (delecdo
terminal), ou de uma dupla quebra, com perda de um segmento inteiro, seguido da soldadura
dos segmentos quebrados (delecdo intersticial). Um crossing over desigual entre os
cromossomos homdlogos desalinhados ou cromadtides irmas € responsavel por delecdoes em
alguns casos. O efeito das delecdes depende da quantidade e da qualidade do material genético

. A A 1,82
perdido, mas, geralmente, as deficiéncias sdo danosas e produzem conseqii€éncias graves (81.82)

(FIG. 3)
I T

Delecio Deleciio
Terminal Intersticial

Figura 3 — Representacdo esquemdtica de delecdo cromossdmica
Fonte: Genética. Aberracdes cromossdmicas. Disponivel em:
<http://www.virtual.epm.br/cursos/genetica/htm/abestru.htm>. Acesso em: 24 maio 2010

2.4.3.2 Isocromossomo

Os isocromossomos se formam quando a divisdo do centromero, durante a divisdo
celular, se d4 transversalmente, ao invés de longitudinalmente. Como conseqiiéncia desta
divis@o anormal, um braco do cromossomo estd ausente e o outro duplicado. Portanto, uma
pessoa com 46 cromossomos que possui um isocromossomo tem uma tnica copia do material
genético de um braco e trés cdopias do material genético do outro brago, ou seja, €

parcialmente monossdmica e parcialmente trissomica ¢, (FIG. 4)

AR

Figura 4 — Representacdo esquemadtica de duplicagdo cromossdmica
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Fonte: Genética. Aberracdes cromossdmicas. Disponivel em:
<http://www.virtual.epm.br/cursos/genetica/htm/abestru.htm>. Acesso em: 24 maio 2010

2.4.3.3 Duplicacdo cromossomica

As duplicagdes se caracterizam pela repeticdo de um segmento cromossOmico,
causando um aumento do nimero de genes. A maioria das duplicacdes resulta também de um
crossing over desigual entre croméatides homoélogas durante a meiose, produzindo segmentos
adjacentes duplicados e/ou deletados. As duplicagdes sao mais comuns e menos prejudiciais do
que as delecdes, concluindo—se que o excesso de genes geralmente é menos prejudicial do que
a falta deles. Este tipo de alteracdo cromossOmica estrutural é considerado importante sob o
aspecto evolutivo, uma vez que genes duplicados podem, por mutacdo, dar origem a novos

genes com novas funcdes ® 2. (FIG. 5)

s

antes

depois

Figura S — Representacdo esquemadtica de duplicagdo cromossdmica
Fonte: Genética. Aberracdes cromossdmicas. Disponivel em:
<http://www.virtual.epm.br/cursos/genetica/htm/abestru.htm>. Acesso em: 24 maio 2010

2.4.3.4 Cromossomo em anel

O cromossomo em anel ¢ um tipo de alteracdo estrutural que ocorre quando um
cromossomo apresenta duas delecOes terminais e as suas extremidades, agora sem telomeros,
tendem a unir-se, levando a formacao de um cromossomo em anel. Os fragmentos deletados
acéntricos (sem centrdmero) se perdem. Esse tipo de alterac@o estrutural geralmente apresenta

instabilidade durante a divisdo celular ®! 52 (FIG.6)
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Figura 6 — Representacdo da formacao de cromossomo em anel
Fonte: Genética. Aberracdes cromossdmicas. Disponivel em:
<http://www.virtual.epm.br/cursos/genetica/htm/abestru.htm>. Acesso em: 24 maio 2010

2.4.3.5 Inversdo cromossémica

A inversdao € uma alteracdo na reorganizagcdo na seqii€ncia dos genes, devido a duas
quebras de um cromossomo, seguidas de soldadura do segmento quebrado aos pontos de
quebra, mas em posicdo inversa, ou seja, o segmento gira 180° e liga-se novamente a origem.
As inversdes podem ser paracéntricas (ao lado do centrdmero), nas quais as duas quebras
ocorrem num sé brago, ou pericéntricas (ao redor do centrdmero), quando ha uma quebra em

cada braco ®1.82) (FIG. 7)

o A B oy B F
sequéncia normal O .

s A B & B D ¥
paracéntrica - O .

deti A I G B E F
pericéntrica - . ]

Figura 7 — Representacdo esquemadtica de inversdes cromossomicas
Fonte: Genética. Aberracdes cromossomicas. Disponivel em:
<http://www.virtual.epm.br/cursos/genetica/htm/abestru.htm>. Acesso em: 24 maio 2010

2.4.3.6 Translocagdo cromossoémica

As translocacdes sdo alteragdes nas quais ocorre a transferéncia de segmentos de um
cromossomo para o outro, geralmente ndo homdlogo. As translocacdes ocorrem quando hd
quebra em dois cromossomos, seguida de troca dos segmentos quebrados. Elas podem ser
reciprocas ou nao-reciprocas e envolvem, geralmente, altera¢des na ligacao entre os genes. Nas
translocacdes reciprocas hd trocas de segmentos entre os cromossomos que sofreram as
quebras. Nas ndo reciprocas o segmento de um cromossomo liga-se ao outro sem que, no

entanto, haja troca entre eles (81.82) (FIG. 8)
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Figura 8 — Representacdo esquemadtica de translocacdes cromossdmicas
Fonte: Genética. Aberracdes cromossdmicas. Disponivel em:
<http://www.virtual.epm.br/cursos/genetica/htm/abestru.htm>. Acesso em: 24 maio 2010

E considerada nao-balanceada a translocag¢do simples, que ocorre quando somente
um cromossomo perde um segmento para outro nao-homdlogo (isto €, que ndo sdo iguais

entre si, ndo formam um par) @3

2.4.3.7 Insercdo cromossomica

A inserc¢do € um tipo de translocag@o ndo reciproca que ocorre quando um segmento &

removido de um cromossomo e inserido em outro cromossomo diferente, modificando sua

estrutura habitual ou o invertido ®%. (FI1G. 9)

amtes da insercéo depois da insercéo

j =

Figura 9 — Representacdo esquemadtica de insercao cromossOmica
Fonte: Genética. Aberracdes cromossomicas. Disponivel em:
<http://www.virtual.epm.br/cursos/genetica/htm/abestru.htm>. Acesso em: 24 maio 2010
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Os cromossomos marcadores sao cromossomos com tamanhos variados,
supranumerdrios, de dificil identificacdo e, geralmente, em estado de mosaico. Embora
pareca ser uma anormalidade numérica, um cromossomo marcador também € um rearranjo
estrutural. Os marcadores diminutos consistem, muitas vezes, em pouco mais do que
heterocromatina céntrica. Entretanto, os maiores contém algum material de um ou ambos os

bracos cromossdmicos, criando um desequilibrio em quaisquer genes que estejam presentes
81

2.5 CITOGENETICA NAS LEUCEMIAS AGUDAS

Nas leucemias Agudas (LAs) a citogenética auxilia o diagndstico e a conduta
terapéutica através da detec¢do de anomalias cromossdmicas especificas de subgrupos da
doenca, da deteccio de anomalias secundérias e da presenca de células normais ®%.
Atualmente, a andlise citogenética tem sido considerada um instrumento de grande
importancia para determinacio do fator progndstico nas leucemias ®**. As alteracdes estio
presentes entre 55 a 78% dos adultos e entre 79 a 85% das criancas ®®

A incidéncia de casos em que ndo se encontram alteragdes citogenéticas varia muito,
em parte, porque a morfologia dos cromossomos nas metéafases dos blastos leucémicos é de
dificil avaliacdo. E comum néo se detectar anormalidades cromossdmicas pela citogenética
convencional (CC) em cerca de 10% a 15% dos pacientes com LLA. Mais de 30% dos
pacientes com LLA-T apresentam caridtipo normal. Para que se possa considerar como
normal, no minimo 20 metédfases precisam ser analisadas e que ndo haja nenhuma alteracao.
Em muitos dos casos considerados normais, o que pode ocorrer € que a qualidade das
metafases seja ruim, impossibilitando a deteccdo de pequenos rearranjos cromossdmicos ou
alteracdes genéticas submicroscopicas, ou que os clones sejam mitoticamente inativos. Em
muitos casos, para melhorar a qualidade da andlise, € necessario o uso de técnicas
moleculares com o FISH. A translocacdo t(12; 21) (p13; q22) é um exemplo de alteragdo que

ndo pode ser identificada pela CC 7.

2.5.1 Alteragdes Numéricas nas LLAs

A classificagcdo é baseada no nimero modal de cromossomos em cinco subtipos, que

sdo: hiperdiploidia, quando a célula apresenta 47 a 50 cromossomos; hiperdiploidia com mais
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de 50 cromossomos; pseudodiploidia, blastos com 46 cromossomos e alteragdes estruturais;
diploidia, semelhante a célula normal de origem, ou seja, 46 cromossomos, sem
anormalidades estruturais; e hipodiploidia, quando sdo observados menos de 46
cromossomos. O reconhecimento da ploidia como uma caracteristica citogenética na LLA

melhorou a habilidade de predizer o progndstico e de orientar a escolha terapéutica ®8)

2.5.1.1 Hiperdiploidia

Nas Leucemias Linféides agudas (LLAs) a hiperdiploidia é a anormalidade
cariotipica mais comum, com a presenca de numerosas trissomias somando mais de 50
cromossomos. As caracteristicas comumente associadas sao cor branca, idade entre dois e 10
anos, contagem inicial de leucdcitos baixa, auséncia de células T, LLA pré-B precoce e
expressdo de CD10. Esse perfil ocorre em 25% em criancas com LLA ®* %) Essa alteracdo
€ rara em recém nascidos e em pacientes adultos.

Pacientes com hiperdiploidia entre 51 e 68 cromossomos representam 25 a 30% das
criancas com LLA com caracteristicas clinicas favordveis e melhor resposta ao tratamento,
do que aqueles que apresentam células com outras alteragcdes numéricas. A base bioldgica
ainda ndo estd clara, porém algumas hipdteses tém sido propostas. Uma delas € que estes
pacientes apresentam porcentagem maior de células na fase S de divisdo celular, resultando
em sensibilidade maior aos quimioterdpicos ciclos celulares especificos. Outra sugestio estd
relacionada ao maior acimulo de metotrexato e seus poliglutamatos nas células leucémicas
com hiperdiploidia, com conseqiiente reducdo na expressdao do transportador de folato,
tornando as células leucémicas mais sensiveis aos antimetabodlitos. A terceira possibilidade é
que as células leucémicas, hiperdipl6ides, sejam mais propensas a apoptose .

O ganho do cromossomo 21 € a anormalidade mais comum na LLA, ocorrendo em
aproximadamente 20% dos casos com alteragdo citogenética e em mais de 90% dos casos
com hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos “*. Quando a trissomia do cromossomo 21
é a unica alteracdo encontrada, ela estd associada a um prognéstico favordvel ©®. Outras
trissomias que também sdo encontradas freqiientemente envolvem os cromossomos 4, 6, 10,
14, 17, 18, 20 e o cromossomo X. Investigadores do Pediatric Oncology Group (POG)
relataram que em pacientes com hiperdiploidia com mais de 53 cromossomos, aqueles que

. . . - 0
apresentavam trissomias dos cromossomos 4 e 10, tiveram progndstico melhor G0,
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2.5.1.2 Near-triploidia e near-tetraploidia

Os casos de LLA pediatrica com near-triploidia (69 a 81 cromossomos) sdo raros,
com a ocorréncia de apenas 0,3%. Até 1990 foram descritos apenas sete casos em criangas
com LLA ®”. Por ser uma condi¢do incomum, ainda € incerto se pacientes com 69 a 81
cromossomos devem ser considerados como uma entidade clinica e bioldgica diferente dos
outros casos de hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos ®*.

A near-tetraploidia (82 a 94 cromossomos) corresponde a menos de 1% dos casos de
LLA pediétrica e seu progndstico € incerto. Em todos os casos descritos foi relatado ganho
do cromossomo 21. Acredita-se que os casos de near-tetraploidia originam-se de
endorreduplicacdo, pois, em alguns casos, sdo encontrados pares de cromossomos com 0s
mesmos rearranjos ou delecdes. Os casos com near-tetraploidia estdo associados a
morfologia L2 em 30% dos casos, imunofenétipo T em 47%, presenca de marcadores
mieloides na imunofenotipagem (CD13, CDI5 e CD33) em aproximadamente 40% e
ocorrem em pacientes com idade maior ao diagndstico (média de 8,6 anos) quando

comparados aqueles com LLA com outras alteracdes cromossdmicas numéricas > 5%,

2.5.1.3 Hipodiploidia

A hipodiploidia € encontrada em aproximadamente 8% dos casos de LLA infantil e
caracteriza-se pela presenca de menos de 46 cromossomos. Subdivide-se em trés categorias:
41-45 cromossomos, 30-40 e menos de 30 (near-haploidia). Mais de 80% dos casos
apresentam 45 cromossomos, 0 que ocorre pela perda de um cromossomo inteiro,
translocacdes ndo balanceadas ou pela formacdo de cromossomos dicéntricos @A
monossomia do cromossomo 20 € a mais frequente e, muitas vezes, € a inica anormalidade
encontrada. Blastos com hipodiploidia tém alta frequéncia de transloca¢des cromossomicas,
comparaveis aquelas encontradas associadas a pseudodiploidia. Por haver um nimero
limitado de relatos de pacientes com hipodiploidia sdo necessarios mais estudos para definir
o progndstico, apesar de alguns estudos demonstrarem que estes pacientes apresentam

evolucdo pior ©V.
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2.5.1.4 Pseudodiploidia

Caracteriza-se por um numero de 46 cromossomos por célula, porém com
anormalidades estruturais, principalmente translocacdes. Corresponde a aproximadamente
40% dos casos de LLA pediatrica, sendo o maior grupo em relacdo a ploidia. As alteracdes
estruturais mais comuns envolvem o braco curto do cromossomo 12, em 10% a 12% dos
casos, e a transloca¢do mais encontrada € a t(1;19)(q23;p13), em 5% a 6% dos pacientes. Os
blastos pseudodipléides estdo associados a contagem inicial de leucdcitos elevada e nivel alto
de desidrogenase l4ctica. O prognéstico neste grupo era desfavordvel até o desenvolvimento

(83,92)

da quimioterapia com multiplas drogas . Algumas translocagdes, como t(9;22) e t(4;11),

sdo excecdes que, independentemente do esquema de tratamento, continuam representando

. L. . .. L. 3.8
pior progndstico, com doenca altamente resistente aos quimioterapicos >,

2.5.2 Alteracdes Estruturais nas LLAs

No primeiro Workshop de Morfologia, Imunologia e Citogenética (MIC), relatou-se
que 66% dos casos de LLLA, considerando adultos e criancas, apresentavam, no minimo, uma
alteracdo cromossOmica em associagdo com caracteristicas especificas de imunofenotipagem
@» " Em 1987, foram reconhecidas na Nona Conferéncia de Mapeamento do Genoma
Humano (HMG) trinta aberracdes cromossdmicas na LLA, sendo mais seis alteracdes
estruturais descritas no Workshop seguinte, em 1989. Até 1999, mais de 200 alteracdes
cromossOmicas clonais foram identificadas e mais de 50 anormalidades moleculares

. 3 ... . ~ . .
descritas ®*. A TAB.4 demonstra os principais rearranjos cromossdmicos, genes envolvidos,

morfologia e o imunofenétipo relacionado.

2.5.2.1-49;22)(q34;q11.2)

Na t(9;22), conhecida como cromossomo Philadelphia (Ph), ocorre a fusdo génica
BCR-ABL"" que codifica uma proteina quimérica com atividade tirosinaquinase muito
elevada, resultando em proliferacdo celular e leucemogénese(94’ 5. 99 (FIG. 8). O
cromossomo Ph estd presente em 25% dos pacientes adultos com LLA e em 2% a 4% dos

(94, 95, 96)

casos pediatricos . Quase todos os casos de LLA Ph" estdo associados ao
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imunofendtipo de linfécitos pré-B, B-comum com CD10 positivo (antigeno CALLA), CD
19" e TAT ®**. A LLA Ph* pode ocorrer ao diagndstico ou em uma crise bldstica linféide
da leucemia miel6ide cronica. Essa forma secundaria a crise bldstica apresenta uma maior
heterogeneidade clinica decorrente da presenga das alteragdes proprias da leucemia mieldide

cronica “?. E uma alterac@o que confere prognéstico desfavoravel. (FIG. 10)

mﬁ vt Wb

9 22

Figura 10 - Translocag@o entre os cromossomos 9 e 22 entre as regides q34 e q11
Fonte: Chromosomal abnormalities in cincer. Disponivel em:
<www.slh.wisc.edu/cytogenetics/cancer/>. Acesso em 24 maio 2010.

2.5.2.2-4(1;19)(q23;p13)

A t(1;19)(q23;p13) causa a fusdo dos genes E2A do cromossomo 19 com o PBX1 no
cromossomo 1, levando a formagdo do gene hibrido E2A/PBX1, expressando uma proteina
oncogénica® > % (FIG. 9). O gene E2A codifica fatores de transcri¢io essenciais para a
linfopoese normal e a regulagdo do desenvolvimento da célula B"®. A translocagdo t(1;19) é
vista em diferentes tipos de LLLA de linhagem B e estd presente em 5% a 6% de todos os
casos de LLA, representando cerca de 25%-30% das criangas com LLA de linfécito pré-B e
menos de 5% dos casos de LLA em adultos”" *Y. E uma alteracdo que confere prognéstico

desfavoravel. (FIG. 1

H(1;19)(q23;p13)

Figura 11 - Translocagdo entre os cromossomos 1 e 9 entre as regides q23 e q13
Fonte: Chromosomal abnormalities in cincer. Disponivel em:
<www.slh.wisc.edu/cytogenetics/cancer/>. Acesso em 24 maio 2010
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2.5.2.3 -4(12;21)(p13;922)

Na t(12;21)(p13;922) ocorre a fusao dos genes TEL e AMLI1. Trata-se do rearranjo
mais freqiiente nas LLAs em criangas, ocorrendo em aproximadamente 25% dos casos, com
baixa freqiiéncia em LLAs de adultos (< 2%). Nao € visivel pela citogenética convencional,
sendo detectada por FISH ou RT-PCR ©7.98)

A maioria dos casos citados na literatura associa a presenca da translocagao TELAMLI
ao imunofenotipo B. No entanto, alguns casos de linhagem T ja foram diagnosticados. Foram
associadas mutagdes adicionais no cromossomo 12 e alguns relatos indicam maior
agressividade da doenca devido a resisténcia terapéutica. No entanto, especula-se o papel de
células pré-leucémicas que expressam TEL-AMLI remanescentes, causando a pior resposta ao

©7.99 Virios estudos demonstram associacdo de TEL-AMLI com um prognéstico

tratamento
favoravel, que inclui baixa contagem de leucdcitos ao diagndstico e a boa resposta a terapia
de indugdo da remissao (100, Apesar de estar incluida em variados protocolos terapéuticos
internacionais como indicativa de bom prognéstico, estudos recentes vém demonstrando
associacdo a recaidas tardias em até 20% dos casos. Os protocolos mais utilizados no Brasil
(GBTLI 99 e BFM 95) ainda a utilizam como fator progndstico para baixo risco, o que ja nao
acontece no protocolo terapéutico italiano unificado (AIEOP LLA), o qual intensifica a

terapia no caso de persisténcia da deteccdo da translocacdo ap6s a indugdo da remissdo %'

2.5.2.4 — Anormalidades envolvendo 11q23- t(4;11)(q21;923)

Rearranjos cromossomicos envolvendo o gene MLL estdao associados com a LLA em

(111)

lactentes (< 1 ano), ocorrendo em cerca de 85% dos casos com incidéncia baixa em

criancas e adultos (<10%). Entre as translocacdes envolvendo o gene MLL, a t (4; 11) é

©5.103.199- ocorre em 60% das LLAs em lactentes e

resultante de um rearranjo MLL-AF4
menores de 1 ano, 2% em criangas e entre 3% e 6% em adultos ©-20 0 gene MLL foi
identificado em leucemias de linhagem mista ou leucemias bifenotipicas 1% 0 evento da
transformacgdo envolve a stem cell, ou a célula progenitora pluripotente, com capacidade para
se diferenciar tanto na linhagem linféide quanto na miel6ide. O fené6tipo é CD10(-), precursor
de células-B, ou pré-B com co-expressao de antigenos mieldides, principalmente o CD15"%*

105) Alteragdes que envolvem o gene MLL conferem progndstico desfavorével. (FIG. 12)
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€(4:11)(q21:q23) del(11)(q23) del(11)(q13q23)

Figura 12 — Delecdes no cromossomo 11 e 9 nas regides q23 e q13q23
Fonte: Chromosomal abnormalities in cincer. Disponivel em:
<www.slh.wisc.edu/cytogenetics/cancer/>. Acesso em 24 maio 2010

TABELA 4 - Principais rearranjos cromossdmicos, genes envolvidos, morfologia e imunofendtipo

(continua)
Rearranjo cromossomico | Genes Envolvidos Morfologia Tipica Imunofenétipo
t(1;7)(p32;q34) TAL1;TCRB Linhagem T
t(1;7)(p34;q34) LCK;TCRB Linhagem T
t(1;11)(p32:;923) AF1P;MLL L1
t(1;14)(p32-34;q11) TAL1;TCRD L1 Linhagem T
t(1;19)(q23;p13) PBX1;E2A L1 Pré-B
dup(1)(q12-21q31-32) ? L2,L3 Pré-B,Célula B
t(2;8)(p12;q24) IGK;MYC L3 Célula B
t(4;11)(q21;923) AF4;MLL L1,L.2 Pré-B precoce
Bifenotipica
Linhagem mista
del(6q) ? L1,L2 Linhagem B ou T
1(6q) ?
dic(7;9)(p11-13;p11) ? L1 Pré-B
i(7q) ?
t(7;9)(q34-36;q34) TCRB;TANI1 Linhagem T
t(7;9)(q34;932) TCRB;TAL2 Linhagem T
t(7;10)(q34-36;q24) TCRB;HOX11 Linhagem T
t(7;11)(q34-36;p13) TCRB;RHOM2 Linhagem T
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(CONCLUSAO)
Rearranjo cromossomico Genes Envolvidos Morfologia Tipica Imunofenétipo
t(7;19)(q34;p13) TCRB;LYLI1 Linhagem T
+8 ? Linhagem B ou T
t(8;14)(q24:;q11) MYC;TCRA/TCRD Linhagem T
t(8;14)(q24:;q32) MYCG;IGH L3 Célula B
t(8;22)(q24;q11) MYC;IGL L3 Célula B
t/dic(9;12)(p11-12;p11-13) ? Pré-B ou Pré-B precoce
L2 B
i(9q) ? L1;L2 Pré-B
t(9;22)(q34:;q11) ABL;BCR Linhagem B
L2 Linhagem mista
t(10;11)(p13-14;14-21) ? Linhagem T
t(10;14)(q24;q11) HOX11;TCRD Linhagem T
t(11;14)(p15;q11) RBTNI1;TCRD Linhagem T
t(11;14)(p13;q11) RBTN2;TCRD L1;L2 Linhagem T
t(11;19)(q23;p13) MLL;ENL Bifenotipica
Linhagem mista
t(12;17)(p13;q21) ? L1;L2 Pré-B precoce
t(12;21)(p12;q22) TEL;AML-1 L1 Linhagem B
t/del(12p) ? L2;L3 Linhagem T ou B
t(14;18)(q32;921) IGH;BCL2 Linhagem B
t(14;22)(q32;q11) 2/BCR
i(17q) ? L1
t(17;19)(q22;p23) HLF;E2A L1 Pré-B
-20 ? L1;L2 Linhagem B
+21 ? Linhgem B

Fonte: <www.slh.wisc.edu/cytogenetics/cancer/>. Acesso em 15 de marco 2011
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2.5.3 Fatores progndsticos

O prognéstico e evolugdo clinica dos pacientes com LLA dependem de uma série de
fatores os quais sdo empregados para estratificar os pacientes em diferentes grupos de risco
levando-os a diferentes estratégias de tratamento. As principais varidveis de risco incluem: a
idade, o sexo, a leucometria inicial, a etnia, anormalidades citogenéticas, a
imunofenotipagem e a resposta ao tratamento. A combinacdo destes fatores tem sido

o .. . . ~ A (25,79,92
utilizada para definir fatores de risco e orientacdo terapéutica > %.92),

Dentre os fatores considerados como favoraveis, destaca-se a faixa etdria variando
entre 2 a 10 anos, leucometria inferior a 20.000/uL, auséncia de organomegalias, perfil
imunofenotipico pré-B comum (CD10 positivo e cu negativo), hiperdiploidia (trissomias
dos cromossomos 4,6, 10, 14, 17, 18, 20, 21 e X), sexo feminino, subtipo morfoldgico L1 e
baixo percentual de blastos na medula 6ssea (92,93, 102)

Os fatores descritos como desfavoraveis, destacam-se a idade < que 1 ano e > que
10 anos, contagem de leucdcitos superior a 50.000 / uL, presen¢a de organomegalias,
subtipos imunolégicos T, B e pré-B precoce, sexo masculino, subtipos morfolégicos L2 e
L3, percentual elevado de células bl4sticas na medula 6ssea e no sangue periférico, auséncia

de resposta ao tratamento de inducdo e alteracdes citogenéticas como: hipodiploidia, t(9;

22), t(8:14), t(4; 11), t(1; 19), etc @102,
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3 OBJETIVOS

3.1 PRINCIPAL

Investigar, caracterizar e estratificar as alteragdes citogenéticas presentes na Leucemia

Linféide Aguda na infancia, analisando a frequéncia obtida frente a estudos prévios.

3.2 ESPECIFICOS

> Analisar possiveis alteracOes cromossOmicas numéricas e/ou estruturais

através de técnicas de bandeamento G nas células neopldsicas.

> Comparar os resultados obtidos com os de outros estudos voltados para a area

de citogenética.

> Determinar a freqiiéncia de cariétipos normais e andomalos e das diferentes

aberragoes citogenéticas numérica e /ou estrutural nos pacientes estudados.

> Estratificar os pacientes de acordo com os fatores progndsticos estudados.
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4 METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Caracterizagao do estudo

O estudo caracterizado como transversal retrospectivo foi realizado no periodo de
Janeiro de 2009 a novembro de 2010, quando foram analisadas amostras de medula éssea ou
sangue periférico (quantidade de blastos foi acima de 20%) de trinta pacientes com
diagndstico de leucemia linfoblastica aguda (LLA) de ambos os sexos, com faixa etdria entre

4 meses a 17 anos, atendidos nos seguintes servigos:

e Hospital Infantil Varela Santiago, Natal-RN;
¢ LIGA Norte-Riograndense Contra o Cancer, Natal-RN;
¢ (Centro de Oncologia e Hematologia de Mossord, Mossor6-RN

e (Clinica DNA Center, Natal-RN

4.1.2 Critérios de Inclusao

A inclusdo dos pacientes ocorreu mediante:
¢ Diagndstico citolégico e imunofenotipico para leucemia linfoblastica aguda.
e Pacientes entre 0-18 anos;
¢ Disponibilidade de material para anélise citogenética;
e Dados laboratoriais, tais como: leucometria, percentagem de blastos, contagem de
plaquetas e hemoglobina;

e Dados clinicos: presenca ou auséncia de visceromegalias.

4.1.3 Critérios de Exclusao

Nao foram incluidos no estudo:
e Pacientes classificados pela andlise imunofenotipica e molecular como leucemia
mieloide aguda, linfoma linfobléstico, anemia de Fanconi, anemia apléstica, sindrome

mieodispldsica e linfoma de Burkitt;
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¢ Impossibilidade de obten¢do de dados clinicos dos centros de origem,;
® Amostras para citogenética coletas em EDTA, citrato de sédio (anticoagulantes) e/ou

que apresentassem algum tipo de contaminagao bacteriana.

4.1.4 Comité de ética

Esse trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
Universitario Onofre Lopes (CEP_HUOL), em 31 de Agosto de 2007, sob o nimero de
protocolo 083/07. (Anexo 1)

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Obtencado das amostras

A andlise citogenética dos pacientes com leucemia linfobléstica aguda foi realizada
no laboratério de citogenética do DNA Center. Para a obten¢do dos cromossomos
metafdsicos em amostras de medula 6ssea e/ou sangue periférico (blastos > 20%) foi
utilizado o método descrito por Raimondi et al.(2000) 198 " com modificagdes (temperatura,
dgua utilizada, tempo de incubagdo). A medula dssea (MO) foi coletada por pungdo
aspirativa medular pelo médico e o sangue periférico (SP) foi obtido por puncdo venosa. O
material foi enviado ao laboratério em isopor com gelo, no prazo maximo de 24 a 48 horas

(Apéndice A).

4.3 CITOGENETICA CONVENCIONAL

4.3.1 Cultura e P6s-Cultura

O material enviado foi inoculado em frascos de cultura celular (overnight e 24h) em
meio estéril, no fluxo laminar, contendo 8% RPMI 1640 suplementado com 20% de soro
bovino fetal (SBF) e glutamina (todos da GIBCO-Invitrogen), sendo incubado em estufa a

37° C por 24 horas. Apés esse periodo o protocolo de preparacdo citoldgica seguiu trés
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etapas principais: interrupcdo mitética, quando foi adicionado colchicina (GIBCO-
16ug/mL) a cultura, que foi mantida a 37° C por mais uma hora; tratamento hipotonico
com solu¢do de cloreto de potassio (KCI- Merck a 0,075M, a 37° C por 20 minutos); e
fixacdo do material com 3 volumes de metanol P.A(VETEC) para 1 d4cido acético
glacial(VETEC) recém preparado. No centro das laminas foi gotejado entre duas e trés
aliquotas da suspensdo celular e a secagem foi feita em placa aquecedora. Foram preparadas
laminas para cada paciente de acordo com a necessidade de cada caso e deixadas secar por

24h para o bandeamento G. (FIG. 13)

4.3.2 Bandeamento Cromossdmico

O desenvolvimento das técnicas de bandeamento por Caspersson e colaboradores ®1)
trouxe um avancgo significativo para a citogenética, porque, a partir delas, foi possivel a
identificacdo de cada par cromossdmico pelo padrdo caracteristico das bandas que eles
apresentam, apds tratamento adequado. Esse tratamento € feito depois da distribuicdo do

material nas laminas.

4.3.2.1 Bandeamento G

Os cromossomos sdao submetidos a um tampao fosfato conhecido como Sorensen que
desnatura as proteinas nao histonicas, sendo posteriormente corados com os corantes Wright

ou Giemsa (origem do nome banda G).

4.3.2.1.1 Bandeamento G com Tampdo Fosfato / Wrigtht

Laminas envelhecidas por, no minimo, um dia sd@o colocadas em uma solu¢do de 2ml
de tampdo Sorensen. Apds o tampao, a lamina foi corada peloWright/fosfato (2ml do tampao
previamente preparado com Iml de corante Wright-Merck) por aproximadamente dois
minutos, depois foi lavada em 4gua corrente para, logo apds, ser analisada no microscépio

optico (Nikon-E200).
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4.3.3 Nomenclatura

Em 1978, foi criado um documento de nomenclatura de cromossomos humanos
intitulado [International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN), que incluiu
todos os resultados de varias conferéncias internacionais (Denver 1960, Londres 1963,
Chicago 1966, Paris 1971, Paris 1975, Stocolmo 1977, Paris 1980 e Memphis 1994) 1?7,

Em 1985, o ISCN foi revisado, admitindo-se um novo padrdo de classificagdo dos
cromossomos individuais. Em 1995, foi realizada uma nova modificacdo ao ISCN de 1985,
onde o mesmo foi revisado e incorporado a nomenclatura de novos desenvolvimentos na
citogenética humana, como a técnica de FISH. Portanto, o ISCN é a nomenclatura mais aceita
e utilizada atualmente.

Na descri¢do do cariétipo o primeiro item a ser considerado € o nimero total de
cromossomos seguido de virgula (,) e a constitui¢do dos cromossomos sexuais. Por exemplo:
cariétipo normal feminino (46,XX); cariétipo normal masculino (46,XY).

Na descricao de cariétipos anormais as anomalias sexuais sao apresentadas em
primeiro lugar, seguidas das anomalias autossdomicas em ordem numérica, independente do
tipo de alteracdo e do ponto de quebra no caso das alteragdes estruturais. Cada alteracdo €
separada por virgula.

Na descri¢cdo de anomalias numéricas constitucionais o sinal de (+) ou (-), colocado
antes do nimero de um cromossomo, indica um cromossomo inteiro adicional ou ausente, com
excecao aos cromossomos sexuais. O sinal de (+) ou (-) apds o simbolo p ou g pode ser usado
no texto para indicar aumento ou diminui¢do do tamanho de um braco ou de um segmento
cromossdmico, mas ndo deve ser usado na descri¢cao do cariétipo. Em caso de duvida quanto
ao cromossomo adicional ou ausente, coloca-se um ponto de interrogacao (?) apos o simbolo.

A constituicdo cromossOmica de duas ou mais linhagens diferentes sdo enumeradas em
ordem decrescente da freqiiéncia de células de cada linhagem, separadas por um traco obliquo
(/). Entre colchetes [ ] coloca-se o nimero de células analisadas de cada tipo. O clone diploide
normal sempre vem em ultimo lugar. E possivel serem utilizados os simbolos mos, para

mosaicos, € chi, para quimeras, precedendo o caridtipo.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram coletados e digitados na planilha eletronica Microsoft Excel® e,

posteriormente, realizou-se a andlise descritiva pelo programa SPSS Statistics 17.0, com
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média, mediana e desvio padrdo das caracteristicas dos pacientes (faixa etaria, sexo, cor),
dados clinicos (linfoadenopatia, hepatomegalia e esplenomogalia), alteragdes cromossdmicas
presentes nas amostras, progndstico das alteragdes encontradas e, por ultimo, os parimetros

hematolégicos (hemoglobina, leucdcitos e plaquetas).

FIGURA 13 - Esquema da metodologia utilizada no laboratério de citogenética para cultura
e pos-cultura celular.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS PACIENTES
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A principal faixa etaria deste estudo foi de pacientes entre um e dez anos (67%), dos

quais 37% pertenciam a faixa entre dois e cinco anos, com média de idade de 7 anos e meio.

Em relagdo ao sexo, a propor¢ao foi de 1,3: 1 (M/F). A cor da pele predominante foi a branca

(50%), seguida da parda (33%) e da negra (17%). Considerando os valores de hemoglobina

encontrados, 73% apresentaram valor inferior a 10 g/dL. Na contagem de leucdcitos, 60%

apresentaram valores abaixo de 10 000/uL e 40% acima desse valor. Desses, 10% estavam

acima de 50 000/uL. Observou-se trombocitopenia em 83% dos casos analisados. Logo abaixo,

a TAB. 5 mostra as caracteristicas analisadas: idade, sexo, cor, concentracdo de hemoglobina,

leucometria e contagem de plaquetas.

TABELA 5 - CARACTERISTICAS GERAIS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES

N SEXO IDADE COR HEMOGLOBINA LEUCOMETRIA PLAQUETAS
1 F 4 branca 7,3 20200 32000
2 F 7 branca 12 11000 44000
3 M 5 parda 5,9 34700 33000
4 M 16 branca 13 4600 63000
5 F 6 branca 7.5 3100 32000
6 F 4 negra 8 4300 283000
7 M 3 negra 9 5800 336000
8 F 5 branca 10,2 7800 165000
9 M 12 branca 14 4400 249000
10 M 16 negra 8 1500 12000
11 M 17 parda 15 2800 19000
12 F 15 branca 8 3000 52000
13 M 8 parda 11,3 3200 44900
14 F 4meses negra 7,8 96600 65000
15 M 3 parda 9,2 21900 55000
16 F 3 negra 7.3 7900 26000
17 M 5 parda 6,8 35900 54000
18 M 2 branca 5,7 6300 7000
19 M 3 branca 8,4 50900 37000
20 F 1 parda 5,4 45700 26000
21 M 17 parda 7,1 60000 12000
22 F 7 parda 9,4 33200 83000
23 F 3 branca 7,5 5600 45000
24 F 6 branca 9,4 25000 38000
25 F 17 branca 11,3 6.500 18.000
26 M 2 branca 8,5 7400 45000
27 M 4 meses parda 10 13500 60000
28 M 6 branca 7,8 2.100 42.000
29 M 5 branca 6,9 5600 77000
30 M 16 parda 11,5 5300 160000

N: pacientes admitidos consecutivamente; idade em anos ou meses; sexo F:feminino, M: masculino, Cor:
branca, parda e negra; Hemoglobina em g/dL, Leucometria em pL. Fonte: Lab. DNA Center, Fevereiro/2011
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Considerando a populagdo total estudada, os achados clinicos mais freqiientes foram
hepatomegalia (73%), esplenomegalia (70%) e linfoadenopatia (37%). E importante ressaltar
que todos estes dados foram fornecidos pelo médico hematologista. A TAB.6 mostra os

pacientes que apresentaram, individualmente, algum tipo de achado clinico.

TABELA 6 - ACHADOS MAIS FREQUENTES NO EXAME FiSICO

ACHADOS FiSICOS NUMERO DE PACIENTES PORCENTAGEM (%)
HEPATOMEGALIA 22 77
ESPLENOMEGALIA 21 70
LINFOADENOPATIA 11 37

Fonte: Lab. DNA Center, Fevereiro/2011

Os padrdoes imunofenotipicos encontrados foram fornecidos pelos prontudrios
médicos. 93% dos pacientes apresentavam LLA de linhagem B. Desses, 83% foram de LLA
pré —B, sendo 7% de linhagem T.

Em relacdo a indicacdo clinica, as requisicdes médicas demonstraram que 83% dos
pacientes apresentavam LLA diagnostico e 17% LLA recidiva (em recaida). Esses dados
podem ser observados no GRAF. 1, que mostra a propor¢io de LLA diagndstico em

comparacdo com LLA recidiva.

cidiva (recaida)

agnostico

GRAFICO 1 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES CONFORME A INDICACAO CLINICA
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Neste estudo foram avaliados trinta pacientes. Em dezenove (64%) foram

observadas alteragdes cromossOmicas tanto na medula 6ssea como no sangue periférico. Sete

pacientes (23%) apresentaram cariétipo normal e em quatro (13%) nao foi possivel a andlise

devido a auséncia de crescimento celular (IM - indice mitético nulo). A TAB. 7 apresenta a

distribuicdo dos pacientes estudados de acordo com o caritipo encontrado, perfil

imunofenotipico e tipo de alteracdo citogenética.

TABELA 7 - CARIOTIPO, PERFIL IMUNOFENOTIPICO E TIPO DE ALTERACAO

, PERFIL TIPO DE
N CARIOTIPO IMUNOFENOTIPICO ALTERACAO
1 46, XX, + mar, -20 [14] / 46, XX [06] LLA pré-B Numérica
2 IM=nulo LLA pré-B -
3 40 ~ 56, XY [cp 20] / 46, XY [05] LLA pré-B Numérica
4 46,XY [20] LLA pré-B Normal
5 46, XX [13] LLA pré-B Normal
6 46, XX [23] LLA pré-B Normal
7 46,XY, inv (9) (p12913) [20] LLA pré-B Estrutural
8 48 ~ 58,XX [cp09] / 46,XX [02] LLA pré-B Numérica
9 46,XY [23] LLA pré-B Normal
10 IM=nulo LLA-pré B -
48, XY, t (1;3) (932;927), +16, + mar [09] / 46, XY
11 [14] LLA-pré B Numérica + estrutural
12 49 ~ 87, XX ,add(14)(q32?), add(16)(p13.3)[cp30] LLA Pré-B Numérica + estrutural
13 49~54, XY [11]/ 46,XY [04] LLA pré-B Numérica
14 delecéo de 11923 LLA pré-B Estrutural
15 41~45,XY[cp13] / 46,XY[07] LLA pré-B Numérica
16 50~61,XX[cp07] / 46,XX[05] LLA pré-B Numérica
17 48~60,XY[cp22] / 46,XY[05] LLA pré-B Numérica
18 49~58,XY[cp09] / 46,XY[11] LLA pré-B Numérica
46,XY, dup(1)(g31944) [12] / 46,XY,
dup(13)(q13g34) [05] / 46,XY, der(21) t(7;21)
19 (921936:g22.3) [04] / 46,XY [04] LLA-B Estrutural
20 46, XX, -7, + der 7, 1(7;?)(q31;?) [30] LLA pré-B Numérica + estrutural
21 IM=nulo LLA pré-B -
22 IM=nulo LLA -T -
23 53~62,XX [cp07] / 46,XX[15] LLA-B Numérica
24 46,XX[19] LLA pré-B Normal
25 46,XX,1(9:22)(q34:911), add(14)(q32) LLA Estrutural
47,XY,i(7)(q10), +21[22] / 48,XY, i(7)(q10),
26 +mar,+21[04]/ 48,XY, i(7)(q10), +8, +21 [03] LLA pré-B Numérica+estrutural
27 46,XY [20] LLA-T Normal
28 38~45,XX, del(20q), t(9;14), (022?;9327) LLA pré-B Numérica +estrutural
29 46,XY [20] LLA pré-B Normal
30 36~45,XY [cp23] / 46,XY [03] LLA pré-B Numérica

IM- indice mitdtico;mar- marcador; inv — inversdo;cp — composi¢do de caridtipos; t — translocacdo; add —
adi¢do; del — delecdo; dup — duplicacdo; der — derivativo; i — isocromossomo.
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De acordo com o tipo de amostra enviada, 70% foram de aspirado de medula dssea

(MO) e 40% de sangue periférico (SP). Sabe-se que no sangue periférico as células ja

completaram o processo de maturacdo. Consecutivamente, ndo existe possibilidade de

divisdo celular (mitose). A andlise citogenética nesse material s6 é valida quando existem, no

minimo, 20 % de células imaturas (blastos). Nas amostras de SP que foram enviadas a

porcentagem de blastos variou de 0 a 90%, com mediana de 27% (desvio padrdo = 32%).

Dos pacientes que apresentaram algum tipo de alteragdo cromossomica, em 53%

foram observadas alteragdes numéricas, em 26% correspondiam as alteragdes numéricas e

estruturais e em 21% dos pacientes foram encontradas apenas alteragdes estruturais. O

GRAF.2 apresenta a classificacdo geral das alteracdes citogenéticas.

26%

NUMERICAS

NUMERICA
+ESTRUTURAL

ESTRUTURAL

GRAFICO 2 - CLASSIFICACAO GERAL DAS ALTERACOES CITOGENETICAS

Considerando os quinze pacientes com alteragdes cromossOmicas numéricas e

numéricas com alteracdo estrutural adicional, a hiperdiploidia foi observada em oito

pacientes (54%); hiperdiploidia com alteracio adicional em dois pacientes (13%);

hipodiploidia em trés pacientes (20%) e, por ultimo, hipodiploidia com alteragdao adicional

em dois pacientes (13%). A TAB.8 subclassifica as alteracdes cromossdmicas numéricas e

numéricas com alteragdes estruturais adicionais encontradas.
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TABELA 8 - SUBCLASSIFICACAO DAS ALTERACOES NUMERICAS

ALTERACOES NUMERICAS NUMERO DE PACIENTES PORCENTAGEM (%)
Hiperdiploidia 8 54
Hiperdiploidia + Adicional 2 13
Hipodiploidia 3 20
Hipodiploidia + Adicional 2 13

Os nove cariétipos complexos foram assim classificados por ainda nao terem sido
descritos na literatura ou pelo fato de apresentarem mais de uma altera¢io cromossomica. E
importante ressaltar que foram incluidos nesses casos caritipos com hiper e hipodiploidia
com alteragdes adicionais, além de células com presenca de cromossomos marcadores.
Foram listados na TAB. 9 os cariétipos complexos juntamente com o tipo celular envolvido

e um possivel progndstico para os pacientes estudados, baseados na literatura pesquisada.

TABELA 9 - CARIOTIPOS COMPLEXOS E POSSIVEIS PROGNOSTICOS

CARIOTIPO COMPLEXO PROGNOSTICO

46,XY, inv (9) (p12q13) [20] INDETERMINADO

46, XX, + mar, -20 [14] / 46, XX [06] INDETERMINADO

48, XY, t (1;3) (932;027), +16, + mar [09] / 46, XY [14] DESFAVORAVEL
47 XY,i(7)(q10), +21[22] /48,XY, i(7)(q10), +mar,+21[04] / )

48, XY, i(7)(q10), +8, +21 [03] DESFAVORAVEL

49 ~ 87, XX ,add(14)(g32?), add(16)(p13.3)[cp30] DESFAVORAVEL
46,XY, dup(1)(q31q44) [12] / 46,XY,dup(13)(q13q34) [05] / ]

46,XY, der(21)t(7;21)(q21g36;022.3) [04] / 46,XY[04] DESFAVORAVEL

46, XX, -7, + der 7, 1(7;?)(g31;?) [30] DESFAVORAVEL

46,XX,1(9;22)(q34;q11), add(14)(q32) DESFAVORAVEL

38~45, XX, del(20q), (9;14), (q22?;9327?) DESFAVORAVEL

Os pacientes foram classificados conforme a alteracdo cromossomica em trés grupos:
favoravel, intermediério e desfavordvel. Neste estudo o grupo favoravel foi de 54%, seguido

por 8% do indeterminado e 38% do desfavordvel. O GRAF. 3 permite visualizar os possiveis
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progndsticos estabelecidos aos vinte e seis pacientes que apresentaram alteragcdes

citogenéticas, como também aqueles com resultado de cari6tipo normal.

PROGNOSTICO

8%

B FAVORAVEL
38% "
= DESFAVORAVEL

INDETERMINADO

GRAFICO 3 - DEMOSTRATIVO DO PROGNOSTICO DOS PACIENTES ESTUDADOS

5.3 RECIDIVAS E OBITOS

Dos trinta pacientes estudados, cinco (17%) apresentaram recidiva da doenca.
Desses, trés apresentaram caridtipo complexo, idade acima dos 10 anos, leucometria
aumentada, valores de hemoglobina e plaquetas reduzidas e presenca de blastos no SP. Os
outros dois pacientes apresentaram cariétipo normal, idade entre 1 e 10 anos, contagem de
leucdcitos muito acima dos valores normais e auséncia de blastos no SP. Foram informados
seis obitos (20%) ao término deste estudo, sendo dois pertencentes ao grupo que
apresentaram recidiva da doenga com caridtipo complexo e 0s outros quatro pacientes
faleceram por motivos nao relatados. Atualmente, vinte e quatro pacientes ainda estdo em
tratamento, pois este trabalho foi finalizado durante o acompanhamento terapéutico da

maioria desses casos.

Seguem abaixo exemplos de imagens de metdfases com alteracdes cromossdmicas
complexas encontradas neste estudo a serem destacadas (FIG.14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ,21 e
22).
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48, XY, t (1;3) (q32;927), +16, + mar

FIGURA 14 - Representa um caso de LLA em recaida com uma alteracdo ainda ndo descrita
na literatura. Ocorreu uma translocacio entre os cromossomos 1 e 3, entre as regides q32 e

q27, trissomia do cromossomo 16 e presenga de um cromossomo marcador.

del (11)(¢q23)

FIGURA 15 - Representa um caridtipo com dele¢do no brago longo do cromossomo 11, na

regido 23, de uma recém-nascida com LLA Pré-B (Lactente).



46,XY, dup(1)(q31q44) [12] / 46, XY,
(q21q36;q22.3) [04] / 46,XY [04]
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46, XY, dup(1) (q31q44)

46, XY, der(21) t(7;21) (q21:q22.3)

dup(13)(q13q34) [05] / 46XY, der(21)
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t(7;21)

FIGURA 16 - Representa um cariétipo complexo de uma crianga com LLA Pré-B (L1)

ainda ndo descrito na literatura.

Esse cari6tipo apresenta quatro clones diferentes:

e Duplicagdo da regido q31q44 do brago longo do cromossomo 1;

e Duplica¢do da regido q13q34 do brago longo do cromossomo 13;

e Translocacgdo entre os cromossomos 7 e 21, envolvendo as regides q21 e q22.3, originando

um derivativo do cromossomo 2;

e (Caridtipo normal.
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FIGURA 17 - Representa um caridtipo complexo com material adicional no braco longo do
cromossomo 14 e a presenca do cromossomo Philadélfia (Ph) em 100% das metédfases

analisadas. LLA (L1) diagndstico.

» BT b B Mgl . ‘ '
VT + Y P
“ ° > #
4 e ‘
48,XY,i(7)(q10),+mar,+21 47,XY,i(7)(q10),+21 47,XY,i(7)(q10),+8,+21

FIGURA 18 - Representa um caridtipo complexo formado por trés clones celulares de um
paciente com sindrome de Down com LLA Pré-B (L1). Foi observado isocromossomo 7 em
todas as metafases analisadas. Quatro metafases apresentaram cromossomo marcador € em

trés a trissomia do cromossomo 8.
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%

46, XX, + mar, -20

FIGURA 19 - Representa um cariétipo de uma paciente com LLA Pré-B com dois clones
celulares. Um com auséncia do cromossomo 20 e presenca de um cromossomo marcador € o

outro apresentando cariotipo normal.

Obs: Nao foi possivel confirmar por PCR se este cromossomo marcador apresentava ou ndo alguma
regido do cromossomo 20 ausente.

add(16)(p13.3)—>

add(14)(@32?2y—> . = .

Hiperdiploida

FIGURA 20 - Representa um caritipo complexo de uma paciente com LLA Pré-B (L1)

com as seguintes alteracdes:

e 49 ~ 87, XX [cp30] = Hiperdiploidia com composicio de caridtipo variando entre 49 a 87
cromossomos, em um total de trinta metafases observadas;
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e add(16)(p13.3) = Material adicional de origem desconhecida no segmento terminal do braco
curto do cromossomo 16, na banda pl13.3 (essa alteracdo foi observada em 100% das
metafases analisadas);

e add(14)(q32?) = Material adicional de origem desconhecida no segmento terminal do braco
longo do cromossomo 14, na banda 32?7 (essa alteracdo foi observada em 33,3% das
metafases analisadas).

™
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FIGURA 21 - Representa um cariétipo complexo de uma paciente com LLA Pré-B, com
um derivativo do cromossomo 7 formado através de uma transloca¢do do cromossomo 7,

com um seguimento cromossomico desconhecido.
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FIGURA 22 - Representa um cariétipo complexo de uma paciente com LLA Pré-B (L2)

com as seguintes alteracdes:
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Hipodiploidia com composi¢do de caridtipo variando entre 38 a 45 cromossomos, em um total
de trinta metafases observadas;

Delecdo no braco longo do cromossomo 20, (del20q);

Translocacdo envolvendo os cromossomos 9 e 14, com as possiveis regides translocadas
9q22? e 14q327?, t(9;14)(q22?; q32?).
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6 DISCUSSAO

As leucemias sao, mundialmente, as neoplasias malignas mais comuns na infancia,
correspondendo a aproximadamente 33% de todas as doengas malignas em menores de 14

anos (109)

. Incidem na populacio de 0 a 14 anos com uma freqiiéncia de 1/25.000
individuos/ano, e o risco de desenvolver a doenga nos primeiros 10 anos € de 1/2.880. Nos
Estados Unidos da América (EUA), entre 1992 e 2004, foi constatada uma taxa de incidéncia
de leucemia em menores de 14 anos de 41,4/1 milhdo de pessoas anos, e de LLA de 31,9/1
milhdo de pessoas anos *®. Na Inglaterra e no Pais de Gales a incidéncia média de leucemia
em menores de 14 anos passou de 38,3, entre 1971 a 1975, para 46,1/1 milhdo de pessoas ao
ano, no periodo de 1996 a 2000 “”. Na Europa, criancas menores de 14 anos de idade
apresentaram no periodo de 1978 a 1982 uma taxa de 40/1 milhdo, que aumentou para 45/1
milhdo de pessoas ao ano, entre 1993 e 1997, sendo que a LLA ocorreu em 81% dos casos G0

A faixa etdria predominante neste estudo foi de pacientes entre um e dez anos (67%),
sendo 37 % entre dois e cinco anos, com média de idade de 7 anos e meio. Esses dados estio
de acordo com os descritos na literatura, que relatam maior prevaléncia de leucemias em

C e . L. (14, 10 110
individuos nessa faixa etdria '* ¥, Perez-Vera et al., (110)

encontraram 78% dos pacientes
nessa faixa etdria, enquanto Udayakumar et al. D gbservou em 76%. Um estudo feito por
Lichtvan em 2007 ', observou que 78% dos pacientes apresentavam entre um e dez anos,
sendo 38% entre dois e cinco anos.

Pesquisas e estudos mostram que a LLLA acomete mais criangas do sexo masculino do
que do sexo feminino, na propor¢do de 1,2:1. Esse fato foi observado em estudos feitos por

(0. 113 g trinta casos analisados neste estudo

Coebergh et al., e Swaminathan et al.,
apresentaram a proporcao de 1,3 do sexo masculino (57%), em relagdo a 1 do feminino
(43%). A TAB. 10 demonstra a frequéncia do sexo masculino por alguns autores em pacientes
com LLA.

TABELA 10 - FREQUENCIA DO SEXO MASCULINO EM PACIENTES COM LLA

ANO AUTORES FREQUENCIA DO SEXO MASCULINO (%)
1997 Chessells et al 7
2001 Pérez-vera et al 63
2004 Mirra et al 53
2007 Udayakumar et al 64

Estudos feitos por Ries et al., 1999 e Linet et al.,2003 (1419 hog EUA, observaram

um ndmero crescente de ocorréncias de LLA em criancas da cor branca em comparagao as de



64

2
% observaram essa mesma

cor negra. Concordando com esses autores, Linabery e Ross
tendéncia em relagdo ao sexo. Pollock et al., em 2000 (“6), observou que 79% das criangas
com LLA eram da cor branca. Neste estudo a cor pele predominante foi a branca com 50%,
em seguida a parda com 33% e, por fim, a negra com 17%. Dados esses que corroboram com
a literatura.

No exame fisico os achados mais freqiientes foram hepatomegalia (73%),
esplenomegalia (70%) e linfoadenomegalia (37%). Margolin, Steuber e Poplack “® relataram
casos de LLA que apresentaram hepatomegalia em 68% dos casos, esplenomegalia em 63% e
linfoadenomegalia em 50%. Medrone et al., em um estudo realizado em Sao Paulo,
encontrou hepatomegalia em 50% dos pacientes, esplenomegalia em 50% e
linfonodomegalia em 22%.

De acordo com o WHO (World Health Organization Classification of Tumours), a
leucometria em pacientes com leucemia linfoblastica aguda pode se apresentar diminuida,
normal ou bastante elevada ' ''® Neste estudo 60% apresentaram valores abaixo de 10
000/uLL e 40% acima de 10 000/uL. Desses, 10% estavam acima de 50 000/uL. Trabalhos
encontrados na literatura mostram que criancas com LLA apresentam, na sua maioria,
contagem de leucdcitos acima de 10 000/uL. Um estudo feito por Ma et al. em 1997 sy
observou que 20% dos pacientes apresentavam leucometria acima de 50 000/uL. Outro
estudo realizado na Inglaterra por Chessels et al. em 1997 "**, mostrou que 21% dos
pacientes apresentavam valores acima de 50.000/uL. Este estudo concorda com alguns
trabalhos encontrados na literatura, além de seguir os parametros adotados pela WHO e por

Friedman e Weinstein. !'7 12,

Um exemplo a ser comparado foi um estudo do Children’s Cancer Study Group "*?,
realizado em 4455 criangas com LLA que apresentavam leucometria abaixo de 10 000/uL
em 51%, entre 10 000 e 50 000/uL em 30% e 19% acima de 50 000/uL.

Hemoglobina menor que 10g/dL estd presente em 80% dos pacientes. Mesmo com
concentracdes reduzidas de hemoglobina, a anemia € normocitica € normocrOmica e a

(117) k (46)

contagem de reticuldcitos € baixa" . Em relato feito por Margolin, Steuber e Poplac

80% dos pacientes estudados com LLA apresentaram valores de hemoglobina menor que 10

g/dL. Swaminathan et al., em 2008 (13)

, observaram que 75% das criancas abaixo de dez
anos apresentavam hemoglobina abaixo de 10 g/dL. Considerando os valores de hemoglobina
encontrados, 73% apresentaram valores inferiores a 10 g/dL. Os valores observados para a

hemoglobina neste estudo foram coerentes com achados da literatura.
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A contagem de plaquetas reduzida estd presente na maioria dos pacientes, sendo o
valor menor que 100.000/pL. em aproximadamente 75% dos casos @D Neste trabalho foi

observado trombocitopenia na maioria dos casos, correspondendo a 83%. Estudo realizado

1. ® encontrou 75% dos casos com contagem de plaquetas abaixo de

k (46)

por Popescu et a
100.000/ulL, assim como Margolin,Steuber e Poplac

Em relacdo a imunofenotipagem, 93% dos pacientes apresentavam LLA de linhagem
B e 7% LLA de linhagem T. Entre as LLA de linhagem B, a maioria dos casos (83%) foi
classificada como pré-B. O percentual reduzido de pacientes com LLA-T pode estar associado
a propor¢do de pacientes adolescentes analisados acima de 10 anos. Rego et al., em 1996 (123
em Ribeirdo Preto, avaliaram 153 criancas, sendo 82% LLA de linhagem B; Dworzak et al.,
em 2003 (124), na Austria, encontraram LLA de linhagem B em 87% dos casos e Udayakumar
et al.,, em 2007 (111)’ 83%, sendo 7% de LLA de linhagem T. Leite et al., em 2007 (125 ,
estudaram 108 pacientes pediatricos. Desses, 81% eram de linhagem B e 19% LLA-T. Farias
e Castro, em 2004 (126), observaram um percentual de 80% de LLA de linhagem B e 20% de
linhagem T.

192" ¢ Seabright "*® das técnicas de

Apbés a descoberta por Casperson et a
bandeamento, os estudos citogenéticos nas leucemias agudas demonstram que poderiam ser
encontradas cerca de 50% de anomalias cromossdmicas '**. Virios estudos prospectivos e
consecutivos, utilizando técnicas de bandeamento, ja mostraram que a incidéncia de
anomalias cromossOmicas varia entre 55-94%, e algumas alteracdes encontradas sdo
especificas para determinado subtipo celular caracterizado por imunofenotipagem. A TAB.
11 abaixo sumariza os principais trabalhos com as frequéncias das anormalidades

cromossOmicas nas LLAs infantis presentes na literatura.

TABELA 11 - SUMARIO DA FREQUENCIA DAS ALTERACOES CITOGENETICAS

ANO AUTORES FREQUENCIA DAS ALTERACOES
CITOGENETICAS
1989 Secker-Walter et al., 55%
1993 Grupo Cooperativo Francés de 71%
citogenética Hematologica

2002 Silva et al., 92%

2010 Moorman et al., 75%

2010 Kowalczyk et al., 61,8%

*Q0s pacientes estudados pelos autores na tabela acima apresentavam faixa etdria entre 1 e 10 anos.
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De acordo com o estudo realizado por Kowalczyk et al,"*¥ 13,5% dos pacientes
apresentaram indice mitético nulo, enquanto que em 24,7% foi observado cariétipo normal.
Silva et al., em 2002, observaram que 92% dos pacientes apresentaram algum tipo de
anormalidade cromossOmica, 7% apresentaram cariétipo normal e 1% das amostras
analisadas apresentaram auséncia de crescimento celular. Pérez-Vera et al., em 2001119 ,
encontraram, através da analise citogenética, 22% dos pacientes com cariétipo normal e 74%
com alguma alteracdo citogenética. Semelhante aos trabalhos mencionados acima, o estudo
em questdo encontrou 64% com alteragdo citogenética, 23% com cariétipo normal e 13%
com auséncia de crescimento celular nas amostras analisadas. Segundo a literatura,
portadores de LLLA com citogenética normal apresentam melhor progndstico com 90% de
sobrevida em cinco anos. Uma hipétese para essa taxa de sobrevida alta pode ser a presenga
da t(12;21) nesses pacientes. Essa translocagdo é conhecida por conferir melhor progndstico
e dificilmente pode ser detectada pela CC @7

As alteracOes numéricas estavam presentes em 53% dos casos estudados, 21%
apresentavam alteracdo numérica e estrutural e 21% alteracoes estruturais. Pérez-Vera et al.,
em 2001""'?, avaliaram 131 pacientes e encontraram alteracdes numéricas em 40%, alteracdes
estruturais em 19% e ambas em 15% dos pacientes. Estudo feito por Raimondi em 2000 (106)
detectou apenas alteragdes numéricas em 46% dos casos e, nos demais, houve associaciao de

alteracdes numéricas e estruturais. Silva., et al (2002) (130)

analisaram 91 pacientes pediatricos
e observaram que 45% apresentavam alteragdes cromossdmicas numéricas, 21% numéricas e
estruturais e 34% com alteracOes estruturais. Prado Jr et al. (2006) 13 encontraram alteracdo
numérica em 51%, enquanto que em 37% foram de alteragdes estruturais.

Considerando os quinze pacientes estudados com alteracdes cromossdmicas numéricas
e numéricas com alteragcdo estrutural, a hiperdiploidia foi observada em dez pacientes (67%),
dos quais 54% apresentaram apenas hiperdiploidia e 13% com hiperdiploidia e alteracdo
adicional. A hipodiploidia foi encontrada em 33% dos pacientes. Desses, 13% apresentaram
alteracdo estrutural. Os tipos de alteragdes estruturais adicionais encontradas foram
translocacdo, adi¢c@o, duplicacdo e presenca de cromossomo marcador.

Pui et al. (1989) ®¥ avaliaram criancas com diagnéstico de LLA e encontraram
hiperdiploidia em 26% pacientes. Em 62% destes casos foram detectadas também alteragdes
cromossOmicas estruturais. Dos 28 casos que ndo responderam ao tratamento, 22
apresentavam alteracdes cromossOmicas estruturais, mostrando associacdo significativa

dessas alteracdes com falha do tratamento. Raimondi (2000) % estudou 182 criangas com

LLA apresentando hiperdiploidia com 51 a 67 cromossomos. Silva et al., em 2002,
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analisaram noventa e um pacientes com alteracdes citogenéticas. Dessas, 56% apresentaram
hiperdiploidia e 34% com alteracdo adicional. De acordo com Secker-Walker et al., (1989)
132) & Pui et al., (1989) (88), a hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos estd relacionada
com um melhor progndstico. Martin et al., em 1996 “?, evidenciaram respostas ainda
melhores ao tratamento nos pacientes com trissomias dos cromossomos 4 e 10.

Nesse estudo os pacientes com hiperdiploidia sem alteracdo adicional apresentavam
boa resposta terapéutica, interferindo estatisticamente no progndstico dos pacientes. A
hipodiploidia € uma alteracdo numérica pouco frequente que confere um mau prognostico.
Cinco pacientes apresentaram hipodiploidia. Dois desses casos apresentaram alteragcdo
adicional, sendo um com recidiva e em tratamento e o outro foi a 6bito apds terapia inicial.
Por haver um numero limitado de relatos de pacientes com hipodiploidia, sdo necessarios
mais estudos para definir o progndstico, apesar de alguns estudos demonstrarem que esses

136)

. ~ 2 0
pacientes apresentam evolugdo desfavoravel 0, . Resultados de outros autores que

apresentaram semelhanca com este estudo estdo descritos na TAB. 12 abaixo.

TABELA 12 - SUMARIO DAS PLOIDIAS EM CRIANCAS COM LLA (%)

ANO AUTOR HIPERDIPLOIDIA  HIPODIPLOIDIA PSEUDODIPLOIDIA
1996 Petkovic et al., 31 6 26
2001 Harrison 44 8 29
2002 Nordgren et al., 36 3 34
2006 PradoJr et al., 37 14 41
2007 Udayakumar et al., 30 4.5 22

Dentre os nove cariétipos complexos encontrados, alguns merecem destaque por ainda
ndo terem sido descritos na literatura. Dentre esses, uma translocacio entre os cromossomos 9
e 22 (Ph"), com adicional no cromossomo 14; duplicacdes nos cromossomos 1q e 13q, além
de um derivativo do cromossomo 21 que foi translocado com o cromossomo 7, formando um
derivativo do cromossomo 7. O importante a ressaltar sobre esses casos complexos € que,
segundo dados da literatura, sdo considerados de progndstico desfavoravel. Um dos possiveis
motivos seria devido a perda, troca ou ganho de genes, que podem promover, muitas vezes,
resisténcia aos tratamentos. A presenca do cromossomo Philadélfia (Ph*) ou translocagio 9 e
22 é geralmente encontrada em cerca de 3 a 5% das amostras de LLA pediatrica, e €

. ~ P 13
considerada uma alteracio de mau progndstico 9,

Observou-se a presenca de um
cromossomo marcador em trés caridtipos analisados. Os cromossomos marcadores sao

reordenamentos complexos formados, geralmente, por heterocromatina centromérica, mas
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podendo chegar a conter partes de genes de algum cromossomo. E praticamente impossivel
estabelecer uma relacdo precisa entre a presenga desse tipo de cromossomo e o fenétipo do
paciente. Assim, a caracterizagdo de cada cromossomo marcador torna-se imperativa para
essa correlagcdo (140),

Detectou-se um cariétipo no grupo dos complexos diferenciado dos demais por ser de
um paciente com sindrome de Down e apresentar trés clones celulares. Silva et al., (130)
encontraram, igualmente a este estudo, um cariétipo de um paciente com sindrome de Down
(SD) envolvendo quatro clones. De acordo com a literatura, criancas com SD apresentam
risco 10 a 20 vezes maior de desenvolverem leucemia quando comparados a pacientes sem a
trissomia do 21. A primeira pesquisa sistemdtica mostrando sobre risco aumentado de
leucemia em individuos com sindrome de Down (SD) foi publicada por krivit e Good, em
1957 (141), ap6s vérios relatos de casos isolados. Em seguida, foram realizados numerosos
estudos documentando o alto risco relativo de leucemia infantil associado com sindrome de
Down, citado na publicagdo da IARC (International Agency for Researh on Cancer World
Health Organization - 1999).

Os pacientes com sindrome de Down (SD) geralmente sdo acometidos por leucemia
mieldide aguda, principalmente do subtipo FAB - M7. Todavia, ja foram encontrados vérios
casos de SD com LLA. Os pacientes com SD que desenvolvem LLA apresentam uma
toxicidade aumentada ao metotrexato, que pode estar relacionada a uma maior entrada do
medicamento em todos os tecidos. A reducdo do carreador de folato, que produz o transporte
de metotrexato, é codificada por um gene localizado no cromossomo 21. O acimulo de
metotrexato nos linfoblastos estd associado ao nimero de cépias do cromossomo 21 (142)
Embora a sobrevida nas LLAs tenha melhorado sensivelmente, ainda nao é igual a sobrevida
em LMA. Esse achado € unico na crianca com sindrome de Down (SD), enquanto que
criancas ndo-Down com LLA, tém melhores taxas de sobrevida do que aquelas com LMA
(143)

Atualmente, o prognoéstico (estratificagdo) da LLA ocorre de duas formas: a primeira,
por estratificacdo estdtica, que inclui as caracteristicas clinicas como idade, raca, contagem
inicial de leucdcitos em sangue periférico ao diagndstico, expressao imunoldgica da doenga e
alteracdes cromossOmicas especificas nas células leucémicas; a segunda, por estratificacao
dindmica, na qual € avaliada a resposta da doenga ao tratamento (109),

De acordo com os estudos do SWOG (Southwest Oncology Group) e MRC (Medical

Research Council), os pacientes sdo estratificados conforme a alteracdo citogenética

especifica em trés grupos: favordvel, intermedidrio e desfavoravel, com nitidas diferencas na
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sobrevida. No grupo SWOG a sobrevida projetada de oito anos € de 55% para o grupo de
cariotipo favoravel, 38% para o grupo intermedidrio e 11% para o grupo de progndstico
desfavoravel .

Um trabalho mais recente, publicado em fevereiro de 2007, realizado por Schultz et

al. (%)

analisou os fatores prognoésticos do Pediatric Oncology Group (POG) e do Children’s
Cancer Group (CCQG). Foram avaliadas, retrospectivamente, 6238 criancas com diagndstico
de LLA de linhagem B, representando a maior anélise de fatores progndsticos realizada até o
momento, na tentativa de validar marcadores prognésticos identificados em amostras
menores. Nesse estudo, idade e contagem inicial de leucdcitos mostraram ter importancia no
prognéstico. Porém, sexo, raca, presenca de hepatoesplenomegalia e massa mediastinal,
assim como a classificacdo FAB, ndo interferiram na resposta ao tratamento. Em relacdo as
anormalidades cromossdmicas a presenga de cromossomo Filadélfia, hipodiploidia extrema
(menos de 44 cromossomos) e presenca de anormalidades em 11g23 (gene MLL) foram
confirmados como fatores de pior progndstico, enquanto a fusdo TEL-AMLI1 foi indicativa

de melhor prognéstico '+,

(146) (lassificaram as

Seguindo a mesma linha deste estudo, Quixabeira e Saddi
leucemias de acordo com o prognéstico, linhagem celular envolvida e alteracdes
citogenéticas. Observou-se hiperdiploidia e t(12;21) em LLA-B, com progndstico favoravel.
A t(9;22) em LLA-B e delecdo em 11q23 apresentou progndstico desfavoravel. Além de
outras altera¢des que ainda nao foram possiveis identificar a classificacdo do progndstico.

Os fatores progndsticos deste estudo tiveram como base a idade, leucometria, presenca
de blastos no SP e, principalmente, as alteracdes cromossOmicas. Alguns dos pacientes que
apresentaram alteragdo citogenéticas complexas foram classificados como sendo de
prognéstico desfavordvel. Segundo dados da literatura, sdo considerados complexos os
cariétipos que apresentarem mais de uma alteracdo cromossdmica e/ou que nao tenha sido
ainda descrita. O progndstico foi considerado favordvel nos pacientes que apresentaram
hiperdiploidia ou com cari6tipo normal, além da idade entre um e seis anos e/ou contagem de
leucécitos proximos da normalidade. O progndstico intermedidrio foi estabelecido para os
pacientes com caridtipos que apresentaram apenas uma alteracdo cromossOmica estrutural,
com idade entre um e seis anos, contagem de leucdcitos superior a 20 000/ul e resposta ao
tratamento avaliada pela presenca de blastos no SP. O grupo de pacientes que pertenciam ao
progndstico desfavordvel apresentou cariétipo complexo, idade acima de 10 anos e presenca

de blastos acima de 25% no SP.
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CONCLUSOES

Em relacdo ao hemograma, a maioria dos pacientes apresentou hemoglobina abaixo
de 10 g/dL (73%), contagem de leucdcitos inferior a 10.000/uL (60%) e contagem de
plaquetas abaixo de 150.000/uL (83%), igualmente aos relatos da literatura.

A principal faixa etdria estudada foi entre um e dez anos (67%). Desses, 37% eram de
criangas entre dois e cinco anos. O sexo masculino (57%) e a cor da pele branca

(50%) foram os mais prevalentes, ratificando dados da literatura.

Sabe-se que existem vdarios achados clinicos relacionados a LLA. Porém, neste estudo
foram informados como os mais freqiientes a hepatomegalia (73%), a esplenomegalia

(70%) e a linfoadenopatia (37%).

A hiperdiploidia foi a alteracdo cromossdmica numérica mais comum encontrada
(67%). Dessas, 13% apresentaram alteracdo adicional. Foram analisados cinco casos
com hipodiploidia (33%), dos quais dois (13%) apresentaram alteracdo estrutural

adicional.

Os pacientes com alteracdes numéricas que apresentaram alteragdo adicional foram
estratificados como pertencentes ao grupo de caridtipo complexo e de progndstico

desfavoravel.

Neste estudo foi possivel identificar como fatores prognésticos as alteracdes
cromossOmicas, a contagem de leucdcitos e a idade, permitindo, assim, estratificar os

pacientes em grupos de risco (favoravel, indeterminado e desfavoravel).

Foram observadas alteragdes complexas ainda ndo descritas na literatura que, de

acordo com dados clinicos e laboratoriais, indicaram prognéstico desfavoravel.

Foram registrados cinco casos de recidiva (17%). Desses, trés faziam parte do grupo

de cariétipo complexo com progndstico desfavoravel.
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APENDICE A — PROTOCOLO DE COLETA DE MEDULA OSSEA E SANGUE
PERIFERICO PARA ANALISE CROMOSSOMICA

CONSIDERACOES GERAIS

v Preencher corretamente a guia de requisi¢do do exame com letra legivel colocando o tipo de
amostra que serd coletada, idade, indicacdo clinica, dados laboratoriais e caso haja algum
resultado anterior de citogenética colocar como observacao;

v' O paciente ndo deve estar sob medicacdo quimioterdpica. Caso contrario, suspender a
Medicacao por pelo menos 72 horas antes da coleta;

v Coletar apenas em seringa heparinizada ou tubo a vdcuo tampa verde heparinizado (vide
procedimento de coleta);

v A estabilidade da amostra é de 24 horas quando mantida sob refrigeracdo (2 a 8°C);

v' Enviar a amostra sob refrigera¢do com gelo recicldvel em isopor, tomando o cuidado de ndo
deixar a amostra em contato direto com o gelo para evitar destrui¢do celular;

v" Horério de recebimento das amostras no laboratério:

® De segunda a quinta-feira das 6:00 as 16:00 e na sexta-feira até as 10:00h.
® Caso seja feita alguma coleta fora desses hordrios, entrar em contato com

Dra. Erica Gil.

ESTE HORARIO E ESTABELECIDO PARA FORNECER UM PROCEDIMENTO DE
CULTURA CELULAR CORRETO (24 — 48h), CASO CONTRARIO, INVIABILIZARA O
DIAGNOSTICO CITOGENETICO.

MEDULA OSSEA

» Coletar de 2 a 5 ml de aspirado de medula 6ssea coletado por especialista com seringa
ATOXICA* heparinizada (0,1 ml se Liquemine® Roche® de preferéncia (caso nao tenha,
usar heparina sédica) para 5 ml de aspirado) ;

» Cuidado para nao colocar heparina a mais do que o necessario por que pode deixar a
amostra muito diluida, ou pouca heparina por que pode coagular a amostra. Estas situacies

podem interferir na andlise citogenética;
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Homogeneizar o material ja coletado na seringa com delicadeza;

Deve-se trocar a agulha que foi coletada por uma nova com protetor, e envolvé-lo com

esparadrapo ou micropore para nao haver problemas no transporte;

>

CUIDADO PARA NAO CONTAMINAR A NOVA AGULHA!!!

Encaminhar para o setor de citogenética do laboratério DNA Center de acordo com o

horario estabelecido (aos cuidados de Dra. Erica Gil)

>

Lembrar de identificar corretamente a amostra com nome, indicacdo clinica, idade,

dados laboratoriais, etc.

X/
°e

IMPORTANTE: Nos casos de neoplasias hematologicas quando se deseja fazer
um cariotipo no sangue periférico, o mesmo SO serd vidvel quando a
porcentagem de blastos circulantes for = 20% para que seja realizada com
sucesso a cultura de células.

CAUSAS DE INDICE MITOTICO BAIXO OU NULO

Quantidade insuficiente de amostra;

Amostra hipocelular;

Amostra hemolisada e / ou coagulada causada por pouca heparina;
Amostra viscosa causada pelo excesso de heparina;

Toxicidade de algumas marcas de heparina sédica utilizada na coleta;

Medula éssea ou sangue periférico hipocelular com poucas células imaturas (blastos >

20%)

X/
o

Algumas desordens hematolégicas que causam baixo indice mitético: Tricoleucemia,

Leucemia Linfoide Cronica, etc;

X/
°e

Uso de medicamentos quimioterapicos ou para a terapia de inducdo de remissao

completa;

X/
o

Demora em enviar a amostra ao laboratorio.
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DATA DE ENTRADA:

N° REGISTRO:

DATA DA ENTREGA:

FONE:

NOME:

IDADE:

PROCEDENCIA:

MEDICO:

INDICACAO CLINICA:

EXAME DE CITOGENETICA ANTERIOR:

Leucometria:

Hb: plaquetas:

CULTURA

DATA:

HORA:

QUANTIDADE E ASPECTO DA AMOSTRA : SP( )

MO( )

LEUCOMETRIA:

CULTURA:

MEIO + PHA + SP ou MO TUBOS

RETIRADA DA CULTURA = DATA: HORA:

HORA DA COLCHICINA:

TUBO 1= COLCHICINA: IM: MET:

TUBO 2 = COLCHICINA: IM: MET:

OBS.:

BANDEAMENTO

WRIGHT ( )

TRIPSINA ( )

DATA DA CONFECCAO DA LAMINA:

DATA DO BANDEAMENTO:

TEMPO DO BANDEAMENTO:

Resultado:

Responsavel técnico:

liberado:




ANEXO 1: Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

seres humanos do Hospital Universitario Onofre Lopes (CEP-HUOL- Protocolo
083/07).

~ &b~ WINBIERD DA EDUCACAD
S4By UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIQ GRANDE DO NORTE

SHEY COMITE DE ETICA EM PESOUISA DO HOSPITAL
YRE®  ynvenarTinin nnOERY 10PES (CEP-ATOL)

CERTIFICADO

O Comité de Elica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes (CEP-HUOL), devidamenta reconhacido
pela Comissdo Nacional de Elica em Pescuisa (CONEPIMS), analisou o proieta:

Thulo: Determinaggo da expresséo de marcadores celulares 2 moleculares da resisténcla s drogas nas
el Camas.

Protocolo - 083/07

Pesquisador Responsavel: Geraldo Baroso Cavaleanti Jinior.

Eele projeto foi aprovado em seus aspeclos elicos e melodoldgicos, incluinde o Termo da
Uonesniimanto Livie @ bsolarsaido, de acondo com &s direlnizes da Hesolugan 198/Yb @ complementares, o
Consalho Nacional de Salde, em reunido plendrla do CEP-HUOL realizada no diz 31 de agosio de 2007 Toda e
quaiguer altsracao no projainprofocolo de pesguiss, assim como eventos adversos qus venham a ocorrer
deverao ser comunicados oficialments a imedistaments ao CEP-HUOL. O refatdric final do projeto ou a copia de

SU2 pUDICaGa0 Gevera Ser encaminnacd e LEHHUUL apos o terming do estuds, conforms cronograma, Com a
respectiva copia da folha de rosto,

MNatal, 31 da agosio da 2007,

'I.l' g |
i

Prof. Aldb da Cunha Medeiros
Coordenacor do CeP - HUOL
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ANEXO 2 - FUNGAO DAS PRINCIPAIS SUBSTANCIAS UTILIZADAS NA CULTURA CELULAR

1 Efeito da Colchicina sobre as células

A colchicina € um alcal6ide extraido do cdélquico, uma planta da familia das
Liliaceae, o Colchicum autumnale. E um potente bloqueador da divisio celular. E téxico
quando ingerido ou inalado, podendo causar efeito teratogénico. Estudos prévios
demonstraram que as células ndao se dividem de forma sincronizada, implicando,
conseqiientemente, na dificuldade de se obter um nimero ideal de cromossomos em metafase
em determinados momentos. Diante da necessidade da obtencdo de uma quantidade
suficientemente grande de cromossomos em metdfase, passou-se a adicionar colchicina nas
células em divisdo. O seu uso permitiu acumular grande nimero de células metafdsicas
durante as constantes divisdes. A a¢do da colchicina fundamenta-se no fato de que ela
bloqueia a anafase, uma vez que atua inibindo a formacdo de fusos acromaticos, ligando—se
aos microtibulos do fuso e provocando sua ruptura, o que permite o acimulo de células com
cromossomos metafasicos, mostrando crométides irmas bem separadas. Esta configurac¢ao dos
cromossomos depende tanto do tempo de atuacdo da colchicina quanto de sua concentragao.
Assim, se o tempo de atuagdo ou de concentracdo deste alcaldide for excessivo, observa-se
que, além dos cromossomos sofrerem contracdo em demasia e distorcdo, também pode
ocorrer a denominada endo-reduplicagdo, isto €, os cromossomos se duplicarem sem que haja

divisdo nuclear.

Efeito das solucoes hipotonicas

Desde a década de 30 alguns autores verificaram que através do tratamento de células
em divisdo em meio de cultura hipotdnico, poder-se-ia obter dispersdo dos cromossomos,
resultando em encurtamento e separacao das cromatides. Por outro lado, foi verificado que o
uso de uma solugdo hipotdnica antes da fixacdo do material em cultura promovia uma melhor
dispersdo dos cromossomos metafdsicos em sinergismo com o efeito da colchicina. A
composi¢do quimica da soluc¢ao hipotdnica, bem como seu tempo de atuagdo, varia com o tipo
celular estudado. No caso de cultura de leucdcitos, por exemplo, pode-se usar uma solugdo de
cloreto de potdssio (KCL) a 0,075 M que, além do efeito hipotdnico, ajuda a promover a
descondensagdo dos cromossomos, ou uma solucdo de citrato de sédio ou de potéssio a 1%,

que alia o efeito hipotdnico a capacidade de evitar a formacao de grumos celulares.
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Efeito do fixador no pré-tratamento das células

A importancia do processo de fixacdo e, conseqiientemente, do uso de agentes
fixadores ideais, fundamenta-se no fato de que a qualidade morfoldgica, a estabilidade dos
cromossomos € suas respostas aos corantes sao dependentes da adequacdo e eficiéncia da

z

fixagcdo. O objetivo da fixagdo é “matar” o tecido, conservando todas as estruturas presentes e,
evitando assim, causar qualquer distor¢ao ou dano dos componentes a serem estudados.

Um bom fixador deverd satisfazer a pelo menos quatro requisitos fundamentais.
Primeiramente, deverd ter um poder de rdpida penetracdo, interrompendo instantaneamente a
atividade vital, de forma que todas as estruturas presentes sejam mantidas nas suas respectivas
fases de atividade. Com a morte da célula ocorrem mudancas para a preservacao da estrutura
cromossdmica, como por exemplo, a autdlise das proteinas, que é causada por enzimas que
agem em sentido reverso em conseqiiéncia do meio que se torna dcido. Como resultado ocorre
a destruicdo do complexo protéico em aminodcidos simples, fato este que pode ser prevenido
pela agao do fixador. No segundo requisito, igualmente importante, é a propriedade de causar
precipitacdo de cromatina. O terceiro requisito consiste na capacidade de prevenir a
decomposicdo das estruturas, evitando a acdo bactericida, para que se possa obter material
permanente. E o quarto requisito esta relacionado a “preparacdo” dos cromossomos para uma
resposta adequada e perfeita coloracdao, a fim de que as diferengcas na incorporacao dos
corantes déem resultados contrastantes, que nos permitam observar aos minimos detalhes da
morfologia cromossdmica

O 4cido acético, um fixador simples, reprime o encolhimento e preserva a estrutura
dos cromossomos sem distor¢do. A fixacdo dos cromossomos € feita com solu¢des mistas,
compostas de diferentes agentes fixadores que, em associacdo, produzem efeitos melhores.
Diante desse fato, a maioria dos laboratérios faz uso de uma solugdo mista de acido acético

glacial e metanol na proporcao 1:3.
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RESUMO

N6s investigamos amostras de criangas Norteriograndense com leucemia linféide aguda
(LLA) através da andlise citogenetica. Foram observados 30 casos de LLA na infancia de
cinco institui¢cdes do Rio Grande do Norte. A freqiiéncia de alteragdes cromossdmicas foi de
64%. Os dados clinicos-laboratoriais, o perfil cariotipico e as altera¢des citogenéticas
recorrentes encontradas neste estudo ndo diferem dos achados descritos na literatura.
Conclui-se que a partir deste trabalho foi possivel demonstrar a importancia do estudo
citogenético no diagndstico e na identificagdo de fatores progndsticos nos pacientes
pediatricos com LLA do Rio Grande do Norte. Os resultados obtidos neste estudo sdo de
extrema importancia e ressaltam que pesquisas desta natureza devem ser realizadas com
maior freqii€ncia em nosso Estado.

Palavras-Chave: Leucemia Linféide Aguda, alteracdes Cromossdmicas, Citogenética.

INTRODUCAO

A leucemia linfoblastica aguda é uma doencga caracterizada pela proliferacdo clonal
anormal dos precursores linféides que perdem a capacidade de diferenciacdo V. E a neoplasia
maligna mais comum na infancia, corresponde a 80% de todas as leucemias @ Embora a LLA
possa ocorrer em qualquer idade, sua incidéncia € maior entre criangas de 2 a 5 anos, numa
porcentagem de cerca de 70%, diminuindo entre adolescentes e adultos jovens, entre os quais a
incidéncia das leucemias agudas é de 20%, voltando a crescer ap6s os 60 anos de idade 2.
Entre criancas, a doenca é mais comum naquelas de cor da pele branca e do sexo masculino *
Y. Na maioria dos casos, a LLA surge sem motivo aparente, embora algumas vezes possam se
identificar possiveis causas, como: radiacdo ionizante, virus oncogénicos, fatores genéticos e
congénitos, algumas substancias quimicas e farmaco, predisposi¢ao a doencas hematoldgicas,
etc Y. 0O diagnéstico da LLA € baseado na morfologia, imunofenotipagem e andlise
citogenética das células da medula 6ssea ou do sangue periférico (blastos > 20%) .

A citogenética neste estudo foi fundamental no diagndstico, conduta terapéutica,
classificacdo dos grupos de risco e prognéstico (associado a idade e contagem de leucéceitos) .
O principal objetivo deste trabalho € analisar e classificar pacientes pediatricos com leucemia
linfoblastica aguda no estado do Rio Grande do Norte, através do estudo do citogenético
juntamente com dados clinico-laboratoriais.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo do estudo

Foram analisadas no periodo de Janeiro de 2009 a novembro de 2010 amostras de
medula dssea ou sangue periférico (quando a quantidade de blastos foi acima de 20% no SP) de
trinta pacientes com diagndstico de leucemia linfoblastica aguda (LLA) de ambos os sexos,
com faixa etdria entre 4 meses a 17 anos, atendidos nos seguintes servicos: Hospital Infantil
Varela Santiago, Natal-RN, LIGA Norte-Riograndense Contra o Cancer, Natal-RN, Centro de
Oncologia e Hematologia de Mossord, Mossor6-RN, Clinica DNA Center, Natal-RN. A andlise
citogenética nas células da medula 6ssea e/ou do sangue periférico foi realizada no laboratério
de andlises clinicas DNA Center. O diagnéstico citoquimico, morfolégico e imunofenotipico
foram fornecidos pelo setor de hematologia do HEMONORTE.

Obtencgdo das amostras, cultura celular e bandeamento

Para a obten¢do dos cromossomos metafdsicos em amostras de medula 6ssea e/ou
sangue periférico (blastos > 20%) foi utilizado o método descrito por Raimondi et al.(2000) ©
com modificagdes. A medula d6ssea (MO) foi coletada por puncdo medular em seringa
heparinizada pelo médico e o sangue periférico (SP) foi obtido por pun¢do venosa em seringa
ou frasco a vacuo heparinizado. A amostra enviada para andlise citogenética foi colocada em
dois tubos falcon contendo meio de cultura (RPMI - 7mL, soro fetal bovino - 3mL e 100uL de
Lglutamina). Este material foi mantido em estufa a 37°C durante 23 horas, logo apds foram
acrescentados 20 a 100 pL de colchinina (dependendo da leucometria) na cultura, que foi
mantida a 37°C por mais uma hora em estufa. Em seguida, o material foi submetido a uma
solucdo hipotonica (KCL 0,075mol/L) seguida de fixacdo com solucdo de &acido acético e
metanol (3:1) por trés vezes. Foram feitas laminas destinadas a andlise cromossdmica por
bandeamento G pela técnica de tampdo Sorensen-Wright. Posteriormente foram analisadas
metafases e a captura das imagens foi feita por camera fotografica. As anormalidades

cromossdmicas foram descritas de acordo com a ISCN 2009 .

RESULTADOS

Caracteristicas gerais e laboratoriais dos pacientes

No exame fisico os achados mais freqlientes foram hepatomegalia (73%),
esplenomegalia (70%) e linfoadenopatia (37%). Em relacdo a imunofenotipagem, 93% dos
pacientes apresentavam LLA de linhagem B e 7% LLA de linhagem T. Entre as LLA de
linhagem B, a maioria dos casos (83%) foi classificada como pré-B. O percentual reduzido de
pacientes com LLA-T pode estar associado a proporcdo de pacientes adolescentes nesta
amostra estavam acima de 10 anos.

A faixa etdria deste estudo foi de pacientes entre um e dez anos (67%), dos quais 37 %
pertenciam a faixa entre dois e cinco anos, com média de idade de 7 anos e meio. Em relagcao
ao sexo a propor¢do foi de 1,3: 1 (M/F). A cor da pele predominante foi a branca, com 50%
seguida da parda (33%) e da negra (17%). Considerando os valores de hemoglobina
encontrados, 73% apresentaram valor inferior a 10 g/dL. Na contagem de leucdcitos, 60% dos
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pacientes apresentaram valores abaixo de 10 000/uL e 40% acima desse valor. Desses, 10%
estavam acima de 50 000/uL. Foi observado trombocitopenia em 83% dos casos analisados.
Logo abaixo, a TAB. 1 mostra as caracteristicas analisadas: idade, sexo, cor, hemoglobina,
leucometria e contagem de plaquetas.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais e laboratoriais dos pacientes

N SEXO IDADE COR HEMOGLOBINA LEUCOMETRIA PLAQUETAS
1 F 4 branca 7,3 20200 32000
2 F 7 branca 12 11000 44000
3 M 5 parda 5,9 34700 33000
4 M 16 branca 13 4600 63000
5 F 6 branca 7,5 3100 32000
6 F 4 negra 8 4300 283000
7 M 3 negra 9 5800 336000
8 F 5 branca 10,2 7800 165000
9 M 12 branca 14 4400 249000
10 M 16 negra 8 1500 12000
11 M 17 parda 15 2800 19000
12 F 15 branca 8 3000 52000
13 M 8 parda 11,3 3200 44900
14 F 4meses negra 7,8 96600 65000
15 M 3 parda 9,2 21900 55000
16 F 3 negra 7.3 7900 26000
17 M 5 parda 6,8 35900 54000
18 M 2 branca 5,7 6300 7000
19 M 3 branca 8,4 50900 37000
20 F 1 parda 5,4 45700 26000
21 M 17 parda 7,1 60000 12000
22 F 7 parda 9,4 33200 83000
23 F 3 branca 7,5 5600 45000
24 F 6 branca 9,4 25000 38000
25 F 17 branca 11,3 6.500 18.000
26 M 2 branca 8,5 7400 45000
27 M 4 meses parda 10 13500 60000
28 M 6 branca 7,8 2.100 42.000
29 M 5 branca 6,9 5600 77000
30 M 16 parda 11,5 5300 160000

N: pacientes admitidos consecutivamente; idade em anos ou meses; sexo F:feminino, M: masculino, Cor: branca,
parda e negra; Hemoglobina em g/dL, Leucometria em pl

Frequéncias das Alteracoess Cromossomicas

Neste estudo foram avaliados trinta pacientes. Em dezenove (64%) foram observadas
alteracdes cromossdmicas tanto medula éssea como no sangue periférico. Sete pacientes (23%)
apresentaram cariétipo normal e em quatro (13%) nao foi possivel a analise devido a auséncia
de crescimento celular (indice mitético nulo). Dos pacientes que apresentaram algum tipo de
alteracdo cromossomica, em 58% foram observadas somente alteracdes numéricas, em 21%
correspondiam a alteragdes numéricas e estruturais € em 21% pacientes foram encontradas
apenas alteracdes estruturais. Considerando os quinze pacientes com altera¢des cromossdmicas
numéricas e numéricas com alteragdo estrutural adicional, a hiperdiploidia foi observada em
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oito pacientes (54%); hiperdiploidia com alteragdo adicional em dois pacientes (13%);
hipodiploidia em trés pacientes (20%) e, por ultimo, hipodiploidia com alteracido adicional em
dois pacientes (13%). O GRAF.2 representa a proporcdo de alteracdes citogenéticas
encontradas neste estudo. Na TAB. 2 € possivel observar o resultado citogenético das amostras
analisadas.

58%
60% -
50% -
40% -
30% 1 21% 21%
20% -
10% -
0% T T 1
NUMERICAS NUMERICA ESTRUTURAL
+ESTRUTURAL

Grafico 4 — Classificagfo geral das alteragdes citogenéticas

Tabela 2 — Sumdrio da analise citogenética realizada nas trinta amostras estudadas

Resultado da CC Pacientes Porcentagem %
Normal 7 23
Sem mitose 4 13
Hiperdiploidia 8 54
Hiperdiploidia + adicional 2 13
Hipodiploidia 3 20
Hipodiploidia + adicional 2 13
Pseudodiploidia 4 21

CC: citogenética convencional;

Cinco de trinta pacientes apresentaram recidiva da doenga. Desses, trés apresentaram
cariétipo complexo, contagem de leucdcitos aumentada e presenca de blastos no SP. Seis
pacientes foram a 6bito ao término, sendo dois pertencentes ao grupo dos que apresentou
recidiva e quatro faleceram por outros motivos.

Foram observados nove cari6tipos complexos ainda ndo descritos na literatura. E
importante ressaltar que foram incluidos nesses casos caridtipos com hiper e hipodiploidia com
alteracdes adicionais, além de células com presenca de cromossomos marcadores. A TAB. 3
mostra esses caridtipos complexos juntamente com o tipo celular envolvido e um possivel
progndstico para os pacientes estudados baseados em dados da literatura.
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Tabela 3 - Cariétipos Complexos, Tipo Celular e Progndstico

CARIOTIPO COMPLEXO TIPO CELULAR  PROGNOSTICO

46,XY, inv (9) (p12q13) [20] LLA pré-B (L1) Indeterminado

46, XX, + mar, -20 [14] / 46, XX [06] LLA pré-B (L1) Indeterminado

48, XY, t (1;3) (932;q27), +16, + mar [09] / 46, XY [14] LLA pré-B (L2) Desfavoravel
47,XY,1(7)(q10), +21[22] /48,XY, i(7)(q10), +mar,+21[04] /

48, XY, i(7)(q10), +8, +21 [03] LLA pré-B (L1) Desfavoravel

49 ~ 87, XX ,add(14)(q32?), add(16)(p13.3)[cp30] LLA pré-B (L1) Desfavoravel
46,XY, dup(1)(q31q44) [12] / 46,XY,dup(13)(q13q34) [05] /

46,XY, der(21)t(7;21)(q21q36;q22.3) [04] / 46,XY[04] LLA pré-B (L3) Desfavoravel

46, XX, -7, + der 7, t(7;7)(q31;?) [30] LLA pré-B (L1) Desfavoravel

Caridtipo complexo. Ph+, add14q32 LLA pré-B (L1) Desfavoravel

38~45, XX, del(20q), t(9;14), (q227;q327?) LLA pré-B (L2) Desfavoravel

inv - inversdo; mar — cromossomo marcador; t — translocacdo; i — isocromossomo; add — adicional; dup —
duplicago; der — derivativo; Ph* - cromossomo Philadélfia; del — delegdo; p — brago curto do cromossomo; q —
braco longo do cromossomo.

DISCUSSAO

As leucemias sdo, mundialmente, as neoplasias malignas mais comuns na infancia,
correspondendo a aproximadamente 33% de todas as doengas malignas em menores de 14
anos ', Incidem na populacio de 0 a 14 anos em uma fregiiéncia de 1/25.000
individuos/ano, e o risco de desenvolver a doenc¢a nos primeiros 10 anos é de 1/2.880. A faixa
etaria predominante é em geral entre dois e cinco anos. Pesquisas e estudos mostram que a
LLA acomete mais criancas do sexo masculino do que do sexo feminino, na propor¢do de
1,2:1. Esse fato foi observado em vdrios estudos feitos por Coebergh et al., e Swaminathan et
al., (32,117)

De acordo com o WHO (World Health Organization Classification of Tumours), 0s
dados laboratoriais de pacientes pedidtricos com leucemia linfobldstica aguda podem
apresentar leucometria diminuida, normal ou bastante elevada, Hemoglobina menor que
10g/dL estd presente em 80% dos pacientes ao diagndstico, a contagem de plaquetas reduzida
estd presente na maioria dos pacientes, sendo o valor menor que 100.000/uL. em
aproximadamente 75% dos casos @) 12l 122

Ap6s a descoberta por Casperson et al.’’" e Seabright "*? das técnicas de
bandeamento, os estudos citogenéticos nas leucemias agudas demonstram que poderiam ser
encontradas cerca de 50% de anomalias cromossodmicas *%. Virios estudos prospectivos e
consecutivos utilizando técnicas de bandeamento, ja mostraram que a incidéncia de anomalias
cromossOmicas varia entre 55-94%, e algumas alteracdes encontradas sdo especificas para
determinado subtipo celular caracterizado por imunofenotipagem.

A andlise cromossdmica da leucemia linfobldstica aguda € eficiente ndo sé para um
diagndstico mais refinado, mas também para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
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malignidade e na descoberta de genes de importancia bioldgica. O estudo das alteracdes nas
células neopldsicas é de grande utilidade para diagndstico, classificagdo, orientagcdo
terapéutica e prognéstico das leucemias agudas. Essas anormalidades estdo relacionadas aos
clones malignos e podem desaparecer durante a remissdao hematolégica e reaparecem com a
recidiva, algumas vezes demonstrando evidéncia de novas alteracdes supostas ao clone
anormal original 6D

Alteracoes numéricas

Hiperdiploidia — E a anormalidade cariotipica mais comum, com a presenca de numerosas
trissomias somando mais de 50 cromossomos. As caracteristicas comumente associadas sao
cor branca, idade entre dois e 10 anos, contagem inicial de leucdcitos baixa, auséncia de
células T, LLA pré-B precoce e expressao de CD10. Esse perfil ocorre em 25% em criancas
com LLA ®>°9 Essa alteracdo é rara em recém nascidos e em pacientes adultos.

Hipodiploidia — E encontrada em aproximadamente 8% dos casos de LLA infantil e
caracteriza-se pela presenca de menos de 46 cromossomos. Subdivide-se em trés categorias:
41-45 cromossomos, 30-40 e menos de 30 (near-haploidia). Mais de 80% dos casos
apresentam 45 cromossomos, o que ocorre pela perda de um cromossomo inteiro,
translocagdes ndo balanceadas ou pela formacdo de cromossomos dicéntricos ©*.

Anormalidades cromossomicas estruturais de destaque neste estudo

Pseudodiploidia - Caracteriza-se por um nimero de 46 cromossomos por célula, porém com
anormalidades estruturais, principalmente translocacdes. Corresponde a aproximadamente
40% dos casos de LLA pediatrica, sendo o maior grupo em relacdo a ploidia. As alteracdes
estruturais mais comuns envolvem o braco curto do cromossomo 12, em 10% a 12% dos
casos, e a translocacdo mais encontrada € a t(1;19)(q23;p13), em 5% a 6% dos pacientes. O
progndstico neste grupo era desfavordvel até o desenvolvimento da quimioterapia com
multiplas drogas 85, 94), Algumas translocagdes, como t(9;22) e t(4;11), sdo excecgdes que,
independentemente do esquema de tratamento, continuam representando pior progndstico,
com doencga altamente resistente aos quimioterapicos (85,50,

1(9;22)(q34;q11) - Conhecida como cromossomo Philadelphia (Ph), ocorre a fusdo génica
BCR-ABL" ¥ que codifica uma proteina quimérica com atividade tirosinaquinase muito
elevada, resultando em proliferacdo celular e leucemogénese ©7.98.99) O cromossomo Ph estd
presente em 25% dos pacientes adultos com LLA e em 2% a 4% dos casos pediatricos " **
) Quase todos os casos de LLA Ph* estdo associados ao imunofenétipo de linfécitos pré-B,
B-comum com CD10 positivo (antigeno CALLA), CD 19* e TdT ©"-%%)

Anormalidades envolvendo 11g23 - Rearranjos cromossdmicos envolvendo o gene MLL estdo
associados com a LLA em lactentes (< 1 ano), ocorrendo em cerca de 85% dos casos 152 com
incidéncia baixa em criancas e adultos (<10%). Entre as translocagdes envolvendo o gene
MLL, a t (4; 11) é resultante de um rearranjo MLL-AF4 (98, 105, 106, ocorre em 60% das LLAs
em lactentes e menores de 1 ano, 2% em criangas e entre 3% e 6% em adultos"®*?®. O gene
MLL foi identificado em leucemias de linhagem mista ou leucemias bifenotipicas aen,

1(12;21)(p13;922) - Ocorre a fusdo dos genes TEL e AMLI. Trata-se do rearranjo mais
freqiiente nas LLLAs em criangas, ocorrendo em aproximadamente 25% dos casos, com baixa
freqiiéncia em LLAs de adultos (< 2%). Nao € visivel pela citogenética convencional, sendo
detectada por FISH ou RT-PCR "D No presente estudo ndo foi possivel visualizé-la.
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A presenga de caridtipos complexos envolvendo alteracdes numéricas e estruturais é
um achado na citogenética vista em torno de 30% dos casos de LLA. Estas alteracdes sdao
geralmente consideradas de prognéstico desconhecido e/ou desfavoravel. Neste estudo foram
encontrados nove cariotipos ainda ndo descritos na literatura. Em sua grande maioria, eles
foram classificados com progndstico desfavordvel por apresentarem fatores de risco
relevantes como, idade acima de dez anos, contagem de leucdcitos superior a 50 000/uL.

CONCLUSAO

A andlise por citogenética convencional foi de grande importancia na deteccao de
anormalidades cromossdmicas em pacientes pedidtricos do nosso estado. Através deste estudo
foi possivel investigar, diagnosticar, caracterizar e comparar essas alteracdes com outras
encontradas na literatura.
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