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RESUMO
DE FIGUEIREDO, Amanda Faria. Estudo do Perfil Cromossémico da Leucemia
Mieldide Aguda da Infancia no Brasil. Rio de Janeiro, 2009. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncias Biologicas (Biofisica)) - Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2009.

A Leucemia Mieléide Aguda (LMA) é uma neoplasia caracterizada por um
acumulo excessivo de precursores de origem mieléide na medula 6ssea que
perderam a capacidade de se diferenciar normalmente e de responder a reguladores
normais de proliferacdo. A LMA corresponde a cerca de 20% dos casos totais de
leucemias na populacdo em geral, sendo o tipo leucémico mais comum em adultos
e, 0 tipo mais raro na infancia, correspondendo a cerca de 15-20% dos casos
pediatricos. Aproximadamente 85% das LMAs infantis apresentam anormalidades
cromossOmicas, tais como, a 1(8;21)(g22;922), a t(15;17)(g22;,912) e a
inv(16)(p13;g22). A deteccéo dessas anormalidades pelas técnicas de citogenética,
no momento do diagnostico, € um importante fator para o direcionamento do
tratamento e para o prognostico. Neste estudo, foram analisados 56 pacientes, de
ambos os sexos, com idade variando de 4 meses a 17 anos, diagnosticados com
LMA em diferentes instituicGes brasileiras no periodo de abril de 2006 a abril de
2009. As amostras de medula O0ssea e/ou sangue periférico foram tratadas de
acordo com o0s protocolos padrbes e as técnicas de bandeamento G, FISH,
utilizando sondas l6cus especificas para os diversos rearranjos e mFISH, utilizando
sondas para cromossomos inteiros. A andlise por bandeamento G revelou alteracdes
cromossdmicas em 75% dos casos, com excecdo de 8 pacientes sem mitose e 12
pacientes com cariotipos normais. Porém, com a utlizacdo de técnicas de
citogenética molecular, como o MCB, M-FISH e FISH, em 22 casos, esta freqiiéncia
foi de 83%. A anormalidade mais frequente foi a t(15;17)(g22;912) em 31% dos
casos. Duas novas anormalidades foram detectadas com utilizacdo do MCB e M-
FISH: 46, XY, inv(3)(p22p26) e 49, X,+inv dup(l)(gter->q23~24::023~24-
>qter),+8,+8,+21,+21. Trinta e cinco pacientes estdo vivos e, vinte e um foram a
Obito. Estes dados mostram a importancia da combinacdo de técnica de citogenética
convencional, bandeamento G e, de técnicas moleculares, FISH e mFISH, na

determinacdo do complexo perfil cariotipico da LMA da infancia brasileira.
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ABSTRACT
DE FIGUEIREDO, Amanda Faria. Estudo do Perfil Cromossdmico da Leucemia
Mieldide Aguda da Infancia no Brasil. Rio de Janeiro, 2009. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncias Biologicas (Biofisica)) - Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2009.

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a disease characterized by an excessive
accumulation of myeloid precursors at the bone marrow, witch lost the ability of
differing normally and answering to normal proliferation regulators. AML counts about
20% of the total leukemia cases at the general population, being considered the most
common adults’ leukemia type and, the most rare in childhood, accounting for 15-
20% of childhood cases. Approximately 85% of childhood AMLs show chromosomic
abnormalities, such as, t(8;21)(g22;922), t(15;17)(g22;q12) and inv(16)(p13;922). The
detection of these abnormalities by cytogenetics’ techniques, at the diagnosis, is an
important factor to a directed treatment and to the prognosis. At this study, 56
patients, from both genders, between 4 months and 17 years old, with AML in
different Brazilian institutions were analyzed from April, 2006 to April, 2009. Bone
marrow and/or peripheral blood samples were treated according to standard
protocols and G-Banding, FISH (using locus specific probes to different
rearrangements) and m-FISH (using whole chromosome painting) techniques. G
Banding analysis revealed 75% of chromosome abnormalities, except 8 patients with
no mitosis and 12 patients presenting normal karyotype. However, this frequency
grew to 83% using molecular cytogenetics techniques, such as MCB, M-FISH and
FISH. The abnormality more frequently found was t(15;17)(q22;912), accounting for
31% of the cases. Two new abnormalities were detected using MCB and M-FISH:
46,XY,inv(3)(p22p26) and 49,XX,+invdup(1)(gter->q23~24::923~24-
>qter),+8,+8,+21,+21. Thirty-five patients are alive and, twenty-one died. These data
show the importance of combining standard cytogenetics technique, G-banding and,
molecular techniques, FISH and mFISH, in determining the complexity of the AML

karyotype in Brazilian children.
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1. Introducéo
1.1. Leucemias

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de neoplasias hematoldgicas
caracterizadas pela proliferacdo clonal de células da linhagem hematopoiética que
sofreram alteragfes genéticas que se manifestam em uma determinada fase durante
a sua diferenciacdo. Estas alteracdes afetam genes importantes que controlam
mecanismos naturais de proliferacdo, diferenciacdo/maturacéo e apoptose.

Gilliland e colaboradores (2004) reportaram que a leucemia, assim como
outros canceres, pode resultar da ocorréncia de mdltiplas etapas, nas quais,
mutacbes de multiplos genes acontecem nas células precursoras do espacgo
medular. O primeiro evento (mutacéo) leva a uma hematopoiese clonal. Nesta etapa,
sdo muito comuns alteracdes clonais e tais anormalidades, sdo usualmente
associadas a perda de genes supressores de tumor. Porém, esta Unica mutacédo nao
e suficiente para o desenvolvimento da leucemia, sendo necessaria a aquisicdo de
anormalidades cariotipicas nas células da medula 6ssea. Neste Ultimo estagio, €
evidenciado o bloqueio da diferenciacdo (parada maturativa), um aumento da
populacéo blastica na medula e a leucemia propriamente dita.

Os principais sintomas clinicos resultam do acumulo de precursores imaturos
(Figura 1) na medula 6ssea que podem prejudicar, ou até mesmo impedir, a
producdo de células sanguineas, tais como: os eritrocitos, causando anemia; 0s
leucdcitos, resultando em uma susceptibilidade a infeccbes e as plaquetas,
causando hemorragias. Havendo a proliferacdo excessiva de células blasticas da
medula 6ssea, podera ocorrer a infiltracdo destas em tecidos, tais como amigdalas,
linfonodos, pele, baco, rins, sistema nervoso central (SNC) e outros. A fadiga, a

palpitacdo e a anemia sdo sintomas inicias e aparecem devido a reducdo da
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producdo de eritrécitos na medula Ossea. A susceptibilidade a infec¢bes e as
hemorragias sdo os principais fatores que podem levar a Obito. Depois que a
doenca se instala, o tratamento deve ser iniciado tdo logo seja feito o diagnéstico e a

classificacao morfolégica da leucemia.

Figura 1. Sangue periférico com a presenca de blastos indicados pela seta. Fonte :
http:://mwww.leukemia-images.com/bilder.leukemia-
images.com/Acute.myeloid.leukemia.with.ve15380uniquefile2007-01-5-00-17-06.jpg

A suspeita do diagnostico da hemopatia maligna é reforcada pelo exame
fisico, no qual o paciente pode apresentar palidez, febre, esplenomegalia, epistaxe
(sangramento nasal), hemorragias conjuntivais, sangramentos gengivais, petéquias

(Figura 2A) e equimoses (Figura 2B).
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Figura 2: (A) Pele com a presenca de petéquias; (B) Pele com a presenca de equimoses.
Fonte: http://www.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=344



Na analise laboratorial, o hemograma estar4 alterado, no entanto, o
diagnéstico é confirmado no exame da medula 6ssea (mielograma).

Como as hemopatias malignas sao neoplasias bastante heterogéneas quanto
a morfologia e ao prognostico, o reconhecimento de caracteristicas morfologicas de
células neoplasicas tem capacitado os hemopatologistas a distinguir as leucemias
agudas, em duas grandes categorias: a leucemia miel6ide aguda (LMA) e a
leucemia linfoblastica aguda (LLA), que apresentam diferencas na epidemiologia
clinica e na resposta a terapias especificas (Bloomfield et al., 1993). (Figura 1)

Deste modo, a classificacdo das leucemias € baseada em critérios, como o
tipo celular envolvido, o grau de diferenciacdo e a evolucdo clinica seguida na
doenca. Nas leucemias crénicas ha um aumento de células neoplasicas maduras
nao-funcionais, que substituem gradativamente os elementos normais da medula
0ssea, enquanto que nas leucemias agudas acontece a proliferacdo de elementos
celulares imaturos e de rapida evolucgéao clinica.

O tratamento das leucemias consiste na destruicdo das células neoplasicas
presentes, para que assim, a medula 6ssea volte a produzir células normais.
Atualmente, o progresso para obter a cura total da leucemia vem sendo conseguido
com a associacdo de diversos medicamentos (poliquimioterapia), com o controle das
complicag@es infecciosas e hemorragicas e com a prevencao ou combate da doenca
no SNC. Porém, outros tipos de tratamento podem incluir o transplante de células-
tronco hematopoéticas.

A estimativa para o biénio 2008/09 feita pelo Instituto Nacional do Céancer
(INCA/Brasil) informa que ocorrerdo cerca de 9.890 novos casos de cancer por ano
em criangas e adolescentes com até 18 anos de idade. Em paises em

desenvolvimento o cancer pediatrico, atualmente, se destaca como principal causa
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de 6bito. No Brasil, em 2005, a taxa de mortalidade por cancer em pacientes de 1 a
19 anos foi de 8% em relagdo a todos os 6bitos, configurando a segunda colocacéo
dentre as causas de morte em criancas e adolescentes (MS/INCA, 2008).

A causa da leucemia ainda é desconhecida, mas alguns fatores podem estar
relacionados com o desenvolvimento de leucemias no ser humano, como a
exposicdes a radiacdes, agentes quimicos, viroses e hereditariedade, de acordo com
varios estudos epidemioldgicos exploratérios. Com 0s avanc¢os no entendimento das
transformagBes malignas em niveis moleculares, os mecanismos de ativagcdo de
oncogenes e, consequentemente, mudancas no DNA, surgiram como fatores de
risco em potencial para explicar os mecanismos etiopatoldégicos das leucemias
(Estey & Dohner, 2006). Assim como, aberracdes de determinadas expressoes de
proto-oncogenes também ja estdo bem estabelecidas como fatores indutores de

LMA (Sandler D.P. & Ross J.A., 1997).

1.2. Leucemia Mielbéide Aguda

A Leucemia Mieléide Aguda (LMA) € uma neoplasia caracterizada por um
acumulo excessivo de precursores mieldides na medula 0ssea que perderam a
capacidade de se diferenciar normalmente e de responder a reguladores normais de
proliferacdo. O evento leucemogénico pode ocorrer em uma célula-tronco
comprometida com a linhagem mieléide, impedindo a maturacéo e a diferenciacéao
das células (Figura 3).

As células alteradas possuem uma vantagem de sobrevivéncia, fazendo com
gue a medula e o sangue periférico sejam caracterizados por uma leucocitose com
predomindncia de células imaturas. A medida que estas células imaturas se

acumulam na medula 6éssea, elas substiiuem as células mielociticas,
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megacariociticas e eritrociticas normais, levando a uma perda da funcédo da medula
0ssea e a complicagbes como sangramentos, anemia e infeccdes.

Infelizmente, o curso clinico natural da LMA pode ser fatal em termos de dias,
ou semanas a partir do diagndstico. Isto se deve, principalmente, as complicacdes
advindas da insuficiéncia medular, podendo ser citadas como as mais comuns:
infeccbes ligadas a neutropenia e hemorragias relacionadas a trombocitopenia
(Clarke & Glaser, 2000)

A LMA é mundialmente reportada em cerca de 4 casos a cada 100 mil
habitantes, correspondendo a aproximadamente 20 % dos casos totais de leucemias
na populacdo em geral (Head, 2004a). Na populacdo adulta, € a mais comum
neoplasia mieldide com uma média de idade de 70 anos, isso corresponde a cerca
de 80% dos casos de leucemias agudas em adultos. Porém, na infancia, a LMA é
um tipo raro, correspondendo a cerca de 15% - 20% das leucemias agudas que
atingem criancas até os 18 anos de idade. Por outro lado, em recém-nascidos, a

LMA corresponde a aproximadamente 49% dos casos (Lichtman & Liesveld, 2001).
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MO, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7 — Subtipos morfolégicos FAB da LMA

! FAB : Grupo de Hematologistas Franco-Americano-Britanico que classificou morfologicamente as leucemias
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A incidéncia da LMA em pessoas com menos de 15 anos de idade cresce
rapidamente apGs o hascimento, atingindo o seu pico um pouco antes dos 5 anos de
idade (Head, 2004b). A LMA pode apresentar-se como uma doenca de novo ou
pode ser secundéria a: crise blastica de LMC, evolucdo de mielodisplasia e a
tratamentos que utilizam agentes alquilantes, inibidores de topoisomerase e/ou
radiacao ionizante (Rund & Bem-Yehuda, 2004).

De acordo com Ross e colaboradores (2000), hd uma consideravel diferenca
geogréfica no aparecimento de leucemias na infancia e estas diferencas, podem
ajudar no esclarecimento dos mecanismos etiologicos. Por exemplo, nos Estados
Unidos e alguns paises desenvolvidos da Europa, os graficos de incidéncias
mostram um pico significativo de leucemia linfoblastica aguda (LLA) na infancia,
entre 2-5 anos. Com relacdo aos paises em desenvolvimento, Howard e
colaboradores (2004) observaram o pico de incidéncia de Leucemia Linfoblastica
Aguda entre 3 a 5 anos de idade em 375 criancas diagnosticadas entre 1980 e 2002.
Em relacdo a LMA, também foram observadas diferencas geograficas, como por
exemplo, em criancas de origem latina, hispanica e asiatica, ja foi descrita uma alta
incidéncia de LMA, sendo a leucemia promielocitica aguda (LMA-M3), um subtipo da
LMA caracterizado pelo acumulo de promielécitos anormais na medula éssea, o
subtipo mais encontrado entre as criancas de origem hispanica e latina (Parkin et al.,
1988).

No entanto, no Brasil, devido aos poucos estudos epidemiolégicos e a
raridade desta doenca na infancia, ndo existe na literatura uma descricdo do tipo

leucémico predominante na infancia brasileira.



1.3. Classificagdo morfolégica e imunoldégica da LMA

Com o objetivo de uniformizar os varios tipos celulares presentes na LMA,
foram desenvolvidas as classificacdes: morfolégica, que leva em consideracgéo o tipo
celular predominante e o grau de maturacéo da célula envolvida e, imunofenotipica,
gue se baseia na presenca ou na auséncia de determinados antigenos de superficie
nas células blasticas. A classificagdo morfolégica desenvolvida pelo grupo de
hematologistas franceses, americanos e britanicos (Bennett et al., 1976) descreve a
LMA como tendo 8 subtipos principais (classificagdo FAB), cada um dos quais
podendo apresentar caracteristicas singulares. O subtipo FAB MO (2%) apresenta
blastos grandes e agranulares com pouquissima diferenciagdo mieldide; “sudan
black” (SB) e mieloperoxidase (MPO) negativos; os blastos expressam pelo menos
um antigeno mieldide (CD13, CD33, CD11b), podendo expressar muitas vezes
CD34 e TdT. O subtipo FAB M1 (10-18%) apresenta mieloblastos pouco
diferenciados com bastonetes de Auer? ocasionalmente vistos. O subtipo FAB M2
(27-29%) apresenta mieloblastos com diferenciacdo (< 20% monoblastos), blastos
Auer proeminentes e cloromas®. O subtipo FAB M3 (5-19%) apresenta promielécitos
anormais hipergranulares, com diversos bastonetes de Auer, nucleo freqiientemente
reniforme ou bilobulado e coagulacdo intravascular disseminada (CID)*. J& a M3v é
caracterizada por nucleo com fendas profundas, granulacéo fina, poucos bastonetes

de Auer. O subtipo FAB M4 (16-25%) (20-80% das células nao-eritréides sé&o

Z Bastonetes de Auer: compostos lisossomais que podem ser vistos em células blasticas com formato de agulhas
alongadas que contém peroxidadase, enzimas lisossomais e grandes inclus@es cristalinas.
® Cloromas: manchas de aspecto esverdeado que podem aparecer na pele

4 A coagulagdo intravascular disseminada (CID ou CIVD) é uma sindrome adquirida caracterizada pela ativagdo difusa da
coagulagdo intravascular, levando & formacéo e deposig¢ao de fibrina na microvasculatura. A deposicao de fibrina pode levar a
oclusdo dos vasos e conseqiiente comprometimento da irrigagdo sangliinea de diversos 6rgdos, que em conjunto com
alteraces metabdlicas e hemodinadmicas, contribui para a faléncia de maltiplos érgdos. O consumo e conseqiiente deplegao
dos fatores da coagulacdo e plaquetas, resultantes da continua atividade procoagulante, pode levar a quadros de sangramento
grave, o que freqiientemente é a primeira manifestagdo notada.
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monoblastos) apresenta diferenciacdo mieloblastica e monoblastica; a variante
M4Eo (5-10% de todos os casos) € associada com >5% de precursores eosinofilicos
displasicos na medula éssea. O subtipo FAB M5 (13-22%) apresenta diferenciacdo
monoblastica. O subtipo M5a tem predominio de monoblastos (>80% das células
leucémicas) e o subtipo M5b demonstra diferenciacao (<80% das células leucémicas
sdo monoblastos). O subtipo FAB M6 (1-3%) € caracterizado por uma eritroleucemia
com diseritropoese bizarra e caracteristicas megacarioblasticas. E o subtipo FAB M7
(4-8%) é caracterizado por megacarioblastos com fibrose medular.

A classificacdo imunofenotipica € um importante fator no diagnostico das
leucemias agudas, especialmente para a LLA e alguns tipos de LMA como o subtipo
MO e M7 (Falcédo & Martins, 2000) (Tabela 1).

Desde a descoberta do cromossomo Philadelphia (Nowel & Hungerford,
1960), anomalia citogenética especifica encontrada na medula 0ssea de pacientes
com LMC, varios estudos citogenéticos realizados em LMA, tem detectado
anomalias especificas associadas a subtipos morfolégicos. Essas anomalias
mostraram o0 papel importante da citogenética tumoral no entendimento da

leucemogenése da infancia.



Tabela 1 — Classificagdo morfoldgica, imunoldgica e citoquimica da LMA
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Sugggo Nome comum e % dos casos Citoquimica e Imunofenotipagem

MO LMA com diferenciacdo minima SB e EN (-), TdT(+/-), aMPO (+), CD33 ou CD13 (+), CD7+/-, CD14,
(2%) CD15+/-, CD34, (marcadores de células T)

M1 LMA sem maturacao MPO(+) e SB (+),aMPO (+),TdT, CD13 ou CD33, HLA-DR +, CD14,
(10- 18%) CD15, CD34, CD4+/-

M2 LMA c/ maturacao MPO (+) SB (+), EN (-):;, CD14(+/-);CD11(+), CD33 e ou CD13 (+),
(27-29%) aMPO(+), HLA-DR +,CD14, CD4

M3 Leucemia promielocitica MPO (+), SB (+), CD14(-);CD11(+);CD15(+);HLA(-), CD33/CD13 (+),
aguda (5-19%) aMPO (+)

M4 Leucemia mielomonocitica MPO (+) SB (+) e EN (+)CD14(+);CD11(+/-);HLA(+), CD33/CD13 (+),
(16-25%) CD13, CD33, CD15, CD36, HLA-DR +/-, CD4, CD34+/-, TdT+/-

MAEo tfgggﬂ(‘;g‘;e;rgfgggt'Ca MPO (+) SB (+) EN (+)CD14(+/-):CD11(+); HLA (+), CD33/CD13 (+/-),

CD15, CD36,CD34+/-, TdT+/-

(5-10%)

M5 Leucemia monaocitica aguda CD11c, CD13, CD33, CD36, HLA-DR +, CD15, CD14, CD4,
(13-22%) CD34, CD7+/- ,MPO (-) SB (-),EN (+)

. . Eritrocito: Glicoproteina A+, CD71, CD45+/-, Mieloblasto: os mesmos
-0, ) ’ y
M6 Eritroleucemia (1-3%) da M1, SB (+), MPO (+), EN ()
M7 Leucemia megacariocitica CD36, CD41, CD42, ou CD61+, CD34, CD13, CD33+/-, HLA-DR+,

Aguda (4-8%)

SB (-), MPO(-), EN (+)

MPO- mieloperoxidase, HLA- antigeno leucocitario humano, CD — “cluster differentation”, TdT — deoxinucleotidil transferase terminal,
EN — Naftil esterase, SB - Sudan Black, HLA —antigeno leucocitario humano. Fonte: Modificado de Bennett et al., 1976.
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2. Importancia da Caracterizacdo Citogenética nas Neoplasias

A analise citogenética das células malignas representou o inicio de um dos
maiores avancos na compreensdo da natureza biol6gica das neoplasias, em
especial no campo da leucemogénese e nas implicagbes prognésticas. Isso porque,
com o advento da citogenética, foi possivel a descoberta de varias aberracbes
cromossOmicas recorrentes e especificas em diferentes tipos de leucemias. Este tipo
de descoberta, mostrando que a leucemia era uma doenca genética, possibilitou a
determinacdo dos genes envolvidos no intrigante processo de aparecimento da
leucemia através do mapeamento e da clonagem desses genes. A presenca de
determinadas aberragcbes cromossémicas caracterizou marcadores tumorais no
diagnostico e na determinag&o do progndstico.

A citogenética tumoral foi dependente do melhoramento das técnicas de
obtencdo cromossémica como também das técnicas de analise cariotipica. Assim,
de modo esquematico, podemos dividir o desenvolvimento da analise dos
cromossomos em 5 fases. A primeira comeca com a descoberta de métodos para
obter células metafasicas em culturas in vitro e se estende até 1969, levando a
descoberta do cromossomo Philadelphia (Ph) na Leucemia Miel6ide Crénica (Nowell
& Hungerford, 1960). Nesta época, 0s cromossomos eram corados por corante de
Giemsa sem tratamento prévio, o que tornava dificil a distingcdo confiavel entre os
cromossomos nao-homologos. A segunda fase se inicia com o desenvolvimento da
técnica de bandeamento (1969-1971), que possibilitou a individualizacdo precisa
dos pares de cromossomos, assim como, a natureza das aberracbes
cromossOmicas de diversas neoplasias. Nesta época, foi descrita a primeira
translocacdo no cancer humano t(8;21)(g22;q22) em pacientes com Leucemia

Mielbide Aguda (LMA) (Zech L., 1969) e a natureza do cromossomo Philadelphia
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(Ph) como resultante de uma translocacgéao reciproca, envolvendo 0os cromossomos 9
e 22 - 1(9;22)(g34; q11) (Rowley J. D., 1998). A terceira fase comega com 0 uso de
sondas de DNA especificas para identificar genes ou regiées cromossémicas. Estas
sondas marcadas com material fluorescente deram origem ao desenvolvimento da
técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH)(Van Prooiijen-Knegt et al., 1982).
Com essa técnica, € possivel identificar anormalidades cromossdémicas que
envolvem pequenos segmentos de DNA, como por exemplo, os exatos pontos de
guebra envolvidos na inversado pericéntrica do cromossomo 16, encontrada em
pacientes com leucemia mieléide aguda (LMA) (Kundu & Liu, 2001). A quarta fase
comega com o uso, ndo de sondas de regides cromossdmicas, mas sondas de
cromossomos inteiros e com a utilizagdo de mais de trés fluorocromos, gerando um
padrao diferente de cor para cada um dos 24 cromossomos humanos (Schrock et
al.,, 1996; Speicher et al. 1996). Essa poderosa técnica chamada de cariotipo
espectral (SKY) ou FISH multiplex (M-FISH) tem se mostrado de extrema
importancia para detectar ndo so translocacdes, mas, principalmente, para detectar
aberracdes cromossdmicas complexas. Como por exemplo, na deteccdo da
amplificacdo de regides 11q, 21q e 229 que ndo haviam sido detectadas antes em
pacientes com LMA que apresentavam cariétipos complexos, mas que podem ter um
papel importante na leucemogénese (Mrozek et al., 2002). Juntamente com o M-
FISH, surgiu uma quinta fase que se caracteriza pelo uso de sondas que foram
confeccionadas a partir de pedacos de todos os cromossomos. Essas sondas eram
marcadas com cinco diferentes fluorocromos, gerando padrdes de cores para cada
um dos 24 cromossomos pela sobreposicdo desses inumeros fragmentos de DNA
(Liehr & Claussen, 2002; Liehr et al, 2002). Essa técnica denominada de Multicolor

Banding Chromosome tem se mostrado muito importante para a caracterizagcédo de
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cariétipos complexos, pequenas anormalidades citogenéticas e caridtipos com
anormalidades masked nas LMAs (Macedo Silva et al, 2005; Silva et al., 2008;
Marques-Salles et al. 2009).

A técnica de M-FISH apresenta limitacdes, pois esta necessita da presenca
de metafases de relativa qualidade na amostra para a andlise. Com isso, houve a
necessidade de se estabelecer uma técnica de FISH que ndo necessitasse de
metafases de qualidade. Entdo, a hibridizacdo gendmica comparativa (CGH)
conseguiu ultrapassar esse obstaculo através da comparacdo do DNA gendmico
normal e do DNA gendmico neoplasico. Esses DNAs eram diferencialmente
marcados com fluorocromos verde e vermelho, respectivamente, misturados em
guantidades iguais e co-hibridizados. Com a utilizacdo dessa técnica, um grande
avanco foi alcancado, principalmente, na citogenética de tumores solidos que

apresentam limitacdes na qualidade das metafases (Kearney, 2001).

3. Padréo Citogenético da LMA

A literatura tem mostrado que, aproximadamente, 85% das criancas com LMA
apresentam alteragdes cromossémicas (Hall, 2001; Raimondi et al., 1999), enquanto
gue caridtipos anormais sdo detectados em aproximadamente 60% dos pacientes
adultos (Mrozek et al., 2004). A razdo para essa discrepancia ainda nado é
conhecida. Algumas anormalidades cromossdémicas, que podem tanto ser
encontrada em criancas como em adultos, estdo associadas com 0S mMesmos
subtipos FAB, por exemplo, a t(8;21) com a M2, a t(15;17) com a M3 e a inv(16) com
a M4Eo (Raimondi et al., 1999; Leblanc & Berger, 1997).

Os tipos de alteragBes citogenéticas encontradas na LMA podem ser
namericas e/ou estruturais. As alteracdes estruturais encontradas na LMA séo,

principalmente, as denominadas translocacdes e inversbes, que conferem um
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cariétipo pseudodipléide, ou seja, com 46 cromossomos. As alteracdes estruturais
mais frequentemente encontradas na LMA da infancia sdo aquelas que afetam a
regido 23 do cromossomo 11, especialmente nos subtipos M4 e M5, podendo ser
encontrada em 14-22% dos casos de LMA da infancia. Os rearranjos, que envolvem
essa regido, mais comumente observados séo t(9;11)(p21;923), t(10;11)(p13;923) e
at(11;19)(g23;p13) (Manola, 2009) (tabela 2).

A segunda alteracdo estrutural mais encontrada na LMA da infancia é a
t(8;21)(922;922), sendo reportada em 7-16% dos casos e é preferencialmente
correlacionada com o subtipo morfolégico M2. No nivel molecular, essas alteracbes
envolvem genes que codificam fatores transcricionais ou componentes reguladores
de complexos transcricionais. Quando sao detectadas aberracbes do tipo
translocacdes, usualmente é produzida uma proteina hibrida que esta envolvida na
desregulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose de células sanglineas
precursoras (Schnittger S. et al., 2002; Meshinchi S. et al., 2001) (tabela 2 ).

As alteracbes numéricas podem ser do tipo monossomias e nulissomias,
conferindo um cariétipo hipodipléide, ou seja, com menos de 46 cromossomos e,
podem ser do tipo trissomias, tetrassomias e etc, conferindo um cariétipo
hiperdiploide, com mais de 46 cromossomos. A alteracdo numeérica mais freqlente
na LMA, tanto do adulto como na infancia € a trissomia do cromossomo 8, exceto na
MO. Esse cromossomo extra € geralmente visto com outras anormalidades
citogenéticas recorrentes como t(8;21), a t(15;17) e outras. Porém, também pode ser
visto como uma unica aberracdo cromossémica do cariétipo em 2,1% dos casos de
LMA na infancia (Raimondi et al., 1999) e em 3-4% em pacientes adultos. Mesmo
nao estando associada com um subtipo especifico de LMA, ela € mais comum nos

subtipos M1, M4 e M5.



Tabela 2 — Caracteristicas mais frequentes dos subtipos FAB

Anormall’d_ades Genes Cari6tipo parcial Represent_agao esquematjc_a das Assom_a(;f\o FAB /
citogenéticas envolvidos anormalidades citogenéticas Incidéncia
(%
o ===
€(8;21)(q22:922) AMLL-ETO i . === M2 /11.7%
8 21 == E==
t(15;17)(q22;q12) PML/RARA ‘ n &h E — M3/ 11,5%
15 17
L__J
inv(16)(p13022) CBFB-MYH11 A % M4 Eol 5,9%
16
1
Anormalidades 11923 3 ‘ g t = 9
- =
1(9;11)(p21;923)
MLL 9 10 M5/M4 / 18,4%
t(11;19)(g23;q13) 11
t(1;11)(921;923) E

t — translocagéo, q — bra¢o longo do cromossomo, p — braco curto do cromossomo, M2, M3, M4, M5 — subtipos morfologicos FAB, AMLL1 - Acute myeloid
leukemia 1 gene, ETO- Gene da familia dos ETs genes, PML- Promyelocytic Leukemia Gene, RARA - Retinoic Acid Receptor Alpha Gene

CBFB- Core Binding factor B gene, MYH11 - Miosin Have Chain 11, MLL — Mixed Lineage leukemia. Fonte: Modificado de Manola, 2009 e Langmuir et al,
2001.
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Outras alteragdes numéricas comumente observadas neste tipo de leucemia
s&o as monossomias do cromossomo 5 ou 7, encontradas em pacientes mais velhos
e na LMA secundéria. A trissomia do cromossomo 21 em criancas € a segunda
alteracdo numérica mais freqlente, estando associada as anomalias citogenéticas
recorrentes. Mas também pode ser encontrada de forma Unica no clone em 1,5%
dos casos (Raimondi et al.,1999). Além dessas alteracGes, podem também ser
encontradas trissomias do cromossomo 4, 11, 13 e 21 com menor frequéncia do que
a trissomia do cromossomo 8 em adulto (Bacher et al., 2005).

A segunda alteragdo numérica mais comum neste tipo de leucemia é
monossomia do cromossomo 7 encontrada em aproximadamente 5% das criancgas,
enquanto que a monossomia do cromossomo 5 é muito rara, representando
aproximadamente 1% dos casos (Raimondi et al, 1999). Em adultos, esses nimeros
aumentam para, respectivamente, 7% e 5% dos casos (Grimwade, 2001).

Como foi possivel observar, alguns subtipos morfolégicos raros nao
apresentam anomalias citogenéticas especificas, como a MO, M1 e M6. Atualmente,
0 padréo cariétipo da LMA pode ser assim descrito, para esses subtipos raros: a MO
e a M1 sao descritos com uma alta freqtiéncia de aberracdes cromossémicas clonais
(Bacher et al., 2005), além disso, demonstram uma certa associagcdo com a trissomia
dos cromossomos 4, 11, 13 e 21, tanto como anomalias isoladas ou como adicionais
a outras anomalias citogenéticas também né&o-especificas (Klaus et al., 2004). O
outro subtipo raro, M6, foi somente descrito apresentando uma alta incidéncia de

cariotipos complexos® (61%)(Bacher et al.,2005).

® Cariétipos complexos: S0 cariotipos que apresentam mais de duas anormalidades cromossémicas ou quando
h& o envolvimento de trés ou mais cromossomos numa mesma aberracdo cromossémica.
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4. Classificacdo da Organizacao Mundial de Saude (Classificagcdo WHO)

Atualmente, a Organiza¢do Mundial de Saude em conjunto com a Sociedade
dos Hematopatologistas e a Associacdo de Hematopatologistas Europeus
estabeleceu uma nova classificacdo para as neoplasias linféides e mieldides (Jaffe
et al.,, 2001; Vardiman et al.,, 2002). Esse sistema de classificacdo tem como
principio basico utilizar ndo somente os achados morfolégicos, mas sim todas as
informagcdes disponiveis, incluindo 0s aspectos genéticos, imunofenotipicos,
biolégicos e clinicos dos pacientes para determinar as entidades especificas da
doenca.

A classificagdo WHO das neoplasias mieloides inclui muitos dos critérios de
classificacdo usados pelo grupo FAB na classificacdo da LMA (Bennett J.M. et al.,
1976) como aspectos morfolégicos, citoquimicos e imunofenotipicos das células
neoplasicas a fim de estabelecer a linhagem e o grau de maturacdo dessas células
(Vardiman et al., 2002) (tabela 3). A LMA foi, entdo, dividida, de acordo com esse

sistema de classificacdo, em quatro grupos distintos:

(1) LMA com anormalidades genéticas recorrentes®

Este grupo é caracterizado pela presenca de translocacdes balanceadas’
recorrentes e inversoes, tendo, este grupo, a mesma incidéncia durante toda a vida
adulta, com uma média de idade de 30 anos. As anormalidades genéticas
encontradas neste grupo compreendem aproximadamente 85% das anomalias
encontradas em pacientes mais jovens, mas uma pequena porcentagem dessas

anormalidades é encontrada em pacientes mais velhos. Este grupo tende a

® Recorrentes: Para uma anomalia ser considerada recorrente, ela ja deve ter sido observada mais de duas vezes
em um mesmo laboratério ou mais de trés vezes em laboratérios diferentes, ou seja, descrita por trés
pesquisadores diferentes.

' Balanceadas: TranslocacBes em que ndo ha perda nem acréscimo de material genético
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responder favoravelmente a quimioterapia citotoxica. Foram entdo incluidas quatro
categorias de anormalidades caracteristicas, geralmente associada a LMA primaria:

(1.1) a LMA com t(8;21)(922;922),(AML1/ETO);

E a mais tipica, LMA com diferenciagdo, morfologia do subtipo FAB M2.
Representa 10 a 15% dos casos de LMA

(1.2) a LMA com eosindfilos anormais na medula Ossea e com
inv(16)(p13;922) ou t(16;16)(p13;922), (CBFH MYH11);

Tipicamente, LMA com diferenciacdo mielomonocitica e eosindfilos
displasicos, contendo grandes granulos bem corados, morfologia de subtipo FAB
M4Eo. Porém, outras morfologias sdo freqtientes, como o subtipo FAB M2 e M5,
porém sem a presenca de eosinofilos displasicos. Representa 6 a 8% dos casos de
LMA.

(1.3) a leucemia promielocitica com t(15;17)(922;9q12), (PML/RARqa) e
variantes;

Esta anomalia citogenética tem uma alta correlacdo com o subtipo
morfolégico M3 e M3v. No entanto 2 a 3% dos casos podem ser correlacionadas
com o subtipo morfologico FAB M1 e M2. As variantes podem ser a
t(11;17)(923;912)(PLZF/RAR ), a t(5;17)(g32;912) e a t(11;17)(q13gl2). Este grupo
representa 8 a 10% dos casos de LMA.

(1.4) a LMA com anormalidades na regido 11923 (MLL).

Numerosos cromossomos ja foram identificados em translocagcdes com a
regido 11923, no entanto, a mais frequente tem sido a t(9;11)(p21;923)(MLL/AF9). O
subtipo morfolégico mais encontrado € o M5, mas outros subtipos ja foram

identificados como M2, M4 e M7. Representa 5 a 8% dos casos de LMA.
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Aproximadamente 30% dos pacientes com LMA terdo uma dessas
anormalidades genéticas que sdo importantes para o diagndstico clinico e sele¢céo
de terapia relacionada ao risco de recaida da doenca (Grimwade et al., 1998;

Mrozek. et al., 2000; Slovak et al., 2000).

(2) LMA com displasia de multiplas linhagens;

Neste grupo, os pacientes apresentam uma historia prévia de uma SMD?® ou
uma doenca mieloproliferativa nos uGltimos 6 meses. Este grupo € caracterizado por
anomalias também encontradas na SMD, tendo a sua incidéncia aumentada com o
aumento da idade e uma média de idade é de 70 anos. As anormalidades
citogenéticas incluem -7/del(7q), -5/del(5q), +8, +9, +11, del(11q), del(12p), -18, +19,
del(20q) e +21, porém menos frequente, pode-se encontrar t(2;11), t(1;7),
t(3;3)(q21;926) e a inv(3)(q21926). Este grupo responde de forma pobre a

guimioterapia citotoxica e compreende 15% dos casos de pacientes jovens.

(3) LMA e SMD decorrentes de terapias

Este grupo pode ser dividido ainda em dois subgrupos dependendo da terapia
gue levou a hemopatia maligna:

(3.1) LMA relacionada a terapia com agentes alquilantes

Este tipo de terapia pode levar a danos no DNA, causando uma leucemia de
morfologia de leucemia secundaria e, geneticamente similar a LMA de mudltiplas
linhagens. O pico de incidéncia é entre 4 e 7 anos pdés-exposicdo. Este grupo
demonstra uma alta incidéncia de anormalidades que envolvem os cromossomos 5 e

7 e, tem um resultado clinico ruim dentro do grupo.

8 SMD: Sindrome Mielodisplasica ¢ um grupo de doencas hematopoiéticas caracterizada pela proliferacdo
clonal das células da medula 6ssea caracterizada por citopenias, displasias e hematopoiese deficiente.
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(3.2) LMA relacionada a terapia com inibidores de topoisomerase Il

Este tipo de terapia estq associado com anomalias, envolvendo as regides
11923 ou 21922 e outras anomalias encontradas em pacientes que ndo receberam
quimioterapia previamente como, a inv(16)(p13g22) e a t(15;17)(q22;9g12). O periodo
de laténcia entre o inicio do tratamento e o comec¢o da leucemia é pequeno, variando

de 6 meses a 5 anos.

(4) LMA néo categorizada

Neste grupo, estdo aqueles casos que nao satisfizeram a nenhum dos trés
grupos anteriores, como por exemplo, a eritroleucemia®, a LMA com diferenciacéo
minima (subtipo morfolégico FAB MO0), a leucemia megacarioblastica aguda (LMA—

M7), assim como a pan-mielose®® aguda com mielofibrose.

° Eritroleucemia: E um tipo raro de leucemia mieldide aguda caracterizada pela proliferacdo de elementos
eritropoiéticos na medula 6ssea.

0 pan-mielose: Proliferacdo de trés componentes da medula 6ssea, sobretudo das células da série
megacariocitica
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Tabela 3 - Comparacao da classificacdo FAB e WHO da LMA

Classificacédo Francesa-Americana- Classificacéo da Organizacao mundial de
Britanica (FAB) da LMA Saude (WHO) para a LMA

LMA com anormalidades genéticas recorrentes
- LMA com t(8;21)
- LMA com eosindfilos anormais na medula
MO - LMA sem diferenciacao Ossea e inv(16) ou t(16;16)
- Leucemia promielocitica aguda (LPA) com
t(15;17) e variantes
- LMA com anormalidades da 11923
LMA com displasia de mdultiplas linhagens
M1 - LMA minimamente diferenciada - Seguida de Sindrome Mielodisplasica (SMD)
- Sem antecedente de SMD
LMA e SMD associadas a tratamento
- Associada a agentes alquilantes/radiacéo
- Associada a inibidores de topoisomerase-l|

M2 - LMA com diferenciacao
granulocitica

M3 - Leucemia promielocitica aguda LMA nao categorizada nos itens anteriores

M4 - Leucemia mielomonocitica aguda

M5 - Leucemia monocitica aguda

M6 - Eritroleucemia aguda

M7 - Leucemia megacarioblastica aguda

MO, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7 — Subtipos morfologicos FAB, t-translocacdo, LMA-leucemia
mieldide aguda, q =bra¢o longo do cromossomo. Fonte: Cucuianu, 2005
5. Prognéstico de pacientes com LMA

O prognostico das criancas com LMA melhorou discretamente nos ultimos 20
anos. Atualmente, a sobrevida livre de recidiva em 5 anos pode chegar a quase 40%
para o conjunto dos pacientes (Head, 2004b). Nos dias de hoje, o resultado da
analise citogenética, realizada no diagndstico, € o mais importante fator progndstico.
Ou seja, as estratificacdes de risco nos diversos protocolos de tratamento de LMA
dependem praticamente desses resultados (Mrozek et al., 2000).

Um prognédstico mais favoravel parece estar relacionado com algumas das

anomalias cromoss6micas da LMA, tais como a t(8;21) sem a dele¢&o do braco q do
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cromossomo 9 ou sem anomalias citogenéticas adicionais, a t(15;17) associada ou
ndo a outras anormalidades cromossomicas e a inv(16)/t(16;16)/del(16qg). Os
pacientes apresentando anomalias numeéricas, tais como, trissomias dos
cromossomos 8 e 6 e, nulissomia do cromossomo Y e anomalias estruturais, como,
del(12p) e caridtipos normais sdo selecionados para protocolo de tratamento
intermediario. Os pacientes que apresentam a monossomia do cromossomo 5 ou a
del(5q), a monossomia do cromossomo 7 ou a del(7q), a inv(3q)/t(3;3), a t(6;9),
del(9q), t(9;22), anormalidades da regido 11923 e cariétipos complexos s&o
selecionados para protocolo de alto risco. Muitas das alteragcdes encontradas na
LMA apresentam um prognéstico desconhecido. Alguns pacientes que apresentam
mau prognostico sdo, em varios protocolos, candidatos a terapia com transplante
alégenico das células progenitoras hematopoiéticas, apds a obtencdo da primeira
remissao completa, como € o caso dos pacientes que apresentam t(9;22)(q34;q11) e
dos pacientes com as anomalias envolvendo a regido 11g23(Dewald et al. , 2002).

Em um estudo recente, cerca de 45% das LMA demonstraram cariotipo
normal pela analise da citogenética convencional (Klaus et al., 2004), sendo
necessario entdo, estudos moleculares para detectar rearranjos ocultos (invisiveis
ao nivel de cromossomo por causa do tamanho dos rearranjos que pode variar de 1
a 2 megabases) ou aberracdes moleculares, como por exemplo, mutacdes em ponto
gue ndo podem ser detectadas por analise de citogenética convencional (Klaus et
al., 2004; Cuneo et al., 2002; Caligiuri et al., 1998; Gamerdinger et al., 2003; Klaus et
al., 2003; Osato et al., 1999; Yamamoto. et al., 2001; Yu et al., 1996).

Andlises recentes por hibridizacdo fluorescente (FISH) e por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em LMA com cariétipo normal detectaram aberracdes

genéticas. A ocorréncia dessas translocacdes ocultas em LMA p6de ser mostrada
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nos casos de LMA M1 e M2 com os cromossomos 8 e 21 normais e com a fuséao do
gene AML1/ETO a nivel molecular em aproximadamente 3% das LMA (Klaus et al.,
2004; Krauter et al., 1998; Gamerdinger et al., 2003; Rowe et al., 2000). Este
fenbmeno de rearranjos submicroscopicos pode ser comparado com 0 mecanismo
gue foi primeiro observado em 3-9 % dos casos de LMC sem 0 cromossomo
Philadelphia, mas com a fusao entre os genes BCR e ABL (Heim & Mitelman, 1995).

Um outro grupo de paciente com de LMA apresentando cariétipo normal pode
ser caracterizado pela deteccdo de marcadores moleculares como, mutacées em
extensdo no gene Flt3 (35-40%), mutacdes no dominio tirosina kinase do gene FIt3
(5-10%), duplicacdes parciais em sequéncia do gene MLL (6-10%), mutacdes NRAS
(6-10%) ou mutacbes de CEBPA-PU.1- e o0 gene AML1 (5-8%) (Mueller et al., 2002;
Pabst et al., 2001; Preudhomme. et al., 2002; Schnittger et al., 2000; Schnittger et
al., 2002).

Devido a raridade da LMA na infancia, os estudos multicéntricos séo
importantes para conhecer o perfil citogenético da LMA na infancia. Um estudo
multicéntrico sobre citogenética em LMA na infancia mostrou que o diagndstico
citogenético da LMA na infancia é fundamental para o progndéstico e diagnéstico da
doenca. Este trabalho, que foi descrito por Raimondi e colaboradores (1999) e o
grupo de oncologistas pediatricos nos Estados Unidos (POG), reuniram 478 criancas
para determinar o tipo e a frequéncia das anormalidades cromossémicas presentes
nestes pacientes. Neste trabalho, foi sugerido que mais estudos clinicos e
citogenéticos devam ser realizados para os pacientes com t(10;11)(p13;g921),
t(6;9)(p23;934), t(3;5)(925;934), t(1;22)(p13;913) e t(8;16)(pll;pl3), assim como,
para 0s pacientes, em outro estudo, que apresentaram t(7;11)(pl5;pl5),

t(1;11)(g23;pl5), inv(8)(p11,913), t(12;22)(p13;923), t(16;21)(p11;922) e
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t(3;21)(926;922), no intuito de determinar terapias mais especificas, pois o0s
pacientes portadores destas anomalias apresentam um prognéstico desfavoravel.

No Brasil, um estudo retrospectivo de Bittencourt e colaboradores (2003),
observou uma melhora nas taxas de remissdo e de sobrevida na Gltima década nos
pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre - RS, gracas a utilizacdo de novo
protocolo orientado pelo grupo cooperativo brasileiro de estudos de leucemia (CBEL)
a partir de 1994, quando também foi iniciado um estudo citogenético desses
pacientes que terminou no ano de 1999. Esse estudo citogenético mostrou uma
melhora do progndéstico destes pacientes, mas, no entanto néo foi determinante para
adocao deste protocolo como padrao.

No trabalho retrospectivo de Viana e colaboradores (2003), realizado no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, foi investigado a
sobrevida da crianca com LMA antes e depois da introducéo do protocolo BFM-83, e
também, foi analisado o impacto no prognostico da idade, do sexo, do nivel de
nutricdo, da contagem inicial de blastos e do uso do farmaco etoposide na fase de
inducdo da remisséo, tendo como resultado, um aumento significativo na sobrevida e
na duracdo da primeira remissao com a introducao do protocolo germanico.

Em um outro trabalho brasileiro da regido de Teresina no Piaui (Rego et al.,
2003), foi observado que entre os 345 pacientes revisados (230 com LLA e 115 com
LMA), a LMA foi predominante em adultos (77%), com uma média de idade de 34
anos, ou seja, semelhante ao observado no sudeste do Brasil (Fagundes et al.,
1995; Pagnano et al., 2000; Fagundes E.M. et al., 2002), mas menor do que a média

de idade mundial (52 anos)(Langmuir et al. 2001).
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6. LMA do lactente

Entre as formas de leucemias de novo geralmente restritas a idade do grupo
pediatrico, as leucemias com translocacdes, envolvendo a regido 11923 ocorrem,
preferencialmente, em lactentes e criangas mais novas, compreendendo a maioria
das leucemias da infancia. As leucemias do lactente compreendem um grupo de
leucemias caracterizado pelo diagndéstico de LLA ou LMA durante os primeiros 12
meses de vida, porém algumas instituicbes estendem esse periodo até os 18 meses.
As leucemias do lactente s&o raras, acometendo menos de 5% de todas as
leucemias da crianca e a idade de incidéncia no grupo da LLA e da LMA é quase o
mesmo (Ross, 2000; Hall, 2001).

Clinicamente, a leucemia do lactente € caracterizada por uma alta
leucometria, a presenca de hepatoesplenomegalia e envolvimento do sistema
nervoso central (Emereciano et al, 2007). Imunologicamente, esse tipo leucémico
apresenta um fenotipo de célula pr6-B, sem a presenca do marcador CD10 e,
algumas vezes apresenta expressdo aberrante para marcadores de diferenciacéo
monocitoide. Esses dados podem indicar que a leucemia ocorre ainda em uma
célula-tronco ainda ndo comprometida totalmente com a linhagem mieldide e
linfoide. Nos casos de origem mieldide, a distribuicdo entre os subtipos € desigual,
sendo os subtipos M4 e M5 os mais freqientemente reportados, seguidos pelo
subtipo M7 (Biondi et al., 2000).

O rearranjo da regido 11923 pode estar presente em mais 85% dos casos de
leucemia do lactente, dependendo das técnicas aplicadas na sua detec¢éo (Meyer et
al, 2006). Os lactentes com diagndstico de leucemia aguda (LA) que apresentam o
rearranjo da regidao 11923 tém um pior progndstico quando comparado com uma

outra crianca com LA sem esse rearranjo (Pui et al, 1999). Além disso, ja foi
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reportada que quanto menor a idade da crianca, maior € a frequéncia do rearranjo
envolvendo a regido 11923 que em mais de 95% dos casos, pode apresentar o gene
MLL envolvido neste rearranjo (Balgobind et al., 2009).

O gene MLL codifica uma proteina nuclear que age como um regulador
positivo da expressao génica durante o desenvolvimento embrionario e o inicio da
hematopoiese. Essa proteina MLL, que é um homdlogo do regulador transcricional
Trithorax em Drosophila melanogaster, € um efetivo regulador da transcricdo dos
genes HOX, os quais tém um papel chave na regulacdo do desenvolvimento
hematopoiético (Yu et al, 1998).

Até o momento, mais de 50 diferentes parceiros génicos ja foram descritos
para o gene MLL, com diversas fungdes e variaveis dominios funcionais, dos quais
64 ja foram clonados e analisados a nivel molecular (Meyer et al.,2009). Essa
diversidade de possiveis rearranjos génicos questiona se todos esses possiveis
genes contribuem para uma funcdo comum ou se cada um deles tem efeitos
diferentes na leucemogénese. Embora esses diferentes parceiros génicos
apresentem diferentes aspectos, todos eles clivam a grande porgédo 3’ do gene MLL
e, se dimerizam com a parte restante. E independente, se o parceiro génico € de
localizacdo nuclear ou citoplasmatica, a proteina quimérica formada se localizara no
nucleo, indicando que o seu potencial €, sobretudo determinado pela capacidade da
porcdo MLL se ligar ao DNA (Yano et al, 1997).

Aproximadamente a metade dos lactentes com LMA tém rearranjos no gene
MLL, ou seja, rearranjos que afetam a banda cromossdmica 11923 (Gale et al.,
1997; Ford et al, 1993). E outros estudos mais recentes, demonstram que a origem
de muitas das leucemias agudas da infancia ocorrem ainda no (tero materno

durante a hematopoiese fetal (Wiemels et al, 1999; Greaves et al, 1996; Gale et al,
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1997). O mecanismo da leucemogénese durante os primeiros meses de vida pode
estar relacionado ao fato de que o crescimento do feto € mais sensivel aos efeitos
de substancias potencialmente capazes de promover danos aos DNA durante o
inicio da gravidez e/ou os primeiros semestres de vida.

Na LMA da infancia, os rearranjos, envolvendo a regido 11¢g23, mais,
frequentemente observados séo, as t(9;11)(p21;923), em aproximadamente 50% dos
casos, a 1(11;19)(q23;p13.1), 1(11;19)(923;p13.3), (6;11)(q27;023) e a
t(10;11)(p13;g23). Outras aberracdes que envolvem a regido 11923, que ja foram
vistas em lactentes, séo, t(1;11)(g21;923) e t(11;17)(g23;g21). Outras anormalidades
citogenéticas também ja foram descritas em lactentes, como a t(9;19)(p11;p13),
envolvendo a regido 11923 de forma masked (Marques-Salles et al., 2009) e um
novo tipo de inv(16) masked em um caso com a t(1;16)(p22;922) (Silva et al.,2008) e
também a t(7;12)(936;p13) que ja reportada em 30% dos lactentes com menos de
20 meses (Tosi et al, 2001). Porém, duas transloca¢cdes mais comuns em criangas
mais velhas, a 1(8;21)(g22;922) e a t(15;17)(g21;g22) nao foram ainda encontradas
em lactentes. Isso sugere um mecanismo diferente de leucemogénese para 0s
lactentes, diferentemente, em criancas acima de 2 anos de idade com LMA (Hall
GW, 2001).

N&o ha relatos na literatura de um perfil citogenético da Leucemia Mielbide
Aguda tanto do lactente quanto da crianca brasileira, pois a LMA é uma doenca
pouco estudada em nosso pais. Os estudos citogenéticos realizados no Brasil sédo
guase que exclusivamente em adultos. Com isso, a comunidade cientifica tem
incentivado os estudos do perfil cromossémicos da crianca, visto que, muitas das

alteracfes recorrentes necessitam ser estudada tanto pelo aspecto biolégico como
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pelo clinico, para que assim, possam-se elucidar mais genes envolvidos no
aparecimento dessa categoria.

Com o intuito de fornecer mais subsidios citogenéticos e moleculares com
indicacdo de possiveis genes envolvidos na génese da leucemia, na busca de
melhores condi¢des de diagndstico e tratamento, nos propomos a realizar um estudo

do perfil cromossémico da Leucemia Miel6ide Aguda da crianca brasileira.
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7. Objetivos
7.1. Objetivo geral
- Descrever o perfil cromossémico de pelo menos 50 pacientes pediatricos com LMA

no Brasil, correlacionando-o com os aspectos clinicos e prognésticos.

7.2. Objetivos especificos
a)Detectar a porcentagem de anomalias cromossOmicas da LMA na infancia;
b)Caracterizar anomalias complexas ou anomalias variantes através de processos

moleculares;
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8. Material e Métodos

8.1. Desenho experimental:

Medula ésseal/sangue periférico

{

Cultura de células

l I colchicina

Choque hipoténico e fixagdo dos cromossomos

!

Lamina-teste

sem mitose

FISH Bandeamento G

v
M-FISH e MCB

8.2. Amostra

Entre abril de 2006 e abril de 2009, 56 criancas com idade de 0-18 anos de
idade foram prospectivamente admitidas e diagnosticadas com Leucemia Miel6ide
Aguda nas seguintes instituicdes: Instituto Nacional do Cancer — INCA (RJ) (10),
Instituto de Pediatria e Puericultura Martagdo Gesteira — IPPMG (RJ) (7), Hospital

Municipal da Lagoa (RJ) (4), Hospital Universitario Pedro Ernesto — HUPE (RJ) (3),
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Hospital dos Servidores do Estado (HSE-RJ) (5), Instituto Materno Infantil Prof.
Fernando Figueira — IMIP (PE) (10), Servico de Oncologia Pediatrica e Hemocentro
de Pernambuco — HEMOPE (17).

Os diagnosticos clinicos, de citoquimica, de imunofenotipagem e de
morfologia foram fornecidos pelos hematologistas das instituicdes de internacdo dos

pacientes.

8.3. Estudo Cromossdmico por Bandeamento G:

Os estudos cromossomicos foram realizados em aspirado de medula éssea
e/ou sangue periférico dos 50 pacientes, utilizando técnicas de obtencédo e
identificacdo cromossémica.

Para obtencdo de mitoses foi utilizada a técnica descrita por Testa J.R. et al.
(1985) modificada. Foram cultivadas 5 x 10° células em 5ml de meio de cultura
composto de RPMI 1640 (80%) e soro bovino fetal (20%) em tubos Falcon. As
células foram incubadas durante 24 horas em estufa a 37°C. Apoés 22 - 23 horas, foi
adicionada uma solucédo colchicina (Difco) numa concentracdo de 0,05ug/ml. Ao
término do periodo de incubacdo seguia-se a retirada da cultura e preparo das
laminas. Para este procedimento foi utilizado o método descrito por Hungerford
(1965) modificado.

Apbs o periodo de 24 horas de incubacéao as células foram centrifugadas e o
precipitado obtido foi submetido a choque hipoténico utilizando uma solucéo de KCI
a 0,07M em banho-maria a 37°C. Apés 15 minutos as células foram fixadas trés
vezes em solucdo de Carnoy (3 metanol : 1 acido acético glacial). Na primeira
fixacdo, o material foi deixado a temperatura ambiente por 20 minutos. Na Ultima

fixagcdo, o material foi ressuspenso em um pequeno volume de fixador para preparo
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das laminas pingando-se uma gota da suspensao em lamina limpa e umedecida.
Uma lamina de cada tubo Falcon foi observada em microscopia para verificagdo dos
resultados e entdo o material foi estocado na geladeira para posterior analise
cromossomica.

Para andlise cromossdmica, a técnica de identificacdo cromossémica utilizada
foi a descrita por Seabright (1971). As laminas de 2 - 10 dias de preparo foram
incubadas numa solucao de tripsina 0,1% aquecida a 37°C em tempos que variaram
de um segundo a um minuto. Em seguida as laminas foram lavadas com soro
fisiologico e coradas em solucdo de Giemsa (Merck) a 2% em tampéo fosfato (pH
6,8), por 10 minutos.

O padrao cariotipico dos pacientes foi determinado pela analise de uma
média de 20 células metafasicas em microscopia oOtica. Um caso foi considerado
anormal quando mais de trés células apresentarem a mesma anomalia
cromossOmica. A presenca de células normais concomitantes com as anormais foi
usada como parametro para eliminar a possibilidade de uma anomalia
cromossOmica constitucional. Nos pacientes que apresentarem, na analise
cromossOmica, 100% de células anormais com anomalias cromossdomicas nao
recorrentes e nagueles portadores de anomalias cromossémicas dos cromossomos
X e Y, a eliminacdo de anomalias constitucionais foi determinada pela andlise
cariotipica do sangue periférico estimulado por fitohemaglutinina segundo
Hungerford (1965), quando o paciente estiver em remissédo da doenca.

A documentacédo dos caribtipos foi realizada no computador por um programa
analisador de imagem (Cytovision — Applied Imaging), utilizando-se para isso, uma

camera CCD acoplada ao microscopio Olympus BX51.
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Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o0s
sistemas internacionais para nomenclatura de citogenética humana de 2005 (ISCN,

2005).

8.4. Estudo Cromossdmico por Banda C

A técnica de Banda C evidencia regides com DNA altamente concentrado,
como € o caso dos centrdbmeros. Esta técnica foi empregada em apenas um caso do
estudo para verificar a presenca de um possivel novo centrdmero. Esta técnica
consiste na hidrolise de laminas com material previamente fixado com solucao de
Carnoy 3:1 em uma solu¢cdo de HCI a 0,2M em temperatura ambiente por 30
minutos. Apds, as laminas foram lavadas em agua e depois colocadas em uma
solucédo de Bario (Ba) a uma temperatura de 38-40°C por 10 minutos. Em seguida,
estas laminas forma novamente lavadas em agua corrente. E por fim, estas laminas
foram colocadas em uma solucédo de SSC por 2 horas a 65°C. Depois, estas laminas
foram novamente lavadas para que, posteriormente, elas fossem coradas em

solucéo de Giemsa 2% por 15 minutos (Salamanca & Armandares, 1974).

8.5. Citogenética molecular
8.5.1.FISH e M-FISH

Para investigacdo de rearranjos moleculares, pela técnica FISH, foram
utilizadas sondas comerciais de sequéncia homologa de DNA para loci especificos
LSI AML1/ETO, CBFB/MUH11, PML/RARa, o0 gene MLL (Vysis,Inc) e sondas
especificas para translocacdes complexas nédo recorrentes. Além disso, nos casos
gue foi detectado a presenca de cromossomos marcadores ou de rearranjos

cripticos foram utilizados diferentes conjuntos de sondas para a técnica do M-FISH
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(“multicolor FISH”) que consiste na utilizagcdo simultdnea de pelo menos trés
diferentes ligantes ou fluorocromos para a marcacéao especifica de DNA.

A técnica de FISH foi aplicada no restante do material das culturas, mantidas
em fixador sob refrigeracéo. Depois de preparadas, as laminas foram mantidas por
dois dias a temperatura ambiente, pré-tratadas por imersdo em 2X SSC, pH 7,0 a
37°C por 30 minutos e desidratadas em série de etanol 75%, 85% e 100% por dois
minutos em cada alcool. Para a hibridacdo, 10ul desta mistura (7ul de tampéo de
hibridacdo; 2ul de agua; 1ul de sonda) foram colocadas sobre as laminas e cobertas
com laminulas de vidro de 25x25mm, sendo mantidas aquecidas em placa térmica a
43°C por dois minutos.

A seguir, as laminulas foram imediatamente vedadas com borracha selante e
incubadas em camara umida (50% formamida/2X SSC) a 37°C por 12-16 horas.
Apbs o periodo de incubacao, as laminas foram lavadas em trés banhos de 50% de
formamida/2X SSC pH 7,0 por 10 minutos cada, seguido da imersao em 2X SSC, pH
7,0 por 10 minutos e por ultimo em 2X SSC 0,1% NP-40 (Vysis) ou IGEPAL (Sigma )
por 5 minutos, a 45°C. Para andlise, foi usado a contra coloracdo com DAPI II. A
analise pelo FISH foi feita em microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 munido
de lampada HBO 100W e filtros apropriados. A documentacédo foi realizada através

de uma camera CCD e analisador de imagem (Cytovision da Applied Imaging).

8.5.2. MCB
Para a investigacdo de rearranjos cripticos'* e a confirmacdo de caritipos
normais, a técnica de MCB foi realizada a partir de sondas que foram geradas pelo

processo de microdisseccdo de regides especificas dos cromossomos, como

! Cripticos: ocultos
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descrito previamente (Ludecke et al, 1989; Senger et al, 1990). Cada uma das
sondas foi baseada em um numero de fragmentos cromossdémicos que variou de 15
a 20 fragmentos que foram retirados de cada cromossomo, intencionalmente, de
forma imprecisa, para que eles se sobrepusessem. Com isso, foram geradas 169
sondas de regides especificas que cobrem todo o genoma humano (Liehr &
Claussen, 2002; Liehr et al 2002; Weise et al., 2008).

O DNA isolado foi, entdo, amplificado pela técnica DOP-PCR (Telenius et al,
1992). A reacao de PCR original foi feita em um volume de 50ul da amostra inicial.
Desta amostra, um volume de 0.5l foi re-amplificado e um volume de 50ul foi obtido
no final. Depois esse processo foi repetido e, entdo, foi feita a marcacdo das sondas
com 5 diferentes fluorocromos: SpectrumOrange, Rhodamine 110, TexasRed,
Cyanine 5 e Cyanine 5.5. Essa marcacdo também foi feita pela técnica de DOP-
PCR. Com isso, de 2 a 10 bibliotecas de sondas foram criadas para cada
cromossomo. Essas sondas quando sobrepostas criaram um padrdo de
pseudocores para cada um dos 24 cromossomos humanos. A técnica de MCB é
baseada na mudanca da taxa de intensidade de fluorescéncia ao longo dos
Cromossomos.

O processo de hibridizacdo, a pos-lavagem e a deteccao do sinal foram feitos
de acordo com os experimentos realizados para a técnica de FISH. Os resultados da
hibridizacdo foram documentados em um microscépio de fluorescéncia da Zeiss
Axioplan equipado com o sistema de analise de imagem lkaros e Isis de imagem

digital para FISH (MetaSystem), utilizando uma camera XC77 CCD.
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Neste estudo, foram analisados 56 pacientes pediatricos (0-18 anos de idade)

pelas técnicas de citogenética convencional e citogenética molecular. Somente 8

pacientes ndo apresentaram metafases para a analise citogenética. (tabela 4)

Tabela 4 - Anormalidades citogenéticas encontradas no estudo.

Paciente FAB Idade Citogenética convencional FISH, M-FISH, MCB
1 LMA M6 4a Sem mitose NF
2 LMA M3 9a 46, XY [20] NF
46, XX, t(15;17)(922;912) [3]/
3 LMA M3 1lla ( J(@22:912) [3] NF
46, XX [23]
4 LMA M2 om Sem mitose NF
46, XY, t(1;11)(g21;923) [10]/
5 LMA M5 2a 10m ( )(@21:623) [10] NF
46, XY [10]
6 LMA M5 16a 46, XY [30] NF
45, XY, -7, del(12)(p12) [18] / FISH (+) para monossomia
7 LMA MO 2a 8m (12)(p12) [18] P
46, XY [3] do cromossomo 7
LMA M2 8a Sem mitose NF
9 LMA M5 4a 46, XY [25] NF
46, XY, der(19)t(19;?)(?q13;?) [5]/
10 LMA MO 4a (19 (7 ) [B) NF
46, XY [20]
11 LMA M5 8m 46, XX, del(11)(g23) [18]/ 46, XX[8] NF
46, XY, der(11)t(1;11) (g21;923) [7]/
12 LMA M5 la 8m (DY ) (21423 [7] NF
46,XY [13]
46, XY, t(15;17)(922;912) [16]/ FISH (+) para o rearranjo
13 LMA M3 12 ( )(922;q12) [16] #)p j
46, XY [4] PML/RARA
14 LMA MO 13a 46, XX, del(7)(g32) [4]/ 46, XX [18] NF
46, XY t(15;17)(g22;912) [12])/
15 LMA M3 3a ( J(@22,a12) [12] NF
46, XY [8]
16 LMA M3 6a 46,XY [22] NF
17 LMA MO 17a 46, XY [20] NF
46, XY, t(15;17)(922;q12),
18 LMA M3 16a del(11)(g23) [2]/ 46, XY, NF
t(15;17)(922;q12) [16] / 46, XY [4]
19 LMA M2 13a Sem mitose NF
) FISH (+) para o rearranjo
20 LMA M3 12a Sem mitose

PML/RARA
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21 LMA M5 6a 46, XX[23] NF
MCB para 0s cromossomos
9,11eX
46, XY, del(9)(g31),
22 LMA M1 8a 46,XY,del(9)(q12931),del
t(X;11)(p22;922) [11] / 46, XY [9]
(11)(9130rql14)[4]/46,XY,
del(9)(q12qg31)[2]/46,XY[7]
MCB para 0s cromossomos
46, XY, inv(16)(p13g22),+19, -22 16,19e 22
23 LMA M4 5a ] ]
[18] / 46, XY [4] 46,XY,inv(16)(p13g22),dic(22
)(gter->p10::p10->qter) [12]
M-FISH
24 LMA MO 12a 46, XY[30]
46,XY
46, XX, t(15;17)(922;912) [14] /46,
25 LMA M3 15a ( J(q22:q12) [14] NF
XX [4]
46, XY, t(15;17)(q22;q12)[8])/ 46, XY
26 LMA M3 9a ( Nazzq12)8] NF
[14]

M-FSIH e MCB
44,XX,der(5)t(5;19)(g13.3;q1
2),1(6;18;17)(g24.3;921;923.2
),der(7)t(7;13)(p11.2;q12),der

(10)(7gter->
] 7011.23::12q922->
44, XX,?der(4), -5, -7, -10,?dic(13),
27 LMA M5 13a 12921.2::10p14->
-15, +2 mars [8] /46, XX
10921::12g12->
12qter),r(12)(::p13->
gl2:),-15
,del(19)(q12),der(20)t(20;21)(
pl1.2;q11.2),
+der(21)t(12;21)(g22;922)
45, -Y, 1(8;21)(q22;922) [18]/
28 LMA MO 1lla (8:21)(q22:q22) [18] 45,X,-Y,1(8;21)
46,XY [2]
46, XX, t(15;17)(922;912)[3]/ 46,XX
29 LMA M3 2a ( Ja22,q12)(3] NF
(23]
46, XX, t(9;11)(p22;923) [14]/ 46,XX
30 LMA M5 m ( Jp22:023) [14] NF
(8]
46, XX, t(15;17)(922;q12) [21]/
31 LMA M3 13a ( J(a22:q12) [21] NF
46,XX [1]
47, XY, der(7)t(7;?), del(12)(p13),
32 LMA M1 4m FISH (+) para o gene MLL
+19 [18]/ 46, XY [1]
33 LMA M3 8a 46, XX [40] FISH (+) para o rearranjo
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PML/RARA
46, XX
45, XY, -7, del (12)(p)[5])/45, XY, -
34 LMA M4 la2m NF
7[7] 146, XY[8]
45, X, -Y, 1(8;21)(q22;q22) [17]/
35 LMA M2 15a (8:21)(q22;022) [17] NF
46, XY [7]
46, XX, t(8;21)(q22;922),
36 LMA M2 13a ( Ja22,022) NF
del(12)(p12)[20] / 46, XX [2]
46, XY, der(11), del(12 20}/
37 LMA M5 4da (1) (12)(@) 120] NF
46, XY [2]
46, XX, t(15;17)(g22;912) [21] / 46,
38 LMA M3 16a ( J(q22:q12) [21] NF
XX [4]
39 LMA M2 8a 46, XX [30] NF
FISH (+) para o rearranjo
40 LMA M3 13 a 48,XX,+2mar[4]/46,XX[18]
PML/RARA
M-FISH
41 LMA M5 1la 9m 46, XX [20] 46, XX, del(7)(g22)/
46, XX
46,XY,t(15;17)[(922;q12 FISH (+) para o rearranjo
42 LMA M3 4a ( )[(@22;912) (H)p j
[15]/46,XY[5] PML/RARA
54, XX, +5, +6, +11, +12, +19, +20,
M-FSIH
43 LMA M7 2a +21, +21 [8] / 46, XX, del(13)(q) [4)/
46,XX,del(13)(q13g21)
46, XX [20]
M-FISH
44 LMA M4 16a 46,XY[20] ]
46,XY,inv(3)(p22p26)
] FISH (+) para o rearranjo
45 LMA M3 7a Sem mitose
PML/RARA
] FISH (+) para o rearranjo
46 LMA M3 17a Sem mitose
PML/RARA
MCB and M-FISH
50,XX,+der(1)del(1p),+8,+8,+21, 49~50,XX,+inv dup(1)
47 LMA M5 3a
+21 (gter->gq23~24::923~24-
>qter),+8,+8,+21,+21
FISH (+) para o0 gene MLL e
48 LMA M5 m 46, XY [20] para o cromossomo 9
46,XY1(9;11)(p22;923)
FISH (+) para o rearranjo
49 LMA M4Eo 10a 46,XX[20] CBF/MYH11 e MCB
inv(16)(p13g22)del(16)(q22)
50 LMA M3 16a 46, XY,1(15;17)(922;q12) NF
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[14]/46,XY[6]

51 LMA M5 16a 50,XX,+3,+5,+17,+20 NF
45,XY,1(8;21)(q22;922),-22
52 LMA M2 8a ( Ja22,022) NF
[19]/46,XY[1]
) FISH (+) para o rearranjo
53 LMA M3 15a Sem mitose
PML/RARA (+)
46,XX,t(15;17)(922;912) [10]/
46,XX,t(15;17)(922;q12),
54 LMA M3 17a ( Jaz22:.912) NF
del(11)(g23)[8)/
46,XX[2]
46,XX,der(19),t(11;19)(q23;913
55 LMA M7 5m (19).4 )(@23,013) NF
[23]/46,XX[2]
M-FISH
52, XX,+4 [6]/ +4[4]/ +6 [3)/
56 LMA M2 3a Hiperdiploidia >50 cromossomos +8[4]/+10 [2])/+15 [3]/ +19[7]/

-20[3]/ +21[8]/ +21[4]/ +22 [3]
[cp9]

t- translocacéo, g- braco longo do cromossomo, p-braco curto do cromossomo, der- cromossomo
derivativo, del-delecao, inv- inversdo, LMA — leucemia mieloide aguda, Mo, M1, M2, M3, M4, M5, M6,
M7 — subtipos morfolégicos FAB, a-anos, m-meses, PML/RARA- Promyelocytic Leukemia Gene/
Retinoic Acid Receptor Alpha Gene, NF- néo feito, MLL - Mixed Lineage Leukemia gene

9.1. Subtipos morfologicos (FAB) encontrados no estudo

Todos os subtipos morfolégicos FAB puderam ser observados neste estudo,

dentre os 8 subtipos FAB, o subtipo MO foi encontrado em 6 casos, o subtipo M1 foi

encontrado em apenas 2 casos, 0 subtipo M2 em 8 casos. Ja o subtipo M3 foi o

mais frequiente neste estudo, sendo encontrado em 21 casos, 0 subtipo M4 foi

encontrado em apenas 4 casos, sendo dois deles com a presenca de eosindfilos e 0

subtipo M5 em 12 casos. Enquanto que o subtipo M6 foi observado em 1 caso

apenas e, o subtipo M7 foi encontrado 2 casos (figura 4).
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3,6% 0 MO
1,8% 10,5%

OM1
HM2
B M3
OM4
O M5
B M6
E M7

14,3%
23,2%

7,1%

37,5%

Figura 4 — FreqUéncia de cada um dos subtipos morfoldgicos FAB.
MO, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7 — Subtipos morfolégicos FAB da LMA, de acordo com o grau de
diferenciacéo do precursor mieléide acometido.

Quase todos os subtipos FAB apresentaram uma correlacdo entre as idades
dos pacientes, sendo mais freqiientes ou menos freqientes em uma determinada
faixa etaria. Trés subtipos FAB foram mais freqientemente observados em criancas
com idade igual ou maior que 8 anos: os subtipos M3 (75%), M2 (75%) e MO
(66,7%). Enquanto que, os subtipos mais freqlientes em criangcas menores que 8
anos de idade foram: subtipos M5 (77%), M6 (100%) e M7 (100%). No entanto, os
subtipos M4 e M1 ndo apresentaram nenhuma correlacdo com as idades dos
pacientes, sendo encontrados em igual freqtiéncia em ambas as faixas etarias

citadas acima.

9.1.1. Associacéao entre ataxa de remissao e os subtipos FAB
A taxa de remisséo dos subtipos FAB variou bastante. O subtipo M7 (2) ndo
apresentou nenhum dos pacientes em remisséao, todos eles foram a ébito (2). Ja os

subtipos M2 (6), M4 (4) e M6 (1) apresentaram 100% de remisséo da doencga. Os
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subtipos M1(2) e M3 (15) apresentaram uma taxa de remissédo que nao foi maior que

50% (1) (9). E o subtipo M5 (13) apresentou uma taxa de remisséo de 75% (8).

9.2. Padrdo cariotipico por bandeamento G

Neste presente estudo de 56 pacientes, 48 apresentaram indice mitotico
adequado para a analise citogenética convencional. Em 8 pacientes, ndo foi possivel
a realizacdo da analise pela citogenética convencional devido a auséncia de
metafases e/ou ao pobre indice mitético (14,3%) (Figura 5). A analise citogenética
dos 48 pacientes, pela citogenética convencional, mostrou: 12 (25%) pacientes com
cariotipos normais e 36 pacientes apresentaram aberracfes cromossdmicas (75%).
Dos 36 pacientes com cariotipos anormais, 24 (66,7%) apresentaram anormalidades

recorrentes e 12 (33,3%) apresentaram anormalidades ndo-recorrentes e raras.

B Caridtipo Normal
O Cariétipo Anormal
0O Sem mitose

NUmero de casos
N
(@]

Metéafase Sem mitose

Figura 5 — Comparacdo do numero de casos que apresentaram e ndo apresentaram as
células estudadas com mitoses.

Caridtipo normal - ndo apresentou anormalidades citogenéticas, caridtipo anormal apresentou
anormalidades citogenéticas. Metafases — casos que apresentaram células com indice mitético
razoavel para o estudo. Sem mitose — casos que ndo apresentaram células em processo de divisédo
mitética.
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9.2.1. Niomero cromossémico

A pseudodiploidia foi encontrada em 25 pacientes, representando 69,4% dos
casos anormais. Seis casos foram hipodiploides (16,7%), 5 com 45 cromossomos e
1 com 44 cromossomos. A hipodiploidia foi resultado da perda do cromossomo
sexual Y (n=2), da monossomia do cromossomo 7 (n=2), da monossomia do
cromossomo 15, associada a outras anomalias (n=1) e da monossomia do
cromossomo 22 (n=1). A hiperdiploidia, apesar de rara, foi encontrada em 5 casos,
representando 13,9% (Figura 6). Um caso apresentou o nimero cromossémico igual

a 48, dois apresentaram 50 cromossomos e um caso apresentou 52 cromossomos.

O Hipodiploidia
i @ Hiperdiploidia

B Pseudodiploidia

0 10 20 30

Figura 6 - Frequéncia do nUmero cromossdmico modal.
Hipodiploidia — cariétipo com menos de 46 cromossomos. Hiperdiploidia — cariétipo com mais
de 46 cromossomos. Pseudodiploidia — cariétipos com 46 cromossomos, mas

citogeneticamente anormais.

9.2.2. Anormalidades recorrentes

As anormalidades recorrentes encontradas neste estudo foram
t(8;21)(q22;922), a t(15;17)(922;912), a inv(16)(p13;q22), as anormalidades
envolvendo a regido 11923 e as anormalidades envolvendo os cromossomos 5 e 7.
A 1(8;21)(q22;922) foi encontrada em 4 pacientes. Trés desses pacientes

apresentaram 45 cromossomos e 1 paciente apresentou 46 cromossomos. Essa
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translocacdo nado foi encontrada como Unica anormalidade estrutural em nenhum
dos 4 pacientes, mas sim associada a outras anormalidades adicionais. Desses 3
pacientes com 45 cromossomos, 2 apresentaram 45 cromossomos devido a perda
do cromossomo sexual Y e 1 devido a monossomia do cromossomo 22. O paciente
que apresentou cariétipo pseudodipléide, também apresentou del(12)(p12)
(anomalia ndo-especifica descrita posteriormente), associada a t(8;21).

A 1(15;17)(922;912) foi observada em 11 pacientes, sendo a translocagéo
mais freqiente neste estudo. O numero cromossdmico encontrado foi 46 em todos
0s 11 pacientes. A unica anormalidade adicional observada foi del(11)(g23) em 2
pacientes. N&o foram observadas anormalidades numéricas adicionais neste
subgrupo citogenético.

A inv(16)(p13g22) foi observada em 1 caso, apresentando como
anormalidades adicionais: a trissomia do cromossomo 19 e da monossomia do
cromossomo 22.

As anormalidades que envolvem a regido 11923 foram encontradas em 5
pacientes. Além disso, elas foram divididas em grupos: t(9;11)(p22;923),
t(1;11)(g21;923), del(11)(g23) e a t(11;19)(g23;q13). A 1(9;11)(p22;923) foi observada
em 1 paciente, apresentando-se como Unica anormalidade citogenética. Ja a
t(1;11)(g21;923) foi observada em 2 pacientes também como Unica anormalidade
citogenética. A del(11)(g23) foi observada em 2 pacientes. Sendo que em 1
paciente, esta anormalidade se apresentou como Unica anormalidade e em um outro
caso esta anormalidade foi secundéaria a t(15;17)(g21;922), mostrando-se num
segundo clone de uma evolucéo cariotipica. Ja a t(11;19)(q23;q13) foi observada em

2 casos, sem nenhuma anormalidade adicional . (tabela 5)
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Outra aberracdo cromossémica envolvendo o cromossomo 11 também foi
encontrada em 1 paciente. Este paciente apresentava a t(X;11)(p22;922), uma
anormalidade cromossdmica que ndo envolvia a regido 11923. Além disso, esta
anormalidade estava associada a uma anomalia, considerada por alguns estudiosos
como recorrente, a del(9)(g31) .

Tabela 5 — Anormalidades cromossdmicas envolvendo a regido 11923

Anormalidades 11923 N° de casos
1(9;11)(p22;923) 1
t(1;11)(921;923) 2
t(11;19)(g23;p13) 2

del(11)(g23) 2

t- translocacéo, Del- delecédo, p- braco curto do cromossomo, g- brago longo do cromossomo

A monossomia do cromossomo 7 foi encontrada em 2 pacientes. Esta
anormalidade citogenética estava associada a uma anormalidade adicional,
del(12)(p12), em 2 casos. Dois outros pacientes apresentaram aberracfes
cromossdmicas envolvendo o cromossomo 7: 1 paciente apresentou uma
del(7)(g32) como Unica anormalidade citogenética e 1 paciente apresentou um
derivativo do cromossomo 7 e, como anomalia adicional apresentava a trissomia do
cromossomo 19 e também a del(12)(p12) (Figura 7). Anormalidades envolvendo o
cromossomo 5 foi observada em apenas 1 caso, porém esta anormalidade estava
associada a outras anormalidade em um cariétipo complexo (Figura 7).

Apesar de ser a mais frequente alteracdo numérica encontrada na LMA da
infancia, a trissomia do cromossomo 8 néo foi observada neste estudo. E a trissomia

do cromossomo 21 foi observada também em apenas 1 caso.



nimero de casos

m-7
= der (7)
0 del(7)(g32)

cromossomo 7

cromossomo 5

B del(7)(q22)
O cariétipo complexo

Figura 7- Anormalidades citogenéticas envolvendo os cromossomos 5 e 7.
Der — cromossomo derivativo, Del — delecdo, g- braco longo do cromossomo, cariétipo complexo —
apresenta mais de trés anormalidades citogenéticas
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Todas as anormalidades recorrentes encontradas neste estudo e suas

respectivas frequéncias, em namero de casos, estao na figura abaixo:

5(19%)

5(19%)

1(5%)

4(15%)

11(42%)

W $(15;17)(q22;912)
01(8;21)(922;922)

B anomalias envolvendo a
regiaol11g23

O anomalias do
cromossomo 7

Binv(16)(p13g22)

Figura 8- Anormalidades citogenéticas recorrentes.

t- translocacao, q — brago longo do cromossomo, p — braco curto do cromossomo,

inv - inversao
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9.2.3. Anormalidades secundarias e ndo-especificas

A anomalia ndo-especifica mais observada neste estudo foi uma alteracéo
estrutural do tipo delecéo. Diferentes dele¢bes foram observadas em 10 pacientes,
sendo que estas, se mostraram, na maioria dos casos, como anomalias adicionais.
A del(12)(p12) foi a mais frequente, sendo observada em 4 casos, porém esta
anormalidade nao foi encontrada como Unica alteracdo cromossdmica e sim, como
uma alteragdo cromossomica adicional em todos os casos. Em 2 casos, ela era
adicional a monossomia do cromossomo 7 e em 1 caso, ela estava associada a um
derivativo do cromossomo 7. E em 1 caso, ela estava associada com a
anormalidade recorrente 1(8;21)(q22;922). A del(11)(g23) foi observada como Unica
anormalidade em 1 caso. Em 2 casos, ela foi observada como uma alteracao
adicional a t(15;17)(922;912) num clone secundario. Além disso, 3 outros casos
apresentaram delecdes como alteracdes estruturais: 1 caso apresentou a del(7)(q32)
como Unica anormalidade citogenética, 1 caso apresentou uma del(1)(p) e outro
caso apresentou a del(13)(p13) como Unica anomalia citogenética. A del(9)(q31) foi
observada em 1 caso, porém acompanhada de uma alteracdo adicional:

t(X;11)(Figura 9).



47

9.1%
9.1% 27.2%

B del(11)(g23)
B del(12)(p12)
O del(7)(q32)
B del(9)(gq31)
O del(13)(p13)
8 del(1)(p)

36.4%

Figura 9 - Anormalidades citogenéticas nao-recorrentes.

Del-delecdo, g-braco logo do cromossomo, p-brago curto do cromossomo

Quatro anormalidades citogenéticas raras e ainda nao-descritas foram
observadas neste estudo. Foram elas: delecdo do braco g do cromossomo 13,
inversdo do cromossomo 3, delecdo do braco longo do cromossomo 1, além de
tetrassomias do cromossomo 8 e 21 (tabela 6). Essas trés ultimas anormalidades
citogenéticas foram encontradas em um Unico caso que apresentou o seguinte
cariotipo pela citogenética convencional: 50,XX,+der(1)del(1p),+8,+8,+21,+21. Essas
anormalidades citogenéticas raras corresponderam a cerca de 8% dos caribtipos
anormais encontrados no estudo.

Tabela 6 — Anormalidades citogenéticas raras e ainda ndo-descritas.

Anormalidades raras NUumero de casos
del(13)(q13;921) 1
del(1)(q) 1
Tetrassomia do cromossomo 8 e
do cromossomo 21 '
Inv(3)(p22p26) 1

Del- delecao, g- braco longo do cromossomo, tetrassomia — quatro copias do mesmo cromossomo,
inv — inverséo, p- brago curto do cromossomo
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9.3. Citogenética Molecular

9.3.1.FISH

Para aqueles casos em que nado foi obtida metafase e havia material com
preparagdo cromossdmica disponivel foi realizada a técnica de hibridizag&o in situ
por fluorescéncia. Entre as 8 amostras que ndo apresentaram indice mitético, em
apenas 4 foi possivel realizar a técnica de FISH, devido a auséncia de material de
preparacdo cromossdmica. Estes 4 pacientes eram do subtipo morfolégico M3 e foi
testado a presenca do rearranjo génico entre os genes PML e RARA. Todos os 4
pacientes mostraram a presenca da fusdo génica PML-RARA. Resultados tipicos

estdo mostrados na figura 10.

PML/RARA

Figura 10 — Hibridizacéo in situ por fluorescéncia ilustrando o rearranjo génico PML/RARA
em uma metéfase.

Sonda Dual Color (Vysis): sinal verde — hibridizacdo na regido génica q22 do cromossomo 15 (PML).
Sinal vermelho- hibridizagdo na regido ql2 do cromossomo 17 (RARA). Os dois sinais juntos
demosntram o rearranjo PML/RARA.
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9.3.2. MCB
Para os pacientes com cariétipos complexos, foi realizada a técnica de MCB
(Multicolor Banding Chromosome). A tabela com dados esta abaixo:

Tabela 7 — Anormalidades citogenéticas reveladas por Bandeamento G e por MCB

Paciente Citogenética Convencional MCB
o 46, XY, del(9)(g31), t(X;11)(p22;922) 46,XY, del(9)(q129g31),del(11)(q130r g14)[4)/
[11)/ 46, XY [9] 46,XY, del(9)(q12q31)[2]/46,XY[7]
46,XY, inv(16)(p13g22), 46, XY, inv(16)(p13922), dic(22)(qter-
23
+19,-22 [18]/ 46, XY [4] >p10::p10->qter)
44, XX, der(5)t(5;19)(q13.3q12),
1(6;18;17)(q24.3;921;923.2),
44, XX, ?der(4), -5, -7, - der(7)t(7;13)(p11.2;g120, der(10(7qter-
27 >7011.23::12922->120921.2::10p14-
10,?dic(13), -15, +2mars
>100921::12q12->12qter), r(12)(::p13-
>q12::), -15, del(19)(q12),
der(20)t(20;21)(p11.2;q11.2),
+der(21)t(12;210(g22;922)
41 46, XX, der(7) 46, XX, del(7)(g22)
@ 54, XX, +5, +6, +11, +12, +19, +20, 46, XX, del(13)(q13421)
+21, +21 [8]/ 46, XX, del(3)(q)[4]
51, XX, +8, +8, +21, +21, 49~50, XX, +inv dup(1)(qgter-
47
+mar >(Q23~q24::923~q24->qter), +8, +8, +21, +21
48
46, XY, der(11) 46, XY, t(9;11)(p22;923)
52, XX, +4 [6], +4[4], +6 [3], +8 [4], +10
= Hiperdiploidia com mais de 50
Cromossomos [2], +15[3], +19 [7], -20 [3], +21 [8], +21 [4], +22
[3] [cp9]

Del- delegéo, t- translocagédo, g-braco longo do cromossomo, p — brago curto do cromossomo, inv-
inversao, dic- cromossomo dicéntrico, mar -cromossomo marcador, der — cromossomo derivativo,

invdup- inversdo mais duplicacéo, cp- composite karyotype (composicao de caritipos), ter —terminal
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A técnica de MCB foi empregada em 9 pacientes e, em 7 desses pacientes
(77,7%), essa técnica conseguiu determinar as anormalidades citogenéticas
presentes no cariétipo dos pacientes, anteriormente ndo determinado e os pontos de

quebra exatos em cada cromossomo. Resultados tipicos na figura 11.

Chromosome 9

Figura 11 — Técnica de MCB para os cromossomos 9 e 11, mostrando as anomalias

del(9)(q21931) e del(11)(g13 or q14)
MCB utilizando cinco diferentes fluorocromos: SpectrumOrange, Rhodamine 110, TexasRed, Cyanine
5 e Cyanine 5.5. del- dele¢&o, g-braco longo do cromossomo, p-braco curto do cromossomo

As anormalidades encontradas foram: dele¢des, cromossomos dicéntricos,
inversdes associadas com duplicagGes e translocacdes. Somente em 2 pacientes,
essa técnica ndo revelou diferencas entre o cariotipo determinado pela citogenética

convencional e a citogenética molecular. Um cariétipo mostrou uma hiperdiploidia
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tanto pela citogenética convencional quanto pela molecular, sem anormalidades
estruturais adicionais. Anormalidades citogenéticas ainda ndo descritas e raras
também foram detectadas: Invdup(1)(q) (figura 12 e 13 ), del(13) (q) (figura 14). Nas

figuras 15 e 16, os padrdes de M-FISH normais podem ser observados.

Figura 12 — Técnica de M-FISH, mostrando as anormalidades citogenéticas tetrassomia dos
cromossomos 8 e 21 e a presencga de um cromossomo 1 derivativo.

Sistema de cores gerado pelo software Isis para cada um dos cromossomos. der —
cromossomo derivativo — cromossomo estruturalmente rearranjado, resultante de um rearranjo
envolvendo dois ou mais cromossomos ou por multiplas aberra¢gdes em um Unico cromossomo
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inv. DAP! MCB inv. DAP}

Figura 13 — (A)JMCB para o derivativo do cromossomo 1, mostrando a invdup (1)(q). (B)
FISH.Wcp-whole chromosome painting, cep- centromeric probe, DAPI - 4,6-Diamino-2-
Fenilindol

Figura 14 — Técnica de M-FISH, mostrando a anomalia citogenética del(13)(q13g21).
Sistema de cores gerado pelo software Isis para cada um dos cromossomos. Del- delecé&o.



Figura 16- Outro padréo de cores gerado pelo software Isis para um cariétipo normal
(46, XX)
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Porém, em 4 casos foi realizada a técnica do MCB para confirmac¢éo do cariétipo em

guestdo. Os dados estdo na tabela abaixo:

Tabela 8- Casos que apresentaram cariétipo normal por bandeamento G e o

posterior cariotipo analisado por MCB ou M-FISH.

Paciente Citogenética Convencional MCB
24 46, XY 46, XY
33 46, XX 46, XX
44 46, XY 46, XY, inv(3)(p22p26)
49 46, XX 46, XX, inv(16)(p13qg22)del(16)(g22)

Inv- inverséo, p — brago curto do cromossomo, g- brago longo do cromossomo, del- delecédo

Entre os 4 pacientes, 2 mostraram cariétipo normal tanto pela citogenética
convencional quanto por MCB. Mas em 2 pacientes que mostraram cariétipo normal
pela citogenética convencional foram detectadas anormalidades citogenéticas pela
técnica de MCB: 1 caso com inv(3)(p22g26)(Figura 17) e 1 caso com

inv(16)(p13g22)del(16)(q22)( Figura 18).
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normal chr  inv(3)(p22;p26)

Figura 17- Técnica de MCB para o cromossomo 3, mostrando a anomalia

citogenética inv(3)(p22;p26).
Inv — inversdo, PCP —partial chromosome painting, Chr — cromossomo, p — brago cuto do
Cromossomo
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LS| CBFB DC
ish (5°CBFBx2)(3'CBFBx1)(5 CBFB con 3'CBFB x1) [3]

« CBFB normal

Cromossomo 16 normal

del(16)(g22)
Figura 18 — Técnica de MCB e FISH para o cromossomo 16, mostrando anomalia
citogenética inv(16)(p13;922)del(16)(g22). (A) MCB para o cromossomo 16, mostrando a

inv(16). (B) FISH para o gene CBFB. (C) MCB para o cromossomo 16, mostrando a del(16).
Inv- inversdo, CBFB- core binding factor gene B, del- dele¢éo

Com a utilizagdo das técnicas de citogenética molecular foi possivel entdo

detectar um namero maior de anormalidades citogenéticas no estudo. (tabelas 4 e 7)



57

Sendo assim, o perfil cariotipo da LMA da infancia brasileira encontrado neste

estudo, com as suas respectivas frequéncias, esta descrito na figura abaixo:

0t(8;21)

0Ot(15;17)

OInv(16)

W 11923

B Anormalidades do cromossomo 7
O Anormalidades do cromossomo 5
Bdel(12)(pl2)

ECN

B Outras anormalidades

@ hiperdiploidia

10% 8%
10%
31%

2%

10% 15%

Figura 19- O perfil cariotipico da LMA da infancia no Brasil.
Inv- inversdo, t- translocacao, g- braco longo do cromossomo, p- brago curto do cromossomo, CN-
cariétipo normal,

9.4. Prognostico

9.4.1. Correlacdo com o sexo dos pacientes

Neste estudo, foi observada uma pequena diferenca entre as proporcdes de
casos do sexo masculino e feminino (27M /29F) e, além disso, uma proporcdo um
pouco maior de pacientes do sexo masculino apresentaram as translocacdes
recorrentes, como inv(16), t(8;21) e anormalidades do 7 e do 11. A t(8;21)

apresentou um predominio do sexo masculino (3M/1F) e a t(15;17), apresentou um
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predominio no sexo feminino (9F/7M). A inv(16) apresentou-se com a mesma
distribuicdo entre ambos os sexos (1M/1F) e as anormalidades que envolviam a
regido 11923 néo apresentou diferencas entre os sexos (3M/3F). As anormalidades
envolvendo o cromossomo 7, como a monossomia de 7 e aberragcdes envolvendo
braco g deste cromossomo, apresentaram uma leve predominancia no sexo
masculino (3M/2F). Anormalidades néo recorrentes tiveram uma predominancia do

sexo feminino (2M/5F) (figura 20).

NUmero de casos
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1 .
O = T T
feminino masculino
B t(8;21)(q22;022) B1(15;17)(922;q12)
B anomalias do cromossomo 7 O anomalias do cromossomo 5
Oinv(16)(p23922) B anormalidades daregido 11923

Figura 20 - Anormalidades citogenéticas recorrentes em ambos 0s sexos.
t- translocacao, inv- inversao, q — braco longo do cromossomo

9.4.2. Associacao das anormalidades e a taxa de remisséao

A taxa de remissao para a populacdo do estudo foi 84,6%. Enquanto que esta
taxa de remissao foi maior para 0s casos que apresentaram cariotipo normal. No
entanto, a mesma foi maior para os pacientes que apresentaram a t(8;21) e a inv(16)

e, quase duas vezes maior do que 0s pacientes que apresentaram a t(15;17). A taxa
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de remissdo entre 0s pacientes que apresentaram apenas uma anormalidade
citogenética foi 85,71% e entre aqueles que apresentaram mais de uma

anormalidade cromossémica foi de 44,44%, ou seja, quase duas vezes menor

(Figura 21)
12
B vivo
10 @ morto
8
@
o
(5]
©
o
@
S
S
c
D D D Ok N NZ
2 T g a8 @ e
ISP SR W o o
W& \\\/6\\/ PN\e «© «© A
anomalias citogenéticas

Figura 21 - Status dos pacientes com as anomalias recorrentes, cariotipo normal e com
caribtipo apresentando mais de uma anormalidade.
t- translocacéo, g- braco longo do cromossomo, p-braco curto do cromossomo, CN- cariétipo normal

9.4.3. Correlacao das anormalidades citogenéticas e aidade

A idade dentro do estudo variou de 4 meses a 17 anos. A média de idade dos
pacientes que apresentaram cariétipo normal foi 9,5 anos e 6,9 anos para 0s
pacientes com cariétipos anormais. Dentro do subgrupo das anormalidades
citogenéticas recorrentes, a média de idade dos pacientes que apresentaram a
t(8;21)(q22;922) foi de 13 anos, variando de 11 a 15 anos; a média de idade dos
pacientes que apresentaram a t(15;17)(q22;912) foi de 9,6 anos de idade,variando
de 2 a 16 anos; a média de idade dos pacientes com a inv(16) foi de 7,5, variando

de 5 a 10 anos; pacientes que apresentaram anormalidades envolvendo a regido
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11923 apresentaram uma media de idade de 3,6 anos, variando de 5 meses a 16
anos; pacientes com as anormalidades envolvendo o cromossomo 7, como a
monossomia de 7 e aberracdes envolvendo braco q deste cromossomo,
apresentaram uma média de idade de 3,7 anos , variando de 4 meses a 13 anos.
Pacientes que apresentaram as anormalidades nao-recorrentes tiveram uma média

de idade de 9,1 anos, variando de 2 a 16 anos de idade (Figura 22).

100%

80%

60%

40%

Porcentagem de casos

20%

0-2 anos 3-7 anos 8-11 anos 12-18 anos
Intervalos de idade

@ (15;17)}(q22;q12) (8;21}(q22;q22)
anomalias do cromossomo 7 " 11q23
inv{16}{p13q22) = cariotipo normal

outras anomalidades

Figura 22 - Associacdo das anormalidades citogenéticas por faixa etaria.
t- translocacao, g-braco longo do cromossomo, inv- inverséo, p-brago curto do cromossomo

9.4.4. Associacado das anormalidades citogenéticas e os subtipos FAB

Dentro do estudo, todos os diferentes subtipos FAB foram observados, porém
o subtipo FAB M6, como mencionado anteriormente, foi encontrado em um caso que
nao apresentou mitoses. O perfil cari6tipo dos diferentes subtipos FAB encontrados

neste estudo esta descrito na figura a seguir:
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Figura 23- Perfil cariotipico dos subtipos morfolégicos FAB.
t- translocacao, del- delecao, inv- inversao, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7 — subtipos

morfolégicos FAB
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10. Discusséo

A LMA é uma doenca clinica e geneticamente heterogénea que corresponde
a cerca de 15-20% de todas as leucemias agudas da infancia e é a responséavel por
mais da metade das mortes por leucemia nos pacientes pediatricos. Apesar da LMA
ser uma doenca rara, ela pode apresentar uma taxa de cerca de 75-85 % de
anormalidades cromossomicas (Raimondi et al., 1999; Betts et al., 2007; Forestier et
al., 2003; Stark et al., 2004). Com o advento de novas técnicas moleculares, nas trés
tltimas décadas, como o FISH, o M-FISH e o MCB, novas anormalidades
cromossomicas puderam ser identificadas. No entanto, devido aos poucos estudos
na LMA da infancia e a raridade da doenca, algumas dessas anormalidades ainda
continuam sem um prognostico determinado, mostrando a grande importancia de
estudos que correlacionem a citogenética e curso da doenca desses pacientes, ja
gue a citogenética é considerada o mais importante fator prognostico de risco e,
também pode servir como ponto de partida para futuras investigacdes, indicando os
genes envolvidos no processo da leucemogenése.

Em continuacao aos poucos estudos existentes em crian¢cas com LMA, nosso
estudo que é o primeiro estudo que utliza diversas técnicas citogenéticas
combinadas para a determinacdo do perfil cariotipico da leucemia mieléide aguda da
infancia, descrevendo duas novas anomalias na LMA da infancia, encontrou uma
incidéncia de cari6tipos anormais por técnicas de citogenética convencional de cerca
de 75%. Porém, esta taxa aumentou quando foram aplicadas técnicas de
citogenética molecular como o multicolor FISH, que engloba toda e qualquer técnica
de hibridizacdo que utilize mais de trés fluorocromos diferentes. Atingindo, entéo,
uma taxa de anormalidades citogenéticas que chegou a 81%. Além disso, com a

utilizacdo dessas técnicas de citogenética molecular, 22% dos pacientes puderam
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ser mais bem caracterizados citogeneticamente e alguns puderam ser estratificados
em novos grupos citogenéticos de risco. A grande mudanga foi o aumento no
namero de pacientes no grupo das anormalidades recorrentes que apresentavam a
t(15;17)(q12;922) (32-41%) que passou de 29% para 39% com o0 uso das técnicas
de citogenética molecular, principalmente, com o uso de FISH para o rearranjo
génico PML/RARA. Ja que com isso, foi possivel caracterizar 4 dos 8 casos sem
mitoses.

A distribuicdo dos subtipos FAB também pode variar com a idade, como é o
caso dos subtipos FAB M4, M5 e M7 que S&0 mais comuns em criangas mais
jovens, enquanto que os subtipos MO, M1, M2 e M3 sdo mais comuns em criancas
mais velhas (Manola, 2009). Neste estudo, porém, de forma interessante, foram
encontrados lactentes e criancas menores do que 10 anos nos grupos FAB MO, M1,
M2 e M3, demonstrando que ndo houve grandes diferencas com relacédo as taxas
descritas na literatura desses subtipos morfolégicos. O Subtipo mais freqiente no
estudo foi o subtipo FAB M3 em 37,5% dos casos.

Com relacdo ao numero modal, a pseudodiploidia foi encontrada em 64,8%
dos casos. Comparando com a literatura, esse niamero modal foi maior, ja que em
outros estudos semelhantes a este, essa taxa foi de cerca de 51% (Raimondi et al,
1999). A hipodiploidia foi detectada em 13,5 % dos casos, tendo como perda
principal os cromossomos 7 e Y. A frequéncia da hipodiploidia foi um pouco maior do
gue a incidéncia descrita em um estudo de Forestier e colaboradores em 2003, que
foi de cerca de 11%. J& a hiperdiploidia foi detectada em 16,2 % dos casos
analisados, tendo como ganhos mais frequentes os cromossomos 21 e 8 que,
geralmente, estavam associados com outras anormalidades. Esta frequéncia difere

da que ja foi descrita anteriormente, como sendo cerca de 21% dos casos em um
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estudo dos Estados Unidos (Raimondi et al, 1999) e de 25 % em um estudo de Israel
(Betts et al, 2007).

Perdas totais ou parciais dos cromossomos 5 e 7 sdo mais comuns em
adultos com LMA e, mais raras na LMA da infancia, isso porque estas
anormalidades sdo mais frequentes nas LMAs secundarias a quimioterapia e a
tratamento com agentes alquilantes e, sua baixa incidéncia na LMA da infancia,
pode ser explicada pela relativa escassez de criangcas com LMA secundaria a
tratamento. Porém, este estudo que sé incluiu criancas com LMA priméaria,
apresentou uma taxa de 11% de anormalidades que envolviam o cromossomo 7,
gue foi duas vezes maior que a descrita na literatura para esses casos (1-
5%)(Manola, 2009). E, quando comparado com a taxa encontrada em adultos que
pode variar de 6 a 8%, ela também foi maior (Langmuir et al, 2001). Anormalidades
gue envolviam o cromossomo 5, foram detectadas em uma freqiiéncia de cerca de
4%, taxa esta quase duas vezes maior que a descrita na literatura para a LMA da
infancia (1-2,5%). Ou seja, outros fatores que ndo a exposicao a radioterapia e ao
tratamento com quimioterapicos devem ser levados em consideracdo para poder
explicar esta alta taxa de anormalidades envolvendo os cromossomos 5 e 7 na
populacédo brasileira estudada. Com relacdo ao prognostico, 60% desses pacientes
ainda se encontram em remissao da doenca, o que difere dos dados da literatura
gue afirmam que esta taxa de remisséo € em torno de 50%, tanto no adulto quanto
na crianca. Conferindo, assim, um mau progndéstico em ambos 0s grupos: adultos e
criancas (Mrozek et al, 2001). No entanto, ndo foi isto que foi observado neste
estudo da populacéo infantil brasileira, ja que menos da metade dos pacientes com

estas anormalidades foram a 6bito. Entdo, sdo necessarios mais estudos para que
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se possa verificar porque a populacdo brasileira que apresenta anormalidades,
envolvendo os cromossomos 5 e 7, apresentaram um bom progndéstico.

A freqiéncia com que as translocacdes recorrentes t(8;21), t(15;17) e inv(16)
sdo encontradas em criangas, jovens e adultos jovens néo difere substancialmente,
ocorrendo em aproximadamente 10-20%, 5-10% e 5% dos casos citogeneticamente
anormais, respectivamente, havendo um leve predominio do sexo masculino. No
entanto, estas freqiéncias sdo claramente diminuidas em pacientes mais velhos
com LMA. Porém, a frequiéncia das anormalidades citogenéticas recorrentes t(8;21),
t(15;17) e inv(16) neste estudo foi de 37,5%, taxa esta, quase duas vezes maior do
gue a taxa (10-20%) descrita anteriormente em outros estudos com criangas com
LMA (Manola, 2009). E com relacdo ao sexo, nao houve diferencas com relacdo as
frequéncias descritas na literatura. As frequéncias das t(8;21), t(15;17) e inv(16) ja
foram descritas por Manola (2009) em criangcas com uma taxa de aproximadamente,
7-16%, 2-10% e 3-8%, respectivamente.

Com relacéo as frequéncias das anomalias t(8;21) (7%) e inv(16) (3,5%), ndo
foi observada nenhuma diferenca significativa nas frequéncias descritas neste
estudo quando comparadas com as frequéncias descritas em outros estudos
anteriores (Langmuir et al, 2001; Manola, 2009). No entanto, a t(15;17) apresentou
uma frequéncia de 31% neste estudo, com 0 mesmo namero de casos em ambos 0s
sexos. Esta alta frequéncia da translocacado t(15;17) discorda da literatura, pois
outros estudos afirmam que essa translocacdo tem uma frequéncia até 10 vezes
menor nesta faixa etaria do estudo, embora em paises da América do Sul e Central,
além da Italia, a t(15;17) ja tenha sido descrita com uma alta frequiéncia (Forestier et

al, 2003; Mantadakis et al, 2008; Ravindranath et al., 2005).
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Com relacao a idade, houve um predominio de criangcas mais velhas com esta
translocacdo. Porém, esta translocacdo foi detectada em dois pacientes: um com 2
anos e outro com 3 anos de idade. De fato, alguns estudos anteriores, como os de
Nakase e colaboradores (2000) e, Ruiz-Arguelles e colaboradores (1997), ja
revelaram uma significativa heterogeneidade na frequéncia da t(15;17) na populagéo
mundial. Essas diferencas geogréaficas podem ser ao acaso, mas também podem
indicar que a origem étnica pode ter, sim, uma importancia no aparecimento dessas
anormalidades, como por exemplo, paises nordicos apresentam com maior
frequéncia a hiperdiploidia e menos freqientemente, as translocagcdes especificas
da LLA quando comparados com outras regides geograficas (Forestier et al., 2003).

Com relacdo ao prognostico, este tipo leucémico pode apresentar uma taxa
de cura de 70-90%, tanto em criangcas quanto em adultos, ja que para o transcrito
gerado pela translocacéo t(15;17), PML/RARA, ja existe um tratamento com acido
trans-retindico (ATRA) que induz a diferenciacdo das células que pararam seu
processo de diferenciacdo no estagio de pré-mielécito com um excelente resultado
(Mantadakis et al., 2008). Porém, neste estudo, a taxa de remissdo desses pacientes
foi de apenas 40%, além de uma alta taxa de Obitos precoces, ou seja, sem se quer
iniciar o tratamento. Esses dados sugerem que outros dados biologicos precisam ser
mais bem estudados para que se possa determinar porque a populacdo infantil
brasileira que apresenta a t(15;17) com uma alta frequiéncia associada a um mau
prognostico, mesmo com tratamento com o acido trans-retindico que é o tratamento
de primeira linha para os pacientes que apresentam o rearranjo PML/RARA.

Os rearranjos que envolvem a regido 11923 resultam em rearranjos do gene
MLL com diferentes “parceiros génicos” em mais de 51 diferentes translocacgdes e,

sdo mais frequentemente observados na LMA da infancia (14-22%), especialmente
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nos subtipos M4 e M5 (Balgobind et al, 2009). Em nosso estudo, anormalidades que
envolveram a regido 11923, foram observadas em somente 15% dos casos, sendo
gue, quase que a sua totalidade observada no subtipo M5. Essa freqiéncia das
anormalidades cromossdmicas, envolvendo a regido 11923 corresponde a taxa
esperada para esta faixa etaria descrita em trabalhos anteriores (Forestier et al,
2003; Raimondi et al, 1999; Betts et al, 2007). Nos lactentes, criancas de 0 a 18
meses de idade, essa frequéncia pode chegar a 65%. Neste estudo, a frequéncia de
lactentes foi de 12,5% dos casos, variando a idade de 4 a 14 meses de vida com um
predominio de rearranjos envolvendo a regido 11923 em 67% dos casos, mesmo
apresentando 33% de anormalidades envolvendo o cromossomo 7. A
t(9;11)(p22;923) € o rearranjo que envolve a regido 11923 mais comumente
observado na LMA da infancia, correspondendo a 50% dos casos que envolvem a
regido 11923, sendo reportada em 6-11% dos casos de LMA em geral (Manola,
2009). No entanto, essa anomalia foi encontrada numa freqtiéncia de 4,9% do total
de casos, mesmo sendo a incidéncia de lactentes no estudo (12,5%), mais que duas
vezes maior que a frequiéncia deste tipo leucémico na populacéao.

Dentro do grupo dos lactentes, a t(9;11) apresentou uma frequéncia de cerca
de 33% dos casos que apresentaram rearranjo da regido 11g23. Isso pode ter
ocorrido devido a essa translocacdo ser muito sutil, necessitando da utilizacdo de
técnica de citogenética molecular em todos os casos classificados com M5 e que
apresentarem cariotipo normal. Além disso, outras anormalidades envolvendo essa
regido cromossomica do 11 ja foram reportadas na LMA da infancia como a
t(11;19)(g23;p13.3) que é, principalmente, encontrada na LMA do lactente e, em
nosso estudo, foi observada em 2,4% dos casos, 0 que pode estar relacionado com

a média de idade encontrada nos pacientes deste estudo que foi de 7,4 anos de
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idade. Outra anormalidade envolvendo essa regidao também foi encontrada neste
estudo, a t(1;11)(g21;923) que é reportada em 3% dos casos de LMA da infancia
com rearranjo da regido 11923, sendo mais frequente no subtipo M5 (Balgobindi et
al, 2009). Porém, essa anormalidade foi a segunda mais freqiente anormalidade
observada neste estudo, envolvendo a regido 11923, juntamente com a t(9;11),
correspondendo a 29% dos casos que o0 gene MLL estava envolvido. Isso pode se
dever ao fato do tamanho da amostra de lactentes do estudo que foi duas vezes
maior que a frequéncia descrita de 5%. Trabalhos anteriores relatam que quando o
rearranjo da regidao 11923 vem acompanhado de outras anormalidades recorrentes
gue conferem um bom prognéstico como a t(15;17), a t(8;21) e a inv(16), ndo ha
alteracdo do status de risco bom, conferido por estas anormalidades recorrentes
(Raimondi et al, 1999; Manola, 2009). No entanto, os dois pacientes que
apresentaram t(15;17) e, a delecéo da regidao 11923 num subclone, foram a o6bito.
Isso entdo, ndo confere com os dados de Manola, que afirmam nao haver
interferéncia nos status de risco conferido pela anormalidade t(15;17) de bom
prognostico.

Com relacdo ao prognostico, 71% dos casos que apresentaram o rearranjo,
apresentam-se em remissdo da doenca, mostrando-se neste estudo, como uma
anomalia de bom prognostico. Mais estudos brasileiros sdo necessarios para que
mais dados biolégicos possam elucidar essa diferenca em relacdo a populacéo
mundial.

As anormalidades citogenéticas ndo-especificas corresponderam a 25% dos
casos anormais encontrados no estudo. Dentro desse grupo, anormalidade como a
del(12)(p12) foi encontrada com uma freqiéncia de 9,5% do total de casos

anormais, mostrando uma alta incidéncia desta anormalidade neste estudo. Isso
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porque esta anormalidade foi reportada por Raimondi e colaboradores (1999), em
menos de 1% dos casos considerados anormais como sendo uma anormalidade
adicional a outras anormalidades. Neste estudo, em 75% dos casos que
apresentaram a del(12)(p), ela estava associada a uma anormalidade que envolvia o
Cromossomo 7.

Com relagéo a idade, todos esses trés pacientes que apresentavam essas
aberracdes tinham menos de 3 anos de idade, sendo dois deles, considerados ainda
lactentes (menos de 18 meses). Podendo sugerir entdo, que novos estudos
citogenéticos na infancia devam ser feitos para que se possa determinar um novo
subgrupo citogenético na LMA da infancia.

Em relacdo ao prognostico, 80% das criancas que apresentaram esta
anormalidade estdo em remissdo da doenca. Como esta anormalidade foi descrita
em menos de 1% no estudo da Raimondi e colaboradores (1999), ndo ha dados a
respeito do prognéstico dessa anormalidade na populacdo infantil. Além da
del(12)(p12), outras anormalidades nao especificas foram encontradas neste estudo
como a del(9)(q129g31), além de um dic(22)(p10;p10) e de uma del(13)(q13g21). A
del(9)(q) € considerada por alguns citogeneticistas como uma anormalidade
recorrente na LMA, porém pouco se conhece com relacdo ao prognostico desta
anormalidade. A del(9)(q) foi reportada pela primeira vez em 1984 por Mecucci e
colaboradores (1984) como uma anomalia adicional a t(8;21). Além disso, esta
anormalidade pode vir acompanhada de outras anormalidades ou aparecer como
Gnica anormalidade cariotipica. Por isso, pacientes que apresentam esta
anormalidade podem ser divididos em trés grupos: (i) del(9)(p); (ii) del(9)(p) e t(8;21)
e (iii) del(9)(p) e outras anormalidades. Como descrito por Peniket e colaboradores

(2005), a média de idade no diagndéstico desses trés grupos €, respectivamente, 21
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anos, variando de 3 a 70 anos; 51 anos, variando de 14 a 74 anos; e 38 anos,
variando de 2 a 65 anos. Além disso, Peniket e colaboradores, em 2005, verificaram
gue estas anormalidades na infancia eram mais freqientes no subtipo FAB M2.
Neste estudo, esta anormalidade foi observada em apenas um caso com o subtipo
FAB M1, correspondendo a 2% do total de casos, o que corrobora com os dados do
estudo do Reino Unido (Peniket et al, 2005). Porém, em nosso estudo, esta delecéo
apresentava a del(11)(q13) como uma anomalia adicional em um subclone, em um
paciente de 8 anos de idade. Este foi a 6bito, conferindo um mau progndéstico para
esta anormalidade citogenética neste estudo. Porém, mais estudos sdo necessarios
para que se possa estabelecer um prognostico destas anormalidades na populacao
brasileira. Além disso, anormalidades como o dic(22;22)(p10;p10) foram observadas
neste estudo como uma anomalia adicional a inv(16). A Inv(16) é mais comumente
associada com o subtipo FAB M4, apresentando eosinoéfilos anormais, com uma
freqiéncia na infancia, que pode variar de 3 a 8%, sendo mais alta na populacao
chinesa (Chan et al,. 2004). No entanto, a inv(16) também ja foi reportada em outros
subtipos morfologicos, tais como, MO, M1, M2 e M5 (Manola, 2009). O uso de
técnica de citogenética molecular como o FISH e, de biologia molecular como o RT-
PCR, sédo de especial validade, pois esta anormalidade é bastante sutil, sendo de
dificil diagnostico somente com a utilizacdo da citogenética convencional.
Anormalidades cromossémicas adicionais ja foram reportadas com a inv(16), tais
como as trissomias dos cromossomos 22 e 8, assim como, anormalidades que
envolvem o braco q do cromossomo 7 (Chan et al., 2004) . No entanto, a presenca
do cromossomo dicéntrico juntamente com a inv(16), mostra mais uma vez a forte
associagao entre a inv(16) e as anormalidades que envolvem o cromossomo 22,

mesmo que esta anormalidade ndo tenha ainda sido descrita. A del(13)(g13g21) ja



71

foi reportada em um estudo de Raimondi e colaboradores (1999), em apenas um
caso. Neste estudo, esta anormalidade foi encontrada em 1 caso em um segundo
clone de um caso hiperdiploide, ndo contribuindo com nenhum dado estatistico,
sendo necessarios mais estudos para que se possa verificar a frequéncia desta
anormalidade na nossa populacao e seu prognostico.

Neste estudo, novas anormalidades também foram descritas. Foram elas: a
inv(3)(p22p26) e a invdup(l)(gter->q23~24::q23~24->qter). Ambas as anormalidades
s6 puderam ser determinadas com a utilizacdo de técnicas de mFISH, que
consistem, como descrito anteriormente, na utilizacdo de 3 ou mais fluorocromos
diferentes em um mesmo experimento para melhor caracterizar o cariotipo. Neste
estudo, foram utilizadas as técnicas de M-FISH e de MCB que permitiram revelar
novas anormalidades na LMA da infancia. Anormalidades envolvendo o braco longo
do cromossomo 3, como inv(3)(q21q26), t(3;3)(q21;926), t(3;21), ganhos e perdas
em 3¢, sao raras na infancia. A maioria das anomalias, que envolvem a regido
3021-3g26, esta associada, predominantemente, com o subtipo M7 (Haltrich et al.,
2006). No entanto, neste estudo, a inv(3)(p22p26) foi encontrada no subtipo M4,
com uma frequéncia de 2%. Esta anomalia estrutural ja foi vista em um estudo de
Raimondi e colaboradores (1999), mas envolvendo outros pontos de quebra do
braco curto do cromossomo 3, diferindo da anormalidade recorrente inv(3)(q21926),
gue é tipicamente vista em adultos com LMA. Esta anomalia estrutural ndo pode ser
detectada somente com a técnica de bandeamento G, necessitando da utilizacdo da
técnica de M-FISH para ser caracterizada. Com relacdo ao prognéstico, a
inv(3)(p22p26) parece ndo conferir um bom progndstico, pois o adolescente de 16
anos de idade que apresentou esta anomalia foi a 6bito. E claro, que novos estudos

sSa0 necessarios para estabelecer o prognostico dessa anomalia na LMA da infancia,
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j& que poucos sdo os dados de anomalias, envolvendo o cromossomo 3 em
criangas. Anormalidades envolvendo o cromossomo 1 foram descritas em 2,5% dos
casos de um estudo dos Estados Unidos (Raimondi et al., 1999). A invdup(1) (qgter-
>Q23~24::023~24->qter), também pode ser denominada de cromossomo 1
neocentromérico. Os cromossomos nheocentroméricos sdo caracterizados pela
presenca de um novo centrdbmero que é formado em um local diferente da
localizagdo original do centrémero, sem DNA o satélite. No entanto, este novo
centrdmero se comporta da mesma maneira que um centromero original durante a
divisdo celular (Amor et al., 2002). Esta anomalia genética € mais freqliientemente
encontrada como uma anomalia constitucional em pacientes que apresentam
cariotipo do tipo mosaico. No entanto, 0 cromossomo neocentromerico ja foi descrito
em células de medula 6ssea de 2 pacientes com LMA, envolvendo 0s cromossomos
10 e 8. Um dos casos foi reportado em um adolescente e o outro, em um adulto.
Essa anomalia também ja foi reportada em outra neoplasia, os tumores lipomatosos.
Porém, nas LMAs o cromossomo neocentromérico foi reportado em conjunto com
outras anomalias adicionais, diferindo dos tumores lipomatosos em que este
cromossomo foi reportado como Unica anomalia citogenética. Isso pode sugerir que
a formacdo do cromossomo neocentromérico pode ser uma aberracao
cromossOmica primaria. Em nosso estudo, esta anomalia também estava
acompanhada de outras anomalias adicionais, como a tetrassomia dos
cromossomos 8 e 21, mostrando mais uma vez que a formagdo do cromossomo
neocentromérico pode ser uma aberracdo cromossémica primaria. Com relacédo ao
prognostico, ndo ha dados suficientes para estabelecer um progndéstico,
necessitando de mais estudos para que isso possa ser estabelecido. Mas, este caso,

por ser o primeiro caso que envolve o cromossomo 1, péde ser publicado e pode
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também sugerir a contribuicdo dessa anomalia no processo da leucemogénese.
Além dele, apresentar tetrassomias dos cromossomos 8 e 21 e de uma tetrassomia
parcial do brago longo do cromossomo 1. este caso, foi 0 primeiro caso a descrever
um cromossomo neocentromerico que envolve o cromossomo 1. Isso pode mostrar
a contribuicdo desta anomalia para o processo da leucemogénese (de Figueiredo et
al., 2009).( paper em anexo)

Pacientes com cari6tipo normal (CN) sao classificados no grupo intermediario
de risco e mostram um progndstico variado. Isso porque, rearranjos moleculares
como, duplicacdo in tandem do gene FLT3 (FLT3-ITD), duplicacbes parcias in
tandem do gene MLL (MLL-PTD) ou mutac6es no gene da nucleofosmina (NPM1)
podem estar presentes em pacientes pediatricos que apresentaram cariotipo normal,
tanto pela citogenética convencional quanto pela citogenética molecular. No entanto,
cada um desses rearranjos apresenta uma frequéncia na populacéo pediatrica com
diferente prognostico para cada uma delas. Como é o caso das mutacdes FLT3-ITD
gue séo reportadas em 20-25% dos casos pediatricos com LMA-CN, servindo como
um marcador de mau prognéstico. Enquanto que, MLL-PTD confere um mau
prognostico, sendo reportada em 13% dos pacientes pediatricos. Contrariamente,
mutacbes no gene NPM1, podem ser reportadas em 20-30% dos pacientes
pediatricos com LMA-CN, conferindo um bom progndstico. No entanto, quando esta
mutacdo esta associada a mutacdes no gene FLT3, o seu prognastico é influenciado
por esta mutacdo, passando de favoravel para desfavoravel. Os cariétipos normais
foram detectados neste estudo com uma freqiéncia de cerca de 17%. Esta
freqiéncia corresponde a frequéncia descrita para pacientes pediatricos, que é de
cerda de 15-30%. Com relacdo ao prognostico, 89% dos pacientes ainda se

encontram em remissao da doenca, conferindo um bom prognéstico. Isso difere do
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que foi anteriormente descrito para este grupo citogenético, que, na verdade,
demonstrou um prognastico intermediario. Mas como néo foram realizadas técnicas
de biologia molecular para verificar a presenca dos rearranjos, anteriormente
citados, talvez uma grande parte desses pacientes apresente mutagdes no gene da
nucleofosmina que confere um valor prognéstico favoravel, mostrando que a
freqUéncia desses rearranjos na populacéo brasileira pose ser diferente.

Algumas das técnicas de citogenética molecular apresentam limitacbes no
diagnostico inicial dos pacientes com LMA, pois, na maioria das vezes, estas
técnicas necessitam de uma suspeita inicial para a utilizacdo de determinados
conjuntos de sondas, como é o caso de sondas génicas locus especificas, utilizadas
para rearranjos génicos com PML/RARA, AML1/ETO e MLL. A detecgdo de
anormalidades cromossOmicas pela citogenética convencional no momento do
diagnostico € de extrema importancia, pois pode direcionar que tipos de técnicas de
mFISH devem ser utilizadas na deteccdo de cariotipos complexos ou de anomalias
sutis, ndo detectaveis pela citogenética convencional. Aproximadamente % dos
casos citogeneticamente anormais, apresentam um cariotipo que ndo pode ser
totalmente resolvido pela pobre qualidade do bandeamento ou, pela presenca de
cromossomos marcadores ou cromossomos em anel, necessitando de técnicas de
citogenética molecular para caracterizar o cariétipo. O M-FISH (FISH Multiplex),
assim como SKY (cariétipo espectral) sdo métodos baseados na hibridizacdo in situ
por fluorescéncia, que permitem uma simultdnea exposicdo de todos o0s
cromossomos com diferentes cores pelo uso de 5 fluorocromos diferentes,
separadamente ou em conjunto em um mesmo experimento. No entanto, se o
material translocado tiver de 1-2,6 Mb de tamanho, torna-se necessario a utilizacdo

de uma outra técnica de mFISH que consiga determinar areas especificas de
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determinadas regi6es cromossdmicas em nivel de banda e até de subanda
cromossOmica. Isso é possivel com a utilizacdo do MCB que permite a formacédo de
inimeras bandas pseudo-coloridas em cada cromossomo gracas ao uso do software
Isis (MetaSystems), que permite uma resolucdo de mais 550 bandas por cari6tipo
hapléide. Muitos trabalhos ja foram realizados utilizando as técnicas de M-FISH
(SKY e M-FISH), sendo o primeiro deles realizado por Veldman e colaboradores no
final da década 90. No entanto, ndo h& muitos trabalhos correlacionando o MCB e a
LMA da infancia. Dois desses trabalhos, relatam alteracdes cripticas que s6 foram
descobertas quando se utilizou o MCB (Marques-Salles et al, 2009; Silva et al,

2008)..
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11.Conclusdes

e A frequéncia de anormalidades cromossomicas na LMA da infancia brasileira
foi de 81%, diferindo da alta taxa de cari6tipos normais, mais encontrados em
pacientes adultos.

e O subtipo morfolégico mais encontrado neste trabalho foi o subtipo FAB M3
com uma frequéncia de 37,5%.

e Foram observadas todas as translocagdes recorrentes na LMA, tais como:
1(8;21)(922;922), t(15;17)(921;912), inv(16)(p13;022) e anormalidades
envolvendo a 11923. Porém, a t(15;17)(g21;912), atingiu uma alta frequiéncia
(32%). Esta frequéncia ainda néo tinha sido observada na populagdo da LMA
da infancia.

e Os pacientes com a t(15;17) apresentaram uma alta incidéncia de O6bitos
precoces, sugerindo que outros dados biologicos precisam ser melhor
estudados.

e Anomalias envolvendo cromossomo 7 atingiram uma frequéncia (13%), que
foi 2 vezes maior do que a descrita na literatura.

e Anomalias complexas envolvendo cromossomo 7 foram observadas mais em
criancas com menor idade (0-2 anos) e mostraram uma alta taxa de remissao.
Este achado sugere que mais criancas devam ser estudadas para se detectar
uma nova classe progndstica nos lactentes.

e [Foram descritas neste trabalho anomalias novas, tais como: inv(3)(p22;p26),
dic(22;22)(q10;q10), del(13)(gq13g21) e invdup(1)(g). A presenca de um
Cromossomo neocentromeérico pode estar envolvida no aparecimento da LMA

da infancia.
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A combinacgdo das técnicas convencionais, tais como bandeamento G e de
técnicas moleculares,tais como M-FISH e MCB, mostrou que houve uma
complexidade no perfil cromossémico, sugerindo que técnicas de citogenética
molecular devam ser incorporadas a outros estudos da LMA da infancia,

principalmente, a estudos citogenéticos da crianca brasileira.
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Albstract

Hyperdiploidy is rarely observed in childhood acute myeloid leukemia (AML). Described here is

the case of a 2V¥-year-old girl with AML-M35 and 51 chromoszomes characterized by double tetras-
omy of chromosomes & and 21 and also a neocentric derivative chromosome neod ] )gter =
q23- 241023~ 24 —+gd3 = neo —+gd3 — gler). Little is known about the prognostic significance of
these chromosomal abnormalities in childhood AML. In the actwal case, complete remission was
achieved after chemotherapy, which continued for 7 months, No acquired neocentric ¢hromosome
| has been described previously, even though neocentromere formation has been reported for ofer

chromosomes in nooplasms,

@ 2009 Elaevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is rare and ocours in
about 15% of cases of childhood leukemia, Chromosomal
abnommalites are found in 68—85% of childhood AML.
Specific cytogenetic indings have identified AML subgroups
with umgue chimcal, biological, and outeome characteristics,
including 01517 invd 160, 08210, 001220, 10699, and 11923
rearrangerments [1]. Several other cytogenstic abnormalities
have been described in AML, but are oo mre to be correlated
with any AML subgroup or specific clinical outcome. Neo-
centnic marker chromosome is one such mre abnormality,
previously reported in only two cases of AML [2]. In general,
a meocentric marker chmomosome i chamcterized by the
presence of a new centromere that formed on chromosomal
locations other than the odginal centromere, without -
satellite DMA. However, the new centmmere hinds o all
known essential centromere priteins and behaves in the sume
manner a5 the onginal centromere during cellular division,

* Cemrespanding suthor Tel : 455 21-2506-6872; fax: 4+55-21-2504
GHAS.
Eomall address: luzaracedoimes gov br (M LM Silva)

0145250098 — e rom mater @ A9 Ekevier Inc. All rights reserved.

o 1101 A7, cance grencyto. AR 05001

In temms of numenc allerations, there are only a few
reports of polyploidy, tetraploidy, or near-tetraploidy in
adult and childhood AML. The most Fequent chmomo-
sormes gained are 8, 19, and 21 [3]. Bever et al. [4] reported
that, in patients with polysomy 8, the majority of the FAB
subtypes were represented by M4 and M3 leakemia (55%);
tetrasomy 8 was the most frequent polysomy, occurming in
BR% of the patients. Otherwise, tetrasomy 21 as a sole cvio-
genetic abnormality is very mme; it has been reponted in on-
Iv 12 cases, of which 6 cases were AML and the most
common FAB subtype was AML-M2 [5].

Here, we describe a pediatic case of AML-M3a with
averyrare hyperdiploi d karvotype with tetrsomy of chromao-
somes & and 21 and a novel nescentromere rearrangement.

2. Materials and methods
2.1, Case report

A 2a-vear-old girl referred 10 the Pediatric Oncohema-
tology Center, University Hospital Oswaldo Cruz (Recife,
Pernambuco) had a T-month history of anemia, appetite
loss, easy bruising, skin blesding, and epistaxis. Physical

90



124 AF. de Figueiredo ef al [ Cancer Uenetics and Cyiogeneiics 93 (2009 [ 23—128

R )
ERER a-..

Fal

A

s 1% oy &
'J':ﬁ.. .
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examination revealed petechise, hepatosplenomegaly (the
liver was 2.5 cm and the splesn was 12 em below the costal
margins), and generalized adenopathy, with the largest node
measuring 3 cm. Hemoglobin was 5.5 ghlL, hematocrit was
17%, white Hood cell count was 31 = 10%pL with 52%
blast cells and lactate dehvdmgenase was 440 UL, The
platelet count was 22 % 107 pL. The morphologic evalua-
tiom showed the presence of hypercellular bone mamow,
with 8% large monoblast cells with delicate lacy chro-
matin, up 1o three large prominent vesicular nucleoli, and
ahundant basophilic eytoplasm. The finding was compat-
ible with a diagnosis of AML-M35a. Flow cvtometry
revealed a population of blast cells that expressed CD45,
CD7, CD33, CD4, CDI3, and CD1I7.

The child was treated on the AML-BFM98 protocol and
complete remission was achieved and persisted for 17
months after diagmosis.

2.2, Cytopenetic analysis
Bone marrow cells obiained at diagnosis were cultivated
for 24 hours without mitogenic stimulation and  were

processed as previously reponted [6]. GTG-banding and
C-banding were done according w standard protocol [7].
A peripheral blood cell culure stimulated by phytohemag-
glutinin yielded normal resuls, which ruled om constitu-
tional abnormality, Chromosomes  were identified and
analvzed in accordance with ISCH 2005 [8].

2.3, Molecwlar cyfogeneiic analysis

Fluorescence in situ hybridization (FISH) wsing Vysis
centromeric enumeration probe CEP 1 and locusspecific
idemtifier LS MLL dual-color break-apart probes was done
acconding to the instructions of the manofbcturer (Abbott
Molecular, Des  Plaines, IL: Wieshaden-Delkenheim,
Germany ). Multicolor banding, mulicolor FISH DNA
probe  labeling, and FISH were done as previously

deseribed [9,10].

X Resulis

GTG-handing revealed the karvotype STXN B8,
F21 421 4mar 20] (Fig. 1A). To better characterize the

Fig 2. Fluorescence m @t hybmdeaton (FISH) results character ped the hyperdiplond karyetype and necceninurenc chramasmre. (A) Multcokr-FISH
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confinmed tetrasomy of clromosomes 8 and 21, and the marker chromosome was revealed a5 2 denvative chramesome 1. (B, lg8) Muhxalor handing (MCB )
for clmoarosoae | revealed ananveried daphoation of 192324 — Iqter. (B, riphi) A cenlrurenc emumeraixn prabe CEP 1 probe (Abbatt Molcular Inc)
and whale chromosomse pamt (WP for clmomosome 1 ademified the neocemromenc marker chromosome . DAPL & 6-cdiamading-2-pheny indale.
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karvotvpe and the chromosomal marker, we conducted
a more detailed mvestigation by wing multicolar-FISH,
multicolor banding for chromosomes | and 8, and addi-
tiomal CEP 1 (Fig. 2). C-handing was performed to confinn
absence of alphoid satellite on derivative chromosome |
(Fig. 1B). The MLL gene was nol rearranged (data not
shown). The karvolype was recharacterized as 51,
XX fneo | ¥gter— g23~2410g 2324 —gd43— neo — gl —
gter),+8,+8,+21,421.

4. Discussion

Hyperdiploidy (=49 chromosomes ) and tetraploidy (4n)
ame rare cylogenetic abnormalities in AML, especially in
childhood AML. Their clinical significance is unknown
[11]. In astudy of 11 cases, Iver et al. [3] found that chro-
mosomes 8 and 19 were gained in the majority of cases;
other frequently ganed chromosomes mcluded 13, 15,
and 21, Isolated tetrasomy 8, a relatively rare chromosomal
abnomality, has been reported in only 20 cases of hemato-
logical disomders [3,12]. Notably, only one report with tet-
rasomy 8 a5 a primary chromosomal abnormality in
childhood AML has been published [13]. Due o the mre
event of this abemation the prognostic impact on the
outcome in childhood AML was not described. However
recently it has been shown that i adults AML tetmsomy
8 15 associsted with a poor prognosis 4,12, 14]. Tetmsomy
21 as a sole cvtogenetic abnormality 18 very rare being
more frequently found in cases of hyperdiploid ALL [15].
Here we report on a 24e-year-old girl with AML-M3a
revealing a very rare hyperdiplody karvotvpe with tetras-
amy of chromosomes & and 21, and a novel rearrangement
neof [igler — g23~24:923~24 — g4 3 —neo —g43 —qter).
It is known that the most commen derivative chromosomes
with neocentromeres are inverled duphcations (nv dup),
which are uswlly asymmetrical with respect to the position
of the nencentrivmere: this may mspect an asymmetry of the
chromosome itsell [16]. Although neocentromere [oma-
tion i5 in general a rare ocowrrence, cerlain cancers are
associated with neocentromeric chromosomes, Notably,
lipomatous twmers 1 owhich the region from 121415 15
amplified on marker chromosomes with alphoid centro-
meres are aggressive, metastatic twmoms, and thus have
a very different behavior from that of the well-differenti-
ated hposarcomas (ALP-WDLPS) with neccentromeric
marker chromosome with the same amplified region [17].
In  AML, neocentromenc chromosomes have  been
deseribed in two cases, one with a derivative of chromo-
somes r{8) [18] and the other with inv dup10g) [19].

In conclusion, we have described a case of childhood
AML-M3a with a rare hyperdiploid karvotype (tetmsomy
of chrmomosomes & and 21) and a novel rearrangement,
neof Dgter —g23=~240g 2324 — @43 —neo — b3 —qter).
Although tetrasomy 8 has is associated with a poor prog-
nosis in adults, in the present case complete remission

was achieved and, a8 of writing, had persisted for 12
manths. Monetheless, in pediatric AML the clinical signif-
icance of this unusual karvotype remains elusive,
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13.2. Caridtipos
Caridtipos ilustrativos de perfis cromossémicos de alguns pacientes sao
mostrados a seguir. As setas indicam as anormalidades citogenéticas encontradas

em cada paciente.
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Paciente 7 — Caridtipo : 46, XY, -7, del(12)(p12)




95

o B
13

19

T

-~

4

’..

20

N

N

bt . Y »
4 L

"
. ¥

9 10 1

16 17 18

12

Paciente 13 — Caribtipo: 46, XY, t(15;17)(q22;q12)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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