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RESUMO

A analise citogenética convencional e molecular nas leucemias do lactente (LL) &
de fundamental importancia para estabelecer alteracbes cromossomicas e que
definem grupos e subgrupos de risco. Este estudo caracterizou alteracbes
cromossOmicas em 83 lactentes, oriundos do Centro de Oncohematologia do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz e Centro de Transplante de Medula Ossea do
Instituto Nacional do Cancer (CEMO/INCA) no periodo de julho/2000 a
agosto/2010, sendo 73 casos de leucemias agudas (LA) e 10 de sindrome
mielodisplasica (SMD). As Leucemias agudas foram classificadas como leucemia
linfoblastica aguda (LLA) (47 casos), leucemia miel6ide aguda (LMA) (23 casos) e
leucemias ambiguas (3 casos). A idade dos pacientes com leucemia linfoblastica
aguda variou de 5 dias a 22 meses, com proporcao entre os sexos de 1:1. A idade
dos casos de leucemia mieldide aguda variou de 2 a 21 meses, sendo 15
masculinos e 7 femininos. Os subtipos morfolégicos foram leucemia mieléide com
diferenciacdo (M2), leucemia mielomonocitica (M4), leucemia mielomonocitica
eosinofilica (M4eo), leucemia monoblastica (M5) e leucemia megacarioblastica
(M7). O bandeamento G (GBG) revelou anormalidades da regido 11923 em 38%
dos casos de leucemia linfoblastica e em 50% dos casos de leucemia
mieloblastica. O rearranjo do gene MLL por hibiridizac&o in situ foi observado em
65% e 39% das leucemias linfoblasticas e leucemia miel6ide, respectivamente. Nos
casos com sindrome mielodisplasicas, a idade variou entre 20 dias a 20 meses,
sendo seis do sexo masculino e quatro do feminino. Sete casos foram leucemia
mieloblastica em portadores de S.Down, destes seis eram leucemias
megacarioblasticas (LMA-K/LMA-M7) e uma leucemia mieléide sem diferenciacéo
(LMA-MO). Todas as leucemias megacarioblasticas tiveram cariotipos complexos
com translocagfes envolvendo o cromossomo 1. Os métodos de Hibridizacdo in
situ (FISH), multicolor FISH (M-FISH) e bandeamento cromossémico multicolorido
(MCB), foram essenciais nos casos duvidosos pelo GBG, nos cariétipos complexos
e nos casos de cromossomos marcadores.

Palavras Chaves: Gene MLL, citogenética molecular, leucemia do lactente.
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ABSTRACT

Cytogenetic and molecular analysis in infant leukemia has extremely
importance for establishing chromosomes alterations to defining groups and
sub-groups of risk. This study has pointed chromosomes alterations in 83
infants originating from Cytogenetic Laboratory of Pediatric Oncohematology
Center of University Hospital Oswaldo Cruz of Pernambuco and Cytogenetic
Department of Nacional Center for Bone Marrow Transplant of National Cancer
Institute from July/2000 until august/2010. Seventy three cases were acute
leukemia (AL) and 10 of them, mielodysplasic syndrome (MDS). The acute
leukemias were classified as acute lymphoblastic leukemia (47 cases), acute
myeloid leukemia (23 cases) and ambiguous leukemias (3 cases). The acute
lymphoblastic leukemia age has varied between 5 days to 22 months with
gender proportion of 1:1. The acute myeloide leukemia ages have varied from
2 to 21 months, being 15 males and 7 females. The morphologic subtypes were
acute myeloid leukemia without maturation (M2), myelomonocytic leukemia
(M4), eosionophilic myelomonocytic leukemia (M4eo), acute monoblastic
leukemia (M5) and acute megakaryoblastic leukemia (M7). G-banding has
revealed abnormalities 11923 in 38% of the acute lymphoblastic leukemia and
50% of the acute myeloid cases. The MLL gene rearrangement by in situ
hibridization was observed in 65% and 39% of the acute lymphoblastic and
acute myeloid leukemia, respectively. The myelodysplastic syndrome age has
varied between 20 days to 20 months, being six males and 4 females. Seven
cases were acute myeloid leukemia in Down syndrome carriers, being six acute
megakaryoblastic leukemia (AMLK) and one undifferentiad acute myeloid (MO).
All acute megakaryoblastic leukemia had complex kariotypes with translocation
dealing with chromosome 1. The methods in situ hybridization (FISH), Multicolor
FISH (M-FISH) and multicolor chromosomic banding (MCB) were essential in
the doubtfully cases by G-banding, in complex kariotypes or mark chromosome
cases.

Keys words: MLL Gene, molecular cytogenetic, infant leukemia.



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 1

1 INTRODUCAO

As leucemias no lactente (LL) sdo doencas graves da crian¢ca menor de dois
anos de idade. Tém ocorréncia em torno de 3% dos casos e caracteristicas
especificas que diferem das leucemias em outras faixas etarias. Evidéncias
sugerem origem intradutero, devido a intima relacdo entre embriogénese e
carcinogénese. As LL podem ser leucemias agudas (LAL), leucemia linféide aguda
(LLA), leucemia mieldide aguda (LMA), leucemias de linhagem ambigua (leucemias
bifenotipica e bilineal) ou sindrome mielodisplasica (SMD), mielopoese anormal
transitoria (MAT), LMA em portadores de sindrome de Down (LMA/SD) e leucemia
mielomonaocitica juvenil (LMMJ).

No lactente, a LLA ocorre em 60% dos casos tendo como prot6tipo o subtipo
pro-B. E uma doenca agressiva, com hiperleucocitose, visceromegalias e infiltracéo
do sistema nervoso central (SNC). Em cerca de 80% dos casos existe o rearranjo
do gene MLL (leucemia mista miel6ide linféide), sendo as principais anormalidades
a t(4;11) e t(11;19). Estes rearranjos exercem um papel primordial na
leucemogénese, pois a proteina quimérica produzida atua como fator de
transcricdo, estimulando continuamente a hematopoese.

A LMA ocorre em 40% dos lactentes e os subtipos mais freqlientes sao
leucemias mielomonocitica e monoblastica aguda (LMA-M4 e M5). As
translocacbes mais frequentes sao: t(9;11), t(6;11), t(10;11). Apesar da alta
frequéncia do rearranjo envolvendo o gene MLL, diferentemente da LLA, na LMA o
prognéstico ndo difere das outras faixas etarias. Nos recém-nascidos, hd uma
maior ocorréncia da LMA em relacdo a LLA e a leucemia megacarioblastica aguda,

LMA-K(LMA-M7) que estd associada a t(1;22) é o principal subtipo, cujo
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prognéstico é desfavoravel. Entretanto, nos neonatos com SD ha uma maior
frequéncia do subtipo LMA-K, sem a t(1;22), e a doenca cursa com bom
progndstico. Estes pacientes séo classificados como SMD pela OMS que pertence
especificamente ao grupo LMA em portadores de SD. Cerca de 20-30% dos
neonatos com SD podem apresentar a mielopoese anormal transitorios (MAT) ou
achados de mielodisplasia antes do surgimento de LMA definitiva. Assim como 0s
portadores de MAT, os portadores de LMMJ sédo diagnésticados como SMD e
classificados no grupo de doencas mieloproliferativas/mielodisplasicas (SMD/SMP).
A LMMJ representa 3% das leucemias da infancia, ocorre em torno de 1,2 por
milhdo entre 0 a 14 anos. Atinge principalmente lactentes e criancas jovens,
menores de 5 anos. A doenca é indolente com prognéstico ruim. Apesar de 80%
dos portadores de LMMJ apresentarem cariotipo normal, a monossomia do
cromossomo 7 esta frequentemente correlacionada a doenca.

No Brasil, os estudos citogenéticos em lactentes séo raros e nao se conhece
as principais alterac6es cromoss6micas. Como a LAL é uma doencga com alto risco
de recidiva, relacionada ao rearranjo do gene MLL, presente em cerca de 70% dos
casos estudados, os protocolos atuais sugerem realizar estudos citogenéticos para
indicacdo do tratamento incluindo quimioterapia e transplante de medula 6ssea.
Nas LMA, apesar da presenca do rearranjo do gene MLL, decorrente
principalmente da t(9;11), existe boa resposta a poliquimioterapia, sem a
necessidade de transplante de medula déssea. Desta forma, os estudos pelas
técnicas de citogenética convencional e molecular na LAL sdo de fundamental
importancia para estabelecer as alteracdes cromossdmicas, assim como, para
definir grupos e subgrupos de risco que se beneficiem com um tratamento

direcionado, o que é de extrema relevancia epidemioldgica.
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2  REVISAO DA LITERATURA

2.1 As Leucemias Agudas nos Lactentes

As leucemias agudas que acometem os lactentes (LAL) sdo neoplasias
malignas raras do sistema hematopoético e o primeiro caso clinico foi descrito em
1921 por Smith (apud Pierce, 1959). Em 1936, Goldhamer e Barnney descreveram
0 acometimento cutaneo na LMA e, em 1951, Bernhard e cols descreveram que 0s
fatores que causam leucemia poderiam ocorrer intrautero. Zussman et al. (1967)
descreveram um caso de leucemia congénita com anomalias cromossémicas
restrita ao clone leucémico e, revisaram as caracteristicas clinicas de 50 outros
lactentes. Naquela época, a correlacdo entre leucemias congénitas e sindromes
constitucionais (sindrome de Down, sindrome de Bloom e mais raramente,
sindrome de Patau e de Turner) levou a especulacdo que as anomalias
cromossOmicas adquiridas, que levam a transformacdo maligna, seriam
secundérias a lesbes decorrentes de instabilidade cromossdmica ou lesdes em
sitios frageis dos cromossomos. Estas alteracdes produziriam um clone anormal
oriundo, provavelmente, da lesdo na hematopoese embrionaria (Quesnel e Malkin,
1997).

Em 1986, Pombo-de-Oliveira et al. publicaram um estudo mostrando as
alteracdes moleculares na leucemia congénita de gémeos univitelinos. A revisdo da
literatura, neste estudo mostrou que a maioria destas leucemias ocorria em
criangas menores de 1 ano. A partir desse periodo, os estudos sobre leucemias do
lactente ganharam grande impulso, principalmente, com a descoberta do gene MLL
no cromossomo 11, banda 23, como o marcador mais importante para este tipo

de leucemia (Ziermin van der Poel, 1991). Nos lactentes, com rearranjo do gene
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MLL, as leucemias apresentam infidelidade celular podendo ser LLA pr6-B, LMA
M4/M5 e L ambiguas (Cimino et al.,1998). Nos lactentes, a LLA geralmente tem
comportamento clinico agressivo, cursa com leucometria elevada, visceromegalias
e infiltracdo SNC, enquanto as infiltracbes em pele, tecidos subcutaneos, regiao
retro-orbitaria e gengiva ocorrem mais frequentemente na LMA (Pui et al.,1995,
Isoyama et al., 2002). A LMA-K ocorre em 10% das LMA da infancia, predomina
nos neonatos e em geral cursa com prognostico reservado, a excec¢do dos

portadores de SD (Ribeiro et al, 1993).

2.1.1Mecanismos Hipotéticos da Etiopatogenia das Leucemias Agudas dos
Lactentes (LAL)

As pesquisas realizadas in vitro e in vivo nas LAL sdo bastante promissoras
no que se refere a etiopatogenia da doenca, devido as caracteristicas biolégicas
das células leucémicas e do curto periodo do surgimento das manifestacdes
clinicas na doenca. Apesar da dificuldade na identificagdo dos possiveis fatores
predisponentes, a baixa idade, nestes casos, indica que mutacdes recorrentes,
durante a gravidez ou durante a embriogénese estdo associadas ao processo
leucémico (Hartley e Sainsbury, 1981; Greaves, 1993). Os estudos moleculares em
gémeos univitelinos e siameses com leucemias agudas, atualmente, confirmam
que a mutacéo ocorre intradtero. Um fato interessante, nestes casos, é que apenas
um dos gémeos é inicialmente afetado, posteriormente a doenca passa para o
segundo gémeo por metastases, via anastomose intraplacentaria ou através da
circulagdo materna (Pombo-de-Oliveira et al.,1986; Mahmound, et al.,1995

Greaves, 2003).
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Apesar de ndo se saber quais fatores levam a leucemia, existem diversos
estudos elaborados que avaliam os fatores de risco no desenvolvimento da
doenca. Uma hip6tese muito cogitada € que, durante a gestacdo as mulheres
sofram exposicdo a substancias inibidoras da topoisomerase Il ou, a enzimas com
funcdes similares destes inibidores. Existem inibidores naturais da topoisomerase |l
em frutas, vegetais, grdo de soja (substancias flavondides tipo quercetina e a
genisteina), chas preto e verde, cacau, vinhos (catechis) e quinolonas (Ross, 1995;
Alexander et al.,, 2001, Hengstler et al., 2002). A possibilidade de substancias
inibidoras de topoisomerase causarem leucemias advém da semelhanca nos
achados citogenéticos com a leucemia secundéaria ao tratamento quimioterapico
(Prieto et al., 1990). Dados da literatura mostram que drogas inibidoras de
topoisomerase produzem lesdo no cromossomo 11, no mesmo ponto de quebra
das LAL, na regido 11923 (Hunger, 1998). Outros fatores sugeridos como indutores
de leucemias sdo: exposicdo materna a raios-X, agentes quimicos, como 0s
derivados de petréleo e alguns pesticidas (Lowengart, 1987; Rinski, 1987).

Durante a transformacéo leucémica, a nivel molecular, ocorre ativacdo de
proto-oncogenes ou a formacéo do gene de fusdo com propriedades de oncogene
(Hogge, 1994). Na maioria das vezes, um oncogene é ativado por uma
translocacdo cromossémica, mas pode também resultar de uma mutagcdo pontual,
amplificacdo e insercdo viral. Quando ha translocacdo, um proto-oncogene se
fusiona a outro gene celular resultando num produto protéico, que pode ser um
fator de transcricdo e, assim codificar proteinas envolvidas no crescimento e
diferenciacdo celular. Os genes, como o MLL, tém grande importancia na

leucemogénese, pois atuam como “Master genes”, ou seja, genes regulatérios que
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estdo envolvidos na regulacdo da hematopoese e controlam a expressao de
diversos genes (Green, 1996).

Nas LAL as anormalidades cromossdmicas mais frequentes envolvem o
gene MLL. Este gene estd localizado no cromossomo 11923, também conhecido
como gene leucemia linféide 1 (ALL1) ou gene Trithorax(HRX)(Fig.1) (Marschalek,
1997). Este gene codifica uma histona-lisina N-metiltransferase HRX, com
homologia epigenética a proteina reguladora transcricional Trithorax da Drosophila
melanogaster, um efetor transcricional dos genes HOX. A proteina MLL é
essencial, tanto no desenvolvimento do embrido, como na regulacdo dos genes
HOX. Dessa forma, o gene MLL conjuntamente com alguns genes HOX, atuam na
especificacdo e/ou expansao de células hematopoéticas progenitoras (Stem Cells)
(Magli et al., 1997; Ernst et al., 2004). Apds a vida embrionaria, a proteina MLL é
necessaria para manutencao da transcricdo dos genes HOX. Entéo, a ligacéo entre
a proteina MLL, a regulacdo de gene HOX e a hematopoese sdo de particular

importancia na fisiopatogenia das leucemias (Li et al., 2005).
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Figura 1-Representacdo esquematica das regides do gene MLL e regides de
quebras e translocacdes. Varios dominios funcionais sdo mostrados:
AT em gancho; sinais de localizacdo nuclear, SN1 e SN2; CxxC
(MT), motivo rico em cisteina homoléga metiltransferase DNA
eMDB1; PHD1-3 em dedo de zinco; regibes CS1 e CS2, TAD,
dominio de transativacdo; SET — dominio SET. TRX — regifes
estruturalmente conservadas com a Tritorax da Drosophila
Melanogaster (TRX). Varios ativadores transcrionais estdo também
representados. Fonte: Krivsov e Armstrong 2007.
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2.1.2 Funcdes da Proteina MLL

O entendimento do funcionamento da proteina MLL € de importancia
primordial para leucemogénese. A MLL € uma proteina complexa com diversos
dominios funcionais, atua na regulacdo de genes de transcricdo através dos seus
dominios AT e MT que se ligam diretamente ao DNA. A regido em gancho AT se
liga nas regides ricas em AT da pequena curvatura do DNA e o dominio MT, a uma
regido rica em cisteina (CXXC) (Birke et al., 2002). A regido AT tem funcéo de
desmetilacdo e a MT de metilacdo nas sequéncias CpG. A proteina MLL através de
sua regido RD1 e RD2 também atuam como repressora da transcri¢do, através do
recrutamento de complexos HDAC ou proteinas do grupo polycomb (Xia et
al.,2003). O dominio em dedo de zinco (PHD), semelhante a outras proteinas PHD,
atua na remodelacdo da cromatina, além da atividade na regulacdo transcrional
(Slany, 2005). Por conter motivos de auto associacao na regido em dedos de zinco
e na regido do dominio SET (motivo também responsavel pela metilacdo de H3K4)
(fig 1), acredita-se que a proteina MLL funciona como um dimero ou um
oligomérico (Rozovskaia et al., 2000). Ao lado destes dominios, esta proteina, tem
dois sinais de localizacdo nuclear, na regido N terminal (SNL1 e SNL2), o qual
determina um padrdo pontilhado de localizacdo nuclear (Fig.1) (Daser e Rabbitts,
2004; Krivtsov e Amstrong, 2007).

A proteina MLL apés ser completamente formada, pés transcricionalmente é
clivada por uma protease, a taspase 1, em dois fragmentos: um fragmento N-
terminal de 320 kDa, com atividade de repressao da transcricdo, composto pelos
motivos em gancho AT e com suas regides SNL1 e SNL2 (localizagcdo nuclear
salpicado 1 e 2), além do dominio MT e o em dedo de zinco (MLLH) e num

fragmento C-terminal com 180kD, com forte atividade transcricional que contém o
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dominio SET e o TAD (MLLC) (Hsieh et al., 2003). Ha uma interacdo entre 0s
dominios FYRN da MLL, localizado na regido terminal N-320, com FYRC e o
dominio SET, localizados na regido C180 (Fig. 2). Desta forma, estes dois
complexos peptideos MLL (MLLH e MLLC) constroem a estrutura basica,
necessaria para o supercomplexo multiproteina MLL (MLL-MPSC). Os peptideos
MLL conferem estabilidade e localizacdo subnuclear de pelo menos 27 proteinas
adicionais. Este grande complexo nuclear inclui diversas proteinas, com variadas
funcdes, como as WDR5, RBPB5 e ASH2L (Fig. 3) (Couture et al., 2006; Sterward
et al., 2006).

Estudos mais recentes mostram que a proteina MLL também se liga ao DNA
através de proteinas de ligacdo. Um exemplo é a proteina de ligacéo supressora de
tumor, conhecida como menin (codificada pelo gene MEN 1), ambas (MLL e menin)
atuam na regulacéo da expressao do gene HOX9 (Yokoyama et al., 2005). Além do
HOX, existem outros genes alvos do gene MLL. Estudos atuais em células de
linhagem sugerem, na realidade, que o gene MLL exerce um papel global na

regulacéo da transcricao (Milne et al., 2005).
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Figura 2- Representacdo esquematica das funcgbes bioldgicas da proteina MLL
com o0s principais sitios de transcricdo.Trés sitios AT em gancho que se
ligam a pequena curvatura do DNA; SNL: 2 sinais salpicados de
localizacdo nuclear; RD: dominios de repressdo; PHD + bromo
envolvido na interacdo proteina-proteina; FYRN e o FYRC dominios
associados a p300/p320 N-terminal, chamada MLLH e a proteina C-
terminal chamada de MLLc. Uma vez que a proteina MLL é clivada
pela taspase em duas proteinas antes de ir pro nucleo, formam um
complexo multiproteina com o TFIID. TAD: dominio de transativagéo e
liga o CBP que pode metilar as histonas H3 e H4 na area HOX; SET:
dominio SET metiltransferase, metilase H3, incluindo histonas na éarea
HOX para abertura da cromatina e transcricdo. Fonte adaptada: Huret
JL URL. http://AtlasGeneticsGenes/Oncology.org/mll.htim
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INICIACAO

Figura 3- Modelo esquematico do complexo MLL na regulacdo da transcricdo. Uma
sequéncia especifica do fator de transcricdo se liga ao promotor e
recruta o complexo MLL durante a fase de iniciacdo da transcricdo. O
dominio SET da MLL metila a lisina 4 da histona H3.
Concomitantemente, a lisine 16 da histona H4 é acetilada por MOF. Na
fase de alongamento, o complexo MLL se acopla com a RNA pol Il pela
associagdo como CTD da RNA PoL Il com o0 MLLH, MLLc, e a menin.
Além disso, o componente WDR5 specificamente reconhece e metila a
lisina 4 da H3. Desta maneira, 0 modelo de modificacdo se espalha ao
longo de uma regido de transcrigdo ativa. Fonte adaptada: Slany, 2005.
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2.1.3 Patogeniado gene MLL na leucemia do lactente

As translocacdes que envolvem o gene MLL levam a uma falha no
repareamento do DNA nas células hematopoéticas em desenvolvimento
(Richardson e Jasin, 2000). A regido do ponto de quebra (BCR) entre os éxons 8 e
13 é o alvo para maioria do rearranjos, existindo ao longo desta regido sitios de
clivagem para topoisomerase Il. Esta € uma regido na qual a proteina se liga a
matriz nuclear e provavelmente contribui para 0 mecanismo pelo qual ocorrem as
traslocacdes. Desta forma, a desregulacdo deste processo leva as translocagdes
encontradas nas leucemias (Strissel et al., 1998).

Quando um determinado agente mutagénico penetra no organismo rompe a
estrutura do gene MLL entre as regibes em dedos de zinco e de metilacéo,
ocasionando a perda da regido em dedo de zinco, sitio de ligagdo ao DNA,
resultando num segmento truncado. Como os dominios de metilacdo (MT) e
gancho AT sdo mantidos, esta regido fica susceptivel a ligacdes inespecificas com
alteracdo na metilacdo, levando a leucemogénese. Por outro lado, a fusdo com
genes parceiros resulta na codificacdo de proteinas ricas em serina e prolina. Pelo
menos 52 proteinas tém sido descritas, mas apenas algumas sdo classificadas
dentro de 5 grupos (Tabela 1) (Krivtson et al., 2007). No primeiro grupo estdo as
proteinas ligantes do DNA que se distribuem no citoplasma, ha membrana nuclear,
no reticulo endoplasmatico, no golgiossomo e nos ribossomos. Alguns exemplos de
proteinas de fusdo sdo AF4 da t(4,11), AF6 da t(6;11), AF9 da t(9;11), ENL da
t(11;19)(Meyer et al., 2009). O segundo grupo é formado por proteinas
citoplasmaticas do tipo coiled coil, tais como: GAS 7, EEN, AF1P, AF6 e AFX (So
and Cleary, 2003; So et al., 2003). O terceiro grupo compreende um pequeno

grupo de proteinas que inclui as septinas (SEPT2, SEPT5, SEPT6 9 e 11). As
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septinas sdo proteinas citoplasmaticas que parecem estar envolvidas em diversos
processos como controle de ciclo celular, trafego de vesiculas e
compartimentalizacdo da membrana plasmatica, embora o significado especifico,
ainda permaneca desconhecido. No quarto grupo estdo as histonas
acetiltransferases p300 e CBP (Rowley et al., 1997; Ida et al., 1997), e ao quinto
grupo pertence a MLL-PTD (duplicacao parcial in tandem), que séo resultantes da
duplicacéo interna in tandem de éxons especificos (Schichman, 1994).

O achados comuns a todas as fusdes do gene MLL, a exce¢do da MLL-PTD,
sao retencdo do dominio AT em gancho e motivo em dedo de zinco CxxC (ambos
sdo essenciais para as fus6es do gene MLL) assim como, a perda do dominio C-
terminal SET, o qual media a metilacdo da H3K4. Independente da fuséo, o gene
MLL mantém a capacidade de regular positivamente a transcricdo dos grupos de
genes HOX A e diversos outros genes. Na LAL, ainda ndo esta esclarecido, qual
dos eventos € o mais importante na inducdo leucémica, se a fusdo de genes
produzindo novos transcritos como a formacdo de proteinas quiméricas que
contém o motivo em gancho AT ou, se é a dimerizacdo do gene MLL (Cherif. 1992;

Tkachuk, 1992).
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Tabela 1- Frequéncia dos principais parceiros do gene MLL e do grupo das
diversas proteinas geradas.

Tabela da fuséo dos genes parceiras do MLL

Provavel fusin CrOMOSS0mo + Frequencia em leucemia
Grupo 1 © provavelproteina ligante ao DNA 4q21 AF4 ST
9pl3 AFg
19p133 ENL
10p12 AF10
19p131 ELL
Grupo?  Citoplasma. Oligomerizagic do dominio 1932 EP515 >10%
coiled-coil 17p13 CAST
19p13 EEN
6ql7 AF6
Xq13 AFX
Grupo3 Citoplasma. Familia de septinas. Interagao Xq22 SEPT2 >1%
:noir:'l“::rentoesqueletu. Tem um papel na 22q11 SEFTS
Xq24 SEFTs
17q25 SEFTQ
4g21 SEFT11
Grupod  Nuclear, Histonas acetiltransferases Ll & ZLN
12q13 P300
Grupa5 Duplicagio parcial em Tanden do MLLde  11g23 N/A 4-7% de todas LMA
exon 5-11{MLL-PTD} COMm Cariotioos normais

CBP, proteina de ligagao CREB; MLL leucemia de linhagem mista; NfA nao aplicavel; PTD Duplicacao Parcial em Tanden
Fonte adaptada: Krivtsov et al.,2007

Evidéncias atuais sugerem que muitos parceiros de fusdo do gene MLL
pertencem a uma rede envolvida na regulacdo da transcricdo, através da
remodelagcdo da cromatina e alongamento da transcricao (Slany, 2005). O gene
ELL, um parceiro do gene MLL € um fator de alongamento que se associa a RNA
Pol Il e a diversas proteinas (Simone et al., 2001). Uma proteina conhecida como
DOTLL, uma histona metiltransferase que metila o residuo de lisina 79 na histona

H3 (H3K79), medeia a fusdo do rearranjo MLL/AF10 (Fig 4) (Okada et al., 2005).
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Figura 4- Metilacdo e transcricdo do gene MLL, como membro de um complexo
multiprotéico, a proteina MLL media a metilacdo de H3K4, nas regides
promotoras dos genes ocupadas pela RNA Pol Il. Fonte adaptada:
Kritsov et al.,2007

Uma funcdo hipotética das fusdes protéicas € mostrada na figura 4. A
proteina MLL sem a regido SET, que tem atividade H3K4 metiltransferase, pode
recrutar a Dotilmetilferase H3K79. As fusbes do gene MLL recrutam a proteina
Dotil, nos sitios que sdo normalmente ocupados pelos promotores do gene MLL
(como o gene HOXA), o que permite a metilacdo H3K79 dos Hoxes A, resultando
em expressoes aberrantes (Okada et.al, 2005, Couture et al., 2006).

Atualmente, o gene MLL é reconhecidamente o gene mais envolvido em
translocacbes, mais de 54 genes de fusdes foram identificados por clonagem

molecular, pela sequéncia gendmica do ponto de quebra ou pelo transcrito



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 16

quimérico (Fig.5) (Huret, 2005). A ocorréncia de duplicacdo parcial do gene MLL
observada em sangue periférico e em medula 6ssea de adultos e lactentes normais
e em figados fetais, demonstram que devem existir alteracbes genéticas adicionais
para completa transformacdo maligna na leucemia do lactente. Mutacdes nos
genes codificadores das proteinas Ras, p53 ou pl6 sdo encontradas em alguns
casos, mas sao inconsistentes. A proteina ikaros que faz ligacdo com o DNA é
necessaria para o desenvolvimento linféide normal. Isoformas anormais desta
proteina foram identificadas em sete lactentes com LLA com t(4;11) ou t(11;19).
Dessa forma, a ruptura do gene IKAROS hoje em dia € considerada uma alteracdo

adicional na LLA do lactente (Sun, 1999; Felix e Lange, 2006).

4ol 20MIFL)
4921 (SEPY11)
4921 (AF4-AFF1)
4435 (ArgHP2)

= 11923(MLL)

5031 (AFF4)
22

q32
Ch 6921 (FOXO3A)

5531 (ARHGAP26)

10p11 (ABI1)

Figura 5- Genes parceiros do MLL. Fonte: Atlas Genet Cytogenet Oncol
Haematol. Atualizado em 2009. Huret JL URL. http://AtlasGenetics
Oncology.org/Genes/MLL.html
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2.1.4 Mecanismo molecular na leucemia aguda do lactente MLL+

Provavelmente existem diferentes mecanismos envolvidos na leucemogénese
do LAL, devido a existéncia de diferentes proteinas MLL aberrantes e certamente
ocorre alguma conexao entre estes mecanismos (Fig. 6). Uma proteina aberrante
resultante de translocacfes ou duplicacdo parcial in tanden ocasiona um programa
génico aberrante por diversos mecanismos: (1) por dimerizacdo (ou
oligomerizacdo), um mecanismo comum na leucemogénese de diversas proteinas
aberrantes (proteinas de fusdes parceiras citoplasméticas, MLL-PTD ou
amplificacdo génica) (Martin et al., 2003); (2) as aberrantes MPSC-MLL,
recrutadoras de complexos remodeladores de cromatina levam a alteragdes na
cromatina produzindo perfis génicos aberrantes; (3) algumas proteinas de fusdes
sdo derivadas da fusdo do gene MLL com parceiros citoplasmaticos podem agir
como reguladores da transcricdo via dimerizacdo (ex.MLL-EE); (4) alguns parceiros
de fusdo podem ligar a molécula sinalizadora para o MPSC-MLL resultando em
extensa alteracdo do perfil génico. Desta forma, uma proteina MLL aberrante
presumidamente afeta o controle celular normal incluindo transducdo de sinal e
ciclo celular e, possivelmente, tem uma acgéo direta na expressao génica, a nivel de

cromatina de genes alvos, como nos genes HOX (Li et al., 2005).
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Perfil de expressio

——— h
genica aberrante

Frograma de
diferenciagdo aberrante

leucemogénese

Figura 6- Esquema das multiplas funcdes das proteinas normais e aberrantes MLL
no programa desenvolvimento hematopoético. A proteina normal é
necessaria para manter o perfil génico durante o programa de
desenvolvimento hematopoético normal. A proteina aberrante derivada
de translocacdes, duplicacdo parcial in tanden ou amplificacdo leva a
expressdo génica e programa de desenvolvimento aberrante, que
eventualmente resultarda em leucemia. Diferentes mecanismos estdo
envolvidos na leucemogénese por proteinas MLL aberrantes e existem
conexdes entre estes mecanismos. Fonte adaptada: Li-Z-Y et al.,2005.
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2.2 Sindrome Mielodisplasica (SMD) na Infancia

O termo sindrome mielodisplasica (SMD) refere-se a um grupo de
malignidades com displasia dos precursores hematopoéticos que ocasionam
citopenia no sangue periférico, a despeito da medula normal ou hipercelular. O
diagnoéstico das SMD se baseia em uma tabela de critérios minimos (Quadro 1) e
segue a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Quadro 2) que é

normalmente usada em pediatria (Hasle et al.,2003).

Quadro 1. Critérios minimos para o diagnoéstico da SMD na infancia

Pelo menos dois dos critérios abaixo:

e Citopenia sem explicacéo

e Morfologia com displasia de duas linhagens

e Anormalidade citogenética clonal adquirida em células
hematopoéticas

e Blastos =5% na medula 6ssea

Fonte: Hasle et al.,2003
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Quadro 2. Classificacdo da SMD (Sindrome Mielodisplasica) na infancia de
acordo com a OMS (Organizagcdo Mundial da Saude).

Classificagdo Pediatrica das SMDs (OMS)

Mielodisplasia /! Mieloproliferativa
Leucemia mieloproliferativa juvenil (LMM.J)

L ]

L ]

Leucemia mielomonocitica cronica (LMMC), somente para secundarias.

L ]

Leucemia mieldide crénica, BCR/ABL, negativas (LMC Ph1-)

Doenca em portadores da sindrome de Down

[ ]

Mielopoese anormal transitéria ( MAT)

L ]

Leucemia Mieloide

Sindrome Mielodisplasica

= Citopenia Refrataria (CR) - sangue periférico com < de 2% de blastos e medula
ossea com > 5% de blastos

* Anemia Refrataria com excesso de blastos - sangue periférico com 2 - 19 % de
blastos e medula 6ssea com 5 - 19% de blastos

* AREB em transformacgdo (AREB-T) - sangue periférico, medula 6sseacom 5-
19% de blastos.

Fonte: Hasle et al.,2003.
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Na infancia, algumas formas de SMD s&o iguais as do adulto, como a
anemia refrataria (AR) e a anemia refrataria com excesso de blastos (AREB-t), mas
algumas, ainda nédo foram diagnosticadas, como a anemia sideroblastica em anel e
a leucemia mielomonocitica crbnica, entidade bem definida com caracteristicas
préprias do adulto. Independente do grupo em que esteja definido o diagndstico,
cerca de 1/3 dos pacientes com SMD evoluem para LMA (Hasle et al., 1995; Lopes
e Lorand-Metze,1999).

Uma entidade muito discutida pela dificil classificacdo morfolégica na
infancia é a leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ), que ora se apresenta com
achados de SMD e ora de sindrome mieloproliferativa (SMP). Ha dificuldades de
diagnéstico devido a heterogeneidade da doenca. Como malignidade rara,
representa menos de 2% das leucemias da infancia e na maioria das vezes ocorre
na infancia precoce (em lactentes) e, principalmente, no sexo masculino. Os
pacientes apresentam episddios de infec¢des recorrentes, anemia, “rash” cutaneo,
hepatoesplenomegalia e linfoadenomegalia generalizada. Os achados laboratoriais
mostram  leucocitose  (<100.000/mms3) com monocitose; anemia com
normoblastemia variavel; trombocitopenia; elevacdo da taxa da hemoglobina fetal
(Hb-F), das imunoglobulinas e presenca de autoanticorpo. A reacdo para fosfatase
alcalina leucocitaria pode ser normal ou aumentada, mas o cromossomo Filadélfia
esta ausente (Hasle et al., 2003).

A estreita associacdo entre LMMJ com sindromes do tipo Neurofibromatose
do tipo | (NF1), sindrome de Noonam (SN) e a sindrome Lentigene (LS) tem sido
descrita. A perda do alelo normal do NF1 é um achado comum nas células dos
pacientes com LMMJ e NF1. O gene NF1 é supressor de tumor, uma GTPase, atua

na regulacdo negativa na via Ras-GTP (Arico et al.,1997). Cerca de 50% dos
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pacientes com SN apresentam mutacdo na linhagem germinativa, no proto-
oncogene PTPN11. Este gene codifica a proteina fosfatase 2 tirosina (SHP-2) que
exerce importante papel na via de transducédo de sinal da hematopoese, liberando
sinais de ativacao para receptores de fatores de crescimento ligadora para o gene
Ras. MutagOes dos genes PTPN11, KRAS2, NRAS e NF1 sdo encontradas em
conjunto nos pacientes com LMMJ. Estes dados apodiam a hipotese de que a
hiperativagdo da via de sinalizacdo Ras exerce um papel central na LMMJ (Hess et
al., 1996; Kratz et al., 2005). A monossomia do cromossomo 7 é a anomalia
citogenética mais encontrada, principalmente, em criancas com desordem mieldide
e, desta forma, pode ser identificada em todos os subtipos de SMD, assim como na
LMA, sendo também um achado frequente na LMMJ (Kelleher et al., 1991; Yeilipek
et al., 1994).

As criancas portadoras de sindrome de Down (SD) apresentam
frequentemente, na primeira infancia, displasia hematopoética, antes de
apresentarem franca leucemia (Zipursky et al.,1994). Cerca de 10% das criancas
com SD nascem com a mielopoese anormal transitoria (MAT) que na maioria dos
casos regride espontaneamente, ao redor dos 3 meses de vida e, raramente
evoluem com quadro fatal de fibrose medular e insuficiéncia renal (Zipursky et
al.,1994,2003; Zwaan et al., 2010). Estudos citolégicos, imunologicos,
ultraestrutural e molecular das células blasticas dos portadores de MAT mostram
que as células precursoras dos megacariocitos apresentam achados comuns dos
progenitores eritréide e megacariocitico. Mas, quando a leucemia desenvolve é
predominantemente uma proliferacdo megacarioblastica aguda (Xavier et al.,

2009). Cerca de 30% dos portadores de MAT apresentam leucemia aguda nos
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quatro primeiros anos de vida e é provavel que alteracfes adicionais ocorram para
transformacao da MAT em LMAK (Taub, 2004).

Atualmente, existe consideravel interesse em relatos da mutacdo somatica
adquirida no éxon 2 do gene de transcricao eritrdide/megacarioécito, o GATA-1. A
mutacdo deste gene em criancas com SD esta diretamente relacionada com LMA-
K e MAT, indicando que a primeira doenca € derivada da segunda (Li et al., 2005;
Emerenciano et al.,2006). Malkin et al. (2000) mostraram que a proteina p53 é
fundamental para diferenciagdo megacariocitica e que mutacdo do gene TP53
pode levar ao desenvolvimento de LMA-K em portadores de SD.

Tém sido observadas alteracdes cromossdmicas nos portadores de SD com
trissomia 21 ou mosaisismo, assim como, nos portadores de MAT (Zubizarreta et
al.,1995). Estas alteracbes cromossémicas ndo diferem das encontradas nos
pacientes com SD e leucemias agudas, o que demonstra que ha algo em comum
entre as duas entidades. A principal alteracdo cromossomica descrita na SD (+21
constitucional) com SMD/LMA € a trissomia 8, a qual parece participar do processo
mieloproliferativo (Zipursky et al., 1994; Creutzig et al., 1996). Outras alteragdes
descritas nestes pacientes sao duplicacdes 1q ou, mais comumente, trissomia
parcial desta regido que pode ter um importante papel na patogénese da doenca

(Fong e Brodeur 1987; Blann et al., 2000).
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2.3 Diagnéstico das leucemias no lactente

7

Para um diagnostico preciso das leucemias no lactente € necessario um

algoritmo de exames sequenciados, como mostra o fluxograma no Quadro 3.

Quadro 3. Fluxograma para o diagndstico das leucemias no lactente.

Citologia
LkAtA L5 =AW 8T

L

Citoquimica
{Sudan black, Esterases,etc) [—— LII4: DI1L-IIS
E

* 11 & PBouT
INUNOFENOTIPAGEM

Citormetria de Fluxo L LBA-BIO e M7
fanticarpo monaclaonal)

Estudos Citogeneticos FISH
Convencional e Malecular _— TR

LI-FISH

e L& hifenotipica

LLA: Leucemia linféide aguda de linhagem T ou B

MO: Leucemia mieléide aguda sem diferenciacdo

M1: Leucemia aguda sem maturacao

M2: Leucemia mieldide aguda com maturagao

M3: Leucemia promielocitica aguda e a variante M3v
M4: Leucemia mielomonocitica aguda e a variante M4eo
M5: Leucemia monobléastica

M6: Eritroleucemia

M7: Leucemia megacariocitica aguda

SMD/LMMJ-Sindrome mielodisplasica/Leucemia mielomonocitica Juvenil
MAT — Mielopoese Anormal Transitoria

Confeccionada pelo autor, de acordo em Bain, 2001 e Hasle et al.,2003.



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 25

2.3.1 Morfologia

Até meados da década de 70, os diversos tipos de leucemias eram
classificados pelos seus aspectos morfologicos, ndo havia um consenso para
distinguir corretamente as leucemias linfoblasticas e mieloblasticas. Entretanto, em
1976, apos a uniformizacdo das leucemias agudas pelo grupo Franco-Americano-
Britanico (FAB) e com a introducdo das reacgfes citoquimicas, muitos diagndsticos
foram definidos (Bennett et al, 1976). Mas, o diagnostico da leucemia linfoblastica
continuava sendo feito por exclusdo, pois os estudos das reacfes citoquimicas,
nao eram suficientes para diferenciar as leucemias de linhagem mieldide.

Atualmente, a classificacdo FAB continua com importancia no diagnostico,
mas tem valor limitado no progndstico. Na classificacdo FAB, a LLA apresenta dois
principais subtipos, L1 e L2, que sdo baseados no tamanho celular, basofilia
citoplasmatica, tamanho do nucleo, padrdo de cromatina nuclear e presenca de
nucléolos. Enquanto na LMA sao descritos oito subtipos, de MO-M7, com algumas
variantes, baseadas no tamanho celular, presenca ou auséncia de granulacfes
citoplasmaticas, forma e tamanho do ndcleo, padrdo de cromatina e presenca de
nucléolos (Bennett et al.,1976,1991). Nos lactentes, os subtipos mais frequentes
sdo M4, M5 e M7, ha poucos casos descritos de M1 e M2 e raros 0s casos com

M4eo e M3 (Biondi, 1994; Pui, 1995; Silva et al., 2008).
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2.3.2 Imunofenotipagem

Com o progresso das técnicas imunolégicas, surgiu a imunofenotipagem, cujo
principio utiliza um anticorpo monoclonal dirigido para o antigeno presente na
célula leucémica. Este método revela com precisdo a natureza das células
blasticas e a fase celular na qual ocorreu a parada do processo de maturacao
celular que originou o clone leucémico. Uma das mais importantes contribuicées
desta metodologia foi a deteccdo precoce da mieloperoxidase em células com
morfologia indiferenciada, cujas reacfes citoquimicas eram negativas. Assim,
muitos casos de leucemias agudas, antes consideradas indiferenciadas, puderam
ser classificados como leucemia mieléide com diferenciacdo minima (LMA-MO0) ou
como leucemias de células pluripotentes. A imunofenotipagem também permitiu o
diagnostico da leucemia megacarioblastica e dos casos de leucemias com
expressédo de marcadores de mais de uma linhagem, conhecida como leucemias
ambiguas que s&@o as leucemias bilineas e bifenotipicas (Foon e Todd, 1986;
Bennett et al., 1991).

A citometria de fluxo na LLA permite classificar de linhagem B em pro-B,
CALLA e pré-B (presenca da imunoglobulina de superficie intracitoplasmatica) e a
LLA de linhagem T em pré T, Pré-T e T madura (Jennings e Foon, 1997). Nos
lactentes menores que 12 meses, 0 subtipo pro- B € 0 mais encontrado, apos esta
faixa etaria comegam a surgir os casos de LLA- CALLA. S&o raros os lactentes
com LLA pré-B, assim como, de linhagem T (Emerenciano et al., 2007). A
incorporacdo da imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular a
classificagdo morfolédgica, originou a classificagdo MIC-M para leucemias agudas,

que agrupa as leucemias com a finalidade de reconhecer entidades especificas
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qgue diferem em suas etiologias, mecanismos de leucemogénese, achados clinicos
e hematoldgicos, prognostico, assim como, a otimizacdo do tratamento (Bain,

2001).

2.3.3 Citogenética Convencional

Nos anos 70 a introducdo de técnicas de identificacdo cromossdmica foi de
grande importancia para a etiologia clonal das leucemias agudas. Os estudos feitos
nas décadas de 60 e 70 demonstraram que células tumorais apresentavam
marcadores cromossdmicos recorrentes com importancia diagnéstica e progndéstica
(Chaganti et al.,, 1979). Secker-Walker et al. (1997) foram os primeiros a
demonstrar que o numero de cromossomos estava relacionado com a evolucdo
clinica e o progndstico nas crian¢as portadoras de LLA.

O estudo citogenético classifica a LLA de acordo com o numero modal de
cromossomos em cinco grupos. Grupo hiperdipléide, dividido em: hiperdiploide |
(47 a 50 cromossomos) e hiperdipléide 1l (mais de 50 cromossomos); Grupo
hipodipléide (menor de 46 cromossomos); Grupo com caridtipo normal (46
cromossomos sem alteracfes estruturais evidentes) e grupo pseudodipléide (46
cromossomos, com alteracdes estruturais e/ou numéricas) (Raimondi, 1993; Heim
e Mitelman, 1995).

O grupo hiperdipléide | representa de 10 a 15% da LLA da infancia. Neste
grupo o ganho de alguns cromossomos, como +8, +10, +21 e +X s&o observados,
sendo a trissomia do cromossomo 21, a mais frequente, seguida dos cromossomos
X, 8 e 10. As alteracdes estruturais mais frequentemente encontradas, em 6% dos

casos, foram anomalias do 1q, 6q, 12p e 19p (Raimond et al.,1992).
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O grupo hiperdiploide 1l se divide em hiperdiploidia com 51 a 68
cromossomos, casos com near-triploidia (69 a 81 cromossomos) e casos com near
tetraploidia (82 a 94 cromossomos). O primeiro subgrupo € observado em 25% a
30% das LLA da infancia, e tem como caracteristica um bom progndstico, ou seja,
melhor resposta ao tratamento. A hiperdiploidia € encontrada em criancas entre 2 e
10 anos com leucometria ndo muito elevada, fenétipo CALLA (CD10) e tem como
caracteristicas comuns cépias extras dos cromossomos 4, 6, 10, 14, 17, 18, 20, 21
e X, duplicacdo do 1q e isocromossomo 17g, em alguns casos. O ganho isolado do
cromossomo 21 é uma anormalidade comum na LLA, ocorrendo em 20% dos
casos com alteracdo citogenética e mais de 90% dos casos com hiperdiploidia com
mais de 50 cromossomos (Raimondi et al.,1992; Paulsson et al., 2005).

O grupo pseudodiploide ocorre em 40% dos casos, enquanto 0 grupo com
cariétipo normal (sem alteracdo cromossdmica detectavel pela citogenética
convencional) compreende de 10 a 15%. O grupo hipodipléide é observado em 7 a
8% das LLA da infancia. Na maioria destes casos, ha perda do cromossomo inteiro,
translocacdes ndo balanceadas e formacdo de cromossomos dicéntricos
(Raimondi, 1993).

O estudo citogenético, além de ajudar no entendimento da fisiopatologia, tem
sido muito importante para estabelecer fatores de risco no tratamento das
leucemias. Enquanto os caridtipos com hiperdipldidia 1l estdo associados a um
prognostico favoravel e devem ser tratados apenas com quimioterapia para baixo
risco, 0s pacientes com cariotipos hipodiploide ou com translocacdes
cromossOmicas como t(1;19), devem ser tratados com quimioterapia para alto risco

e os portadores de t(4;11) e t(9;22), aléem de quimioterapia, devem realizar
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transplante de medula 6ssea em primeira remissao (Ribeiro e Pui, 1993; Heerema
et al., 1999, Isoyama et al., 2002).

Na LMA, as alteracdes cromossdmicas especificas podem ser de dois tipos,
rearranjos cromossémicos balanceados, como translocacdes e inversdes. Estas
alteracdes causam fusdo de genes que estdo envolvidos na regulacdo e na
diferenciacdo celular. Os rearranjos cromossdmicos nao balanceados envolvem
perda ou delecdo de genes contribuindo para a transformacdo maligna por perda
da funcdo de genes supressores de tumor (Pedersen-Bjergaard e Rowley, 1994).

O estudo citogenético na LAL é bastante peculiar, os fatores prognosticos
encontrados em outras leucemias agudas, como t(9;22) e a hiperdiploidia sem
alteracdes estruturais, sdo raros (Lampert et al.,1992). As anormalidades
citogenéticas basicamente envolvem a regido 11923, onde € encontrado o gene
MLL. Este gene atua em translocacdes com diversos parceiros, atualmente ja
foram descritas mais de 54 translocac¢des (Johansson et al.,1998; Heerema et
al.,1999). As translocacdes envolvendo a regido 11923 ocorrem em 80% das LLA e
em 50% das LMA, sendo as mais frequentes: a t(4;11) na LLA e a t(9;11) na LMA,
enquanto a translocacdo t(11;19) ocorre em ambos tipos de leucemias.
Praticamente todos os casos de leucemia ambigua apresentam algum tipo de
rearranjo do gene MLL (Fig.7). Alguns casos com cariotipo hiperdipléide estéo
associados a translocacéao t(1;22), especifica da LMA-M7 do neonato (Carroll et al.,
1991; Lion et al., 1992).

O valor de mau prognéstico do rearranjo do gene MLL para maioria dos
subtipos de leucemia do lactente é estabelecido. Entretanto, outras anormalidades
da regido 11923 tais como, delecdo e inversdo, nas quais o0 MLL ndo esta

rearranjado, apresentam melhor evolucao clinica, a excecdo sao os casos de LMA-
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t(9;11), na qual existe o rearranjo do MLL, mas ndo apresentam impacto negativo
no prognéstico (Raimondi et al., 1995; Behm et al., 1996, Secker-Walker, 1998).
Uma translocacéo especifica e bem estabelecida em lactente com LLA que nao
envolve o gene MLL e associada a bom prognostico é a t(5;15)(Heerema et

al.,1994; Silva et al.,2001).

NA INFANCIA

fusdao de genes parceiros

Elara [ Jdew [ Jari0 [ epsis
E3d A [Jenu [ Af6  [CJoutros

Figura 7- Distribuicdo da frequéncia dos genes parceiros do MLL na infancia.
Os principais genes de fusdo sdo: AF4, nas LLA; AF9 na LMA e o
ENL em ambas. A fusdo do MLL é encontrada em praticamente todos
0s casos de leucemia bifenotipica. Fonte: Krivtsov e Armstrong, 2007.
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2.3.4 Citogenética Molecular: FISH, M-FISH, MCB, mMCB

Um grande numero de alteracbes cromossdmicas humanas tem sido
definidas por técnicas citogenéticas convencionais. Contudo, muitos pacientes
apresentam pequenas delecdes ou alteracdes intersticiais que ndo podem ser
detectadas através do bandeamento G. Em adicdo, cromossomos marcadores ou
alguns rearranjos cromossoémicos podem ser dificeis, ou mesmo, impossiveis de
ser definidos por técnica convencional. A técnica de hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) e suas variantes (cariétipo espectral-SKY, FISH-multicolor,
bandeamento multicolorido - MCB) tém ajudado nestes casos e atualmente tem
grande importancia metodolégica na deteccdo e confirmacdo de anormalidades
cromossdmicas humanas (Schrock et al., 1996; Speicher et al., 1996; Liehr et
al.,2009).

Na técnica de FISH as sondas sdo preparadas apartir de nucleotideos,
fragmentos ou sequéncia de DNA especificos, que sdo ligadas a uma cadeia de
DNA complementar (DNA alvo) no cromossomo a ser estudado. Para localizacéo
do DNA alvo, é aplicado um anticorpo marcado com corante fluorescente. A andlise
é feita em microscopia de fluorescéncia. Desta forma, a FISH permite a localizacéo
precisa de genes ou sequéncias de DNA diretamente nos cromossomos. Existem
diversos tipos de sondas cromossémicas (tabela 2); a CEP (marca o centrdbmero do
cromossomo), WCP (sonda de cromossomo inteiro), sonda especifica do teldmero
e as que sao especificas de determinadas regides ou genes especificos, entre
outras (Liehr e Pellestor, 2009)

A técnica de FISH pode ser realizada em metafases ou nucleos interfasicos

de material como sangue periférico, medula éssea, além de pecas tumorais. Essa
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técnica tem produzido um consideravel impacto na analise citogenética por permitir
uma analise rapida de um grande numero de células, ao mesmo tempo em que
favorece o diagnostico de diversas neoplasias. Além disso, a utilizacdo de sondas

do cromossomo inteiro e regides especificas tém permitido caracterizar diferentes

Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente

rearranjos cromossodmicos.

Tabela 2. Diferentes classes de sondas comumente usadas para andlise de
FISH em laboratorios clinicos

Tipo

Intensidade da
Fluorescéncia

Aplicacao

» Sondas para

regibes especificas

Sonda Centromérica

Sonda Telomérica

Forte

Moderada a fraca

Identifica alteragcbes numeéricas;
monossomias; trissomias.

Identifica rearranjos envolvendo
o teldmero

» Sondas para
Cromossomos inteiros
ou de partes dos
Cromossomos

Sonda WCP e PCP

Forte a moderada

Identifica pequenos marcadores
ou alteracbes quando o
bandeamento G for inconclusivo.

> Sondas

locus especifica

para translocacdo e
sondas génicas

Microdelecao

Amplificacdo Génica

Moderada

Moderada

Forte

Detecta translocacgbes em
metafases ou nucleos interfasicos

Detecta  microdelecbes em
metafases

Detecta aumento no ndamero de
copias génicas em metéfases
e/ou em nucleos interfasicos

Fonte: Liehr e Pellestor, 2009.
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No estudo das leucemias, a técnica de FISH pode ser realizada em células
em metafase ou em ndcleos interfasicos de sangue periférico e/ou medula
0ssea, contribuindo para precisdo no diagnostico cromossdmico das diversas
leucemias. Como o rearranjo do gene MLL é frequente na LAL, a aplicacao
desta técnica é fundamental para o diagndstico e prognostico da doenca, (Huret,
2005). A figura 8 mostra as regides onde a sonda € hibridizada no cromossomo
11, com sua regidao 3’ marcada em vermelho e 5 em verde. Qualquer ruptura
desta regido com consequente translocacéo produzira a separacao dos sinais de

fluorocromos verdes e vermelhos como exemplicado na figura 9.

Centromera regido 11923

: B E F5i: 3 %8
| 1 5mm -_-_-JBCH my |
|
ft—— asoks ———m]
]
1Mg23 LSIMLL 190 kb ——me]
E tro Vi I LSl MLL Dual Color, Braak Apart
spectro Vermelho ;
; Yysis -Abbot

Espectro Verde

17

Figura 8. Marcagéo da regido 11923 com a sonda MLL LSI espectro veremlho e
verde. Fonte: http://www.abbottmolecular.com/ LSIMLLDualColorBreak
ApartRearrangementProbe 5318.aspx


http://www.abbottmolecular.com/%20LSIMLLDualColorBreak%20%20Apart
http://www.abbottmolecular.com/%20LSIMLLDualColorBreak%20%20Apart
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Figura 9. Metafase e nucleo interfasico com rerranjo do gene MLL.
Ha trés sinais, um que corresponde a fusdo dos fluorocromos verde
e vermelho, dando cor amareladado encontrada no gene normal e
outros dois, verde e vermelho, separados que corresponde a
translocacdo do referido gene. Fonte: http://www.abbottmolecular/
LSIMLLDualColorBreakAparRearrangmentProbe 5318.aspx

As técnicas SKY e M-FISH sé&o variantes da técnica de FISH e permitem
visualizar simultaneamente todos os cromossomos humanos, em diferentes cores.
Estas técnicas tém a finalidade de elucidar a ocorréncia de rearranjos
cromossOmicos tais como translocacfes, insercdes e alteracdes estruturais
complexas, facilitando consideravelmente a analise do cari6tipo. Em ambas as
técnicas, as sondas sao originadas da marcacao e amplificacdo de cada um dos 24
cromossomos, por DOP-PCR, “degenerate oligonucleotide-primed PCR”. Esta
técnica permite a amplificacdo aleatoria do DNA e utiliza sequéncias degeneradas
de nucleotideos. Ambas, SKY e M-FISH usam um esquema combinatdrio ligado a

fluorocromos distinguiveis espectralmente, mas os meétodos diferem apds a
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hibridizacdo in situ, na detec¢cdo e discriminagdo de diferentes combinacbes de
fluorescéncia (Schrock et al.,1996; Speicher et al.,1996).

Na técnica de SKY a imagem é adquirida na combinacdo de microscopia
epifluorescente, imagem CCD (“charge-coupled device”) e um espectofotdmetro de
Fourier. Este aparelhno mede a emisséo inteira de uma Unica exposicdo, em todos
0s pontos da imagem. Na técnica de M-FISH imagens separadas sdo capturadas
de cada um dos cinco fluorocromos usando filtros de microscopios, estas imagens
sdo entdo, combinadas em um software. Ambas as técnicas usam pseudocores
para 0s cromossomos baseados em seus fluorocromos especificos (Speicher et
al.,1996; Trask, 2002). A figura 10 ilustra os fluorocromos usados para obter cores

especificas para 0os 24 cromossomos.

FITC SpeCralTexRed| Cw¥5 D EAC

LD (20| el | T [P [ (o | P | | 3E

Figura 10- Fluorocromos usados na identificacdo dos cromossomos
no M-FISH. Uma coluna de 5 cores corresponde aos 5
fluorocromos indicados. A combinacdo destas cores compde
0s 24 cromossomos humanos. Fonte: Liehr et al.,2009.
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Como as técnicas de M-FISH e a de SKY, outras técnicas tem sido descritas
com a mesma finalidade, entre outras: o FISH 24 cores, FISH COBRA (FISH de
ligacdo de taxa de combinacdo binaria), CCK (cariotipagem de mudanca de cor).
Apesar de todos esses métodos permitirem reduzir o tempo de analise e facilitar a
deteccdo de rearranjos cromossdmicos (translocacdes, insercdes) e identificacao
de cromossomos marcadores, ainda tém sido descritas limitacbes quanto a exata
localizacdo do ponto de quebra das translocacfes, assim como identificacdo de
delecdes, duplicacdes e inversdes (Trask, 2002, Liehr et al., 2009).

A técnica de bandeamento multicolorido (MCB) (Fig.11) foi inicialmente
desenvolvida e testada no cromossomo 5 por Chudoba et al.(1999), posteriormente
estd técnica foi desenvolvida por Liehr et al. (2002) para 0os 24 cromossomos

humanos.

Chromsom 1 Chromosom 5 Chromosom 7

5.3 |:|
12,9+
RN
1=
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Il Spectrum Orange
M Texas Red
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Figura 11. MCB (Bandeamento Multicolorido). As bandas e sub-bandas séo
marcadas com os fluorocromos especificos de cada regido.
Facilita a determinacdo do ponto de quebra em casos de
translocacdes, delecdes e inversbes dos cromossomos. Fonte:
Liehr et al, 2009.



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 37

A técnica de MCB foi introduzida com o intuito de determinar a exata
localizac&o do ponto de quebra nos cromossomos. Esta técnica pode ser alinhada
com o bandeamento G, mas é independente do comprimento do cromossomo
analisado apresentando uma maior resolucdo, quando comparado ao
bandeamento G. O MCB permite a diferenciacdo de éareas de regides
cromossOmicas em bandas e sub-bandas. Esta técnica permitiu a realizacdo de
uma biblioteca com 138 regibes cromossOmicas, através da técnica de
microdisseccdo ao nivel de 450-550 bandas especificas do genoma humano e,
analisa através de um sistema com pseudocores diferentes, nas regides
cromossOmicas especificas. Esta metodologia tem sido extremamente util no
esclarecimento dos rearranjos mascarados em cariotipos complexos (Liehr et al.,

2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo realizar um estudo do tipo série de casos
(retrospectivo e prospectivo), para identificar e caracterizar as alteracdes
cromossOmicas em criancas entre 0- 22 meses com leucemia, nos laboratério de
Citogenética do Centro de Oncohematologia Pediatrica (CEONHPE)/Recife e do
laboratério do Centro de Tansplante de Medula Ossea do Instituto Nacional do

Cancer (CEMO-INCA)/RJ, no periodo de julho 2000 a agosto 2010.

3.2 Objetivos Especificos

1. Definir os achados citogenéticos divididos por faixa etaria (< de 6 meses, de 6
meses até 12 meses; >12 meses até 22 meses);
2. Relacionar a classificacdo morfologica (subtipo FAB) com os achados
citogenéticos;
3. Descrever as alteracfes cromossémicas constitucionais associadas a leucemia
do lactente;
4. Verificar a frequéncia do rearranjo do gene MLL nos portadores de LA do
lactente até a idade de 22 meses;
5. Caracterizar molecularmente o rearranjo do gene MLL e quando indicado outros
rearranjos, em ndcleos interfasicos através do FISH nos pacientes sem

metéafases;

6. Caracterizar molecularmente cariétipos complexos e alteracées cromossdmicas

cripticas através do FISH, M-FISH e MCB.
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4. Material e Métodos

4.1 Pacientes

Foram estudadas as caracteristicas clinicas e citogenéticas de 83 criancas
portadoras de leucemia de novo, com idade inferior a 22 meses, que deram
entrada nos laboratérios de citogenética do CEONHPE e do CEMO/INCA-RJ no

periodo de julho 2000 a agosto 2010.

42 Métodos

4.2.1 Amostras

As amostras de medula 6ssea (MO) dos pacientes foram colhidas nos
referidos centros de diagndstico e tratamento. Para o diagndstico da doenca foi
realizada uma puncdo diagnostica da medula 6ssea e 5 laminas para
citomorfologia e reacfes de citoquimica. Nesta ocasido foram retirados entre 5 a 10
mL de sangue da medula 6ssea, em seringas estéreis e heparinizadas, que foram
enviadas para os laboratdrios de citogenética e de marcadores celulares, dos
respectivos centros. Os estudos citogenéticos moleculares pelas técnicas M-FISH e
MCB, entre outras técnicas, foram realizados no laboratério de genética do Instituto

de Antropologia e Genetica Humana da Universidade de Jena/Alemanha.

4.2.2 Citogenética Convencional

As preparagbes cromossOmicas foram realizadas a partir de cultura de
medula 6ssea (MO) e/ou sangue periférico (SP) utilizando técnicas de obtencao e

identificacdo cromossémica, de acordo com Testa et al. (1985). As células da MO
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e/ou SP de cada paciente foram cultivadas em meio de cultura composto de RPMI
1640 (SIGMA) e soro bovino fetal (20%) em tubos Falcon. As células foram
incubadas durante 24 horas em estufa a 37°C. Apos 22hs foi adicionada colchicina
(SIGMA) na concentragdo de 0,05ug/mL. No fim da incubacdo as culturas foram
retiradas e as laminas testes foram confeccionadas. Para analise cromossémica
convencional as laminas foram coradas com Giemsa a 2% (Merck) diluido em
tampédo fosfato (pH 6,8) por 6 minutos, para verificacdo do indice mitético e

qualidade das metafases.

4.2.3 Bandeamento G

O bandeamento G foi realizado segundo Seabright (1971), com
modificacdes. Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com
o ISCN (2009). A analise cromoss6mica foi realizada em microscopia Optica e a
documentacdo realizada com o sistema de captura de imagens Cytovision da
Applied Imaging. Para cada paciente foram analisadas 20 células. Um caso foi
considerado anormal quando mais de trés metafases apresentaram a mesma
alteracdo cromossdmica. A presenca de células normais, concomitantes com as
células anormais, foi usada como parametro para afastar a possibilidade de uma
alteracdo cromossémica constitucional. A exclusdo de alterages constitucionais foi
realizada nos pacientes com 100% de alteragBes cromoss6micas ndo recorrentes
e, nagueles com anomalia dos cromossomos X e Y, através da analise cariotipica

do sangue periférico, estimulado por fitohemaglutinina.
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4.2.4 Citogenética Molecular

4.2.4.1 Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

A sonda LS| MLL “Dual Color break apart” (Abbott Molecular/Vysis) foi usada
na analise do rearranjo do gene MLL nos lactentes estudados. Os casos com
rearranjos cromossOmicos complexos e/ou suspeitos de outras anormalidades,
para confirmagéo da citogenética classica, foram estudados também com sondas
comerciais para outros genes alvos especificos tais como: LS| BCR/ABL (Abbott
Molecular/Vysis), para a translocacdo t(9;22); LSI TEL/AML1(Abbott
Molecular/Vysis), para a translocacéo t(12;21), WCP7(Abbott Molecular/Vysis), de
acordo com a metodologia do fabricante. Foram utilizadas também em alguns
casos sondas centroméricas e subcentromeéricas, assim como as técnicas de M-
FISH, MCB e mMCB (sondas de fabricacdo propria cedidas pelo laboratério de
citogenética molecular do Instituto de Genética Humana e Antropologia da
Universidade de Jena, Alemanha).

1. Pré-tratamento das laminas — as laminas foram preparadas com o
material a ser estudado um dia anterior ao procedimento, em seguida foram
colocadas em uma solucdo crescente de etanol 75%, 95% e 100% por 3 minutos
cada. Posteriormente, as laminas foram colocadas em uma solu¢do 10 mM HCL e
500uL de pepsina (20mg/mL) a 37° C por 5min. Em seguida em PBS1X por 5
minutos, e entdo numa fixacdo com a solucdo de formaldeido com cloreto de
magnésio por 10min. Apos este periodo foram lavadas em PBS por 5 minutos e em
seguida novamente desidratadas na série crescente de etanol, 70%, 90% e 100%

(3 minutos para cada concentragao).
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2. Desnaturacdo do DNA Cromossdmico e das Sondas — a desnaturacéo foi
realizada simultaneamente numa placa aquecedora a 73°C por 3 minutos e em
seguida as laminas foram colocadas para hibridizacdo em camara Umida a 37°C

por 24h para o FISH e MCB e 72h para o M-FISH

3. Lavagem pos-hibridizacdo - Foi realizada com 1XSSC a 62-65°C por 5
minutos. Em seguida as laminas foram lavadas numa solucdo de 0,4x SSC:
IGEPAL a TA (temperatura ambiente) por 5 minutos sob agitacdo. Em seguida,
foram colocadas no PBS1X por 5 minutos e entdo lavadas com agua deonizada.
ApoOs este periodo as laminas foram desidratas em solucdo crescente de etanol,
70%, 90% e 100% (3 minutos cada). Apds a secagem das laminas foi aplicado o

corante DAPI (Vysis).

4. Andlise — As analises citogenéticas foram realizadas em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX 51 e a documentacao através do sistema da captura de

imagens Cytovision (Applied imaging).

4.2.4.2 FISH multicolorido (M-FISH) e bandeamento multicolorido de todos
0s cromossomos (mMMCB)

Para a realizacdo do M-FISH e mMCB foram aplicadas 24 sondas de
cromossomos inteiros humanos contendo cinco fluorocromos Rodamina, Vermelho-
Texas, FITC (fluorescein isothiocyanate), DEAC (diethylaminocoumarin), Cyanine
5, fornecendo um padréo diverso de pseudocores para cada cromossomo. As

imagens foram capturadas processadas e analisadas utilizando um microscopio de
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fluorescéncia equipado com Sistema de captura digital para FISH e programas

para analise de imagem, ISIS (MetaSystem) Heidelberg/Alemanha.

4.2.4.3 Bandeamento cromossdmico multicolorido (MCB)

Para o MCB foram aplicadas sondas marcadas com cinco fluorocromos
diferentes para regibes (bandas) especificas de cada cromossomo, seguindo a
técnica introduzida por Liehr et al.(2009). Tanto para a técnica M-FISH como para a
técnica MCB os procedimentos foram os mesmos usados para a técnica de FISH
com a diferenca que as sondas estavam com marcacdo indireta e sofreram
procedimentos especificos como descrito a seguir.

As sondas foram diluidas em tampéao de hibridizac&o (dextran sulfato) com o
COT1 (Roche, cat no. 158074), sendo 10 mg para o MCB e 25 mg para o M-FISH,
a seguir desnaturadas no termociclador por 5 min a 75° C, posteriormente a 4° C
por 2 minutos e logo a seguir a 37° C por 30 minutos. A desnaturacdo do material
biolégico foi feita com formamida 70% em uma placa aquecedora 73-74° C por 3
minutos, em seguida colocadas em solucdo de etanol 70% a -20° C,
posteriormente a 95% e 100%, 3 minutos cada. Apds as laminas estarem secas
foram aplicadas as sondas e vedadas com uma laminula com uma cola especifica
para hibridizagéo, e colocadas em uma camara Umida por 24 horas para as sondas
WCP e MCB e 72 h para o M-FISH e mMCB.

Apos esta etapa, as laminas sofreram lavagens rapidas semelhante ao
FISH, sendo feita outra etapa com uma solucdo (Marvel 0,2g e 2 mL do 0,4SSC-
Tween) prépria para lavagens de laminas que foram hibridizadas com sondas

biotinizadas e/ou digoxigenadas. De acordo com a sonda a ser utilizada, foram
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aplicados anticorpos especificos. Em caso de sondas marcadas com biotina o
anticorpo usado foi a Streptavidina marcada com FITC (1:250) ou Cy5 (1,5:50) e,
para digoxigenina, a antidigoxigenina, marcada com Rodamina ou Fluoresceina (1-
8:10). Apds aplicacao dos anticorpos, as laminas foram levadas para camara umida
a 37° C por 40 minutos. A seguir foram lavadas por duas vezes no 4x SSCTw e
uma vez na agua deionizada e entdo desidratadas em solucao crescente de etanol
70-95-100%. Em seguida as laminas foram coradas com o DAPI e mantidas a 25°
C podendo ser analisadas em até 30 dias. As analises foram feitas no microscépio

Zeiss, programa Isis MetaSystem, seguindo o ISCN (2009).

5. ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (HUOC/UPE) e do Instituto Nacional do Cancer (INCA/RJ) (Anexo
1). Os pais ou responsaveis pelos pacientes foram orientados sobre a proposta de
estudo e foram informados de todos os critérios para a inclusdo no projeto e

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).
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6. RESULTADOS

No periodo de julho de 2000 a agosto de 2010 foram estudados 83 lactentes
(0 - 22 meses), portadores de leucemias de novo. Os diagnésticos foram assim
especificados: 73 pacientes com LAL, sendo 47 LLA, 23 LMA e trés leucemias com
linhagem ambigua. Dez casos foram classificados como SMD, sete como doenca
em portadores de SD, seis eram portadores de LMA e um caso de MAT, uma
paciente neurofibromatose foi incluida neste grupo. Um paciente foi classificado no
grupo SMP/SMD e um com AREB-t no grupo de SMD (figura 12). Dos 83 lactentes,
24% eram <6 meses, 45% tinham entre 6 e 12 meses e 31% entre 12 até 22
meses (Fig. 13). Houve predominio do sexo masculino (56%) em relacdo ao

feminino (44%).

LEUCEMIAS AGUDAS (88%) SINDROMES MIELDDISPL;&SICASHE%]
73 casos 10 casos

\/

ml LA ®LMA BL ambigua mLMA/SMD ®MM ®SMD(AREB-T) EMAT

Figura 12- Portadores de Leucemia de novo (83 casos): Percentual de casos
de Leucemias Agudas (LA) e Sindromes Mielodisplasicas (SMD).
LLA = leucemia linféide aguda; LMA = leucemia mieldide aguda;
L.Ambiguas= leucemia bifenotipica/bilineal; Doenca em portadores
de SD = LMA/SMD e MAT; SMD= Sindrome mielodisplasica; M/M=
mielodisplasia/mieloproliferativa.
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Figura 13- Faixa etaria dos lactentes com leucemia aguda e SMD.

As caracteristicas clinicas e citogenéticas foram estudadas em 47 lactentes
com LLA (tabela 3). A relagéo entre os sexos foi de 1:1 e a idade variou de 5 dias a
22 meses, com a mediana de 10 meses (média 11 meses), 68% tinham idade
inferior a 12 meses.

O estudo citogenético foi realizado em todos os casos de LLA e o
bandeamento G definiu o perfil citogenético em 34 casos (72%), portanto 13 casos
(28%) ndo apresentaram mitoses e/ou nao apresentaram condi¢cbes de analise.
Dos 34 casos analisados, sete casos (21%) foram normais, 13 casos (38%) tinham
anormalidades da regido 11923 e 14 lactentes (41%) apresentaram outras

alteracdes néo relacionadas a regiao 11923 .
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Tabela 3. Dados clinicos, citogenética convencional e molecular dos lactentes com LLA.

s
e . Lo . Lo e
Citogenética Citogenética  Molecular Resultado definitivo
Casos  FAB Idade (); (banda G) FISH - MLL outras técnicas
(MFISH, mMCB, MCB, etc)
. Nuc ish
Lo LA m M S/ citog (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] NR MLL()
2 Nuc ish(5’MLLsep3’MLL)[63]/ MLL(+)
" LLA 4m M S/ mitose - (5’MLLcon 3'MLLx2)[ 37] NR
. . 49,XY (9;22)(q34;911),
S LA 17m M 49,XY.1(9:22)(q34,q11), Sem material NR +9,+16+18
*9.+1,+18 MLL( NR)
Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)[42]/ ,
4. , , 46, XX, t(4;11)
LLA 10m F 46, XX, t{4:11)(G2L:629) (5MLLcon 3'MLLx2)[ 58] NR ML)
5. S/ mitose - Nuc ish MLL(-)
LLA 16m  F (5'MLL,3'MLL,5'MLLcon3'MLLx2)[100] NR
6. LA 5m F 46,XX,(4:11)(q21;923) sem Material NR 465& t((Nﬁ?l)l)(qu;qzs)
. UA Nuc ish(5MLLx1,3'MLLx1[13] /
: 12m F S/ citogenética (3MLL,5'ML,5'con3’ MLLLx2)[87] NR MLL- del( 11g23)
. Nuc ish
8 LA om M S/ mitose (5'MLL,3'MLL,5'MLLcon3MLLx2) NR MLL()
. Nucish(5'MLLx3,3'MLLx3)[20]/
% LA 8m F S/ mitose (5'MLLcon 3'MLLx2)[80 ] NR MLL - superexpress&o
10. LLA 12m F 46, XX, del(11923) sem Material NR 46, XX, del(11q)

MLL (NR)
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2 Citogenética Molecular
Citogenética Resultado definitivo
Casos  FAB dade ())( (banda G) FISH - MLL Outras técnicas (MFISH,
mMCB,MCB, etc)
LA Nuc ish NR MLL(-)
8m F S/ mitose (5MLL,3'MLL,5'MLLcon3'MLLx2)[100]
1 Nucish(5'MLLsep3’MLL)[86]/ 46,XX, 1(4;11)(q23;923)
©LLA sdias  F 46,XX,t(4;11)(q21;923) (5MLLcon 3'MLLx2)[14] NR MLL(+)
13. LLA 17m M 46,XY Nuc ish NR 46,XY
(5'MLL,3'MLL,5’MLLcon3'MLLx2)[200] MLL(-)
14, . . Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)[42]
LLA Um F S/ citogenetica /(5'MLLcon 3MLLx2)[ 58] NR MLL(+)
15. , NR 46,XY,del (11023)
LLA 8m M 46,XY,del(11923) sem Material MLL (NR)
16. LLA 12m F 47,XY,+8, del(11g23)[2] / sem Material NR :\1/|7L)L0((N+|§) del(11q23)
47 XY, +8[12] / 46,XY[6]
. . . 46,XY,t(4;11)(q23;921)
17. ProB 3m M 46,XY,t(4;11)(g21;923) sem Material NR MLL (NR)
. Nuc ish(5’MLLsep3'MLL)[40]/
8 7m M Sem citog (5'MLLcon 3'MLLx2)[60] NR MLL(+)
Nuc ish
19 A 9m M S/ mitose (5'MLLsep3MLL)[30)/ NR MLL(*)

(5’MLLcon 3'MLLx2)[70]
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2 Citogenética Molecular
Citogenetica Resultado definitivo
Casos FAB  ldade x (banda G) FISH - MLL Outras técnicas (MFISH,
mMCB, MCB etc)
Nucish 47,XY, dup(1)
20. LLA 8m M 47.XY, dup(1) (5'MLL,3'MLL,5'con3’MLLx2)[100] NR MLL(-)
21 46,XX
' Nuc ish MLL(-)
LLA 4m F 46,XX (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] NR
Nuc ish
2. 1A om M 46,X,-Y,+714 (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] Wepl4 () 45*X,*\;II(L"2)
23 Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)[86)/ NR
© LLA m M S/ mitose (5'MLLcon3' MLLx2)[14] MLL(+)
. Nuc ish
24 1| 9m M s/ mitose (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] NR MLL()
. . o . NR 49,XY,t(1;19)(q21;p13);
25. 49,XY,t(1;19)(921;p13);t(1;20)  Nuc ish ' .
LLA om F q21:p13)+21c,marc (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] t(l*ZO)SAZLlL*(F_’)l?’)*+21°'+mar°[3°]
26 Nuc ish >50 cromossomo
© LLA 19m M >50 cromossomos (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] NR MLL(-)
NR
. 46,XX,del(11423)
27. Nuc ish
LLA om F 46,XX,del(11q23) (BMLL 3MLL5'con3 MLLX2)[100] MLL()
28 LLA 22m F 46,XX Sem material NR 46, XX

MLL(NR)
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s
e . - Citogenética  Molecular .
Casos FAB |dade X C(lé(;gsgeg)ca Resultado definitivo
o] FISH - MLL Outras técnicas (MFISH,
mMCB, MCB etc)
Nucish(5'MLL,3'MLLx2)[86}/ ,
29 LA B5m M 46,XY, 1(1;19)(q21;p13) (5'MLL,3'MLLx1)[14] NR K‘fﬁffféﬁﬁ?zg)
Nuc ish(5’MLLsep3’MLL)[86]/
30 11A 5dias M 46,XY, 1(4;11)(921;923) (5MLLcon3'MLLx1)[1 4] NR 46,XY, 1(4;11)(q21;923)
MLL(+)
Nuc ish
31 LLA im F 47, XX, derl4,t(14:?) (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] 47 XX, +14
MCB e WCP 14 (+) e
2 Nuc ish NR 46,XY,der(19)(1;19)(p21;p13)
©opreB l4m o Mo 46,XY,der(19)(L19)(P21p13) (5 3MLL 5 con3MLLX2)[100] CMLLO) ’
33. Nuc ish NR 46,XX
LLA om —F 46, XX (5MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] MLL()
34, LLA 12 F 46,XX, 1(8:14)(q24:q11) NR 46’xxMtL(E3_14)(q24;q11)
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S
€ ; Ati Citogenética Molecular -
Casos FAB ldade X ng;?}gg%')ca FISH - MLL Outras técnicas (MFISH, Resultado definitivo
o] mMCB, MCB,etc )
MCB 3 (11pcp) + subt12pter
wcp5 +subtell2pter
Tg)ﬁfe(gp‘:p) * subtle 20pter 5 v der(3)t(3:12)(p14:q13.1),
MCB 12 (7pcp) + subtel 5pter dfer(4)t(4,20_)(q13;p13.3),der(5)t(
5;12)(p15.2;p13.3),t(11;19)(q23;
MCB 16 (6pcp) + wcp20 P
p13),der(12)t(5;12;3)(5pter>5p1
Nuc ish MCB 20 (4pcp) + cep16 5.3::12p13.3>12q13::3p14>3pt
46,XX,t(11:19)(q23:p13) uc Is mMCB o loPLa.3300 s p LA Iple
35. LLA 3m F e ' ' (5’'MLLsep3'MLL)[86]/ . . r),der(16)t(16;20)(p11.1;912),de
+2mar , ) 46,XX,der(3)t(3;12)(p14;q13), oA, .
(5’MLLcon 3'MLLx2)[14 ] ; r(20t(4:20:16)(4qter>4q13:
der(4)t(4,20)(q13;p13.3),der(5) 20p13.3>20012::16p11.1>
t(5;12)(p15.2;p13.3),(11;19) 160ter v '
(923;p13),der(12) t(5;12;3) P
(5pter>5p15.3::112p13.3>
12g13.1::3p14>3pter),der(16 MLL(+)
t(16;20(p11.1;912),der(20)t(4:20:1
6)(4qter>4q13::20p13.3>20q12::1
6pll.1>16pter)
Nuc ish
-2
3. ProB  8m M 46,XY (SMLLsep3 MLL)[86] NR Ao Lazs?)
/(5'MLLcon 3'MLLx2)[ 14] MLL(+)
Nuc ish >56 cromossomos
37. PreB 20m F > 56Cromossomos (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] NR
MLL(-)
Ish46,XX,t((1;11)(p33;923.3)
del(11)(g23.3) ) )
OV , Ish46,XX,t(1;11)(p33;0923.3),
38 LLA 2m F Nuc ish5MLLX2, 3'MLLx1)/ MCB 1, 11(+) del(11)(q23.3)

46,XX, t(1;11)(q21;923) '5'MLLsep3'MLL)40/50
MLL(+)
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S
e Citogenética Citogenética Molecular
Casos FAB Idade X (ba%da G) Resultado definitivo
o] FISH - MLL Outras técnicas(MFISH,
mMCB, MCB etc)
Nuc ish
(5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] 46,XY
39 LA 10m M 46, XY+add(14)(q21)? WCP 14 (-) MLLO)
S/ mitose ao diagnostico Nucish(ABL1x2,BCRx2)[200]/ 46. XX. -20
Recidiva: Nuc Nucish(9Z1x2)[100] o
40. 46,XX,+107?,20?,(add22q?) ish(5’MLL,3’'MLL,5'Lcon3'MLLx2)[  Nucish(10Z1x2)[102]/ :
LLA 20m M y45 XX,-207[4]/46, XX,+9,-  100] (10Z1x1)[4] MLL ()
20[2] Nuc ish(20Z1x2)[116]/ :
(2021x1)[23] BCR/ABL()
Nuc ish TEL/AMLL + :WCP12/21 ﬁ’zxé(i;(}a%g-lg(zlzz);ig)l(%lezrégi)l'2
4l calla 15m M 48,XX,+12, +21, add(12p) (5MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2){100] E/II(EZPszl/igpcp)MB(Gpcp); t(12;21)(p12;922)
TEL/AML (+)
MLL(+)
47, XY, +d min
Nuc ish (5’'MLLx1,3'MLLx1)[42] Nuc ish (Cmycx2)[100]
42, calla 12m M 46, XY, +min /5’MLLcon3’MLL1)[58]. Nucish(ABL1x2,BCRx2)[100] Superexpresséo MLL
Cmyc -normal
Nuc ish 46,XY
43 proT 18m M (5’MLL,3'MLL,5'con3’MLLx2)[100] NR
46,XY MLL()
4. cala  10m F S/ mitose Nuc ish NR MLL ()

(5’MLL,3'MLL,5'con3’MLLx2)[100]
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s . »
e Citogenética Citogenética Molecular
Casos  FAB Idade f)( (banda ) FISH - MLL Outras técnicas (MFISH, Resultado definitivo
mMCB, MCB etc)
46,XY,t(11;19)(g23;p13.3)
46,XY, del(11g23), add(9p)?  Nuc ish(5MLLsep3’MLL)[86] /
45. ProB  5m M (5'MLLcon 3'MLLx2)[14] WCB=9 11 MLL (+)
MCB =19
46,XY, inv(11923;p13)
Ccalla Nuc ish
46. 12m F 46,XY, inv(11g23;p13) (5MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] MCB 11 () MLL ()
Inv(11) n&o visualizada
47 Nucish(5'MLLx2,3'MLLx1)[12]
Calla  4m F 46.XY[7] (5MLLcon3'MLLx2)[88] NR Delegdo 3IMLL 12%

NR = nao realizado; M = masculino; F = feminino
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As alteracdes envolvendo a regidao 11923 (Fig. 14) foram encontradas em
13 casos, cinco casos de t(4;11) (4,6,12,17,30) (Fig. 15), um caso a t(11;19) e, em
um a t(1;11) referentes aos casos 35 e 38, respectivamente. Cinco pacientes
(38%) apresentaram delecdo da regido 11923 (casos 10,15,16,27,45) e um

apresentou inversao 11923 (caso 46).

ti4:11)921:923)
de(11g23)
t(11,19)923,p13
H11(921,923)
I {11323, p13)

Figura 14 - Anormalidades da regido 11923 por bandeamento G
na LLA do lactente (N=13).
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Figura 15 - Cariétipo com bandeamento G no caso 6 (LLA)
46,XX,1(4;11)(g21;923).
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Em 16 casos foram encontradas anormalidades nédo relacionadas a regido
11923, como cariotipos complexos (casos 25, 35, 40, 41), alteracdo no
cromossomo 14 (casos 22, 31, 34, 39), cromossomo diminuto (caso 42). Trés
pacientes apresentaram hiperdiploidia (casos 3, 26, 37), sendo que o0 caso 3
apresentou concomitantemente a t(9;22)(q34;911). Duplicacdo do cromossomo 1

(caso 20) e a t(1;19)(g21;p13) (casos 25, 29, 32)(Fig 16).

dup (19) 6%
t(9;22) + hiperdiploidia 6%

pequeno marc 6%

Hiperdiploidia J13%
Cariotipo complexo 19%
t(1;19) 19%

anormalidadedo 14 %

Figura 16- Anormalidades citogenéticas ndo relacionadas a regiao 11923
na LLA dos lactentes (N=16).
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A pesquisa das anormalidades do gene MLL foi feita pela técnica de FISH
com a sonda LSI MLL. Dos 47 (85%) casos de LLA estudados, sete pacientes ndo
tiveram material para analise (casos 3,6,10,15,16,17,28) e entre os 40 casos
analisados, 17 (42%) apresentaram anormalidades do gene MLL. As alteragbes
envolvendo o gene MLL foram rearranjados em 11  casos
(2,4,12,14,18,19,23,30,35,36,45), delecdo do gene MLL encontrada nos casos
(7,29,47), o caso 38 apresentou uma delecdo e translocacdo simultdneamente,

outra anormalidade observada foi superexpressdo do MLL, nos casos 9 e 42.

(Fig.17).
70% 1lcasos
o
60%
50%
40%
30%
3 casos
20% P
1caso
0% /
Rearranjo Delegdo Superexpressao Rearranjo e
delegdo

Figura 17- Frequéncia das alteracdes da regido 11923 encontrada na LLA
(n=17).

Em alguns casos selecionados foram aplicadas as técnicas M-FISH, MCB e
em raros casos 0 mMCB, sondas WCP (cromossomo inteiro), CEP(centromérica),
PCP (cromossomo parcial) assim como, outras sondas especificas de fusodes
génicas, tais como: BCR/ABL e ETV6(TEL)/RUNX1(AML1), como descreveremos

a sequir.
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A suspeita de anormalidades do cromossomo 14 nos casos 31 e 39 foram
investigadas com as sondas WCP e MCB do cromossomo 14, permitindo definir
a trissomia do cromossomo 14, no caso 31 (Fig. 18), mas nao foram detectadas
anormalidades do cromossomo 14 no caso 39. No caso 35 com t(11;19),+2mar, o
uso de sondas CEP,WCP, MCB, subtelomérica e da regido gter pode confirmar as
translocacdes envolvidas no cariétipo complexo (Fig. 19). No caso 38 com t(1;11)
e del(11923), a aplicacdo das sondas MLL, WCP e MCB do cromossomo 11,
confirmou a t(1;11) e a delegao 3'MLL (Fig.20). Outro paciente com LLA (caso 20)
onde a banda G mostrou del(11923) , a FISH evidenciou rearranjo do MLL e o uso
de WCP, MCB do 9,11,19, respectivamente, mostrou uma t(11;19) (Fig. 21).

O paciente 41 com LLA apresentou um cariétipo complexo com add(12p)
monossomia do cromossomo 18 e tetrassomia 21. O estudo com a sonda
ETV6/RUNXL1 revelou duplo rearranjo TEL/AML1, tetrassomia 21 e delecdo de um
alelo ETV6. O M-FISH detectou as altera¢cbes descritas e uma t(12;18). O MCB
revelou um ponto de quebra na regido 12g12. Os CEP dos cromossomos 12 e 18

mostraram um dic(12;18) (Fig. 22).
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Figura 18 - MCB no caso 31 (LLA) mostrando a trissomia 14.
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Figura 20- Dados citogenéticos do caso 38 com LLA. A) Cariétipo com banda

G mostrando t(1;11)(g21;923); B) FISH mostra o rearranjo do gene
MLL; C) delecéo da regido 3'MLL; D) MCB 1 e 11 mostrando a
t(1;11)(p33;923).
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Figura 21- Dados citogenéticos do caso 45 com LLA. A) Cariétipo parcial com
banda G mostrando del(11g23); B) FISH com sonda MLL em
metafase evidenciando rearranjo do gene MLL; C) WCP 11 e WCP
19; D) WCP 11 e MCB 19 mostra a t(11;19).
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Figura 22- Dados citogenéticos do caso 41 com LLA. A) Cariétipo com banda G
mostrando a add(12),-18 e tetrassomia 21; B) FISH confirma a
tetrassomia 21 e duplo rearranjo (fusdo) ETV6/RUNX1; C) M-FISH
confirma a tetrassomia 21, t(12;18) e t(12;21); D) CEP 12 e 21
mostrando dic(12;18); E) MCB 12 mostra o der(12)t(12;21) e
der(12)t(12;18).
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Os resultados clinicos e citogenéticos dos 23 pacientes estudados com
LMA estéo ilustrados na tabela 4. Dezesseis (70%) pacientes eram do sexo
masculino e sete (30%) do sexo feminino, uma proporcéo de 2/1. A idade variou
de 2 meses a 21 meses. Os subtipos morfologicos encontrados foram LMA-M5
em nove casos; LMA-M7 em trés casos; LMA-M2 um caso; LMA-M4 e LMA-M4Eo

em um caso cada,; oito pacientes ndo tiveram classificagdo morfolégica (Fig. 23).

10

2 14%

0

oL MA-M5 & LMA-M7 B LIMA-M4 B LMA-Mdeo B LIMIA-M2 B N3o Classificados

Figura 23 - Classificagdo FAB na LMA dos lactentes (N=23).
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Tabela 4 - Dados clinicos, citogenética convencional e molecular dos lactentes com LMA.

Citogenética Molecular

S : "
Citogenética oo
Casos e FAB Idade L Resultado definitivo
x (bandeamento G) FISH MLL Outras técnicas
o (M-FISH, mMCB, MCB,)
1. M LMA 6m Sem citogenética Nucish(5’MLL,3’'MLL,5con3'MLLx2) [100 ] NR MLL(-)
2. M M5 2m 46,XY;dell1p(1.2) sem Material para FISH NR 46,XY;del11p(1.2)
MLL (NR)
: , , 46,XY
3. M LMA 17m 46, XY,del(11)(g23) 46,XYish (3'MLLx2,5’MLLx2)[5]/ NR
Nucish (5’MLL,3'MLL,5’con3'MLLx2)[100] MLL(:)
: : , , , , 46,XY
4. M LMA 5m 46,XY, i(99)? Nucish (5'MLL,3’'MLL,5'con3'MLLx2)[100] pcp 9p/9q ()
MLL(-)
. , , , , . 46,XX
5 M M7 om 46,XX Nucish (5'MLL,3’'MLL,5'con3'MLLx2)[100] MFISH-46,XX;
WCP1,8,17,22 MLL()
6 M Ma m 46,XY,t(1;11)(p21;923) sem Material sem Material 46,XY.1(1;11)(p21;p32)
MLL (NR)
: , , , , 46,XY
7 M LMA 5m 46,XY Nucish (5'MLL,3’'MLL,5'con3'MLLx2)[100] NR
MLL(-)
49,XX,+6,+9+14
8. M LMA 7m 49,XX,+6,+9,+14 Nucish (5'MLL,3’'MLL,5'con3'MLLx2[100] NR

MLL(-)
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S
e i ati i ati Molecular
Casos x FAB Idade (bag:jtggrir;ttlgae) Citogenética
o FISH MLL Outras técnicas Resultado definitivo
(MFISH, mMCB, MCB, etc)
9 = M2 9m Sem mitose Nucish(5’MLLsep3’'MLL)[86]/ NR MLL(+)
(5MLLcon3'MLLx2)[14]
10. F M5 8m 46, XX,del(11923) Sem material Sem material 46, XX, del(11g23)
MLL ( NR)
11. M M5 20m 46,XY ,(1;11)(q21;q23) Sem material Sem material 46,XY,der(11).t(1;,11)(421,423)
MLL( NR)
12. F LMA  2im 46,XX, add(11)(q23) Nucish(5'MLLsep3'MLL)[90]/ Wep=9;11. 46, XX.1(9:11)(p?:023)
(5MLLcon3'MLLX)[10] MLL()
47,XY,del(5)(q21),der(7)t(7?)
13 46,XY:der(7):1(q32;?); 47,XY,del(5)(q21),der(7)t(7;?)(932;),d  (932;?),del(12)(p12),+19[5])/47,>
: M LMA  4m del(12)+19. o Nucish(5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] el(12)(p12),+19[5)/47,XY ,der(7) der(7)t(7;?)(g32;?),
P); t(7;?)(932;?),del(12)(p12),+19[13] del(12)(p12),+19[13)/
46,XY[2]
MLL(-)
Nucish(5’MLLsep3’MLL)[20]/ 46,XY, t(9,11))(p?;923
14. M M5 8m 46,XY, 1(9,11)(p22;923) (5‘,‘,\‘;'&((;0 n3’MSL?_F>)(2)[80])[ ] NR (9.11)(p7:23)
MLL(+)
15 46,XY,+8,der(11g23)
) M M5 12m 47,XY,+ 8, der(11g23 Nucish(5’MLLsep3’'MLL)[90]/ NR
(5MLLco3'MLLx2)[10] MLL(+)
. , , 46,XX,t(9;11)(p22;923)
16 . . Nucish(5’MLLsep3’'MLL)[86)/
F M5 7m 46,XX,(9;11)(p22;023) , , NR
(5’'MLLcon3'MLLx2)[14] MLL(+)
Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)[20)/ Wep=911,19 46,XY.t (9:11)(p12:023)
17 M M5 7m 46,XY,t(9;11)(p22;923) (5'MLLcon3’MLLx2)[ 80] MCB 9e 11 MLL()
+
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S
e - e H At . '
Casos FAB Idade Citogenetica Citogenética Molecular Resultado definitivo
X (bandeamento G)
Y FISH MLL Outras técnicas
(M-FISH, mMCB, MCB, etc)
_ ! 54,XX,+5,+6,+11,+12,+19,+2,
F vr ggme | SAXX546+11L+12,+10+ NUGSHEMLLIMLL Scond MLLX2)E2] MCB 13= del(13q) +21,+21/46 XX del 13q
18 m 0,+21,+21/46,XX,del(13q) (SMLL,$'MLL,5'con MLLx4)[14]
(5’MLL,3’'MLL,5’con3'MLLx3)[4] Superexpresséo MLL
46,XY 1(9:11)(p12;g23)
19 M M5 11m 46,XY,1(9;11)(p12;923) Nuc ish(5’MLLsep3’MLL)[70]/ NR
(5MLLcon 3'MLLx2)[30 | MLL(+)
Nucish _ 46,XX, del (7q)
20 F M5 8m 46,XX (5'MLL,3'MLL,5'con3' MLLx2)[100] MFISH = del(7q)
MCB 7
MLL(-)
21 M LMA  20m 46,XY,del(9p) 46,XY,ish(3MLLX2, 5"MLLx2)[5}] \R 46,XY,del (9p)
Nucish (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2[100]
MLL(-)
Nucish(D7Z1x2)[16]/nucish(D7Z1x1) 46.XX
Nucish (5MLL,3'MLL,5'MLLcon3'MLLx2[95] [5]/(D7Z1x2)[95] :
22 F M7 12m 46,XX, add(9)(q?) 46,XX,ish(ABL1x2,BCRX2[100] MLL()
Pcp 9p/9q BCRIABL (-)
46,XY,der(1)t(1;16)(16q22::1p2
2-1qter),1(3;10)(p24;922),
46,XY,der(1)t(1;16)(16qg22::1p22- der(16)t(1;16)(16pter-
03 " Maeo  12m 16,XY,(1;16)(p22;?(p11.2),  Nucish (¥MLL,3'MLL,5MLLcon3MLLx2[95]  1qter),t(3;10)(p24:q22),der(16)t(1;16)(1 16p13.1::16q22::1p22-1pter)

t(3;1)(p24,q22)

6pter-16p13.1::16022::1p22-1pter
MLL(-)

NR = nao realizado; M = masculino; F = feminino
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O estudo citogenético realizado nos 23 lactentes com LMA definiu o perfil
citogenético em 21 pacientes (Fig.24). Os casos 1 e 9 ndo apresentaram
metéfases para andlise. Trés casos (5,7,20) tiveram o cariétipo normal. Dez
apresentaram alteracfes da regido 11923 (casos 3,6,10-12,14-17,19) sendo:
t(1;11) em 20% dos casos (6 e 11) (Fig 25) e t(9;11) em 40% dos casos
(14,16,17,19). A del(11g23) foi observada em dois casos (3,10), um caso (15)
com der(11923) e caso 16 com add(11g23). Oito pacientes apresentaram
alteracdes cromossbmicas ndo relacionadas a regido 11g23. O caso 2 com
del(11)(p12), os casos 8 e 18 hiperdiploidia. Trés pacientes tiveram suspeita de
anormalidade do cromossomo 9 (casos 4, 21 e 22). O caso 13, apresentou um

cariétipo complexo com um der(7q) e o caso 23 uma t(1:16).

t(1:16) |
del 11(p12)

complexo

Hiperdiploidia

anormalidades9 L
ad(1123) |

der (11g23) |
del(11g23) |
t1;11) |

to;11) |

Normal

Figura 24 - Alteracdes citogenéticas por bandeamento G na LMA dos
lactentes (n=21).



Marques-Salles , TJ

Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente ‘ 68

l'l '.{,r # P - A

¥ - i - by

A f % A8 29 if
L Y

. -.1 LN h - e' 5 :'l !“ [ 1 =

i i nA A ' i i

6 7 5 10 EEN 12

nh ) en b3 R Y-

13 14 15 16 17 18
L4

kX e & - A K n [

19 20 21 22 X Y

Figura 25 - Cari6tipo com banda G no caso 6(LMA-M4),46,XY,t(1;11)(p32;923).

A investigacao do rearranjo do gene MLL por FISH nos pacientes com LMA
foi realizado em 19 casos, quatro ndo tiveram material para o procedimento
(casos 2,6,10,11). Sete apresentaram rearranjo do MLL (casos 9, 12, 14, 15, 16,
17, 19) e 12 nado apresentaram o rearranjo (casos 1,3,4,5,7,8,13,20,21,22, 23). O

caso 18 apresentou superexpressdo do MLL (Fig. 26).

60% - 12 casos

50% -

7 casos
R earranjo MLL

40%

B Sem rearranjo

- -

30% - SUperexpressdo
Sem material

4 casos

20% A

10% - 1 caso

0%

Figura 26 - Estudo do rearranjo do MLL na LMA do lactente (n=23).
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O uso de outras sondas como WCP e PCP dos cromossomos 9,11,19
permitiram definir no caso 12 a add(11)(q23) como t(9;11). Os casos 3 e 14, no
qual o bandeamento G evidenciou t(9;11) e del(11)(g23), respectivamente, nao
apresentaram anormalidades do MLL.

Métodos citogenéticos moleculares adicionais foram realizados nos casos
4,5,12,17,18,20,22 e 23. O caso 4 com suspeita de um i(9), o uso de PCP 9p/q
nao confirmou anormalidades. O caso 5, com LMA-M7, cujo estudo por banda G
nao foi possivel ser realizado devido a ma qualidade das metéfases, a realizacdo
do M-FISH e WCP dos cromossomos 1,8,17 e 22 definiu o cariétipo como normal.
No caso 17 o WCP e MCB dos cromossomos 9,11 e 19 confirmaram a
t(9;11)(p12;923) (Fig.27). O caso 18, uma LMA-M5 com hiperdiploidia,
apresentava um clone com del(13)(q13;921) confirmada pelo MCB 13 (Fig. 28). O
caso 20, uma LMA-M5 com cariétipo normal sem rearranjo do MLL, o uso de m-
MCB e CEP 7 com a St7q, diagnosticou uma delecdo 7q (Fig.29). O caso 22 o
uso do PCP 9p/q, CEP7, pesquisa do rearranjo do MLL e BCR/ABL néo
mostraram anormalidades. O caso 23, uma LMA-M4eo, a investigacdo do
rearranjo entre genes CBFB e MYH11 revelou a inv(16) mascarada na t(1;16)

(Fig.30).
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Figura 27- Dados citogenéticos do caso 17 com LMA-M5. A) Caridtipo com
banda G mostrando a t(9;11)(p12;923); B) FISH confirmando o
rearranjo do gene MLL; C) WCP 9 e 11 mostrando a t(9;11).
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Figura 28- Dados citogenéticos do caso 18 com LMA-M7. A) Caribtipo
com banda G mostrando a del(13q); B) M-FISH mostrando
cariotipo sem alteracao;C) MCB confirmando a del(13q).
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Figura 29- Dados citogenéticos do caso 20 com LMA-M5. A) Cari6tipo com
banda G 46,XX; B) mMCB revelando cariétipo normal; C) MCB 7
exibindo del(7q227?); D) CEP 7 ST7q exibindo del(7q).
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normal
interphase cell

malignant
interphase cell

216

der(16)

CBFB in 16q22

telomeric probe

der(1)

malignant
interphase cell

der(16)

MYH11 in 16p13.1

centromeric probe

Figura 30- Dados citogenéticos do caso 23 com LMA-M4eo. A) FISH com sonda
para o CBFB e MYH11 usando uma sonda telomerica e centromérica
mostra a fusdo do gene em um alelo em ambas metafase e nucleos,
respectivamente; B) Citogenética por banda G, MCB e M-FISH séo

mostrados para 0s cromossomos 1 normal

e derivativos dos

cromossomos 1 e 16. A combinacdo dos métodos sdo mostrados na
coluna 1. O MCB mostrados estabeleceu a complexidade do rearranjo
e sonda adicionais de regides especificas e locus especificas incluindo
pcp dos 16p e 16q, concomitante com a subtelomerica 16qter revela o

rerranjo criptico da inv(16)(p13.1922) mascarada pela t(1;16).
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Os resultados dos dados clinicos e citogenéticos dos pacientes com L
ambiguas (bifenotipicas/bilineal) estdo ilustrados na Tabela 5. Este tipo de
leucemia representou 4% (3/82) dos casos da nossa amostragem, dois meninos
com 6 e 9 meses e uma menina com 14 meses. O caso 1 apresentou trissomia
21, como unica anormalidade (Fig. 31). O caso 2, com t(9;19) e rearranjo do MLL,
sondas WCP e MCB para os cromossomos 9, 11 e 19, assim como M-FISH,
detectou uma translocacdo mascarada em trés vias t(9;11;19) (Fig. 32). O caso 3

com leucemia bilineal e t(9;11) ndo apresentou rearranjo do gene MLL.
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Tabela 5- Dados clinicos, citogenética convencional e molecular dos lactentes com leucemia de linhagem ambigua

Citogenética

oOX oW

Citogenética Molecular

Caso Idade FAB FISH MLL Outras técnicas Resultado definitivo
(bandeamentoG) (MFISH, mMCB, MCB etc)
Nuc ish Wep 21 47 XX+21
1 F 14m bifenotipica 47, XX,+21 (5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2)[100] Nuc ish(TELX2,ETV6 x2) MLL(-)
TEL/ETV6(-)
MFEISH- I1sh46,XY,t(9;11;19),der(9)
1(9;11)(p11.2);der(11)t(11;19
Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)[75] 'sdl";?l'ﬁ('tl(f}llgl);(l?éqegf)l;;(ggragp)%é?l)é) ((qZS;rz:(Lllj%.l),d)er(ls())t(g);(lg) :
2 M 6m bifenotipica  46,XY,t(9;19)(p13;p13)  /(5’MLLcon 3'MLLx2)[15 ] (p11.2p13 ’1) gespiot), ’ (p11.2;p13.1)
MCB =9,11,19 MLL (+)
- Nucish 46,XY
3 M 9m LA bilineal 46,XY,t(9;11)(p22;923) (5'MLL,3'MLL,5'con3MLLx2)[100] NR
MLL (-)

NR = nao realizado; M = masculino; F = feminino

75
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Figura 31- Dados citogenéticos do caso 1 com L bifenotipica. A) Cariétipo com
banda G-46,XX,+21; B) FISH para o rearranjo TEL/AML1 foi negativo;

C e D) WCP 21 mostra a trissomia 21.
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Figura 32- Dados citogenéticos do caso 2 com L bifenotipica. A) Cariétipo com
banda G — 46,XY,t(9;19)(p13;p13); B) MCB dos cromossomos
9;11;19, revelando a translocacdo em trés vias t(9;11;19); C) PCP dos
cromossomos 9 e 11 mostra o der(11) e o der(9)t(9;11).
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A figura 33 correlaciona as anormalidades do gene MLL com a idade e os
tipos FAB, LLA e LMA. No lactente com LLA, a doenca incide desde os primeiros
dias de vida até 12 meses e vai desaparecendo apés esta idade, enquanto na

LMA atinge a crianga ap0s 0s 6 meses e se mantém apos 12meses.

M >12 meses<322 mE5E§
M >6 meses<1? meses
M < B meses
K’,f
LLA LMA

Figura 33- Frequéncia do rearranjo do MLL nas LAL em relacdo a faixa etaria
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Os resultados dos dados clinicos e laboratoriais dos dez pacientes com
SMD estéo ilustrados na tabela 6, de acordo com a classificagcdo OMS para SMD
(Quadro 2). Oito pacientes foram diagnosticados como doenga em portadores de
SD, destes o caso 3 com MAT e sete como leucemia mieléide (casos 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10). O caso 9 com LMA e Neurofibromatose (NF1) foi incluido neste grupo.
Com excecéo do caso 10, FAB LMA-MO, todos eram LMA-M7 (casos 4, 5, 6, 7,
8,9). O paciente com LMMJ (caso 2) foi classificado no grupo Sindrome
Mielodisplasia/Mieloproliferativa (SMP/SMD) e o caso 1, com Sindrome de
Kostman e AREB-t no grupo SMD. Na maioria dos pacientes com LMA em SD a
andlise citogenética, mostrou cariétipos complexos com translocacéo envolvendo
o cromossomo 1 (casos 4,6,8,9), com excec¢do do caso 10 que apresentou um
cromossomo em anel (Fig 34). Para definicdo destes caridtipos foram necessarias

técnicas moleculares como M-FISH, MCB, BAC, WCP e PCP.

BLMMI (- 7)

B SMD -del 17p

TAM - Normal

mLMA/SD -(r7)

B LMA/SD -Cariotipos
complexos envolvendo
cromos 1

1 I -

Figura 34- Achados citogenéticos na SMD do lactente.
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Tabela 6- Dados clinicos, citogenética convencional e molecular dos lactentes com SMD

S
e Citogenética Citogenética Molecular Cos A
Casos Idade FAB ; o Cariétipo definitivo
X convencional FISH MLL Outras técnicas P
0 (MFISH, mMCB, MCB etc)
LMA/SMD i
1 M 2m (S.Kostman) 46XY,del(18)(p11) Sem material pra FISH NR 46XY,del(18)(p11)
2 Ish45,XY,-7[3]
M 5m LMMJ 45XY,-7 NR WCP7 45XY,-7
3 46.XY Nuc ish NR 46,XY
M 20d MAT(SD) ' 3'MLL,5’ML,5'con3'MLLLx2)[100]
MLL ()
4 LMA-M7/ 48,XX,t(1;16)(q21;912.), mMCB=48,XX,1(1;16)(q31-932;923), 48,XX,t(1;16)(931g32;q23),
F 20m SMD(SD) der(16)t(9;16)(q13;912.1),+2 S/ Material der(5)t(1;5)(q31932;p13),der(16) der(5)t(1;5)(931932;p13),
1 t(16;1;5)(923;031-932;p13)+21c[15] der(16)t(16;1;5)(923;931-q32;p13)+21c
47,XY,+1,add(5)(p14),der( NR
5 M 11m LMA-M7 /  7)(p15),der(17) S/ Material 47,XY,+1,add(5)(p14),der(7)(p15),
SMD(SD)  t(1;17)(q21;p22)+21 der(17)t(1;17)(q21;p22)+21
6 e g LMAMT 41'3)?23?(17”(1317)'(“32? S / Material MCB=47,XX,der(17){(1;17)(q32;p13),  47,XY,der(17)t(1;17)(q32;p13),+21
smp(sp) P+ +21
. Nuc ish NR
LMA-M7/ S/ mitose ) , , ,
7 F 16m SMD(SD) 5'MLL,3'MLL,5'con3'MLLx2[100] MLL(-)
MFISH- 47,XY,der(19)t(1;19)(g31;p13.3),der(20)
. . . 47,XY,der(19)t(1;19)(g31;p13.3) t(1;20)(g31;912~13.1),r(20)(p11.2q12),+21c
47,XY,der(19)t(1;19)(g24; Nuc ish ; ' . .
LMA-M7/ : : , . der(20)t(1;20)(q31;q12~13.1),r(20)  [53)/47,XY,der(2)t(2;11)(g37.3;q12~13),
8 M 20m  gupsp) P13-9).der0)1(1,20)(G24;  (3MLLSML5'condMLL X 2)[100] (117 5.090) 151053147, XY der(2)  der(19)t(1:19)(q31:p13.3),der(20)t(1:20)

q11.2),+21c 1(2;11)(937.3;912~13);der(19)t(1;19)  (g31;q12~13.1),+21c[5]

(931;p13.3)/der(20)t(1;20)(g31;q12~1
3.1),+21 MLL(-)




Marques-Salles , TJ

Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 81

Molecular
Outras técnicas
(MFISH, mMCB, MCB etc)

Cariétipo definitivo

S
e Citogenética Citogenética
Casos X ldade  FAB convencional FISH MLL
o
46,XX,del(5)(q31),add(10) |\ p
9 LMA-M7  (¢26)?,del(10)(q22), , , S
F 5m NF1 der(19)t(11:19)(q13:p1) (5'MLL,3'MLL,5’con3'MLLx3)[92]
Nucish
v 1om ;'\,\"/IAD'('\gg’) (5'MLL,3'MLL,5'con3' MLLx2)[100]
10 45,XY,-7,+r(7?), +21c

MFISH-
46,XX,der(5)t(5;10)(q12;?),der(6)(6;1
7)(p2?;p11.2),der(10)t(1;10)(q250rg3
1;926),del(17)(p11.2)der(19)
t(11;19)[cp5]

Nuc ish TP53(p53x2) [70]/(p53x1)[30]

MCB7 e MCB21/ Subtel 7pter e

7qter

RP11-810J17 em 7pl15.3 ate

21.49Mb; RP11-79G16 em 7p21.2
ate 13.97Mb; RP11-1141E10 em
7934 ate 142.24Mb; RP11-30712
em 7q35 ate 143.71Mb

46,XX,der(5)t(5;10)(q12;?), der(6)(6;17)
(p2?;p11.2),der(10)t(1;10)(g250r q31;g926),
del(17)(p11.2)der(19) t(11;19)[cp5]
Delegao TP53
Overexpresséo

47 XY ,1(7)(7p15.37~p21.2;7q34~7q35),+21c
MLL ()

NR = nao realizado; M = masculino; F = feminino



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 82

O paciente com LMMJ (caso 2) apresentou monossomia 7 e o WCP do 7
confirmou a monossomia do 7 (Fig. 35) (Anexo 3). O caso 4, com t(1;16) e um
der(16)t(9;16), o mMCB mostrou der(1)t(1;5),der(16)t(16,1,5),der(16)t(1;16)
(Fig.36). O caso 6 com der(17)t(1;17) o MCB do 17 confirmou o der(17)t(1;17)
(Fig. 37). O caso 8 com der(19) e der(20), o MCB dos cromossomos 1,11,19 e 20
mostrou der(19)t(1;19), der(20)t(1;20), der(2)t(2;11) e o r(20) ndo visualizado no
bandeamento G (Fig.38) .

O caso 9 com LMA-M7 e NF1 apresentou um cariétipo complexo com
del(5q), del(10q), add(10q), além do der(11qg)t(11;19)(q13;p13). A FISH revelou
superexpressao do MLL e o M-FISH mostrou o envolvimento do cromossomol no
der(10)t(1;10) além do der(5)t(5;10), der(6)t(6;17), del(17p) e o der(11)t(11;19). A
sonda para o gene TP53 mostrou delecédo (Fig. 39) (Anexo 3). O paciente 3 com
SD e MAT apresentou cariétipo normal e o caso 1, com sindrome de Kostman e
AREB-t, apresentou del(18p), mas néo teve material para o estudo molecular. O
caso 10 com LMA-MO e SD, o MCB do cromossomo 7 e o uso de BAC para
genes especificos das regides terminais deste cromossomo, definiu a exata
regido telomérica perdida e posterior religacdo para formacao do cromossomo em

anel (Fig. 40) .
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Figura 35- Dados citogenéticos do caso 2 com LMMJ. A) Cari6tipo por banda G
mostra a monossomia 7; B) FISH WCP 7 mostra a monossomia 7.
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Figura 36 - Dados citogenéticos do caso 4 com SMD. A) Cari6tipo complexo
parcial mostra anormalidade dos cromossomos 1, 5 e trissomial6;
B) mMCB mostra o der(1)t(1;5),der(16)t(16;1;5),der(16)t(1;16),
+21c.
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Figura 37- Dados citogenéticos do caso 6 com LMA/SMD. A) Cariétipo parcial
mostra o der(17)t(1;17); B) MCB 1 e 17 mostra o der(17)t(1;17).
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20

N

Figura 38 - Dados citogenéticos do caso 8 com LMA/SMD. A) Caridtipo parcial
mostrando os der(19)t(1;19) e der (20)t(1;20); B) MCB 1, 11, 19 e 20
mostrando der 19t(1;19) e o der( 20)t(1;20) der(2) t(2;11) e o r(20).
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(@]

Figura 39 - Dados citogenéticos do caso 9 ( LMA-M7 e Neurofibromatose).
A) Cariétipo complexo com del(5q),del(10q),der11,t(11;19) (q13; p13);
B) FISH mostra + 11q; C) FISH mostra a del (TP53);
D) M-FISH:46XX,der(5)t(5;10),der(10)(1;10),del(10)(q?),del(17)(p?),
der(19)t(11;19).
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RP11-30712

RP11-1141E10

Figura 40 - Dados citogenéticos do caso 10 com SMD/LMA. A) Bandeamento

G mostrando cariotipo parcial com r(7); B) MCB 7 mostra o r(7) e
0s BAC RP 1179G16 e RP 111141E10 a regiédo de fusao no anel.

88
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7. DISCUSSAO

As leucemias que acometem os lactentes (LL) apresentam um desafio para
oncologistas e citogeneticistas devido a marcante heterogeneidade na forma de
apresentacao clinica que esté, provavelmente, ligada a diferentes anormalidades
genéticas, susceptibilidade individual, assim como das células afetadas pela
transformacao maligna (Ross, 2000).

As LL sao raras, existindo cerca de 30 casos por milhdo de nascidos vivos /
ano, representando 3-5% das leucemias da infancia. Os tipos mais encontrados
sdo as leucemias agudas (95%) que ocorre principalemente no sexo feminino.
Enquanto nas leucemias em faixa escolar ocorre o tipo linféide (4:1), nos lactentes
a relacdo entre os tipos linféide/mieldide € de 2:1 (Felix e Lange, 2006). Cerca de
5% a 10% das leucemias mieldide nos lactentes sao sindromes mielodisplasicas
(SMD) ou sindromes mieloproliferativas (SMP) (Luna-Fineman et al.,1999).

No Brasil, ainda néo existe um estudo de base populacional para LL e néo
se conhece a real incidéncia da doenca. Os lactentes representaram 2% e 2,3%,
entre 590 e 688 criancas estudadas com LA pelo grupo brasileiro para tratamento
de leucemia aguda na infancia (GBTLI-93 e 99), respectivamente.

Os resultados dos estudos citogenéticos de 83 lactentes com leucemia em
dois centros de referéncia para a doenca, CEONHPE e CEMO/INCA-RJ,
mostraram que 88% sao leucemias agudas e 12% s&o SMD. A relagcédo entre
LLA/LMA foi 2:1 e diferentemente da literatura houve predominio do sexo
masculino na LMA, 2:1 e para LLA a relacao foi 1M:1F (Felix e Lang, 2006).

Aproximadamente 75% das LL apresentam anormalidades cromossémicas

com 1/3 dos casos apresentando translocacdes especificas. Estas translocacdes
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estdo associadas a certas caracteristicas clinicas e biologicas (Pieters, 2003).
Como as translocacdes sédo os principais fatores de impacto no prognostico da
doenca, a analise citogenética € essencial na avaliacdo inicial dos pacientes com
leucemia aguda (Watanabe et al., 2003).

Nas leucemias agudas do lactente (LAL), os estudos por bandeamento G
(GBG) tém revelado que as anormalidades da regido 11923 ocorrem em 50% dos
casos e, entre as anormalidades encontradas, as translocacdes sdo mais
frequentes, (Pieters, 2003). No presente trabalho, o estudo citogenético por GBG
realizado em 34/47 dos portadores de LLA e em 20/23 casos de LMA mostrou o
envolviemento da regido 11923 em 38% e 50%, respectivamente, sendo as
translocacdes 54% na LLA e 60% na LMA. A importancia da busca das alteracdes
bioldgicas na LAL, associada as translocacdes envolvendo a regido 11923 e 0s
consequente rearranjo génico, advém da provavel natureza adquirida in utero,
decorrente de substancias ingeridas pela genitora com funcédo de inibidores da
topoisomerase I, 'a semelhanca das leucemias secundarias decorrente de
tratamento quimioterapico, além da gravidade, que esta diretamente relacionada
ao prognostico da doenca (Ross et al.,1995).

Os estudos genéticos tém permitido identificar alteracbes cromossémicas
que estdo diretamente relacionados a um determinado subtipo de leucemia. A
clonagem de genes envolvidos em translocagbes cromossomicas tem mostrado
gue a maior consequéncia molecular das alteragcbes cromossémicas € a criacao
de genes quiméricos, levando, desta forma, a producao de proteinas quimeéricas
gue estéo diretamenente relacionadas a leucemogénese (Ayrton e Cleary, 2001).

Estes estudos tém possibilitado a criacdo de estratégias terapéuticas moleculares
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direcionadas para o rearranjo génico, como €& fato para os portadores de
rearranjos génicos BCR/ABL (Nashed et al., 2003).

O intrigante na LAL € como um unico gene pode estar relacionado a
diferentes tipos de leucemia? Determinadas circunstancias fazem com que o
gene MLL se torne envolvido em diversas translocacbes cromossomicas.
Atualmente sdo descritos mais de 104 rearranjos diferentes e 64 proteinas de
fusdes foram identificadas (Meyer et al., 2009). Este gene, dependendo do tipo do
Cromossomo parceiro, se associa a um subtipo particular de leucemia, podendo
explicar o papel das fusdes génicas na especificidade do fendtipo do tumor. A
proteina quimérica, desta maneira, pode influenciar no tipo da leucemia, se a
translocacdo ocorreu numa célula progenitora (Dobson, 1999).

As translocacdes mais frequentes descritas na LLA do lactente € a t(4;11) e
t(11;19) que correspondem a 70% dos casos. A t(4;11) parece ser exclusiva da
LLA e o gene AF4, localizado na regidao 4¢g21, é o mais envolvido. Esta
anormalidade € o protétipo da leucemia do lactente, acomete menores de 6
meses, cursa com leucometria muito elevada, visceromegalias, infiltragcdo em
SNC e progndstico sombrio (Johansson et al.,1995). O mau progndstico da t(4;11)
foi explicado por Xia et al. (2005) ao demostrarem que a fusdo MLL-AF4 induz
leucemia da célula hematopoética Totipotente, como na LMC. Este estudo ndo
diferiu dos demais onde a t(4;11) é a mais encontrada e com excec¢ao do caso 4,
todos lactentes eram menores de 6 meses (Heerema et al.,1994, Bardini et
al.,2010). Se o rearranjo MLL/AF4 per si € a causa da leucemia ndo se sabe, é
provavel que existam mutacOes adicionais, como é provavel que a via molecular
necessaria para diferenciacdo celular linféide apresente anormalidades (Dobson

et al., 1999).
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Sun et al. (1999), intrigados com a ocorréncia de transcritos quimeéricos em
figado e medula G6ssea de fetos e de lactentes normais, sugeriram que a fuséo
MLL-AF4 pode ser necessaria, mas nao suficiente para transformacao neoplasica
dos precursores linféides e concluiram que a expressao de algumas isoformas do
gene lkaros impede a localizacdo de alguns genes na heterocromatina
centromeérica, sendo assim incapazes de silenciar genes especificos de linhagem,
isto contribui para infidelidade, frequentemente observada na LAL. Neste
contexto, Bardini et al. (2010) estudaram as aberracbes cooperativas do gene
MLL, como a perda de heterozigosidade, em lactentes e criangcas mais velhas
portadoras da t(4;11) e encontraram que os lactentes com LLA e rearranjo
MLL/AF4 apresentam uma doenca biologicamente distinta. Enquanto que
criancas mais velhas requerem um mecanismo com diversas etapas, com
envolvimento de diversos genes, para transformacdo do completo fenétipo
leucémico, no lactente o rearranjo per si, tem maior papel na leucemogénese.

A segunda translocacdo mais encontrada na LLA do lactente € a t(11;19),
gue representa 13% das LAL (Moonrman et al.,1998). Para Gibbos et al. (1990), a
t(11;19) € tdo frequente quanto a t(4;11), encontradas em 7 e 6 casos
respectivamente, entre 20 lactentes (0-18 meses de idade) de 311 criancas
estudadas com LA. As LL com t(11;19) apresentam comportamento clinico
semelhante aos com t(4;11), os pacientes apresentam alta contagem leucocitaria,
organomegalias e envolvimento do SNC. Os blastos sdo pr6-B com marcadores
mieloides, pré-B ou LMA, do subtipo LMA-M4 e M5, em contraste com a t(4;11),
que sO tem sido relatada em lactentes com LLA. Esta translocagao apresenta dois
diferentes pontos de quebra na regido 19pl13 (19p13.1 e 19p13.3) e,

consequentemente, duas entidades clinicas, ambas envolvendo a regido 11923.
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O envolvimento da regido 19pl13.1 esta relacionado com a LMA, enquanto a
regido 19pl3.3 esta descrita em LLA, LMA, leucemias bifenotipicas e, mais
raramente em LLA-T (Huret, 2010). No presente estudo a t(11;19)(q23;p13.3) foi
encontrada em dois (6%) pacientes com LLA (casos 35 e 45). O caso 35 com
caridtipo complexo e leucocitose moderada (37.000/mm3), que entrou em
remissao e continua vivo, enquanto o paciente 45 com exagerada leucocitose
(3.000.000/mm?3), sem anormalidades citogenéticas adicionais, teve curta
sobrevida, indo a 6bito por doenca progressiva.

Em portadores de LMA a t(9;11) representa 37% dos casos e 0 gene
parceiro envolvido é o AF9 (Prieto et al., 1990; Felix e Lange, 2006). Esta foi a
principal translocacdo na LMA neste estudo e representou 67% dos casos. A
t(9;11) tem grande importancia, devido ao impacto no prognostico. Apesar da
presenca do rearranjo do gene MLL, o tratamento é feito apenas com
poliquimioterapia, ndo existe indicacdo de transplante de medula éssea. Estudos
em camundongos, nos quais a t(9;11) foi induzida, mostraram que prévio ao
desenvolvimento da leucemia aguda, existe uma fase de mieloproliferacdo. Estes
dados sugerem que a doenca, na maioria dos animais, se inicia com a
proliferacdo de um pool de mieloblastos, do qual os precursores leucémicos
aumentam como resultado de mutac¢des secundarias ou decorrente da formacéo
de uma proteina MLL de fusédo estavel. Outro fato importante é que apenas uma
pequena proporcdo dos casos com t(9;11) desenvolvem leucemia linfoide,
sugerindo que a translocacdo cromossdmica ocorre, nao usualmente em uma
célula progenitora mieldide comissionada, mas em um progenitor precoce, que
mantém a habilidade de diferenciacéo ao longo das linhagens linfoide e mieldide

e entdo originam qualquer tipo de leucemia. O periodo de laténcia destes casos



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 94

sugere que mutacdes secundarias deverdo ocorrer antes da evidéncia da
leucemia (Dobson et al., 1999).

A t(1;11) foi a terceira translocacdo mais frequente neste estudo,
observada em dois casos de LMA (33%) e um caso de LLA (14%). Essa
translocacdo envolveu a regidao 1(g21) nos casos de LMA-M4 e M5 e na LLA
envolveu a regido 1(p32). Neste tipo de translocacao, o ponto de quebra na regiao
1g tem importancia no fenotipo da doenca. Cerca de 10 casos com
t(1;11)(g21;923) foram descritos em lactentes e os fenétipos foram LMA M4/M5 e
raramente LLA. A translocacdo se apresentou como Unica anomalia ou como
derivativo do cromossomo 1, a excecdo de um lactente com trissomia do 22, dois
apresentavam translocacdo em trés vias (three way), uma era portadora da
sindrome de Turner, 0os outros casos ndo apresentavam anormalidades
citogenéticas associadas (Colonge-Rame et al., 2005). O envolvimento da regido
1p32 na t(1;11) foi inicialmente descrita por Kaneko (1996) em dois pacientes com
LLA, posteriormente outros casos foram descritos. A t(1;11)(p32;023) pode
ocorrer em qualquer faixa etaria e ndo apresenta um fenétipo especifico, ou seja,
pode ocorrer tanto em LLA como em LMA (Busson-Le et al., 1999).

Raimondi et al. (1995) ao estudar 14 pacientes com delecdo 1123 e trés
com inv(11)(p13,923) observaram que existe diferenca para a patogenicidade e
0s mecanismos das translocacdes balanceadas e ndo balanceadas da regido
11923. Os pacientes com delecdo sem rearranjo do gene MLL cursavam com
leucometria mais baixa, ndo havia grandes visceromegalias e infiltracdo do SNC.
Dessa forma, concluiram que as translocagdes nao balanceadas da regiao 11923
sdo de mau prognostico, se houver rearranjo do MLL, em uma translocacédo néo

visualizada pela citogenética convencional.
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Nos portadores de LLA foram encontradas também translocacbes nao
relacionadas a regido 1123, tais como: t(1;19) e a t(9;22) e t(8;14). Estas
translocacdes sao descritas, normalmente, em criancas em idade escolar e em
geral estdo associadas a um subtipo e significancia especifica no progndéstico
(Raimondi et al.,1993; Peter et al.,2009).

A 1(1;19)(g23;p13) ocorre em 5% das leucemias da infancia, em pré-escolar
e em escolar. Esta associada ao fenétipo pré-B e tem progndstico discutivel entre
intermediario e ruim (Pui et al., 1995). A 1(9,22) é descrita na LLA da infancia em
torno 3-5% das LLA e 1% das LMA, em geral, esta associada a proteina p190,
diferentemente da LMC que apresenta a p210. Esta translocacdo, na maioria dos
casos da LLA, indica mau progndstico (Nashed et al., 2003). A t(8;14)(g24;q11)
ocorre em apenas 0,5 a 1,3% de todos casos de LLA e 2% das LLA-precoce T e
mais raramente em L-bifenotipicas (T e B). Esta translocacéo € rara em lactentes,
cursa com alta leucometria, envolvimento do SNC e cursa com mau progndstico
(Lange et al., 1992)

Emerenciano et al. (2000), investigando os aspectos clinicos e moleculares
de 207 lactentes no Brasil, encontraram além dos rearranjos associados ao MLL,
outros rearranjos, tais como: ETV6/RUNX1 e E2A/PBXL1. Os rearranjos BCR/ABL,
PML/RARA e AML-1/ETO representaram 4%, 2% e 1%, respectivamente. Este
estudo confirma que as alteracbes da regido 11923 sdo mais encontradas em
criangas menores de 12 meses no Brasil, como em outras regides do mundo, mas
a medida que a crianca vai crescendo as alteracdes envolvendo esta regiao vao
diminuindo e surgindo novas alteracfes caracteristicas de criangcas maiores.

Aléem de translocacbes envolvendo a regido 11923, foram encontradas

neste trabalho pacientes com delecdo (casos 10,15,27,45) e inversédo (caso 46)
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associadas ou ndo ao rearranjo do gene MLL, corroborando com os dados da
literatura (Raimond et al., 1995; Harbott, 1998). Algumas dele¢cdes podem ser
visiveis pelo GBG, mas podem ocorrer dele¢cdes submicroscopicas, apenas vistas
pela citogenética molecular, e nestes casos, o cariétipo é dito normal (Moon et al.,
2007).

A analise citogenética convencional detecta alteracdes na regido 11923 em
46% das LLA e 45% das LMA (Lampert et al., 1992), mas ha casos sem
metafases ou com metafases insuficientes para analise e, ainda 0os casos com
cariétipos complexos, translocacdes mascaradas e rearranjos cripticos, assim é
de suma importancia a aplicacdo de técnicas moleculares para precisar
alteracdes cromossémicas, nesta populacao de pacientes.

Um cariétipo dito normal pode apresentar rearranjos através de estudos
moleculares. Neste contexto, o cariétipo normal pode ser interpretado pelo menos
de trés maneiras (1) as células analisadas normais e as do clone leucémico nao
estavam em divisdo; (2) o cari6tipo parecia normal, mas existiam insercées
cripticas ou translocacdes indetectaveis pela citogenética convencional, podendo
ser visiveis apenas por métodos citogenéticos moleculares (FISH, MCB); (3) o
cariétipo normal por ambas as técnicas convencional e molecular. Assim um
paciente com cariétipo normal, sem translocacao da regidao 11923, néo significa,
essencialmente, que o evento genético primario, como a fusdo do MLL, ndo esta
presente nas células leucémicas (Watanabe et al., 2003).

Uma importante alteracdo citogenética que sinaliza um falso diagndstico,
quanto ao rearranjo do MLL, é a ocorréncia de translocagbes mascaradas, na
qual a alteracdo principal ndo aparece, estando mascarada em outra

translocacdo. Estes sdo casos de translocacbes envolvendo 3 ou mais
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cromossomos, em trés vias (three way), ou as translocagdes “ jumping” que sao
translocacdes que envolvem diversos genes, pulando de um para outro,
mascarando alguns (Cuthbert et al., 1999; Giugliano et al, 2001; Marques-Salles
et al., 2009). As técnicas citogenéticas moleculares sao essenciais para definicao
destes casos, na identificacdo dos cromossomos envolvidos, que na maioria dos
casos nao sao visiveis pela citogenética convencional.

Neste trabalho, a investigacdo de alteracdes do gene MLL por FISH foi
realizada em 63 lactentes com leucemia aguda: 40 com LLA, 19 com LMA e 3
com leucemia bifenotipica. Na LLA, 11 (65%) pacientes apresentaram rearranjo
do gene MLL, trés casos de delecdo 11923 (18%) e em dois (12%)
superexpressao deste gene. Contudo no paciente 27, com del(11923), ndo foram
encontradas anormalidades do gene MLL. Nos pacientes com LMA, a FISH
detectou 7 casos com rearranjo do gene MLL (37%) e um (5%) paciente com
superexpressdo. Nas leucemias bifenotipicas o rearranjo do gene MLL foi
detectado no paciente 2. O paciente 3 com t(9;11) por GBG, o FISH néo
evidenciou anormalidades no gene MLL.

Moon et al. (2007) destacaram a importancia do FISH ao estudar 223
pacientes com malignidades hematoldgicas, ressaltando que além das delecdes
submicroscopicas do gene MLL, as dele¢Bes de outros genes foram freqientes.
Dos cinco casos com LLA que apresentaram del(11923) pelo bandeamento G,
apenas o caso 45 teve material para estudo, neste paciente havia rearranjo do
gene MLL, enquanto no paciente 7, sem analise pelo GBG, a FISH mostrou a
delegé@o de um alelo deste gene.

Aléem da delecdo 11923 comumente encontrada, sdo descritas delecbes

submicréscopicas do tipo 3’'MLL, na qual ha perda do sinal vermelho(1F:1R/0G).



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 98

Segundo Barber et al. (2004), estes casos podem ser considerados translocacao
do MLL para um cromossomo parceiro, com posterior perda desta regido. No
caso 38, t(1;11)(g21;923) a FISH mostrou uma delegao 3'MLL, além do rearranjo
do gene MLL. O caso 47, com cariotipo normal, apresentou apenas a delegcédo
3'MLL.

Pais et al., (2005), investigando as alteragcbes do gene MLL por FISH na
LLA de lactentes, encontraram em 5% das células 2 sinais de fusdo (2F) e 2
verdes extras (2G) com auséncia do sinal vermelho (OR), indicando um raro
padrdo, enquanto a citogenética convencional mostrava alteracdo da regido
11923, e explicou que os sinais verdes extra, devem ser o resultado da
duplicacdo do MLL, seguido por quebras na regido 3’ e auto fusdo do 5’ no MLL
aberrante. No caso 10 foi observado um padrdo de sinais 1G-2F, mas nao havia
metafases suficientes para uma melhor investigacdo da alteracdo cromossémica
nesse paciente.

A presenca de 3 ou 4 sinais da fusdo do gene MLL foi encontrada nos
casos (8,10,12) de LLA e em em dois casos de LMA (casos 9 e 22). A
superexpressdo do gene MLL é definida como a presenca de pelo menos uma
cOpia extra do gene MLL, que pode ser na forma de duplicacao parcial in tandem
(PTD). Esta alteracdo € descrita associada a trissomia do cromossomo 11, uma
rara aneuploidia que € pouco detectada pela andlise de citogenética
convencional, necessitando assim de técnicas moleculares (Strout et al., 1998;
Cox et al., 2003).

Outra  importante  anormalidade descrita ¢é a  amplificacdo
intracromossO6mica da regido 11923 do gene MLL, reconhecida como regido

homogeneamente corada (hsr) ou na presenca de multiplas copias do MLL, na
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forma de duplo minutes (dmin), isocromossomo 11qg, cromossomo mar ou der(11)
e nas polissomias do 11. Anormalidades numéricas do cromossomo 11, tais como
trissomias ou tetrassomias também podem resultar em copias adicionais do gene
MLL ocasionando superexpressdo. Esta € uma nova entidade com
patogenicidade descrita, principalmente, em portadores de LMA. Neste contexto,
Arnauld et al. (2005), estudando 239 pacientes com LMA encontraram
superexpressdao em 20 pacientes (8,4%), sendo 0s sinais adicionais, em seis
pacientes, decorrentes de trissomia do 11, havendo também um pequeno clone
com tetrassomia, ndo detectado pela citogenética convencional.

A observacdo de pequenos marcadores supranumerarios € intrigante e de
dificil analise. Encontramos no lactente com LLA CALLA+ (caso 48) com um
cromossomo diminuto que apresentou um sinal extra do gene MLL em 15% das
células. O estudo do rearranjo BCR/ABL e gene c-MYC foram normais. Este
lactente esté vivo em remisséo da doenca (+ 77 meses).

Desta forma, a introducdo de técnicas moleculares como M-FISH e MCB,
associadas ao uso de sonda para genes especificos, sondas WCP, CEP e
subteloméricas tém servido para identificar anormalidades anteriormente
impossiveis de definicdo. Estas técnicas moleculares séo utilizadas na tentativa
de esclarecer marcadores, rearranjos cripticos ou pouco Vvisualizados e
translocacbes mascaradas. Para esta avaliacdo é necessario que 0S casos
apresentem metéafases de regular a boa qualidade para serem analisadas. Estas
metodologias puderam ser aplicadas em oito casos de LLA (31,35,38,39,40,41,45
e 46) e em sete casos de LMA (4,5,12,13,17,18,22) e nos trés casos de leucemia

bifenotipica e nas SMDs (2,4,6,8,9,10).
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O MCB tem sido de grande importancia uma vez que pode oferecer maior
precisdo das bandas e sub-bandas, ao mesmo tempo em que permite uma
melhor visualizacdo de inversdes cromossdmicas (Liehr et al., 2009). A paciente
46 com LLA e inv(11)(q23p13), além do FISH né&o evidenciar o rearranjo do MLL,
o MCB para o cromossomo 11 ndo pode comprovar a inversdo desta regido.
Havia escassez de metafases para analise e o pequeno clone evidenciado na
citogenética convencional, ndo pode ser detectado, 0 que podemos sugerir uma
limitacdo da técnica. Infelizmente a paciente apresentou recaida e morreu de
doenca progressiva.

A importancia do estudo citogenético molecular para desmascarar
translocacdes e rearranjos cripticos foi bem exemplificada em alguns casos
descritos neste estudo. O caso 35 com LLA e t(11;19) com dois cromossomos
marcadores, cujos estudos por M-FISH e MCB identificaram dois marcadores
envolvidos em translocacGes complexas, nao visiveis pela citogenética
convencional. No caso 41, uma lactente com LLA-CALLA, na qual o estudo
citogenético por bandeamento G revelou trissomia 21 e adicdo na regido 12p, a
FISH com a sonda locus especifica identificou o rearranjo ETV6/RUNX1. O uso
das sondas WCP dos cromossomos 12 e 21, confirmou tetrassomia 21 e
visualizou duplo rearranjo RUNX1/ETV6 associado a delecdo do gene AMLL.
Como havia uma adicdo 12p a aplicacdo do M-FISH pode desvendar o
envolvimento do cromossomo 17gl12 na translocacdo. A aplicacdo da sonda
centromérica para 0os cromossomos 17 e 12 identificou cromossomo dicéntrico
129 e 17g. Normalmente a translocacgéo t(12;21) ocorre em casos de LLA-CALLA,
em criancas em fase escolar e cursa com bom progndstico, mas alguns pacientes

apresentam recidiva da doenca. Atualmente, algumas alteracdes estdo implicadas



Marques-Salles , TJ Estudos Citogenéticos na Leucemia do Lactente | 101

no comportamento adverso da doencga, como a duplicacdo do RUNX1, delecéao do
AML1 e do RUNXL1. Estas anormalidades s6 podem ser detectadas por técnicas
de citogenética molecular (Peter et al., 2009). Outro exemplo foi do lactente 2 com
leucemia bifenotipica e uma rara t(9;19) associada ao rearranjo do MLL, o uso do
M-FISH e MCB do 11, pode demontrar uma translocacdo em trés vias t(9;11;19)
(Anexo 3). Um caso semelhante foi o paciente 23 com LMA-M5Eo e t(1;16), onde
a analise molecular mostrou que na realidade o paciente apresentava inv(16) com
posterior t(1;16) (Anexo 3).

Apesar da associagcado entre anormalidades do cromossomo 7 e LMA ser
um achado pouco frequiente (4-5% dos casos) na infancia, as alteracdes podem
ser na forma de delecdo 7p/7g, monossomia ou translocacdes (Hasle et al.,
2007). Em geral, os pacientes com LMA e monossomia 7 ou del(7q) tem
prognéstico ruim, sendo necessario fazer tratamento com quimioterapia e
transplante de medula éssea, na primeira remissao (Kalwinsky et al., 1990). Nesta
casuistica, dois pacientes com LMA apresentaram anormalidades do cromossomo
7. O caso 20 com LMA-M5 e cariétipo normal, a analise por MCB e sonda
CEP/locus especifica 7q, detectou uma delecdo 7q em 50% das células. O caso
13, com LMA nao especificada, o estudo por BGB mostrou um cariétipo complexo
envolvendo o der(7g32), ndo havia metafases para estudo molecular, ndo sendo
possivel demonstrar o cromossomo parceiro envolvido na translocacao.

O Grupo Brasileiro de Sindrome Mielodisplasica da infancia (GCB-SMD-
PED) vem estudando criangcas com SMD (Lopes e Lorand-Metze, 1999) e em
2006 Lopes e cols. publicaram um estudo com 93 criangcas com SMD, avaliados
pela leucometria entre outros critérios clinico-laboratoriais. Assim foram

classificados 58 pacientes como SMD e 14 como LMMJ, neste trabalho nao
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houve mencéo aos casos de LMA em portadores de SD. A SMD tem uma taxa
anual de 4,0 casos/milh&do de criancas (Hasle et al., 1995; 2000). Dos 83 lactentes
estudados neste trabalho, 10 (12%) tiveram seus diagnoésticos baseados nos
critérios da classificacdo da OMS para SMD. Sete eram portadores de SD, sendo
cinco portadores de LMA-K e um LMA-MO, que corresponderam a 21% dos casos
de leucemia mieldide do lactente. Um lactente com SD apresentou a MAT (caso
3) e assim como o caso 2, com LMMJ (anexo 3) foram classificados como
SMD/SMP. O paciente 1 com AREB-t foi classificado como SMD.

A associacao entre sindromes congénitas e hereditarias com leucemia em
idade precoce tem sido descrita (Strahm e Malkin, 2006; Zwaan et al., 2010). No
presente estudo, 11% (9/83) das leucemias estavam relacionadas a sindromes
congénitas ou hereditarias. Sete lactentes eram portadores de SD, um paciente
era portador de NF1 e outro de sindrome de Kostman.

Cerca de 5% a 10% das LMA no lactente se apresentam inicialmente como
SMD ou SMP. Em geral, as SMD com anomalias do cromossomo 7, seja como
monossomia ou del(7q), evoluem para LMA e tem prognéstico reservado. Nos
portadores de SD-LMA, a anomalia do cromossomo 7 tem significado diferente
dos ndo-SD. Ha poucos relatos descritos de anomalias do cromossomo 7 em
LMA-SD (Bunin et al., 1991). Um paciente descrito por Kobaysashi et al., (2005)
com SD/LMA-K e r(7), foi precedido de um quadro de MAT e teve uma evolucao
rapida com refratariedade ao tratamento. O paciente 10 com SD e LMA-MO do
presente trabalho apresentou r(7) ao diagnostico e o uso do MCB, mMCB e BAC
do cromosomo 7 foi imprescindivel para definicAo do cromossomo em anel, assim

como, da regido telomérica de fusdo. Infelizmente, ndo pudemos avaliar o impacto
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no prognostico, pois o paciente foi a 6bito por complicacbes infecciosas, na fase
pos-inducédo do tratamento.

O risco dos portadores da SD evoluirem para leucemia aguda é 10-20
vezes maior, embora todas as criancas tenham trissomia 21, apenas 10% dos
recém-nascidos desenvolvem MAT e menos de 1% desenvolvem leucemia
aguda. Entretanto, estes pacientes tém um risco 600 vezes maior de desenvolver
0 subtipo M7 (LMA-K/SD). Ha pouco conhecimento sobre as anormalidades
constitucionais levando a leucemia, mas nestes casos, 0 papel do cromossomo
21 adicional no desenvolvimento da leucemia € apoiado pela observacédo que as
células leucémicas de lactentes, com mosaicismo da trissomia 21, estdo
seletivamente envolvidas no clone leucémico. Por outro lado, tem sido descrito
quebras de diversos genes no cromossomo 21 em leucemias. O gene RUNX1,
localizado no 21921, codifica um fator de transcricdo e estd envolvido em 25%
dos casos de LLA da infancia e em 15% das LMA, sendo essencial para
hematopoese normal (Hasle et al., 2000). Como nao foram detectadas mutacdes
do gene RUNX1 em LMA-K/SD, parece que as mutacdes deste gene, ndo estao
envolvidas na patogénese da doenca. Contudo, este achado ndo pode excluir um
papel patogénico do aumento expressdo do gene RUNX1 no desenvolvimento da
LMA-K na SD (Gurbuxani et al., 2004). Estas observacfes apoiam a teoria que a
leucemogénese na SD, necessita também de varias etapas, na qual o progenitor
adquire multiplas lesbes genéticas, durante a progressao para leucemia aguda. A
trissomia 21 € o primeiro evento, mas nao € suficiente para a expansdo do
megacarioblastos, vistos na MAT. A recente descoberta da mutacdo do gene

GATAL, que ocorre muito precocemente, tanto no portador de MAT como LMA-K,

sugere que a ruptura deste gene € essencial para segunda etapa no
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desenvolvimento da leucemia na SD. E provavel que a mutacdo do gene GATA-1
leve ao bloqueio da diferenciacdo megacariocitica e que 0 aumento da expressao
de outros genes no cromossomo 21, produza uma vantagem proliferativa (Hasle
et al., 2000).

O motivo do quadro clinico de muitos pacientes com MAT remitirem
espontaneamente, pode ser explicado pela natureza das células hematopoéticas
fetais serem de origem hepatica. Este processo seria, entdo, resolvido com a
perda deste microambiente, com o nascimento. Como estas células ndo séo
francamente leucémicas, mas proliferantes, sdo levadas a adquirir mutacdes
adicionais que, desta maneira, resultam em verdadeira na leucemia aguda.
Fatores coadjuvantes a estes sdo as mutacdes adicionais do gene TP53,
alteracdo na atividade da telomerase ou anormalidades cariotipicas adicionais,
como a trissomia do cromossomo 8, além de mutagcbes do gene FLT3,
NRAS/Kras (Gurbuxani et al., 2004).

Um fato que chama atencdo nos pacientes avaliados, portadores de
sindromes congénitas e LMA-K, é que todos os casos analisados apresentaram
cariétipos complexos com translocacdes envolvendo o cromossomo 1. Como foi
descrito por Silva et al. (2009) ao descrever quatro destas criancas com SD com
MAT e LMA-K. Nestes casos, além da trissomia do cromossomo 21, foi
encontrada em trés pacientes a mutacdo do gene GATA-1, associada a
translocacdo néo balanceada, envolvendo o cromossomo 1.

Véarias sindromes hereditarias estdo associadas com malignidade e
decorrem de pelo menos quatro tipos de anormalidades génicas: a) mutacdo
celular de um protooncogene; b) inativacao na linha germinativa de ambos alelos

de um gene recessivo; c) anormalidades cromossdémicas grosseiras e d)
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inativacdo na linha germinativa de um alelo de gene supressor de tumor
(Shannon,1998). No caso especifico da NF1 existe um risco elevado para
neoplasias mieldides, onde a perda do alelo NF1 est4 associada a malignidade
hematolégica e a delecdo da regido 17(pl3) ocorre como segundo evento. A
mutacdo do gene TP53 ocorre em menos de 10% dos casos de LMA e esti
frequentemente associada a del(17pl3). A perda dos genes supressores de
tumor, neurofibromina e TP53, ambos responsaveis pelo controle do ciclo celular,
certamente contribuem para a célula se dividir descontroladamente, ocasionando
leucemia (Marques-Salles et al., 2010). A paciente 9, com neurofibromatose (NF1)
e LMA-K, apresentou cariotipo complexo com translocacdo envolvendo o
cromossomo 1 e, entre outras anormalidades cariotipicas apresentou,
der(11)t(11;19)(q13;p?) e del(17p) com delecdo do gene TP53 (Anexo 3).
Atualmente é descrita a associacdo de cariétipo complexo e PTD (duplicacdo
parcial in tandem), que em alguns casos estéo relacionados com trissomia 11q,
cariétipo complexo e pior progndéstico. Em muitos casos existe também del(5q),
indicando a existéncia de uma associa¢gdo coordenada entre o gene TP53 e um
provavel gene supressor de tumor, localizado na regido 5q que foi deletada (Lall
et al., 1995).

Como os caridtipos nos portadores de LMA-K s&o complexos, técnicas
como M-FISH e MCB e sondas especificas sdo imprescindiveis para definicao
completa dos caridtipos. Dessa forma, sugerimos que os lactentes, quando
portadores de sindromes congénitas, como SD, ou hereditarias, como as
Sindromes de Kostman, de Noonam e a neurofibromatose, sejam categorizados

nos diferentes grupos de SMD.
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8. CONCLUSOES

1. Os resultados dos estudos citogenéticos nos portadores de LL nos dois
centros de referéncias (CEONHPE e CEMO/INCA), néo diferiram dos estudos
Internacionais, nos quais predominam a t(4;11) na LLA e a t(9;11) na LMA.
Entretanto, foram encontradas raras anormalidades nesta populacdo, como a
trissomia 14, a translocagcdo mascaradas em trés vias, t(11; 9;19), a inv 16

mascarada na t(1;16), e o cromossomo 7 em anel, entre outras.

2. Na LLA houve predominio das anormalidades da regido 11923, principalmente
da t(4;11) e delecdo 11923. Nas LMA, subtipos M4 e M5 as anormalidades
citogenéticas encontradas foram t(9;11), cariotipos normais, anormalidade do
cromssomo 7 e hiperdiploidia. Os portadores de SD com SMD apresentaram

cariétipos complexos com anormalidades envolvendo o cromossomo 1.

3. As anormalidades citogenéticas na LLA variaram com a idade: 0 a 6 meses-
t(4;11); entre 6 e 12 meses, outras anormalidades da regido 11923; maiores de
12 meses, anormalidades n&o relacionados a regidao 11q23, tais como, t(1;19),
e hiperdiploidia, assim como cariétipos normais. Anormalidades do
cromossomo 14 ocorreu entre 6 e 12 meses. Na LMA as anomalidades
citogenéticas néo teve predominio em relagdo a idade. Aléem da t(9;11) e t(1;11)
foram observados cari6tipos normais, anormalidades do cromossomo 7 e

hiperdiploidia.

4. A alteracdo cromossdmica constitucional predominante foi a trissomia 21,

encontrada em 7/10 pacientes com SMD.
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5. Anormalidades no gene MLL ocorreu na LLA desde o periodo neonatal até os
12 meses, quando foi desaparecendo, enquanto na LMA ocorre ap0s os 6

meses persistindo além dos 12 meses de idade;

6. Todos o0s caridtipos complexos e anormalidades cripticas puderam
determinados usando técnicas adicionais como MCB, mMCB, M-FISH e de

sonda genes especificas.
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10. ANEXOS
10.1 Anexo 1 - Aprovacdo do projeto “Estudo Citogenético nas

Leucemias do Lactente” no Comité de Etica do Hospital Universitario
Osvaldo Cruz (HUOC).
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo Citogenético nas Leucemias do Lactente

Nome do Responsavel:

Vocé, em breve, serd submetido a um estudo citogenético. Por isso esta sendo convidado
a participar de uma pesquisa que envolve andlise cromossémica de células de aspirado de medula
Ossea ou de sangue periférico.

Os estudos citogenéticos sdo coadjuvantes no diagnéstico morfolégico e de um fator de
risco de recaida da doenca. Além disso, estes estudos sdo a base fundamental para detectar
genes envolvidos na leucemogénese e contribuir para o desenvolvimento de novos protocolos
terapéuticos. Atualmente, a Organiza¢do Mundial da Saude inclui o diagndstico citogenético de
pacientes com hemopatias malignas para classificar o diagnéstico clinica e o risco de recaida da
doenca.

Este estudo contribuirh como desenvolvimento clinico, diagnéstico e experimental dos
pacientes com leucemia mieléide aguda da infancia.

Para vocé decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus

beneficios, riscos e implicagdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

Realizar um estudo tipo série de casos (retrospectivo e prospectivo) para identificar e
caracterizar as alteragbes cromossémicas em pacientes com leucemia do latente,atendidos no
Centro de Oncohematologia Pediatrica (CEONHPE) do Hospital Universitario Oswaldo
Cruz(HUOC) - Recife e no Laboratério de Citogenética do CEMO/INCA no periodo de Julho de
20002 agosto de 2010.

PROCEDIMENTO DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo citogenético serd coletado 2 amostras do
seu aspirado de medula 6ssea, pelo procedimento de puncdo de medula 6ssea ou sangue
periférico numa quantidade variante de 5 a 10 mililitros (referente a uma colher de sopa) para
serem submetidas a exame de citogenética. A amostra de aspirado de medula 6éssea ou sangue
periférico sera encubado e sera cultivada, a partir deste material, uma cultura celular, onde o
objetivo é obter metafases, as quais serdo devidamente estudadas, por microscopia optica,

apontando as anomalias cromossémicas envolvidas na leucemia do lactente
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Para exames envolvidos neste estudo sera utilizada uma parte do material (sangue) obtido

para realizac@o de exames rotineiros.

RISCOS

O seu tratamento serd 0 mesmo caso Vocé participe ou ndo deste estudo. A coleta de
aspirado de medula éssea ou sangue periférico para o estudo coincidird com a coleta de aspirado
de medula 6ssea ou sangue periférico para os exames rotineiros de forma a nao ser prevista
puncao de medula éssea ou de sangue adicional. Essas puncdes para exames laboratoriais, que
sdo parte de seu tratamento regular, podem resultar em dor no local da puncdo ou manchas
rochas transitérias chamadas de equimoses. No entanto, essas coletas de material ndo oferecem
maior risco a sua saude, uma vez que, sdo realizadas por profissionais especializados. Dessa
forma, ndo ha risco adicional aos existentes para os exames de rotina durante o tratamento

padrdo ou nenhum risco adicional conhecido.

BENEFICIOS

O estudo citogenético sera de grande relevancia para o seu tratamento, pois permitira o
fornecimento de indicacao diferencial de diagnéstico e escolha de tratamento apropriado para o

risco da doenca e possibilita a cura da doencga.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de salde que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdao ser
consultados pelo Comité de Etica do Hospital Oswaldo Cruz e equipe de pesquisadores
envolvidos. Seu nhome ndo sera revelado ainda que informacdes de seu registro médico sejam
utilizadas para propésitos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo independentemente dos
resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Todo e qualquer dano recorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que

necessite de atendimento médico, ficara a cargo da instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participacéo neste estudo.
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CUSTOS

N&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela sua participacéo

no estudo.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo este estudo € completamente
voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer
momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Em caso de vocé
decidir interromper sua participacéo o estudo a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta
de amostras pra os exames relativos ao estudo sera imediatamente interrompida.

O médico responséavel por sua internagdo pode interromper sua participacdo no estudo sa

qualquer momento, mesmo sem a sua autorizagéo.

AUTORIZAGCAO PARA MENORES

Nos casos em que o paciente for menor de idade os pais ou responsaveis também
deverdo concordar com a participacdo do menor neste estudo. Sendo estes consultados e

devidamente esclarecidos sobre os objetivos, procedimentos, riscos e beneficios do estudo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nés estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Terezinha de Jesus Marques Salles nos telefones
(81) 3422-0908/9451-7243. Se voceé tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante
no estudo clinico, também pode consultar uma terceira pessoa imparcial integrante do Comité de
Etica do Hospital Oswaldo Cruz, telefone (81) 2101-1536/1530.
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

(Responsavel pelo paciente)

Li as informacdes acima e entendi o proposito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste

estudo.
Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

Recife, de de 2010.

Nome do Paciente

Responséavel pelo do Paciente (letra de forma)

Assinatura de testemunha (se necessario)

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao paciente indicado
acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento)
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA
(Paciente Menor de 18 anos)

Através deste termo e apds os esclarecimentos devidos, quanto ao tratamento a ser

submetido, o (a) menor , ha

condicdo de seu responsavel legal, concordo com o respectivo tratamento, consciente dos riscos,
vantagens e possiveis efeitos adversos que possam ser resultantes do mesmo. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Desta maneira, apresento meu livre
consentimento para que o (a) paciente acima indicado (a) participe do referido tratamento.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

Recife, de de 200

Assinatura do responsavel pelo paciente

Nome do responsavel pelo paciente (letra de forma)

(Assinatura de testemunha, se necessario)

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao paciente indicado
acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento
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10.2 Anexo 3

> Producéo Cientifica — Artigos publicados durante o periodo do doutorado
No periodo de 2008 a 2010 foram publicados os seguintes artigos:

SOARES-VENTURA, E. M.; Mkrtchyan, H.; MARQUES-SALLES, T. J.;
Silva M.; Santos, N.; AMARAL, B. A. S.; Liehr T.; ABDELHAY, E; Silva,

1. M.L.M.; Cartaxo-Muniz, MT. Molecular cytogenetics reveals complex
karyotype in apparent t(8;13) therapy-related acute myeloid leukemia M2
after fiborosarcoma. Leukemia Research, v. 00, p. in press, 2010.

2. MARQUES-SALLES, T. J.; Barros, J.E.X.S. ; VENTURA, E.; MUNIZ, M.
T. C.; Santos, N.; SILVA, E. F.; Silva, M.L.M.; Liehr T.; Mkrtchyan, H.;
Unusual childhood biphenotypic acute leukemia with a yet unreported
t(3;13)(p25.1;9g13). Leukemia Research, v. 34, p. 206-207, 2010.

3. MARQUES-SALLES, T. J.; Mkrtchyan, H.; Leite, E.P.; VENTURA, E.;
MUNIZ, M. T. C.; SILVA, E. F.; Liehr T.; Silva, M.L.M.; Santos, N.
Complex Karyotype Defined by Molecular Cytogenetic FISH and M-FISH
in an Infant with Acute Megakaryoblastic Leukemia and
Neurofibromatosis. Cancer Genetics and Cytogenetics, v. 200, p. 167-
169, 2010.

4. Mkrtchyan, H.; GARCIA, D. R. N.; SOARES-VENTURA, E. M.; Liehr T,;
Felix, G.R.; MARQUES-SALLES, T. J.; ABDELHAY, E.; Silva, M.L.M.
Molecular cytogenetic studies characterize near-triploid complex
karyotype in a child with acute. Cancer Genetics and Cytogenetics, V.
197, p. 71-74, 2010.

5. MARQUES-SALLES, T. J.; LIEHR, T.; Mkrtchyan, H.; Raimondi, S.C.;
SOUZA, M. T.; FIGUEIREDO, A.F de ; ROUXINOL, S.; Jordy F.C;
ABDELHAY, E.; SANTOS, N.; Silva, M.L.M. A new chromosomal three-
way rearrangement involving MLL masked by a t(9;19)(p11;p13) in an
infant with acute myeloid leukemia FAB-M5. Cancer Genetics and
Cytogenetics, v. 189, p. 59-62, 20009.

6. FIGUEIREDO, A F de; Mkrtchyan, H.; Liehr T.; SOARES-VENTURA, E.
M.; MARQUES-SALLES, T. J.; Santos, N.; Ribeiro R.C.; ABDELHAY, E.;
Silva, M.L.M. A case of childhood acute myeloid leukemia AML (M5) with
a neocentric chromosome neo(l)(gter->q23~24:.923~24->q43->neo-
>g43->qter) and tetrasomy of chromosomes 8 and 21. Cancer Genetics
and Cytogenetics, v. 193, p. 123-126, 2009.

7. Silva, M.L.M.; Raimondi, S.C.; ABDELHAY, E; GROSS, M.; Mkrtchyan, H.;
FIGUEIREDO, A F de; Ribeiro, R.; Salles, T.J.M.; Sobral, E.; LAND, M.;
LIEHR, T. Banding and Molecular cytogenetic studies detected a CBFb-
MHY11 fusion gene that appeared as abnormal chromosomes 1 and 16 in
a baby with acute myeloid leukemia FAB M4-Eo. Cancer Genetics and
Cytogeneticsv. 182, p. 56-60, 2008.
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