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RESUMO

A leucemia linféide aguda € considerada o resul@@l@normalidades ocorrendo em
uma célula progenitora do sistema linfo-hematopoéths anormalidades modificam o
programa de diferenciacao celular, determinando venégagem proliferativa do clone
leucémico sobre as demais células do tecido hewgtiop. A sobrevida livre de
leucemia por mais de cinco anos, que é considetad® critério de cura para a
doenca, nos ultimos anos, tem sido de aproximadan®X6. Na populacdo infantil a
LLA é cinco vezes mais incidente do que a LMA, seadcausa de aproximadamente
3/4 de todo o diagnéstico de leucemia infantil.LN&, entre 60% a 75% dos pacientes
apresentam anormalidades numéricas do lote cromassocomo a hiperdiploidia ou
hipodiploidia, ou estruturais, como translocacoelecdes. As alteracdes cariotipicas
recorrentes estdo associadas a caracteristicasaslim progndsticas especificas. Neste
estudo, a avaliacdo citogenética foi realizada paaas os 22 pacientes incluidos no
estudo. Tais pacientes foram diagnosticados no itébsradjo Jorge/ACCG e na
Santa Casa de Misericordia de Goiania, no periedmarco a dezembro de 2008. As
amostras de medula 6ssea ou sangue periférico feranadas ao Laboratério de
Citogenética Humana e Genética Molecular (LaGeaegul_eide/SES/GO para analise
citogenética. Na avaliacéo citogenética 58% do®tiaos realizados apresentavam-se
alterados. Foram observadas a presenca de altenag@eericas, como hiperdiploidias,
near-haploidia e trissomia do cromossomo 21 e tesais representadas a seguir:
46,XX,4q+/46,XX,t(q1;94), 46,XX,1(10;14)(922;932),
46,XY,del(16922)/46,XY,del(6g26)/Hiperdiploidia,  A6X/46,XX,del(8)(q21.2-22)/
Hiperdiploidia

46,XY,1(7;12)(g34;922);del(10qter)/46,XY,t(7;12) #822)/46,XY,t(4,;8)(q31.2;923)/4
6,XY,t(12;16)(q24.1;923)/Near-haploidia, 46,XX,delg25),
46,XY,1(7;12)(g35;p11),+21. A remissdo morfologickns pacientes estudados no
vigésimo oitavo dia da inducdo do tratamento (D+B8pbtida em todos os casos. A
Doenca Residual Minima (DRM) foi positiva em 14%s dimsos. Os pacientes foram
estratificados em dois grupos de risco de recagdacdrdo com o protocolo GBTL1
LLA-99: baixo risco de recaida (55%) e alto rise® récaida (45%). A maioria das
alteracbes cromossdmicas ainda nao foram desatd#as momento, havendo portanto

uma certa limitacdo quanto a definicdo do progndst correlacdo entre os achados
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citogenéticos e caracteristicas clinico-laborasoffiei estabelecida, demonstrando a

importancia de fazé-la para inferir a respeito dmpaostico.

Palavras chave: leucemia linfoide aguda; alterac@aossomicas;

prognéstico.



ABSTRACT

The acute lymphoblastic leukemia (ALL) is considerde result of abnormalities
occurring in a progenitor cell of the lympho henpatietic system. The abnormalities
modify the program of cell differentiation, detemmg a proliferative advantage of
leukemic clone on the other cells of hematopoigtisue. The leukemia-free survival
for more than five years, which is considered ateron of cure for the disease in
recent years has been approximately 80%. In tlamirdopulation the ALL is five times
more incidents than the LMA, and is the cause graamately 3/4 of all children
diagnosed with leukemia. In ALL, 60% to 75% of pats present numerical
abnormalities on the chromosomal batch, such asrdhgoidia or hipodiploidia, or
structural, such as translocations and deletioasydtypic changes are associated with
recurrent clinical characteristics and prognosteasures. In this study, the cytogenetic
evaluation was performed for all 22 patients ineldidgh the study. These patients were
diagnosed at Hospital Araujo Jorge / ACCG and that& Casa de Misericordia de
Goiania, in the period of March to December of 208&mples of bone marrow or
peripheral blood were sent to the Laboratory of ldonCytogenetics and Molecular
Genetics (Lagen) of SulLeide / SES / GO for cytogenanalysis. Cytogenetic
evaluation in 58% of karyotypes that was carrietl lvad changed. We observed the
presence of numerical changes, as hyperdiploid,r-mgaloid and trisomy of
chromosome 21 and structural which are representad follows:
46,XX,4q+/46,XX,t(q1;94), 46,XX,t(10;14)(922;932),
46,XY,del(16922)/46,XY,del(6g26)/Hyperdiploid, 46Q46,XX,del(8)(g21.2-22)/
Hyperdiploid,
46,XY,1(7;12)(934;922);del(10qter)/46,XY,t(7;12) #822)/46,XY ,t(4,;8)(q31.2;923)/4
6,XY,t(12;16)(g24.1;923)/Near-haploid, 46,XX,del¢b),
46,XY,1(7;12)(g35;p11),+21. The morphologic remissiof patients studied in twenty
eighth day of induction treatment (D+28) was oladim all cases. A Minimal Residual
Disease (MRD) was positive in 14% of the cases. gdteents were stratified into two
groups at risk of relapse according to the prot@&BITL1 ALL-99: low risk of relapse
(55%) and high risk of relapse (45%). Most of theotnosomal changes have not been
described so far, therefore there is a certairtditioin on the definition of the prognosis.
The correlation between the cytogenetic findingsd aglinical and laboratory



characteristics was established, demonstratingntbertance of doing it to infer about
the prognosis.

Key-words: acute lymphoblastic leukemia; chromoabohanges; prognosis.
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1. Introducéo
1.1 Hematopoese

A hematopoese é um processo complexo pelo quadars distintas de células
sanguineas  (eritrocitos, linfécitos,  granuldcitosmondcitos/macrofagos e
megacariécitos) sdo produzidas a partir de umalacéttonco hematopoética
pluripotente(CTH). Um esquema resumido do processo pode ser obsemad€igura

1. As CTH estéo no topo da hierarquia e dao origemélulas progenitoras que exibem
um potencial de desenvolvimento variavel (Wahgl.,1998).

Créditos: Dr. Raul Chavarria/Laboratério de Pat@dglinica HAJ/ACCG

Célula tronco hemaopoétice

Célula tronco linféide
Célula tronco mieldide

N\

Linfoblasto

Mieloblasto

Heméacias \

Granulécitos

Linfécito B Linfocito T Linfécito
NIK

Eosindfilo Neutréfilo  Basofilo

Figura 1. Representacédo esquematica da diferenciacdo cehdarvada durante a hematopoese.

A origem e a progressdao das leucemias podem sepreendidas ao se
relacionar os mecanismos leucemogénicos as alegal@® mecanismos homeostaticos

normais que regulam a producéo e a diferenciacgicdlalas sanguineas.



As citocinas e seus receptores promovem sinais pgwgcipam direta ou
indiretamente na proliferacéo, diferenciacdo, ooresdvéncia das CTH e das células
progenitoras. Os complexos processos de sinalizagdar ainda contam com a
participacdo de diversos fatores de transcricdo egtabelecem padrbes celulares
distintos mediante a expressdo génica e garantmmreta sinalizagdo celular (Warg
al., 1998).

O acumulo de alteracbes em genes que regulam essmae diferenciacéo,
proliferacéo, reparo e morte celular leva a agéacidge um fendtipo alteradgon que as
células adquirem vantagem de sobrevida e deixamxdecer suas fungdes normais.
Estudos recentes sugerem que a transformacao magprre inicialmente em uma
célula com um comprometimento minimo para linhadjafdide ou mieldide e ndo na
célula tronco pluripotente. De forma subsequent&lada acumula alteragdes genéticas
resultando na leucemogénese. Consequentementealiageade clones leucémicos
fornece informacdes sobre o momento de iniciacdorogressao que resultou na

transformacao maligna e quais os mecanismos makesuénvolvidos no processo.

1.2 Biologia das Leucemias Agudas

A leucemia foi reconhecida como uma entidade a#Hpiatologica em 1845 por
D. Craigie e John Hughes Bennett e em 1846 por R\M@chow. Estes pesquisadores
descreveram uma associagdo entre o cresciment@rdo bagco e a “supuracdo do
sangue”. R. Virchow prop6s o0 nome sangue brancd]emcemia” em 1847 e, mais
tarde, identificou duas formas, uma caracterizamtaegplenomegalia pronunciada e a
outra por linfonodomegalia acentuada. A forma agdddeucemia foi descrita pela
primeira vez por N. Friedreich em 1857 e a desorigas sintomas associados ao
guadro leucémico foi publicado por W. Ebstein ef@9l&ullivan, 1998).

As leucemias agudas podem ser definidas como #epagiéo ou expansao
incontrolada de células hematopoéticas, que némratcapacidade de se diferenciarem
normalmente em células maduras do sangue. A candicéesultante da expansédo
clonal de uma célula progenitora hematopoética aglepiiriu alteracbes genéticas, as

quais se acumulam em um clone celular. Em comuatoogs apresentam um bloqueio



na diferenciacdo celular, causando subversdo deiorento normal com prejuizo do

controle proliferativo, e aquisicdo de resistéragia sinais apoptaticos (Pui, 2004).

As leucemias séo classificadas de acordo com ocgpgdar envolvido e o grau
de maturacdo celular. Elas ocorrem pela transfdimage um progenitor com
comprometimento para a linhagem linféide ou mieddgkndo entdo classificadas como
linféides ou mieldides de acordo com critérios mldgicos, citoquimicos e
imunofenotipicos. Também podem ser classificadasoc@agudas ou cronicas, de
acordo com a patogenia da doenca. Nas agudas]ubasdéucémicas pertencem ao
compartimento de células progenitoras mais imatwgaguanto que nas crbnicas as
células malignas se desenvolvem em estagios deragatumais tardiofDos Anjos;
Alvares-Silva; Borelli, 2000).

A patogénese das leucemias parece envolver algatses ambientais,
genéticos e infecciosos (Tabela 1). Alguns desttsrds estdo mais estabelecidos, por
exemplo, a predisposi¢cdo genética que ocorre ndr@me de Down e para o
desenvolvimento da Anemia de Fanconi, infeccdol var HTLV-1, radiacdes
ionizantes, agentes quimicos (Benzeno) e drogakidames de topoisomerase II).
Entretanto, a relagcdo entre os agentes predispmento desenvolvimento das
leucemias pode apenas ser demonstrada em uma giaoppequena dos casos
permanecendo ainda obscura a resposta da mai@iguistoes sobre a causa das

leucemias (De Oliveirat al, 2004).

Tabela I. Fatores de Risco Associados a Leucemia.

Fatores Ambientais

Radioterapia

Exposicdes nucleares

Exposicao intra-uterina a radiacao

Uso de drogas inibidoras da topoisomerase I

Exposicao a hidrocarbonetos: Benzeno

Pesticidas

Consumo de alcool, cigarros e drogas ilicitas derargestacdo

Fatores Genético/Familiar

Gémeo de paciente com LLA

Irméo de paciente com LLA




Anemia de Fanconi

Neurofibromatose

Ataxia-teleangectasia

Sindrome de Down

Sindrome de Bloom

Sindrome de Schwachman

Sindrome de Noonan
Sindrome de Willis e Lindahl

Adaptado de Belsoet al, 2007 e De Oliveirat al, 2004

Exposicdo a radiacdo ionizante tem relacionamentusat com o0
desenvolvimento de leucemia em criancas, particiate a leucemia mieldide aguda
(LMA). A magnitude do risco depende da dose deagih absorvida, duracdo da
exposicdo, e a idade do individuo no momento dasgfo. No entanto, esse agente
fisico € um dos poucos fatores cujo riscos relatigdo bem estabelecidos para a

inducéo da leucemia na populacao exposta (Betsah,2007).

O benzeno é conhecido como um potente carcin6gen@aio. H& uma forte
relacdo entre a exposicéo individual e leucemipe@almente a LMA. Foi observado
um risco aumentado para Leucemia Linféide AgudaA)Lém um estudo caso-controle
envolvendo mais de 3500 criancas, cujas maes aofre&xposicdo ocupacional a
solventes e tintas durante a gestagcdo. O riscovelado se mostrou alterado para a
exposicao ocupacional materna no periodo aposanmasto da crianca (Belsaat al.,
2007; Whitworth, Symanski, Coker, 2008).

Genes polimérficos que codificam enzimas do metaimal de carcindgenos e
drogas podem néo apenas aumentar o risco de LL#tan@bém influenciar o risco de
recidiva e, portanto, ajudar a predizer a respastaenca. Por exemplo, o progndstico
de pacientes com variantes de citocromo P4501AP@IAN) e Quinina Oxirredutase 1
NAD(P)H tem sido pior do que em pacientes com gpastdo tipo selvagem (Belson
et al., 2007). Entretanto, os achados envolvendo o polismo genético e
suscetibilidade potencial a leucemia precisam eefircnados por estudos mais amplos
com atencdo especial para a diversidade étnicaograea na frequéncia dos

polimorfismos.



Uma pequena proporcdo de leucemia em criancas relstéionada com a
ocorréncia de Sindromes Genéticas. Por exempldneeia de Fanconi, na Sindrome
de Bloom e na Sindrome de Down, a LMA apresenta mnaiar incidéncia durante o
periodo neonatal do que a LLA (Infante-Rivard;Mathet;Sinneli, 2000).

A associacao entre cancer em criancas e fatoresate ainda ndo esta bem
estabelecida nos casos em que fatores de risconpoc@amentais como tabagismo,
alcoolismo, tipo de alimentacdo, pratica de atdeléisica regular, exposicdo ao sol,
entre outros, jA estdo bem descritos na literatorao associados a varios tipos de

neoplasias na populacdo adulta (INCA, 2007).

1.3 Mecanismos de Alteracbes Cromossémicas

O cancer resulta de anormalidades na sequénciaNde Durante a vida, o
DNA das células humanas € exposto a mutadgenoseeesods de replicacao, resultando
em mudancas progressivas sutis na sequéncia do(BiNrealet al.,2001). O primeiro
estudo sistematico a respeito da divisdo celulatienores malignos foi realizado em
1980 por David von Hansemann. Ele observou umar@ccra freqiente de mitoses
aberrantes em células cancerosas e sugeriu qudeasimeno poderia ser utilizado
como critério para diagnosticar um estagio maligrieodori Boveri, em 1914, em seu
livro, Zur Frage der Entstehung Maligner Tumoresugeriu que malignidades
poderiam resultar de distdrbios do balango crommisd normal, essencial para a
func&@o normal da célula. Em 1950, foi confirmadauspeita de que as células tumorais
eram caracterizadas por anormalidades cromossOmicasericas e estruturais
(Mitelman, 1994).

A descoberta dos mecanismos basicos a respeitwlifenacao celular tumoral,
foi acompanhada por diversos investigadores indtuinJohn Biesele, Theodore
Hauschka, Albert Levan e Sajiro Makino. O interessescente dos pesquisadores
resultou no desenvolvimento de uma area modernaitdgenética, destinada a
compreensao dos fatores citogenéticos observado&nuer. Em 1960, Peter Nowell e
David Hungerford registraram a ocorréncia do crasoo®Philadelphiaem pacientes
com Leucemia Mieloide Crénica (LMC), evidenciand@rameiro grande exemplo de
uma mutacdo somatica em ustam cellhematopoética. Até entdo, a visdo prevalente

era que as mudangas cromossOmicas eram um epifeadque ocorria durante a



progressao tumoral e consequentemente ndo havimimensignificancia patogénica.

Mas em 1970, Torbjorn Caspersson e Lore Zech intzicginm a técnica de bandeamento
cromossOmico que tornou as descricbes cromossémiaesprecisas e conclusivas. O
advento das técnicas de biologia molecular, nad#da 80, ampliou o entendimento

dos mecanismos moleculares operantes nos progesgoiasicos (Mitelmari994).

As alteracdes genéticas afetam diferentes caminbesvias que regulam os
processos de proliferacéo, diferenciacdo e sol#ruia celulares. Frequentemente as
alteracdes genéticas envolvem tanto a amplificagdativacdo de proto-oncogenes
quanto mutacdes que levam a perda e/ou a inatidisalelos de genes supressores de
tumor. As alteracdes genéticas que levam a ativdgé@roto-oncogenes conferem uma
vantagem de crescimento a célula tumoral. A ativadds oncogenes pode surgir a
partir de uma mutacdo pontual, amplificacdo génicaearranjos cromossomicos. Os
rearranjos cromossomicos como translocagcbes esii®®rsdo os mais comumente
detectados em neoplasias malignas hematologicagielem tumores solidos (Silva,
2006).

A ativacdo de oncogenes decorrente das transloeggdse ocorrer por dois
mecanismos: ativacdo transcricional de proto-onvegiee geracdo de proteinas de
fusdo. A ativacao transcricional € o resultado @@sranjos que posicionam o proto-
oncogene sob o controle de uma regido promotottes genes, como resultado um
gene que era pouco expresso ou ndo era expressoanposicdo original quando
translocado passa a ser hiperexpresso. Como exengste tipo de situacdo podem ser
citadas as t(14;18), t(8;14) e t(11;14) com a pos&cdo de regides do gene da
Imunoglobulina de cadeia pesada (IGH) aos gel$L2 MYC e BCL],
respectivamente, que acontecem com maior frequ@aclaucemogénese que envolve

as linhagens de células B (Hanaleaal.,2000).

A geracdo de transcritos e proteinas quiméricas fomgbes alteradas resulta
dos rearranjos cromossdmicos no quais dois geferemlies sdo fundidos. Em geral, as
duas regides dos genes fundidos contribuem pamtemgal oncogénico da proteina
quimérica (Silva, 2006). Um classico exemplo desezanismo € a proteina de fuséo
formada a partir da t(9;22)(g34;911), envolvend@esesABL e BCR localizados nas
regides 9934 e 22qll, respectivamente. Na LMC teima quimérica ABL com 210



kDa ter4 sua atividade de tirosina quinase aumant# na LLA o RNAmM & menor
(70Kb) e consequentemente a proteina quimérica feBhbém sera menor, 190kDa
(El-Sissyet al., 2006). A figura 2 representa o processo que eeswdtfusdo do gene
BCR-ABL

Cm;n(;)rsrr?glmo ° Cromossomo 22 cro%ggg([)an?icas
normal Cromossomo
- philadelphia

—— =

22q11 -

— —
5 5 U 8 BCR-ABL
9934 -

Figura 2. Esquema ideogramatico da t(9;22)(g34;q11) consadulos geneBCR e ABL

1.4 Leucemia Linfoide Aguda

A LLA é considerada o resultado de anormalidadesrendo em uma célula
progenitora do sistema linfo-hematopoético. As arabdades modificam o programa
de diferenciacéo celular, determinando uma vantggeitiferativa do clone leucémico

sobre as células do tecido hematopoético (Rib2001).

Na LLA os sintomas podem ser insidiosos e lentaenprgressivos, ao longo
de semanas ou meses, ou podem ser agudos e egploBw geral, quanto mais
indolente o surgimento, mais duraveis serdo assefi®s. Os sinais e sintomas
observados na maioria dos casos de LLA resultamnde insuficiéncia da medula
0ssea ou do envolvimento de locais extra medul&®sueixas mais comuns incluem
fadiga, letargia acompanhada de febre e doresssadiculares. Em criancas de 12 a
18 meses de idade ou mesmo menores sdo comunsoEsaktades cariotipicas,
especialmente t(4;11) e outras translocac¢des quevem 11923-25 e 9p21-22 (Lukes,
1998Db).

O grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) classifica LLA em trés subtipos
morfologicos — L1, L2 e L3 — com base em quatrdavais observadas ao microscopio
Otico, a saber: (1) Diametro celular; (2) Formandeleo; (3) Numero e protuberancia



dos nucléolos e (4) Quantidade e aspecto relatimos citoplasma. Com o
desenvolvimento das técnicas de citometria de flaga@aracteristicas imunofenotipicas
das células passaram as ser usadas para detegtabastante precisdo, além da

linhagem celular, o nivel de diferenciacdo em guersontra o processo leucémico.

As células da linhagem B foram divididas em: (19-Br B precursora ou pré-
pré B (5% dos casos pediatricos); (2) Comum (75%00as0s de LLA infantil); (3) Pré-
B (15% das criancas) e (4) B-maduro (2% a 5% eancas). As células da linhagem T
dividem-se em trés grupos de acordo com os antigede diferenciacdo
correspondentes aos niveis de diferenciacdo mii normal: (1) pré-T; (2) T-
imtermediario e (3) Maduro (Bacet al.,2003).

1.4.1 Fatores Progndsticos

Até 1980, a LLA era a causa mais comum de mortereaancas acometidas com
cancer. Desde entdo, com as novas técnicas deérstiada doenga, a mortalidade por
leucemia tem diminuido significativa e progressieate. A sobrevida livre de
leucemia por mais de cinco anos, que € considetad® critério de cura para a
doenca, em pacientes pediatricos com LLA, nos oKimanos, tem sido de
aproximadamente 80% (Gariochea, 2001). O sucesspéigico € decorrente da
utilizagdo de tecnologias combinadas com o0 objetieoestabelecer o diagndstico
preciso e indicativo de prognostico, baseando-seamaise de fatores clinicos,

bioldgicos, genéticos e moleculares.

A LLA nainfancia ndo € uma doenca Unica, mas wp@de doengas com uma
variedade de alteracbes genéticas nos blastos@as levando a um amplo espectro
de respostas e apresentacoes clinicas. A esagfibiode pacientes dentro dos grupos de
risco para LLA baseado em caracteristicas prograsstionhecidas vem permitindo um
maior sucesso terapéutico. Pacientes consideragldmido risco podem ser tratados
menos intensivamente, com isso as toxicidades dtantento sdo minimizadas,
enquanto que pacientes com alto risco podem rede&pias mais agressivas ou

diferentes tipos de terapia (Hoelztral.,2002).



As primeiras caracteristicas utilizadas para asiflaagdo de risco incluiram a
contagem de leucdcitos ao diagndstico e a idadediente. Estas caracteristicas ainda
estdo incluidas na avaliacdo moderna do risco.lkel@dl sintetiza os principais fatores

prognosticos associados a LLA.

Tabela Il. Fatores Prognésticos associados a LLA.

Aspectos Clinicos Favoraveis Desfavoraveis
Leucometria global < 50.000/mm > 50.000/mm
Idade (anos) la9 <lanoe>9
Sexo Feminino Masculino
Origem Caucasiano, Asiatico Africano, Americano
Tempo para remissao < 14 dias > 14 dias
Crescimento de linfodos, figado .
Ausente Macico
e baco
Massa mediastinal Ausente Presente
Infiltracdo do SNC Ausente Presente
Aspectos morfol6gicos FAB L1 L2, L3
Hemoglobina < 7,0g/dL > 10,0g/dL
Plaquetas > 100 x 18 /L <30x 10/L
Imunoglobulinas séricas Normais Diminuidas
” ol . — Linfécito T, Linfécito B e
Imunofendtipo Linfocito pré B primitivo Li .
inhagem mista
DNA total >1.16 <1.16
Ploidia* >50 <45
Citogenética Trissomia 4 e 10 t(4;11) e t(9;22)
Genética Molecular TEL-AML1 MLL-AF4 e BCR-ABL

*ploidia: nUmero de cromossomos por célula

Quando todas as variaveis possiveis sdo consideradeatamento surge como
o determinante mais importante da resposta, 0 gpkca porque muitos fatores de
risco clinicos e biologicos perdem sua forca pretjna quando mudancas maiores no
tratamento séo feitas (Pui, 2004). Segunéiabonal Cancer Institute (NCI) / Romes
critérios de estratificacdo dos pacientes, com ofendtipo B, sdo baseados na idade, 1
a 9anos, e/ou leucdcitos <50.000/hfrisco padrdo), ou idade inferior a 1 ang@anos
e/ou leuccitos>50.000/mni (alto risco) (Carrollet al., 2003). Idade inferior a 1 ano
confere um prognostico desfavoravel. A influénciaidhde € independente de outros

fatores de risco (Aramburu, 2006).

O sexo masculino tem sido geralmente associado miomprognostico. Na
tentativa de reduzir a diferenca da resposta aantento entre os dois sexos, a duracao

do tratamento de manutencéo tem sido aumentaddgeimass triagens para meninos.



Entretanto, o impacto prognostico adverso paraxo sgsculino tem sido abolido em
algumas triagens clinicas cuja razdo da Sobrevid& de Evento (SLE) seja de 80%
ou mais (Puet al.,2004b).

Pacientes com LLA precursor de células B, idadelda 9 anos e baixa
contagem de leucdcitos (<50.000/Mmapresentam um prognéstico favoravel e
geralmente sdo considerados como de risco padrédAAde células T é geralmente
considerada de risco alto ou muito alto, dependeéiad@sposta do paciente a terapia de
inducdo. Para LLA de células T a idade e contagemledicOcitos tém pouca
significancia clinica. Entretanto, a contagem deicdeitos >100.000/mP ao
diagndstico € uma indicagcao para terapia direci@madis intensa ao Sistema Nervoso
Central (Puiet al.,2004b). A presenca de doenca no SNC ao diagnastiambém um
fator prognostico adverso apesar da intensificalghtratamento com terapia intratecal
adicional e irradiagdes do SNC (Carrtlal.,2003).

As diversas respostas clinicas associadas conrios géibtipos de LLA podem
ser atribuidas a sensibilidade ou resisténcia @gadrpor parte dos blastos leucémicos
gue possuem anormalidades genéticas especificascd@iderados fatores de alto
risco a hipodiploidia, a t(4;11) com reordenamedtd geneMLL, a t(9;22) que
apresenta o0 gene de fus®CR/ABL S&o indicativos de bom progndstico a
hiperdiploidia com 50 ou mais cromossomos, em @adr as que incluem as trissomias
dos cromossomos 4,7 e 10, e a t(12;21) com geriesde TEL/AML1 (Friedmannet
al., 2000).

Em estudos mais antigos a t(1;19)(g23;q13) aptaganum impacto
prognostico adverso mas, a recente intensificagatempia demonstrou uma melhora
na sobrevida para as criangas, proxima de 90%.d&sttém demonstrado que a
t(4;11)(q21;923), que € mais freqiente em menadsaho, em criancas mais velhas, o
impacto negativo do rearranjo 11923 é menor, magiraea sendo enquadrada no
subgrupo de alto risco. Na LLA com cromossomo PBRitpo o prognéstico é
geralmente desfavoravel para adolescentes, mdat&amente favoravel em criangas
com 1 a 9 anos de idade com baixa contagem dediéas@o diagnostico (Carrodit
al., 2003 ; Pukt al.,2004b ).
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Células blasticas com o marcador CD10 negativooestarrelacionadas
fortemente com rearranjos MLL/11g23. Lactentes seexpressao de CD10 tém um
SLE por 4 a 6 anos de 21% a 40% e a presenca d6 @dporciona uma SLE por 4 a
6 anos de 45% a 73%. A positividade do CD10 nasilalleucémicas esta

correlacionada com boa resposta ao tratamentogiitidal., 2006).

A qualidade e rapidez da resposta ao tratamentm @as mais importantes
fatores prognaosticos. Os critérios utilizados podem persisténcia igual ou superior a
1.000 blastos circulantes/pL apos 7 dias do tratéonzom predinisona e administracao
de metotrexato; persisténcia de blastos na medidaadéno 15° dia do tratamento, a
presenca de 10% ou mais € indicativo de alto nsra recidiva; presenca de 5% ou
mais de blastos na medula 6ssea apds 5 semanastaloento € indicativo de um
prognéstico muito ruim (Aramburu, 2006). Pesquisasodo St. Jude Children’s
Research Hospitalemonstraram que a presenca de blastos no sangigeiqge apos
uma semana da quimioterapia de inducdo convencémnambém uma caracteristica

prognostica adversa (Carreli al.,2003).

Passado duas décadas, o tratamento quimioterd@iaoLhA em criangas tem
permanecido praticamente sem mudancas, o aumei@bEla principalmente devido a
otimizacdo das medicacdes ja existentes. Na teatale diminuir a toxicidade da
terapia, foi necessario aumentar o conhecimentagesals mecanismos celulares
antileucémicos e sobre a base biolégica dos diesesubtipos de LLA, e assim,
entender melhor os diferentes fatores prognéstiensolvidos na resposta ao
tratamento. Estudos farmacogenéticos dos ageniesotgrapicos e sua associacao
com fatores prognosticos ja estdo sendo desenwslvidendo possivel obter um

melhoramento dos regimes quimioterapicos entraéfesedtes grupos de pacientes.

1.4.2 Aspectos Epidemioldgicos

O céancer em criancas corresponde a um grupo dasvddencas que tém em
comum a proliferacdo descontrolada de células amisrra que pode ocorrer em
gualquer local do organismo. As neoplasias maigufates na infancia sao as
leucemias, tumores do sistema nervoso centraf@mas (INCA, 2007). A leucemia €
o tipo mais frequente de cancer na infancia, cpordendo a 30% de todos os canceres

diagnosticados em criancas menores que 15 anogopNdacao infantil, LLA é cinco
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vezes mais incidente do que a LMA, sendo a causgpiiximadamente 3/4 de todo o
diagnostico de leucemia em criancas (Belsinal., 2007). A LLA representa
aproximadamente 15% de todas as neoplasias makgmasdividuos com 1 a 15 anos
de idade, 5% entre 15 a 19 anos e <10% em maier28 dnos (Sallaet al.,2006).

Do ponto de vista clinico, os tumores em criangasseentam menores periodos
de laténcia, em geral crescem rapidamente e sa® imasivos, porém respondem
melhor ao tratamento e sédo considerados de bormgmstigo. A sobrevida média
cumulativa em cinco anos é considerada razoavednima nos Estados Unidos, onde a
taxa da sobrevida é cerca de 77%. Na Europa, awwdarobservada é semelhante a dos
Estados Unidos, variando de 77% (no norte europe6P% (no leste). O cancer
pediatrico representa entre 0,5% a 3% de todas@sasias na maioria das populacoes.
Em geral, a incidéncia total de tumores malignosféacia € maior no sexo masculino
(INCA,2007).

Embora a LLA possa ocorrer em qualquer idade, sci@éncia € maior entre
criangas de 2 a 5 anos, numa propor¢cdo de cerc®¥%edos casos. A incidéncia
diminui com o avancgo da idade. Entre adolescentduéos jovens, a incidéncia das
leucemias agudas € de cerca de 20%, voltando antamag@os a sexagesima década de
vida (Fariaset al.,2004).

Nos Estados Unidos, a taxa de incidéncia da LLAnféncia € de 3 a 4 novos
casos por ano por 100.000 criancas menores de df, eom pico de incidéncia de
aproximadamente 2-5 anos de idade (Belbsbal., 2007). Segundo as estimativas de
incidéncia de cancer no Brasil para o ano de 20@8jcadas pelo Instituto Nacional do
Cancer (INCA), as leucemias atingiram 5.330 honmeds220 mulheres. E em Goias
ocorreram 270 novos casos de leucemia em 2005 (JIR0@5).

Estimou-se que, para o Brasil, no ano de 2008 car@tcia de 351.720 casos
novos de cancer, a excecao dos tumores de pelme@moma. Portanto, espera-se a
ocorréncia de cerca de 9.890 casos novos de camceriancas e adolescentes até os 18
anos de idade (INCA,2007).
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Um estudo realizado com 263 casos de cancer emni@of@988 a 1996),
envolvendo criancas menores de 15 anos, avaliotera¥ncias de incidéncias de
mortalidade por neoplasias infantis. Os resultadodicaram que o0s tumores
hematoldgicos (leucemias e linfomas) ocorreram én3% dos casos. As leucemias
representaram as neoplasias mais comuns, corresmma 27% de todos os casos de
cancer infantil em Goiania. Em seguida os linforaass tumores do sistema nervoso
central que contabilizaram 18,3% dos casos. Noogdgs leucemias, o tipo mais
predominante foi o da leucemia linféide aguda (LLAdrrespondendo a 66,2% de
todos os casos registrados. Em relacéo aos casusrtiidade por cancer infantil em
Goiania no periodo de 1978 a 1996, 371 criancasorasmde 15 anos morreram de
neoplasias malignas, representando 2,3% a modealigaral das criancas durante o
periodo referido. A maioria dos 6bitos ocorreu eenimos menores de 5 anos (Curado
et al.,2000).

1.5 Anormalidades Cromossdmicas na LLA

A aplicacdo das ferramentas da citogenética patiéiaauno diagnastico clinico
iniciou-se com a descoberta em 1960 do cromossdritadelphia (Ph), um marcador
cromossdmico da LMC. Atualmente, os estudos caicut$ das leucemias tém
permitido a deteccdo de alteragcbes cromossomiasapiribuem para o diagnostico e
0 prognostico dos pacientes. Adicionalmente, asiflaacao citogenética das neoplasias
hematoldgicas, a caracterizacdo de diferentesiestdg desenvolvimento neoplasico, a
avaliacdo da remissao, agudizacdo e do prognahtissas enfermidades e de diversos
genes envolvidos na leucemogénese sao possiveassdgia desenvolvimento técnico e

tecnoldgico na area da citogenética (Fett-Cehtd., 2000).

As leucemias se destacam como um exemplo de doengasapresentam
alteracbes cromossOGmicas numéricas e/ou estrutualisnente consistentes e
especificas, envolvendo genes que, uma vez al®ei@dditativa ou quantitativamente,
atuam como fatores de iniciacdo e progressao reoplé-ett-Contet al., 2000). Em
geral, as anormalidades cariotipicas estdo cordgads clones malignos, Portanto elas
desaparecem durante a remissao hematologica eeeapacom a recidiva. Algumas
vezes, no entanto, ha evidéncias de novas alteramdigerpostas ao clone anormal
original (Lukes, 1998a).
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Na LLA, entre 60% a 75% dos pacientes apresentammelidades numéricas
do lote cromossomico, como a hiperdiploidia ou Hipidia, ou estruturais, como
translocacoes e delecbes. As alteracOes cariatipieeorrentes estdo associadas a
caracteristicas clinicas e prognosticas especiffodigaset al.,2006). As Tabelas Il e
IV representam um resumo das principais alteragemmossémicas numeéricas e

estruturais, respectivamente, mais frequentemdrsiereadas na LLA.

Tabela lll. Anormalidades cromossémicas numéricas frequientenaesbciadas a LLA infantil.

Anormalidades .
P - Morfologia - . -
cromossdmicas | Imunofendtipo tivica Prognéstico Frequéncia Comentarios
numéricas P
Hiperdiploidia - Ganhos mais freqiientes
(>50 Precugor LLA L1/L2 Bom 25-30% dos cromossomos 4, 6,
Cromossomos) 10, 14, 18 e 21.
Hiperdiploidia
(49-50 ND* ND Intermediario 10-15% - Sem comentarios
Cromossomos)
- Perdas mais frequentes
dos cromossomos 6, 8,
10, 14, 18, 21 e sexuais.
Nearhaploidia ND L1/L2 Ruim Raro
- <30 cromossomos e
usualmente com
metafases contendo de 23
a 28 cromossomos.
- Perdas mais frequentes
Hipodiploidia . dos cromossomos 1, 4, 5,
severa ND ND Ruim Raro | 68 9,10, 11, 18, 19, 21,
22 e sexuais.

*N&o descrito na literatura.
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Tabela IV. Anormalidades CromossOmicas Estruturais frequentenuascritas para a LLA infantil.

Anormalidades

Imunofené- P Genes Morfologia | Prognés- A -
. cromossdmicas ) . ; Frequéncia Comentarios
tipo . envolvidos tipica tico
numéricas
- Contagem de
leucécitos e blastos
LLApro B t(4;11)(g21;923) | MLL/AF4 L1/L2 Ruim 5-10% aumentada.
- Translocagdo mais
comum em lactentes.
Intermédi - Leuco_rnetria elevada
LLA pré B t(1;19)(g23;p13) | E2A/PBX1 L1/L2 ario 5-6% e indice de DNA
<1,16.
- Parece ser marcador
del (6q) ND* ND Bom 5-10% para as malignidades
linféides
del /t (12p) ND L1/L2 10% - Sem comentarios
LLA comum .
- Anormalidades
t(12;21) (p12;922) TEL/AML1 ND Bom 25% . associadas mais
reqlientes: rearranjos
12p e trissomia 12
L\Llir:;\éeg _ - >30% da translopagéo
" | 1(9;22) (g34;911) | BCR/ABL L1/L2 Ruim 3-5% ocorre em um cariotipo
LLA comum hiperdipléide
elLLApréB
t ou del (9p) ND L1/L2 Ruim ND - Sem comentarios
LLA-T t(10;14) (g24;911)) TCRJ L1/L2 Ruim ND - Sem comentarios
t(11;14) (p13;911)) TCRald L1/L2 Ruim ND - Sem comentarios
t(8;14) (g24;q11) TCRa L1/L2 Ruim ND - Sem comentarios

*Nao descrito na literatura.

1.5.1 Anormalidades Numeéricas

Hiperdiploidia

Ploidia ou nivel de ploidia pode ser definido comaumero de conjuntos

cromossOmicos. Pode ser determinada pelo estudotipeo ou pela analise do

contetido de DNA por citometria de fluxo. E um fgtoogndstico forte e independente.

Esta especialmente associado a um bom prognosiicoocfendtipo de linhagem B,

principalmente em um imunofendtipo de células B wontKasper®t al.,1995).

As células leucémicas podem ser hiperdipléidesopradamente 10% a 15%

dos casos de LLA apresentam n= 47-50 cromossom@ds% a 30% dos casos

apresentam um>n50 cromossomos e indice de DNA (ID) >1,16. Criangam LLA

gue possuem uma hiperdiploidia elevada (n= 51 er@®mossomos) respondem bem ao

regime quimioterapico padrdo e tém demonstrado uethon resultado quando

comparadas com 0s casos que ndo apresentam hipieiidipAproximadamente 85%
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das criangas com este tipo de ploidia podem seadosr com tratamentos
guimioterapicos (Fariast al.,2004; Raimondet al.,1992; Moormaret al.,2003).

A razdo para esta significancia prognostica dardipleidia em LLA na
infancia ndo esta muito bem esclarecida. Algumassiphdades podem ser
consideradas. Casos hiperdiploides tém relativagnalth porcentagem de células na
fase S, resultando em uma maior sensibilidade@gmdrque atuam especificamente no
ciclo celular (Vincristina, 6-Mercaptopurina e M@txato). Em outra situacdo, 0s
blastos hiperdiploides acumulam significativameiadeos niveis de Poliglutamato
Metotrexato do que células com uma ploidia mertorefi al., 1999).

O Metotrexato € um dos principais componentes dotogolos terapéuticos
contemporaneos para o tratamento da LLA em criarfiasn substrato para a enzima
Folato Poliglutamato Sintetase (FPGS), que conveftdos em folato poliglutamato,
que é a forma da coenzima natural do &cido fékErmuanto que o folato poliglutamato
natural contém 5 a 7 residuos de glutamil nas aglud poliglutamato metotrexato
(MTXPG) em células néo leucémicas contém 3 resideoglutamil (MTXGIly) . Os
linfoblastos de criangas com LLA acumulam predomiemente MTXPG com 5
residuos de glutamil (MTXGHL. O MTXPG com mais do que 3 residuos séo retidos
nas células por longos intervalos, inibindo a simtde DNA. Além de acumular na
célula conferindo citotoxicidade, também inibe ahgqs outras enzimas como a
Dihidrofolato Redutase (DHFR), a Timidilato Sinttae as Transforrmilases, que sao
necessarias para a sintese das purinas, e naoilsdad pelo MTX (Whiteheadt al,
1992).Portanto, neste contexto, a habilidade ddslasé leucémicas acumularem

MTXPG constitui um determinante do efeito antileng&® da droga.

Mais de 97% dos blastos hiperdiploides apresentémdu quatro cépias do
cromossomo 21, que abriga um gene que codificansportador de metotrexato dentro
da célula. Este aumento do transportador folatolteege de um aumento na dosagem
do gene pode ser em parte responsavel pelo acuexgessivo de poliglutamato

metotrexato nas células leucémicas hiperdipléiBesd al.,2004a).

O ganho de alguns cromossomos especificos, +6+H3e +17, e caridtipos
com hiperdiploidia muito elevadaXrb0 cromossomos) podem melhorar o progndstico

de criancas com LLA, enquanto os cariétipos conhgato cromossomo 5 podem estar

16



associados com um pior prognostico. Segundo estadbizado por Moorman e
colaboradores (2003), apenas as trissomias dosossmmos 4,10 e 18 demonstraram
algum efeito significativo com relacdo ao progmistiPacientes com estas trissomias
tiveram um melhor prognéstico. A trissomia do 18fecu um menor risco de recidiva
e uma sobrevida globalbmentada, enquanto pacientes com a trissomicodtmssomo

4 tiveram uma sobrevida global aumentada, mas semqver redugdo no risco de

recidiva.

Segundo estudo realizado por dois grupos POG (@lésyPediatric Oncology
Group e CCG (do inglésChildrens Cancer Grouypa presenca das trissomias
simultaneas (trissomias “triplas”) dos cromossomp40 e 17 conferiu um excelente
prognoéstico aos portadores, com uma SLE de 5 amtos 89,3% e 91,5% (Schulet
al., 2007).

A LLA infantil foi a primeira malignidade na qualrgperdiploidia apresentou-se
associada a um prognostico favoravel. Posteriomnmtobservado que em criancas
com Neuroblastoma, o contetdo de DNA hiperdipldatabém poderia predizer uma
resposta favoravel ao tratamento com Ciclofosfarei@@oxorrubicinaAo contrario, o
prognoéstico das neoplasias linfoproliferativas endtes solidos em adultos tem
geralmente sido pior para os casos com indice d& Bigerdiploide (Looket al.,
1985). Portanto, a importancia prognadstica relaiana clones tumorais hiperdiploides
nao deve estar relacionada apenas como um fatméfeel sendo necessario observar o

contexto no qual a neoplasia se apresenta.

Hipodiploidia

A hipodiploidia (h= 24 a 36 cromossomos) € umaarde relativamente rara,
observada apenas em 6% a 7% dos pacientes com Apsximadamente 5% dos
pacientes com LLA apresentam um cariétipo com 4Hmossomos, enquanto que
células blasticas com menos de 45 cromossomosas@mente observadas. Pacientes
que apresentam menos de 45 cromossomos tém unusteegpferior quando tratados
com protocolos terapéuticos utilizados para ougrogpos de ploidia. Assim, o carater

prognostico da hipodiploidia na LLA ainda é conrso.
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Alguns investigadores sugerem a divisdo dos gruppsdipldides. A near-
haploidia € um subgrupo distinto da LLA hipodipkidos quais os blastos tém de 24 a
34 cromossomos e, mais frequentemente, de 26 aioR8ssomos. Sua incidéncia é
baixa, sendo observada em aproximadamente 0,5%patmentes com LLA. Casos
hipodipléides com 35 a 44 cromossomos também s&os,raocorrendo em
aproximadamente 0,8% dos casos de LLA (Raimenhdl.,2003).

Segundo um estudo realizado por Pui e colaborad(1887), os casos
hipodipléides apresentaram idades variando de <2>bd anos, dosagem de
Desidrogenase Lética (DHL) elevada, e translocacf@aossémicas. Portanto, a baixa
resposta ao tratamento dos casos de LLA hipodiggombde ser atribuida, pelo menos,
em parte, a sua associagcdo com caracteristicasaslie biologicas de alto risco e
também devido a perda de cromossomos que levaitaracdo da expresséo de alguns
proto-oncogenes e genes supressores de tumor guesdrtantes para o processo da

tumorigénese (Pt al.,1987).

1.5.2 Anormalidades Estruturais

Rearranjo TEL/AML1

A 1(12;21)(p12;922), entre o0 gerEL (ETVH do cromossomo 12 e o0 gene
AML1 do cromossomo 21, proporciona a formacéo do tréodabrido resultante da
fusdo TEL/AMLL1 (Artigas, 2006). A andlise por Hibridizacdo Fluentein situ
(FISH) tem demonstrado que a fusdBL/AML1 é a anormalidade genética mais
comum da LLA na infancia, sendo encontrada em amadamente 25% dos casos. A
translocacao esta associada com baixa contageeaucigcltos, idade entre 2 e 10 anos,

inicio precoce da doenca, imunofendtipo da linhaBeerbom progndstico.

Anormalidades citogenéticas extras associadas coi2;21) estdo
freqientemente presentes. As aberracOes estrueuraisnéricas mais encontradas séo
rearranjos 12p e trissomia do 21, respectivamégemximadamente ¥ das alteracoes
cromossOmicas sao delecdes 12p (Martinez-Rareiret., 2001). Entretanto, questbes
sobre a relacédo entre a t(12;21) e bom prognostico surgido pelo fato de varios
pacientes com a fus@bEL/AML1 demonstrarem piores resultados clinicos se outros

rearranjos génicos estiverem presentes (At@d.,2005).
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Além do envolvimento do gen@EL na t(12;21)(p13;922) ele pode estar
presente em outras translocacées como: t(3;12}f2H; ETV6-MDS1/EVIL
t(9:12)(q34;p13)ETV6-ABL t(12:22)(p13;q11)MN1-ETV6 t(10:12)(q24;p13)ETV6-

? (Raimondiet al.,1997).

O geneTEL (nomeado para Translocacdo e ETS em Leucemiambéta
conhecido comd&TV6 (homeado para Gene Variante 6 de ETS). Ele foialmente
identificado por sua fusdo comRDGFRS (do inglés,platelet-derived growth factor
receptor beta em um caso de Leucemia Mielomonocitica Crénican ca
t(15;12)(q33;p13) (Raimondtt al.,1997). O gene codifica um fator de transcricdo da
familia ETS, como outros membros desta familia,ciiuma como um regulador

transcricional sequéncia especifica de ligacaoNA.D

A proteina expressa a partir G6iEL possui dois dominios funcionais: PNT (do
inglés, N-terminal pointed domajnresponsavel pela interacdo proteina-proteina e o
dominio C-terminal correspondendo ao sitio de Agago DNA. Embora geralmente
presente em malignidades hematopoéticas, o §Eheesta normalmente expresso em
tecidos hematopoéticos e ndo hematopoéticos. Estkmtuckoutdo geneTEL em
camundongos sugeriram que ele esta envolvido natbpoese da medula 0ssea e
manutencdo da rede vascular. Sendo, portanto, raeipai proteina transcricional
necessaria para a hematopoese na medula 6ssedtzRtilah, 1999). Estudos recentes,
que relataram rearranjos cromossOmicos envolve@@gad3lobservaram associacdo do
gene TEL em leucemias de origem mieloide e linfoéide (Ineéh al., 2003; Berna

Bervelooet al.,2001) e fibrossarcomas congénitos (Knezeeichl.,1998).

O AML1, também conhecido conoBFA2 é um homdlogo humano doore
Binding Factor(CBF), um ativador transcricional da familia RUgle codifica um fator
de transcricdo que se liga a sequéncia enhancefcBGIT. A afinidade de ligacdo ao
DNA do AML1 é aumentada através da heterodimerizacdo com tainaoCBIB,
formando um complexo chama#ftuman Core Binding FactorA atividade de ligacéo
ao DNA com o CBPB é critica para a expressao tecido especifica desvgenes

hematopéticos especificos (Mavrothalassitial.,2000; Mikhailet al.,2002).
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O AML1, em condi¢Bes normais, se liga a seqiiéncias tégaktranscricionais
do tipoenhancercomo um heterodimero com o OBFe juntos recrutam um complexo
de ativacdo transcricional que incluem proteinas atividade de histonas acetilases.
Os residuos de lisina acetilato destas proteinadistonas centrais, abrem a estrutura
da cromatina e levam a ativagéo transcricionaleteg4ML1, que tem um papel central
na hematopoese. A presenca da proteina de fusGtANEL resultante da t(12;21)
mantem a habilidade de ligacdo a sequéraiaancere forma o heterodimero com
CBF3. Diferentemente da proteinAML1 normal, ele recruta um correpressor
transcricional que inclui proteinas com atividadedésacetilase, que remove 0s grupos
acetil das histonas, resultando no fechamento @aatina e repressdo da transcrigao.
Estas modificacbes na cascata de transcricdo, deeg@oAML1 normal, alteram a

capacidade de renovacéao e diferenciacésiata cdlhematopoética (Pt al.,2004a).

A expressdo do gene quimérico TEL-AML1 é dirigiddagppromotor de TEL, e
a proteina de fusdo funciona diretamente como sepretranscricional. Alguns
pacientes com essa fusdo podem perder o alelo ®Ehah ndo translocado, sugerindo
que a perda do TEL normal contribui diretamente @aprogresséo da transformacéo
neoplasica (Mikhailet al., 2002). A Figura 34 representa de forma esquemdtica

mecanismo de repressao transcricional descritoaacim

20



AML1 normal

RUNT TA

Transcrica

...TGTGGT...
Sequéncianhancer
TEL-AML1
v
RUNT TA

...TGTGGT...
Sequéncignhancer

Figura 3. Adaptado de Puwet al.,2004a. Representagdo esquematica da t(12;21)@)2;qm rearranjo
TEL-AML1

Em 90% dos casos com t(12;21) o segundo dlEloesta deletado. A perda de
heteregozidade do alelbEL é também observada em outras leucemias e em alguns
tumores solidos. A perda de heteregozidade sugerpapel como um gene supressor
de tumor (Irvin et al., 2003). Neste contexto, pedepressupor que as funcbes da
proteina TEL normal podem retardar ou bloquearcgnessado da leucemia, ou seja,
TEL teria alguma participacéo na formacao das césdaguineas (Wargf al.,1998).

Rearranjo BCR/ABL

A translocacédo (9;22)(q34;q11) justapbe o protoegeoeABL ao geneBCR
(do inglés,breakpoint cluster regigngerando um gene quiméri&CR/ABL A quebra
no geneABL ocorre principalmente entre os éxons al e a2.rblo@ssomo 22 a quebra
mais frequiente e predominante na LLA émnor cluster regior{m-bcr) entre os éxons
el e e2. Porém em 1/3 dos casos de LLA Ph+, a guslrre nanajor cluster region
(M-bcr) entre os éxons b2 e b3 ou b3 e b4. As prasequiméricas p210 e pl90
resultam dos rearranjos M-BCR/ABL e m-BCR/ABL, resfivamente. As células
blasticas na LLA tipicamente expressam pl190, maxmessdo da p210 tem sido
observada em alguns casos, principalmente em addltproteina de fusdo promove

uma desregulacdo da atividade de tirosina quirieste. fusdo esta associada com pior
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prognostico e em alguns protocolos é uma indicagéia transplante de medula 6ssea
(El-Sissyet al.,2006; Scharappet al.,1998) (Figura 4).

ABL

l 1b l la l a2 a3 all

Regides de quebra

BCR
el el l e2 bl b2 l b3 b4 b5 e19 e23
m-bcr M-bcr u-ber

BCR l ABL

‘- a2 a3 all

Figura 4. AdaptadoScharappet al., 1998.Representagdo esquematica do gene de fusdo BCRASBL.
setas indicam os principais pontos de quebra de B&R e do gene ABL. No gene BCR se destacam as
regiées m-bcr, M-bcr e p-ber. A Ultima figura reggreta o gene de fusdo BCR/ABL com reordenamento
ela2.

Aproximadamente 3 a 5% das criancas com LLA aptasea t(9;22)(g34;q11).
A maior freqiiéncia é em adultos, cerca de 20 a 4D0%@nsiderada um dos marcadores
moleculares associados com um alto risco parafeigrecia do tratamento da LLA.
Avancos na cura de criancas com LLA ndo tem aimdhuido pacientes com Ph+.
Apenas em muitos poucos casos tem-se uma quinp@ecam sucesso (Schaffell,
Simdes, 2008).

As 1(9;22)(q34;911) e t(4;11)(921;923) estdo asstas a um pior prognostico, e
juntamente com idade, contagem de leucOcitos eabasposta ao tratamento
quimioterapico, definem o grupo de pacientes de afico. Terapias intensivas de
inducédo e pés-remissao, incluindo transplante,téathorado a resposta deste grupo de
pacientes (Riberat al.,2002).

22



Rearranjos MLL

As alteragcbes envolvendo 11923 sao observadas&i0& dos casos de LLA
em criancas. A alteracdo mais frequente é a t(@21)g23), ocorrendo em 36% dos
casos de LLA em lactentes, seguida da t(11;19)0433; O denominador comum de
todas essas translocacoes é a perda de funcadmedogalizado em 11923 descrito em
1991 comoMLL (gene da Leucemia Linfoide-Miel6ide), também chdonde ALL1,
HRX e HTRX1 Aproximadamente 20 pares de genes tem sido absndd células
leucémicas com varios tipos de translocacdes mxdprem 11g23. (Martin Rames

al., 2001; Emerenciano, Koifman, Pombo de Oliveira,7300

Dependendo do imunofendtipo pode existir uma hgereidade de respostas.
Por exemplo, alguns pacientes apresentam um ekeef@mognostico quando ha
presenca da t(11;19)(g23;p13) e fuddbL-ENL em LLA de linhagem T. Entre os
casos com LLA de linhagem B e t(4;11)(q21;923) @1;19)(q23;p13), em lactentes
menores de 12 meses de idade o progndstico jané Iar outro lado, o mesmo evento
mutacional observado em pacientes com 1 a 9 anmkde resulta em um prognaostico

relativamente favoravel (Pet al.2001).

A t(4;11) promove a formacao de um transcrito da@MLL-AF4 e foi relatado
ser o maior fator prognostico descrito para LLA &otentes. Esta alteracdo esta
associada a aspectos de alto risco, notavelmenta lemcometria maior que
10.000/mm, idade inferior a 1 ano ou superior a 15 anos,amogegalias e
envolvimento do SNC. As células leucémicas tém abogia FAB L2 e imunofenadtipo
pré-B (CD10-), podem expressar marcadores mieldigescoces, bem como
marcadores linféides da linhagem B, sugerindo qse&se possam ser células
pluripotentes com capacidade de diferenciacdo erhaanas linhagens linfoide e
mieldide. Com progndstico ruim, as recaidas sdooges, em menos de 2 anos, sendo
o transplante de medula 6ssea o tratamento dehas@alkes,1998b; Martin Rames
al., 2001 ). Resultados demonstram uma SLE entre 224@eén 3 a 6 anos. Lactentes
menores de 6 meses de idade ao diagndstico ténsSubhde 8 a 40% enquanto que 0s
de 6 a 12 meses de idade ao diagnostico tém umad8L4D a 71% (Hildert al.,
2006).
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O geneMLL codifica uma proteina de 3969 aminoacidos contetetios de
zinco e AT-hook motifsque tem homologia com a proteina @eosophila trithorax
Através da regulacédo ao geHd®X, o MLL é essencial para o desenvolvimento normal
dos mamiferos e da hematopoese. Apesar da fungados genes de fusdo comhL
e suas proteinas ser ainda pouco conhecida, pgteces suas proteinas de fuséo
alteram a habilidade do gemdLL selvagem de regular a expressdo do ge@X

levando a leucemogénese (Tsutseiral.,2003).

Translocagbes que envolvem o gevleL resultam em proteinas quiméricas
consistindo da porcado N-terminal L fundida a porcdo C-terminal de 1 ou mais de
40 pares. A proteina de fusdo tem um ganho de dudoéninante que aumenta sua
atividade transcricional. Ela ocorre em mais de &bfocriancas menores de 1 ano na
LLA e em muitas leucemias secundarias a quimiotergplo uso de inibidores da
topoisomerase Il. A exposicdo de fetos a substirmie afetam a topoisomerase |l
podem, portanto, ser um evento leucemogénico naen@as que expressam esse
rearranjo. Uma variedade de compostos sintéticagais, incluindo antibiéticos com
quinolona, flavondides em alimentos e bebidas,qcétas, metabdlitos do benzeno e
alguns estrogénicos podem inibir a topoisomeraga ilivo ou in vitro (Pui et al.,
2004a).

Rearranjo E2A-PBX1

Esta alteracao foi descrita primeiramente por Qlagrcolaboradores (1983). O
rearranjo foi caracterizado como uma translocag@m aleatoria associada com LLA
pré-B, cujos linfoblastos apresentavam expressaly a@goplasmatica (Hungest al.,
1991).

Aproximadamente 25 a 30% da LLA de células pré-B emancas é
caracterizada pela presenca da t(1;19)(g23;p13LA€ geralmente acompanhada de
uma baixa resposta a regimes quimioterapicos pdteioet al.,1998). H4 uma fuséo
entre o gene€e2A do cromossomo 19 e BBX1 do cromossomo 1, que resulta na
expressdo de um fator de transcricdo quimérico EBX1a e E2A-PBX1b sendo que
as isoformas séo geradas pplicing alternativo da porcédo deBX1do RNAm (Bayly

et al.2006). As caracteristicas clinicas da LLA pré-B cant(1;19) incluem idade
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média de 5 anos, contagem de leucécitos de 21 #0%8x, altos valores de DHL e
indice de DNA < 1,6 (Martin Ramead al.2001).

O evento de fusdo resulta na expressdao de umain@otpie combina 0s
dominios de transativacdo do E2A com regifes doebdominio de ligagdo ao DNA
de outra proteina, inicialmente chamada de PRL, ms tarde renomeada de PBX1.
Enquanto o E2A tem muitas fun¢des durante o debamanto de células B, PBX1
nao é expresso em tecidos linféides. Entretants genes proximamente relacionados,
PBX2e PBX3 sdo transcritos em linfécitos. A funcéo BX1foi revelada através de
estudos genéticos com seu homodlogo, gem&radenticle (exd) da Drosophila
melanogasterAs porcdes do PBX1 necessarias para interacfeprmginas HOX séo
o homeodominio e a regido C-terminal, ambos retidosrearranjo E2A-PBX1
(Asplandet al.,2001).

O locus doE2A codifica dois produtos génicos, E12 e E47, quepsé@duzidos
por eventos diferenciais dgplincing Ambas as proteinas pertencem a classe | da
familia de proteinaselix-loop-helix basica (bHLH), e contém dois dominios de
ativacdo, denominados AD1le AD2. Estas proteinagspiessas amplamente e podem
heterodimerizar com uma variedade de proteinas bl#ditlo-especifico, incluindo
fatores miogénicos e neurogénicos. Em populacbesinficitos B, E2A funciona
predominantemente como complexos homodiméricosnpdrtancia dd&=2A como um
regulador mestre da linfopoiese B foi demonstragla pua habilidade em aumentar a
transcricdo génica da célula B especifica em celofo linféides. Por exemplo, a
expressao ectopica de2A em fibroblastos ativa a transcricdo de transcrites
Imunoglobulina (Ig) de cadeia pesada em célula f@fica. OE2A é também um
regulador importante no desenvolvimento de céllila€amundongos deficientes em
E2A demonstraram defeitos em multiplos estagios decdel e diferenciacdo dos
timocitos. A diferenciacdo e a ativacdo de linfdgitontribuem para a habilidade do
E2A em transformar células quando expressado come gartima oncoproteina E2A-
PBX1 (Asplandet al.,2001).

Proteinas homeodominio constituem uma classe @&speae fatores de
transcricdo de ligacdo ao DNA que estdo envolvetoanultiplos genes regulatoérios e

decisdes desenvolvimentais. Embora perturbacdes exressdo de proteinas
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homeodominio estejam geralmente associadas conitodef@orfologicos, estudos
recentes demonstram que sua expressao desreguddatgmbém contribuir para a

transformacao neoplasica (Monieigal.,1994).

Existem evidéncias de que o potencial oncogénict{lda9) pode ser devido,
em parte, a reducdo dos niveisEBA tipo selvagem. Niveis reduzidos B2A podem
romper a maturacdo da linhagem linféide e expapdpulacbes progenitoras nao
diferenciadas. A evidéncia mais convincenteE@#& como um regulador negativo do
crescimento celular tumorigénicm vivo € o desenvolvimento de timomas em
camundongos deficientes (Asplagidal., 2001).

Anormalidades que envolvem Linhagem T

A LLA-T compreende 12 a 15% das criangas com LLAa Bpresenta
caracteristicas clinicas, bioquimicas, imunolégeasomossémicas que sao distintas da
LLA de linhagem B (Scheneideet al., 2000). As caracteristicas clinicas s&o
semelhantes as de linfoma linfoblastico, 50% de®sapresentam massa mediastinal,
hiperleucocitose (valor médio de 50%A(), freqiiente invasdo do SNC e maior
incidéncia em maiores de 9 anos de idade. A res@ogtiimioterapia e a sobrevida séo
menores do que em pacientes com LLA-B, atribuidopante pela alta leucocitose e

pela auséncia de clones hiperdiploides (Raimendl.,1993).

As anormalidades cariotipicas mais comuns em LL#&d as t(1;14)(p32;q11),
t(10;14)(q24;911), t(11;14)(p13;911l) e t(7;9)(gBBY que originam uma super
expressdo dos oncogendlLl, HOX1l RHOM2 e TAL2 respectivamente. A
incidéncia de cariotipos normais oscila entre 3040%, muito maior do que na LLA-
B. As células sao blastos de timécitos imaturos aoethor progndstico do que os que
apresentam alteracées cromossOmicas clonais (M@amoset al.,2001).

A anormalidade do cariétipo mais frequiente em LLAd&tectada em 7% dos
casos, € a t(11;14)(p13;9g11). O ponto de quebmit@ese entre 0s locUBCR a/d no
cromossomo 14. No cromossomo 11 a quebra ocorgeneTTG1 (do inglés,T-cell
translocation gene )lou RBTN1(do inglés,rhombotin ), ele codifica uma proteina
nuclear cuja estrutura tem sido altamente consareatte as espécies, sugerindo um

importante papel na ontogenia. Outro gene relado@RBTN2(do inglésrhombotin
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2) foi encontrado proximo a regido 11pl13. Membrosgénerhombotinpodem ser
uma classe de fatores de transcricdo com relev@adi@ular nas neoplasias de células
T (Raimondi, 1993).

Entre 5% a 10% dos pacientes com LLA-T e linfomggesentam a
t(10;14)(q24;911). Ocorre no locu$CRY do cromossomo 14 e na regidao de
agrupamento do cromossomo 10. A translocacéo msadtar em uma desregulacdo do
gene homeobox, nomeaddOX1l Este demonstra homologia com outros genes
homeobox que normalmente codificam proteinas daclig ao DNA seqUéncia
especifica e quando expressada de forma anormelgqoodribuir para a leucemogénese
(Raimondi, 1993).

A t(1;14)(p32-34;911) tem sido observada em 3% chsos de pacientes com
LLA-T. O gene TAL1 (SCL1/TCL% é justaposto ao locus da caddi€R:/6 no
cromossomo 14. A expressao @AL1 inclui sequéncias contendo cerne hélice-alfa-
hélice, um dominio de ligacdo ao DNA presente ema uamilia de proteinas
envolvidas no controle do crescimento e diferer@macelular. Alteragdes d®AL1
sejam por traducdo ou outros rearranjos, repraseatalteracdo genética mais comum
associada com LLA-T (Raimondi, 1993).

Um estudo realizado por Schneider e colaboradd@80) com objetivo de
definir as diferencas citogenéticas entre LLA-B BALT e determinar o valor
prognéstico das alteracdes citogenéticas em LLA @mancas, sugeriu que ha
claramente diferencas cariotipicas entre as dudsadens e ainda diferencas de
sobrevida associadas aos blastos do tipo T. O estpdntou uma melhor sobrevida

associada aos cariétipos normais e com t(10;14ef8idert al.,2000).

Algumas mutacdes génicas podem provavelmente auxii alteracdo dos
mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo celjlatamente com o0s rearranjos
cromossomicos. A expressdo aumentadaFd®-3 um receptor de tirosina kinase
importante no desenvolvimento da hematopoese, @cem casos de LLA com
rearranjos do genglLL ou casos hiperdipléides envolvendo mais de 50 @ssomos.
Apesar da raridade de mutacOes de inativacdo acdkd do gen®B em LLA, a

inativacao funcional do caminho &B através da dele¢&o ou silenciamento epigenético
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do pl16 e pl®correm em quase todos os casos de LLA-T e em paasos de
LLA-B. AlteragOes destes inibidores de kinase depeate de Ciclina D ocorrem com
menor extensdo em LLA-T em adulto. Assim, comoredtB, o genelrP53 raramente
esta alterado na LLA, entretanto componentes dap®a estdo frequentemente
mutados. Dele¢do ou silenciamento transcricionapti4 , assim como a expressao
aumentada de HDM2 ou silenciamento de p21, um @amscricional de p53, ocorre
em aproximadamente 50% dos casos de LLA. Os preat6 e pl4 sao codificados
por molduras de traducdo alternativas em um mesos] A alta frequéncia de
dele¢cbes homozigéticas em pl6 e pl4 sugere gueeescdes dos caminhos dos genes
RBeTP53colaboram com a patogénese da LLA (€tal.2004a).
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2. Justificativa

A presenca das alteragcdes cromossémicas numeévmasestruturais na LLA
representam uma importante informacéao no que djer® ao progndéstico da doenca,
bem como pode orientar o tipo do tratamento quienggtico a ser utilizado.

No Estado de Goias, até o momento, nenhum estudoofmuzido visando
correlacionar os achados cariotipicos e LLA. Pdéotans dados obtidos a partir do
presente estudo poderdo contribuir para orientag@mto a abordagem terapéutica,
para a definicAo do diagndstico e prognostico doiepge. Adicionalmente, a
diversidade dos marcadores citogenéticos associaddsLA contribui para se

compreender a fisiopatologia desta complexa doenca.
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3. Objetivos

3.1. Geral
1. Avaliar as alteragcbes citogenéticas nas Leucemig®itdes Agudas em
criancas de 0 a 15 anos utilizando a citogenétoaencional.

2. Correlacionar os achados citogenéticos com o psigad

3.2. Especificos

- Determinar a frequéncia das alteracdes citogeasegm pacientes com LLA.

- Avaliar o prognostico da LLA a partir dos achadiisgenéticos.

- Correlacionar os resultados citogenéticos obtidos aspectos clinicos e
laboratoriais.

- Capacitar recursos humanos para o desenvolvingmtpensamento critico-
analitico e para a realizacéo de testes laboret@ma citogenética.

- Estabelecer possivel co-relacdo entre respostaatamento e os achados

citogenéticos
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4. Metodologia e Delineamento do Estudo

4.1. Delineamento do estudo
Foi realizado um estudo prospectivo no Nucleo dgsiieas Replicon (NPR) da
Universidade Catolica de Goias em mutua parcema ad-aboratorio de Citogenética
Humana e Genética Molecular (LaGene) da Superiétenid Leide das Neves Ferreira
/Secretaria de Estado da Saude / Governo do Ed@m@wias. Os casos foram obtidos
junto ao Servico de Oncologia Pediatrica do Hokpitaujo Jorge (HAJ) e do Servico

de Oncologia Pediatrica da Santa Casa de MiserecdedGoiania (SCMG).

4.2. Grupo amostral

Foram avaliados aproximadamente 25 amostras delanédgea ou sangue
periférico para LLA na infancia, com idade variandi® O a 15 anos, sendo que as
amostras foram obtidas previamente ao inicio dmigierapia dos pacientes atendidos
no HAJ e SCMG. A participacdo individual no estudoa doacdo das amostras
biologicas foram voluntarias. Antes do inicio ddetd das amostras a pesquisadora
responsavel pelo projeto fez os esclarecimentogssados para o entendimento e
posterior adesdo ao estudo que foi obtida mediartesenchimento e assinatura do

termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2.1 Critério de incluséo
* Criancas de 0 a 15 anos de idade com diagnostitbAle
* Amostras obtidas antes do inicio da quimioterapia.
e Tumor primario.

» Criancas cujo responsavel assinou o TCLE.
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4.2.2 Critério de exclusao
» Criancas que ja tenham iniciado o tratamento.
* Amostra de adultos.

4.3. Coleta de Medula Ossea e Sangue Periférico

O Setor de Oncologia Pediatrica do HAJ/ACCG e ooiSde Pediatria da
SCMG, a época do diagnéstico da LLA, realizaramoketa de medula Ossea para
estudo morfolégico e/ou imunofenotipico. Da amodamedula 6ssea foi retirado 2,0
mL para o estudo citogenético. O responsavel técde enfermagem de cada setor
coletou 2,0 mL de sangue periférico para o estitdgenético.

O anticoagulante de uso foi a heparina. As amodwesm transportadas
refrigeradas (4 a 8°C) para o LaGene/NPR e prodassao periodo maximo de até 2
horas ap0s a coleta do material bioldgico.

4.4. Citogenética convencional

4.4.1 Inicio da Cultura

- Verificou-se a qualidade do conteudo dos frasdescultura com meio
incompleto (RPMI 1640-GIBCO®).

- Etiquetou-se os frascos de cultura, com o codgalentificacdo das amostras
dos pacientes.

- Nos tubos com meio de cultura incompleto foramesaentados, 1,0 mL de
Soro Fetal Bovino, 1Q0Q. de L — Glutamina. Um total de 1@Q de Fitohemoaglutinina
foi utilizada somente nas culturas com sanguegrerd.

- Adicionou-se 1,0 mL da amostra de medula 6sssangue periférico nos
respectivos tubos contendo o meio de cultura.

- Homogeneizou-se a suspensao celular lentameyderaovimentos circulares.

-As culturas foram incubadas a 37°C por 48h/72h.
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4.4.2 Bloqueio da Cultura

- Um volume de 7L de colchicina (1Qg/mL) foi acrescido a suspenséo celular
apos 23 horas, para cultura com medula 6ssea, dwrg para cultura com sangue
periférico, do inicio da cultura. A amostra foiuh@da a 37°C por 30 minutos.

- O volume do frasco de cultura foi transferidogpam tubo cénico de 15 mL
devidamente identificado e centrifugado a 1000 domante 10 minutos.

- Desprezou-se o sobrenadante, por aspiracaoaeriscentado, lentamente por
gotejamento, 10 mL de Solucdo Hipoténica de ClodsoPotassio a 0,075 Molar e
incubado por 25 minutos a 37°C.

- Completou-se o volume com 14 mL de solucédo fixadie Carnoy (3 partes de
alcool metilico para 1 parte de acido acético).udpenséao celular foi homogeneizada
lentamente por inverséo e deixada a temperaturéeatelpor 10 minutos.

- A mistura foi centrifugada por 10 minutos a 10Q®n e o sobrenadante
aspirado, deixando-se 1,0 mL da solucéo cobrinblot&o de células.

- Acrescentou-se lentamente, por gotejamento eagdh¢cdo constante, até se
completar 14 mL, a solucédo de Carnoy.

- Os dois ultimos procedimentos foram repetidosdu@s ou trés vezes, até que
a solucéo ficasse com o sobrenadante limpo.

- Centrifugou-se por 10 minutos a 1000 rpm e desprase o sobrenadante

deixando aproximadamente 1,5 a 2,0 mL de soluc@e|déas.

4.4.3 Preparagao das Laminas
- As laminas foram limpas com solugéo de alcodiceta 70%.
- No minimo, cinco laminas foram preparadas.

- As laminas com o cédigo correspondente a cadafoeam identificadas.
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- No momento de uso, as laminas foram mergulhadasagua destilada e
colocadas em vapor de banho-maria a 60°C.

- A suspensdo de células foi homogeneizada e datejatilizando-se
micropipeta de 250.. Em cada lamina foram dispensadas 3 gotas d&iss&p.

- As laminas foram secadas a temperainmaiente e observadas no microscépio

invertido para identificacdo de metafases viaveis.

4.4.4 Bandeamento

- Foram preparadas aliquotas de 0,5 mL de Trigs@oo).

- Cada aliquota foi completada para uma gsp dels58ertampéo PBS.

- A solucéo de tripsina (0,025%) foi aquecida emhmamaria até atingir 30°C.
As laminas foram submersas nesta solucdo por 3Mdes.

- A acdo da Tripsina foi interrompida, mergulhadé@mina em metanol.

- As laminas foram colocadas em solucéao de Gierd8a por 3 minutos.

- Por ultimo, a lamina foi enxaguada em agua edseem seguida.

4.5 Andlise Citogenética

Sistema de microscopia 6ptica motorizada, inteday a um computador
equipado comSoftwareespecifico para andlise citogenética (IKARQOBetasystems
Germany, foi utilizado como ferramenta de apoio para aliaa citogenética
convencional.

4.6 Consideracdes Eticas

O presente estudo recebeu parecer favoravel dot€amiEtica de Pesquisa
com seres humanos da Associacdo de Combate aor@am¢goias e da Santa Casa de
Misericordia de Goiania. Os numeros dos protocatsbuidos foram 008/08 e

027/008, respectivamente.
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5. Resultados

Um total de 25 pacientes (0-15 anos) com diagrsde LLA foram
encaminhadas das instituicbes de origem (Tabelad/periodo de marco a dezembro
de 2008, ao Laboratdrio de Citogenética Humana méta Molecular (LaGene) da
SulLeide/SES/GO para analise citogenética. Tréssc&s@m excluidos do estudo
devido a auséncia da leucose, confirmada pelazagdld da imunofenotipagem.

Tabela V. Envio de Casos pelas Instituicdes de Origem.

Instituicéo Casos Recebidos
HAJ 16
SCMG 6
Total 22

Os critérios FAB e Imunofenotipico foram utilizadpara o diagnostico
dos pacientes. Ambas as instituicbes administrapmotocolo de tratamento GBTLI
LLA-99, que adotam os mesmos critérios de risco Nlol ao diagnostico. As

informacdes clinicas e laboratoriais foram obtidi@s prontuarios médicos.

Dos 22 pacientes incluidos no estudo, 11 (50%)dsésexo feminino e
11 (50%) sdo do sexo masculino. A média de idadddd,2 anos (1-12 anos). Nao
houve nenhum caso menor que 1 ano, a faixa etaim intidente foi entre 1 e 9 anos
de idade, correspondendo a 86% dos casos, segeidd4® para >9 anos. A
determinacao da faixa etaria para o estudo fondkfisegundo o critério adotado pelo
GBTLI LLA-99 para estratificacdo dos grupos etarpega avaliacdo de prognostico
(Figura 5). Sendo que 64% das criancas apresentdea®a variando de 2 a 5 anos. Os
individuos do sexo masculino apresentaram uma nalistribuicdo percentual (92%)

nas idades variando de 1 a 9 anos em relacdo adesainino (Tabela VI).

Tabela VI. Relacéo entre Sexo e Idade dos pacientes com ktudlados no HAJ e SCMG.

Sexo Idade Distribuigéo Percentual
1-9 anos 91%
Masculino > 9 anos 9%
1-9 anos 82%
Feminino > 9 anos 18%
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Figura 5. Frequéncia da idade dos pacientes com LLA, esagdad HAJ e SCMG, ordenada segundo
critérios de prognéstico para a patologia em coniidade com GBTLI LLA-99.

A remissdo morfoldgica no vigésimo oitavo dia dduigdo (D+28) foi
obtida em todos os casos. A Doenca Residual Min{pRRM), determinada por
citometria de fluxo (CF), foi positiva em 3 cas@4%). Houve 2 recidivas medulares
(casos 6 e 14) e 2 recidivas no SNC (casos 14.618)ro criancas foram a obito (14,
15, 16 e 21). O caso 4 apresentou infiltracdo MG &0 diagndstico e DRM positiva,
apesar da demora para entrar em remissdo o pacigateecidivou e responde ao
tratamento quimioterapico. O paciente 14 foi ad@bjpos a recidiva, os pacientes 15 e
16 foram a Obito apO0s entrarem em remissdao medaidros por parada cardio
respiratoria. O paciente 21 foi a 6bito duranteasefde inducdo do tratamento com

sepse e disturbio da coagulacéo.

Os pacientes foram estratificados em dois grupossde de recaida de
acordo com o protocolo GBTL1 LLA-99: baixo risco aaida (55%) e alto risco de
recaida (45%). As caracteristicas clinicas e ldboaeés de cada paciente estdo
representadas nas Tabelas VIl e VIII.
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Tabela VII. Caracteristicas Clinico-laboratoriais dos pacintanm LLA classificados como Risco Padrédo/Baix@®isegundo critérios
do GBTL1 LLA-99.

IP | Sexo| Idade | CTL Imunofendtipo Cariotipo DRM */RM
(anos)
1 M 2 3.800 LLA-B 1l/ CD10+/ CD56+ 46,XY Negativa/Sim
2 F 8 2.000 LLA-B I/ My+/ CD10+/ CD56+ Nhc Negedi/Sim
3 M 3 7.400 LLA-B Il/ CD10+/ CD56+ 46,XY Negativa/Sim
7 M 2 40.200| LLA-B Ill/ clgM+/ CD10+/ CD34-/ 46,XY Negativa/Sim
TdT-

11| M 3 9.600 | LLA-B I/ CD10+/ migM+/ CD34- Nhc Positiva/Sim
12 F 3 4.900 LLA-B I/ CD13+/ CD33+ 46,XX/46,XX,4c48,XX, t(q1;q4) Na/Sim
$ M 6 27.000 LLA-B Il/ CD10+ NHC Na/Sim

17 F 4 1.470 Na 46,XX/46,XX,t(10;14)(922;932 NegatSim
18 M 3 2.100 Na Nhc Na/Sim

20 M 4 20.000| LLA-B Il clgM+/ migM+/ CD10+/ Nhc Na/Sim

CD34+Pa@) CD34+P¥? | CD56-
%|_1 F 3 22.000| LLA-B Il/ CD10+/ CD34+/ CD56+ Nhc Na
22 F 5 1.330 LLA-B Il/ CD10+/ CD2+/ CD33+/ Nhc Negativa/Sim

CD56+

IP: Identificacdo dos Pacientes, DRM: Doenca Resilflinima, D+28: Vigésimo Oitavo Dia da Remisséa; Nao Avaliado{-: Obito,
*DRM avaliada por Citometria Bleixo. Nhc: N&o Houve Crescimento, RM: RemissaafMagica, CTL: Contagem Total de Leucdcitos
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Tabela VIII . Caracteristicas Clinico-laboratoriais dos paegiebm LLA classificados como Alto Risco, segundi@idos do GBTL1 LLA-99.

IP | Sexo| Idade CTL Imunofendtipo Cariotipo DRM */RM
(anos)
4 M 4 352.000 | LLAT- Il CD10+/ CD4+/ | 46,XY/46,XY,del(16g22)/46,XY,del(6926)/ | Positiva/Sim
CD8+ Hiperdiploidia
5 F 12 91.000 LLA-T Il/ CD10-/ CD34-/ | 46,XX/46,XX,del(8)(q21.2-22)/ Positiva/Sim
CD56+/ cCD3-/ mCD3-/ | Hiperdiploidia
CD4+/ CD8+
6 M 1 200.300 | LLA-B Il CD10+/ CD34- | 46,XY/46,XY,1(7;12)(g34;922);del(10qter)/ | Negativa/Sim
46,XY,1(7;12)(934;922)/
46,XY,t(4;8)(931.2;923)/
46,XY,t(12;16)(g24.1;923) / Near-Haploidia
8 F 11 64.000 LLA-B lll/ clgM+/ CD10+| 46,XX Negativa/Sim
9 F 7 496.000 | LLA-B I/ CD10-/ CD34- 46,XX Negativa/Sim
10 F 6 310.000 | LLA-B Ill/ CD10+/ clgM+{ Nhc Negativa/Sim
CD34-/ CD33+
13 M 5 49.000 LLA-T lll/ CD10+/ CD3+/ | Nhc Na/Sim
CD4+/ CD8+
f F 9 298.000 | LLA-B I/ CD10+ Nhc Na/Sim
15 F 2 120.000 | LLA-T Il CD10-/ 46,XX,del(17925) Na/Sim
+ CD79a+
19 M 11 19.000 LLA-B Il/ CD10+/ CD56+/ 46,XY/46,XY,1(7;12)(q35;p11),+21 Negativa/Sim
CD34-
IP: Identificacdo dos Pacientes, DEMenca Residual Minima, D+28: Vigésimo Oitavo B@Remissdo, Na: Ndo Avaliago,0bito,

*DRM avaliada por Citometria de Fluithc: Ndo Houve Crescimento, RM: Remissdo MorfaégCTL: Contagem Total de Leucdcitos
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Foram realizados imunofenotipagem em amostras dpagl@ntes, sendo que
80% corresponderam a LLA B e 20% a LLA T. O imumdfigoo B mais frequiente foi a
LLA B-Il com 56%, seguida da LLA B-lll com 31% e IALB-I com 13%. Tanto o
imunofendtipo LLA T-Il quanto o imunofendtipo LLA-TI representaram 50% dos

casos T estudados (Figura 6). A expressao do nar€dl10 estava presente em 80%

dos casos.

OLLA-BI

OLLATI
mLLA-BI BLLATII
ELLAB I ELLATII
BLLABIV BLLATIV

Figura 6. Distribuicdo percentual dos imunofendétipos B es@gundo a classificacao EGIL,
dos pacientes com LLA.

Na avaliacdo citogenética 58% dos cariotipos radtz apresentaram
alterados. As translocacdes e delecbes foram asadinalteracdes estruturais
identificadas. Em apenas trés casos (43%) foi uhdar a presenca de alteracdes

numericas, sendo que em 2 casos ocorreu hipeigleil caso houve near-haploidia.

As amostras de medula 6ssea representaram 59% tédahhiologico
avaliado enquanto as amostras de sangue perifiétiaiizaram 41%. Das 22 culturas
celulares realizadas obtivemos expansao clonal penas 12 (55%). Sendo que 4
(33%) representaram culturas realizadas com medkdaa e 8 (67%) com sangue

periférico (Tabela IX).

Tabela IX. Distribuigdo percentual das amostras biol6gicasdest para LLA na infancia.

Cultura celular Medula 6ssea Sangue Periférico Total
0 0
Metafases 4 (33%) 8 (67%) 12
Auséncia de Metafases 9 (90%) 1 (10%) 10
Total 13 9 22
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6. Discussao

A LLA é o tipo mais comum de leucemia em criangagaspondendo a uma
complexa desordem proliferativa do sistema linforampoético. Desde 1980, com a
introducéo da fase de intensificacdo do tratamaritizando multiplas drogas, a LLA
deixou de ser considerada uma doenca fatal e smtsdpres passaram a ter uma
sobrevida por um periodo de cinco anos em aproxamadte 80% dos casos. Todo o
avanco observado foi o resultado de intensas peEesjai respeito dos diversos fatores
prognésticos e sua relacdo com a evolucdo da doenggue tem permitido a
estratificacdo dos pacientes em grupos de risceseanapossibilitando um maior

direcionamento do tratamento quimioterapico.

Com o avanco do estudo da LLA, os pesquisadores @gomtado para a
presenca de alteracdes genéticas que poderianmesgmnsaveis pelo o processo de
iniciagdo ou progressédo celular. Atualmente, axajbes citogenéticas e moleculares
sdo parametros de grande relevancia clinica, deortdmria diagnostica e ainda
permitem informacdes prognosticas independentesLAa Por isso é recomendavel
investigar todas as possiveis alteracdes preserasscélulas leucémicas para se
caracterizar os fatores biolégicos envolvidos aadformacao e progressao maligna, e
para se definir as terapias alvo-especificas qnefiosgardo ainda mais os pacientes com

neoplasias.

A LLA, objeto de investigacdo do presente estudwalgnente apresenta boa
evolucdo clinica. O prognostico € bom para os psesecom melhor resposta a terapia
inicial de inducédo (D+28), idade entre 1 e 9 anlesicometria <50.000, imunofendtipo
B, presenca de marcador CD10+, cari6tipos hiperiipt e presenca de trissomias dos
cromossomos 4, 7 e 10, e a t(12;21) com gene d& fUEL/AML1 Apesar do
conhecimento da presenca de diversas alteracdm®ssoOmicas presentes neste tipo de
leucemia ainda persistem e existem lacunas nontest® de algumas criancas.
Portanto, ha necessidade de avaliar novos indieadgue auxiliem e direcionem o0s

clinicos no estudo da evolugéo destes pacientes.

Por um longo periodo, a variavel sexo foi considaraum fator

prognostico significativo. A ocorréncia de LLA emdividuos do sexo masculino foi
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demonstrada por Pui e colaboradores (2004b), cgmesa@ntando uma pior resposta as
terapias, comparativamente ao sexo oposto. De uar@eim geral, a diferenca de
resposta entre os sexos poderia estar relaciomaglas diferencas imunofenotipicas e a
ploidia. O imunofendtipo T estaria presente comamieqiéncia em individuos do
sexo masculino (Put al.1999). No presente estudo ocorreu uma proporcéad anire

0s sexos com relagdo ao imunofendtipo T.

Os resultados estdo em desacordo com o sugeriddN@A (2005), que
mencionou freqiéncia de LLA elevada para os indiv$ddo sexo masculino quando
comparada com o sexo feminino. Em nosso estudop@orgdo de individuos foi a
mesma, 0 que provavelmente pode estar relacionadanaanho reduzido do grupo
amostral. Como descrito por Farias e colaborad(@664) e INCA (2007) maior
incidéncia para LLA é esperada para a faixa etgmiae 2 a 5 anos de idade, o que
contribui com os dados do presente estudo, cujgidrcia para esta faixa etaria foi de
64%. De acordo com o estudo realizado por de @éveicolaboradores (2009), com
base no banco de dados do Registro de Cancer @eHggmilacional, Goiania e Sao
Paulo, demonstraram uma taxa elevada para LLA é@miireiduos do sexo masculino
na faixa etaria de 0 a 4 anos de idade, respeciviEnT.83 e 6.16 para 100.000.

No presente estudo a LLA-B representou 80% dosscastudados. Segundo
Brumpt e colaboradores (2000) a LLA-B foi observada aproximadamente 85% das
LLAs infantil. Conforme a descricdo de Bacal e boladores (2003) o imunofendétipo
B mais frequente € a LLA B-ll, confirmando os aatedlo presente estudo, que
encontrou uma frequiéncia de 56%. A expresséao doatar CD10 foi positiva em 80%
dos casos, destes apenas 0 caso 4 nao respondmpia te inducdo da remisséo,
apesar de ser esperado por apresentar caracéeyisimo imunofendtipo T, leucocitose
acima de 50.000/minque ja o colocava no grupo de alto risco. A edtira@levada do
risco foi reforcada pela presenca da alteracdo @seéimica, que pode também estar

envolvida como causa subjacente a resposta de&afelao paciente.
Como mencionado anteriormente, a LLA é a leucemia gpresenta uma

quantidade elevada de alteracbes cromossomicasy s numeéricas ou estruturais.

Neste estudo a maioria dos pacientes (58%) apoesewaridtipo alterado,
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correspondendo ao observado por Artigas e colaborad(2006) que descreveram
alteracdes em 60 a 75% dos casos.

Os resultados ndo sdo surpreendentes quanto @asdtada expansao
clonal na medula 0ssea, apenas em 4 (33%) culteadizgadas com medula éssea foi
obtido sucesso. Observamos maior dificuldade d&nento em relagdo a cultura com
sangue periférico. Ainda é desconhecido o agerggénente que impede o crescimento
celular e consequentemente a presenca das metgiasedo se utiliza amostras de
medula éssea. Os resultados do presente estudmesugele provavelmente ndo ha
relacdo com a leucocitose, pois mesmo nos casodltdeas com sangue periférico com
leucocitose acima de 20.000/mre praticamente 100% de blastos, ndo houve prablem
para se observar a expansao clonal. Algumas hggesdem ser levantadas sobre os
possiveis fatores de inibicdo de crescimento naulaeibsea. Um fator potencialmente
implicado poderia ser a quantidade de gordura presea medula 6ssea. Embora as
amostras de criangas apresentarem um percentgardigra menor as amostras de MO
foram lavadas com RPMI previamente a semeadurasakme ser observado resultados
positivos para algumas culturas, o tamanho do gampostral ndo permite inferéncias

sobre a eficiéncia do procedimento.

Ainda persiste a hipotese de a falta de algumenitiou fator que mantenha o
ambiente de cultura o mais parecido com o organisameano e, portanto, deve ser o
responsavel pelo fracasso da expansao clonal em IBehsamos que, deve existir algo
muito complexo associado a presenca de blastogided, pois observando outras
culturas de MO, de pacientes enviados ao labocat@GENE que apresentavam SMD
e outros tipos de leucemia LMA, LLC, LMC, o sucessm as culturas eram superiores

e a qualidade das metafases, em alguns casos taenaénmelhores

A resposta inicial a terapia de indug&o da remigsdm dos fatores prognésticos
mais importantes na LLA. Pacientes que responderartente ao tratamento tem alto
risco para recidiva, enquanto aqueles que atingeemeséao entre 4 a 6 semanas tem
progndéstico melhor. Em nosso estudo, foi possilasksdicar os pacientes em grupos de
risco (baixo risco de recaida e alto risco de dzjake avaliar sua evolucao e resposta ao
tratamento a partir dos dados de DRM no D+28. N em que a DRM néao foi
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realizada foi utilizou-se a remissdo morfologicaapestabelecer o risco relativo para 0os
pacientes.

No grupo de baixo risco de recaida, apenas o chspresentou DRM positiva,
a sua ma resposta a terapia de inducdo pode elsteibnada ao seu subtipo FAB que é
mais agressivo, no caso uma LLA L3. Por néo tetuésto bem, ele foi transferido para
0 grupo de alto risco. Em nosso estudo os pacietassificados como sendo de alto
riscCo representaram O grupo com maior numero deraglies cromossomicas

observadas.

As alteracdes numéricas e estruturais encontradgzasente estudo seguem
especificadas abaixo.

* Caso 17: 46,XX,1(10;14)(922;932)

Segundo Raimondi (1993), a translocacao envolvesdoromossomos 10 e 14
pode ser encontrada com certa frequéncia na LLA#H gutros pontos de quebra. No
presente estudo houve o envolvimento da regido 2l4p® contém o genbGH
(imunoglobulina de cadeia pesada). A translocaggmesenta um mecanismo de
ativacdo de diversos proto-oncogenes, envolvidosdderentes tipos de alteracéo,
presentes na leucemia de células B, as mais descsifio a t(8;14)(g24;932),
1(8;22)(q24;911), e t(2;8)(p12;924), que levam aregulacdo do oncogemYC, que
passa a estar sob a influéncia de sequéncias tjmellasn o processo da transcricdo no
l6cus da Ig constitucionalmente atiyBinelli et al., 1999). A regido translocada em
14q32 também pode estar presente em diversos difiass de leucemia: leucemia
linfocitica crénica de células T (LLC-T), leucenmeolinfocitica de células T (LLP-T),
linfoma de células T e leucemia de células T enitadissociado a HTLV-I (Mengle-
Gaw et al., 1988). Analisando-se os dados disponiveis no garkemao foi possivel
definir se h4 uma associagdo entre a presencaotie@rcogenes e a outra regido de
quebra (10922). Apesar da alteracdo cromossomgacoadicdes como idade e
leucometria foram favoraveis, o paciente evoluitmbe terapia de inducdo como

demonstrado pela DRM negativa.

e Caso 12: 46,XX,49+/46,XX, t(q1;94)
A auséncia de relatos na literatura e de dadosemeléznk n&o permitiu inferir a

participacdo desta alteracdo no processo de leg@mse. A crianga evoluiu bem,
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respondendo a terapia inicial de indu¢cdo com RMitipas permanecendo até o

momento em remissao.

e Caso 4: 46,XY,del(16922)/46,XY,del(6g26)/ Hiperdipidia

Alteracdes envolvendo a delecdo no cromossomo L6Aeainda ndo foram
observadas. A regido 16g22-23 envolve o geRE€Alque é um supressor de tumor.
Acredita-se que ele seja um regulador transcritiergue participe no reparo do DNA.
BRCAlesta inativo principalmente em tumores de mamaagi@\(Folgueira; Bretani,
2006). Carter e colaboradores (1990) sugeriramadgies do cromossomo 16q podem
conter sitios de genes supressores de tumor inmpestana patogénese do cancer de
préstata humano. Maw e colaboradores (1992) inalicayue no cromossomo 16qg pode
estar localizado um gene supressor de tumor regpeingela tumorigénese do Tumor de
Wilms.

A delecdo no braco longo do cromossomo 6 é umanaiiolade comum na
LLA, representando 4% a 13% dos casos, mas sefficagio clinico e biolégico ainda
nao foi definido. Tem sido associada com LLA-T eckmia de células T em adulto
(Hayashi,et al., 1990). Alguns estudos sugerem que esta alterag@isefrequente na
LLA-T (Scheneideret al.,2000; Heeremat al.1998; Fariast al.,2004). No presente
estudo a del(6g26) em um caso de LLA-T, concordao os autores supracitados. O
valor prognaostico da hiperdiploidia foi melhor defio até o momento para LLA de

células B e o seu valor prognéstico em uma LLAfIdaindo esta bem definido.

Neste caso, a crianga nao evoluiu bem e apresBiR®dpositiva, mesmo tendo
recebido terapia mais intensa por estar no grupaltte risco. Uma vez que o0s
supressores de tumor controlam negativamente depagiio e sobrevivéncia celular,
mutacdes deletérias deste gene, mesmo que sefei@saum alelo, no presente caso 0
BRCAI podem ter contribuido para o desenvolviment@mgresséo da LLA

* Caso 6: 46,XY/46,XY,1(7;12)(q34;922);del(10qter)/4&Y,t(4;8)(q31.2;923)/
46,XY,1(12;16)(g24.1;923) / Near-Haploidia
O caso 6 apresentou caridtipo bastante complexm, rulltiplas alteracdes

cromossOmicas estruturais e near-haploidia, qugapetmente contribuiram para a
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remissdo parcial que o paciente apresentou. Atémento, 0 paciente permaneceu

com auséncia da remisséao.

A presenca da near-haploidia é uma condicdo ram cpracteriza um
prognostico desfavoravel de curta duracdo do perdiedremissdo, como foi observado
em nosso estudo. Pui e colaboradores (1990) desaravem seu trabalho que a
condicdo de near-haploidia esta associada com rfetda elevada e idade mais
avancada ao diagnostico, LLA comum e predominameaiaexo feminino. Mas em seu
estudo, 0s casos near-haploides avaliados nédo fexalmsivamente do sexo feminino,
concordando apenas com o0s outros fatores descEtos.nosso estudo apenas as
variaveis, leucocitose e sexo correspondem aoajusifierido por Pui e colaboradores
(1990).

As translocacdes relacionadas com a regido do gsonw 12, t(7;12)(q34;922)
e 1(12;16)(g24.1;923), podem envolver o géB&1 (do inglés,Insulin-Like Growth
Factor 1). Este gene tem grande impacto na proliferacaalarel diferenciacdo e
apoptose e correspondeu a um potente mitdgeno eamampla variedade de células.
IGF1 exerce seu efeito mitogénico aumentando a sintesBNA e estimulando a
expressao da ciclina D1, que acelera a progressémwld celular da fase G1 para a fase
S. Além de estimular a progresséo do ciclo cell@i1 inibe a apoptose estimulando a
expressdo da proteina Bcl e suprimindo a expredsaBAX. O IGFI é um forte
mitogénico para uma ampla variedade de linhagensadeer, incluindo sarcoma,
leucemia e canceres de prostata, mama, pulmaon,cékidbmago, esodfago, figado,
pancreas, rim, tiredide, cérebro, ovario e utergical e endométrigYu; Rohan, 2000).
Com at(7;12)(g34;922) ste gene pode estar sendo hiperexpresso podtetranslocado
em uma regido onde estao presentes os genes dfieatoghara os receptores de células T
(TCR) que possuem promotores fortes. Por ser uidgetiio potente, a proliferacdo celular
torna-se aumentada, contribuindo para a intenseod@tose ao diagndstico e posterior
resposta transitéria, quando o paciente semprgesama situacao de leucopenia para uma

intensa leucocitose, apos a administracdo da qiérajoia.
A delecdo 10qter pode envolver a perda do gene &8lizado na regido 10g24.

A proteina FASL (ligante FAS) situada em uma ceéliga-se a receptores trans-

membranares FAS na superficie de uma célula ad@dea uma forma geral esta ligacéao
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dispara a cascata da apoptose. A atenuacdo do FddR mausar desordens
linfoproliferativas e pode acelerar doencas autamesy enquanto a ativagéo excessiva do
sistema FAS-FASL pode contribuir para a destrudidtecido (Griffithset al.,2006).

Como nos casos anteriormente discutidos, a agsactos fatores considerados
desfavoraveis (idade, leucocitose >50.0000/mm3jétgaw complexo com near-
haploidia) resulta em mau prognéstico, apesar @sepca do marcador CD10. A
negatividade da expressdo do C34, que é marcadeéldi@s imaturas em leucemias
agudas, nao diz muito a respeito de prognosticgugoexistem controversas quanto ao

seu papel no prognostico da LLA (Bassal.,2001).

e 46,XY,t(7;12)(g35;p11),+21

N&o € de nosso conhecimento a ocorréncia de ralattieeratura médica sobre
a 1(7;12)(g35;p11) associada a LLA B precursora. éfivanto, existem relatos na
literatura de criancas, menores de 18 meses de,idach diagnostico de LMA e que
apresentavam translocagdes envolvendo os cromossom@2 em diferentes pontos de
guebra, como t(7;12)(q36;p13) e t(7;12)(g32;pl&guhdo os autores esses rearranjos
cromossOmicos conferem pior prognoéstico aos pasef($lateret al.2000, Berna
Bervelooet al.,2001).

No caso 19, os pontos de quebra nos cromossomoslZ envolveram,
respectivamente, as familias dos genes de Recemter€élulas T (TCR em 7935 e a
regido pll, sem genes ligados. O cromossomo ¥atigen contém as regibes a
montante dos genes deCRB, enquanto que a regido translocada, correspondente

porgdo distal do cromossomo 12, contém o oncogjéhe

Em 7935 encontram-se 0s genes de F,GRenes responsaveis pela transcricdo
de proteinas ribossomais 60S e o geéREB3L2(do inglés, CAMPresponsive element
binding protein 3-like P que codifica fatores de transcricdo como CREB3REBA4.
Todos 0s genes em 7935 apresenpaamotores fortes, pois 0s seus transcritos sao
importantes nos processos do desenvolvimento celdlamo resultado do rearranjo
proveniente da t(7;12)(gq35;p11) pensamos que hoauwve ativacdo transcricional dos
genes adjacentes a regido translocada. Esta atigégéca incluiu a hiperexpressédo do
oncogene TEL localizado no derivativo 7. Conseggraente, o produto TEL conferiu
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uma vantagem de crescimento ao clone linfobldstieopldsico identificado no

paciente.

A presenca da translocacao cromossoémica t(7;12){fjBbnéo é suficiente para
a diferenciacdo entre os diferentes subtipos de ,Llapesar das alteragoes
cromossOmicas 12p estarem envolvidas em muitoss adasd_LA de linhagem B. O
oncogenelEL, provavelmente, teve participacdo fundamentalstageo de progressao
da LLA, promovendo a expansado clonal das célulesaoas. Assim, a expansao de
TEL néo deve ter sido o evento inicial desencadeadoprdcesso neoplasico, mas
contribuiu significativamente para a permanénciacldme, por garantir vantagem no

Seu crescimento.

Em relacdo a trissomia do 21 presente no clommnssvel pela evolugdo da
LLA do presente caso, trata-se da aneuploidia rfraigientemente observada em
adultos e criancas com LLA. Como Unica anormalidadeal, +21 representa 2% dos
casos de LLA pediatrica e até 1% da LLA em adultes criancas com LLA, a
freqUéncia da trissomia do 21 é aproximadamenté08é para o grupo com 47 a 50
cromossomos em suas metafases e de 80% no grupmaiznte 50 cromossomos. A
trissomia do 21 como Unica anormalidade caricipéen um progndstico favoravel na
LLA. No grupo de casos com 47 a 50 cromossomosye@ilta em prognostico melhor
em criangas, quando nao existem associacdes coranjea estruturais (Watsat al.,
1993).

Até 0 momento, nosso paciente mostrou boa respmestgéutica, como
observado pela avaliacdo da remissdo morfolégida ®RM. Pelo fato de ser uma
alteracdo cromossdmica rara e pouco descrita atthomento, ainda existem
dificuldades para se definir seu real impacto pdéstjno. Assim, relatos subsequientes
Sao necessarios para se promover melhor compreans&peito desta anormalidade e

do papel do gene TEL na progressao das leucemias.

Com relagdo aos casos 5 e 15, nao foi identificesauma descricao associada
a LLA com relagdo as seguintes alteracoes: del&)522) e del(17925). Ambos os

casos corresponderam a uma LLA-T, com marcador Ggativo.
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A andlise citogenética das metafases cromossénpmoasbandeamento G é
geralmente mais dificil para realizar na LLA peddd do que em outras leucemias. As
metafases séo frequentemente de pior qualidade sepdrtante ter uma boa resolucéo
do bandeamento G para identificacdo correta dasaafies cromossdomicas. Os
cariotipos normais em alguns pacientes podem measoara alteragdo cromossdémica
gue é tdo minima que nado pode ser percebida. Bor asuso de ferramentas
moleculares, FISH, PCR em tempo real, CGH, assasiadcitogenética convencional
poderiam contribuir para a identificacdo destasivess alteracdes génicas, permitindo
melhor compreensdo dos mecanismos da leucemogénesasequentemente uma

melhor impresséo a respeito do carater prognédiisanesmas.
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7. Conclusodes

 Pela avaliacdo citogenética 58% dos cariotipos saptaram alteracdes
genéticas nos pacientes estudados

* A maioria das alteragbes cromossOmicas aqui eramtar ainda nao foram
descritas até o momento, havendo, portanto linotagpdanto a definicdo do
prognostico

* A associacao entre resposta terapéutica e achadgereticos foi estabelecida
de forma descritiva e observacional sendo impatantealizacdo de novos
estudos para melhor definicdo. Em dois casos emrcieddoi estabelecida de
certa formar, a participacdo de alguns genes ncepso da leucemogénese e,
portanto, foi possivel avaliar a resposta dos paesefrente as estas alteracoes.
O caso 6 apresentou resposta parcial ao tratareentoaso 19 apresentou boa

resposta ao tratamento.
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Anexo 1

1. Preparo das Solugbes
1.1 Preparo da solucéo hipotonica

- Solucéo hipoténica de cloreto de potassio (KGYBM.

- A solucéo hipotbnica foi sempre preparada naddiaiso e deixada na estufa a

37°C até o momento do uso.

1.2 Preparo da solucgéo fixadora &lcool-acida de Caoy
- A solucéo fixadora de Carnoy foi preparada utildmse 3 partes de alcool
metilico para 1 parte de acido acético glacial.
Alcool metilico.................. 30 mL
Acido acético glacial......... 10 mL
- A solucao fixadora de Carnoy foi sempre preparadaentos antes do uso e
deixada no freezer.
1.3 Preparo da solucéo de Giemsa a 4%
Giemsa............... 2mL
Agua destilada (gsp)........ 50 mL

- A solucéo de Giemsa a 4% foi mantida ao abraytud.
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Anexo 2

Universidade Catolica de Goias
Pré-Reitoria de Pds-Graduacgao e Pesquisa

Departamento de Biologia-Mestrado em Genética

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho(a) esta sendo convidado(a) para particigano voluntario, em uma
pesquisa cientifica. Apos ser esclarecido(a), petponsavel da pesquisa, sobre as
informagbes a seguir e caso aceite fazer parte stiade assine ao final deste
documento. Vocé devera assinar duas vias, uma éledaa e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de duvida sobre a pesquis@ paalera entrar em contato com a
pesquisadora responsavel, Lysa Bernardes Minasitelefones: 3233-7387 ou 8408-
7586, ou no momento da entrega do termo de consemit livre e esclarecido. Em
caso de duavidas sobre os seus direitos como ppamitel nesta pesquisa, vocé podera
entrar em contato com o Comité de Etica em PesgqlasdHospital Aradjo Jorge, no
telefone: 3243-7050.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE DEVE SABER SOBRE A
PESQUISA:

Titulo do projeto: LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NA INFAN CIA:
IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO CITOGENETICO CONVENCIONA L
COMO FATOR PROGNOSTICO.

Responsavel pela pesquis&ysa Bernardes Minasi
Coordenador Geral: Dr. Aparecido Divino da Cruz,PhD
Telefone para Contato 3233-7387/ 8408-7586 (Lysa)

O estudo tem como objetivo avaliar as alteracGa®éticas nas Leucemias
Linféides Agudas na infancia em criangas menoresldleanos de idade, buscando
correlacionar os achados citogenéticos com a e&olalp quadro clinico da doenca.
Este estudo permitird que os médicos tenham umometitendimento sobre a evolugéo
da doenca facilitando assim o diagndstico e a @@@&m®, em alguns casos, no
tratamento.

Na época do diagndstico, antes do inicio da med@gag Servico de Oncologia
Pediatrica do Hospital Aradjo Jorge realizara aeteolde medula 6ssea para estudo
morfologico e/ou imunofenotipico, desta amostrangelula éssea, sera retirado 2,0 mL
para o presente estudo. Ndo haverd nenhum ris@ @avoluntario apenas um
desconforto no momento da coleta, pois a coleta fta por médicos do setor de
pediatria e este procedimento ja faz parte daaatmmsetor para fazer o diagnéstico da
doenca, portanto a coleta ndo sera realizada agErasa pesquisa genética. Sera
realizada ainda a coleta de 2,0 mL de sangue peadfpela pesquisadora responsavel
deste projeto, ndo havera nenhum risco apenas soomferto durante a coleta, em
alguns casos podera formar uma mancha roxa no HWeatoleta, caso ndo haja
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compressao do local apOs a coleta de sangue, m&ssito esta mancha desaparecera
apos alguns dias ndo sendo necessario preocupaicaarfe dos pais.

O patrticipante nao tera nenhuma despesa ao comardparticipar do projeto,

e ndo haverd nenhum tipo de pagamento ou grafifictiganceira pela participacao, ela
€ voluntaria. O responsavel pela crianca tera@tdide pedir indenizacdo em caso de
danos decorrentes durante a participacédo de $eurfd pesquisa. Os dados pessoais de
cada voluntario serdo mantidos em absoluto sigids. resultados obtidos seréo
utilizados somente nesta pesquisa, se publicadaeeistas e jornais especializados,
igualmente sera guardado o sigilo.

O presente estudo devera ser concluido até o mésuge de 2009.

A equipe médica assegura o tratamento adequadoodies tos pacientes,
independente de optarem por participar ou ndo tlmlesOs participantes da pesquisa
terdo a liberdade de recusar ou retirar 0 consentimsem penalizacdo ou perda do
tratamento habitual.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , RG/
CPF/ , declaro ter lido aosnde desse Consentimento
Livre e Esclarecido, ter entendido as informac@egidas nesse documento, cuja copia
fica em meu poder. Declaro, ainda, que estou dedaague meu filho(a) participe do
estudo que me foi apresentado. Fui devidamenternmdo e esclarecido pelo
pesquisador sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscoerefitios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirau neensentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidaderejuizo no tratamento e
acompanhamento médico do meu filho.

Local e data:

Assinatura do responsavel (pais, tutor):

Assinatura DactiloscOpica (quando necessario):

Assinatura do pesquisador responsavel:
Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esttanto sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em participar.

Testemunhas:
Nome: Agsinat
Nome: Agsinat
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Anexo 3

Universidade Catolica de Goias
Pré-Reitoria de Pds-Graduacgao e Pesquisa

Departamento de Biologia-Mestrado em Genética

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho(a) esta sendo convidado(a) para particigano voluntario, em uma
pesquisa cientifica. Apos ser esclarecido(a), petponsavel da pesquisa, sobre as
informagbes a seguir e caso aceite fazer parte stiade assine ao final deste
documento. Vocé devera assinar duas vias, uma éledaa e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de duvida sobre a pesquis@ paalera entrar em contato com a
pesquisadora responsavel, Lysa Bernardes Minasitelefones: 3233-7387 ou 8408-
7586, ou no momento da entrega do termo de consemit livre e esclarecido. Em
caso de duvidas sobre esclarecimentos éticos gestguisa, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da asa de Misericérdia de Goiania,
no telefone: 3254-4161.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE DEVE SABER SOBRE A
PESQUISA:

Titulo do projeto: LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA NA INFAN CIA:
IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO CITOGENETICO CONVENCIONA L
COMO FATOR PROGNOSTICO.

Responsavel pela pesquis&ysa Bernardes Minasi
Coordenador Geral: Dr. Aparecido Divino da Cruz,PhD
Telefone para Contato 3233-7387/ 8408-7586 (Lysa)

O estudo tem como objetivo avaliar as alteracGa®ticas nas Leucemias
Linféides Agudas na infancia em criangas menoresldleanos de idade, buscando
correlacionar os achados citogenéticos com a e&olalp quadro clinico da doenca.
Este estudo permitird que os médicos tenham umometitendimento sobre a evolugéo
da doenca facilitando assim o diagndstico e a @@@&m®, em alguns casos, no
tratamento.

Na época do diagndstico, antes do inicio da med@gag Servico de Oncologia
Pediatrica da Santa Casa de Misericordia de GoréalZara a coleta de medula 6ssea
para estudo morfologico e/ou imunofenotipico, desteostra de medula 0ssea, sera
retirado 2,0 mL para o presente estud@o havera nenhum risco para o voluntario
apenas um desconforto no momento da coleta. Aacelti sob a responsabilidade do
Dr. Everaldo Ruiz Junior e este procedimento jgofaze da rotina do setor para fazer o
diagndstico da doenca, portanto a coleta ndo saiizada apenas para a pesquisa
genética. Sera realizada ainda a coleta de 2,0exdadgue periférico pela técnico(a) de
enfermagem do hospital, ndo havera nenhum riscnaapem desconforto durante a
coleta, em alguns casos podera formar uma manaiaanm local da coleta, caso néo
haja compressdo do local apés a coleta de sangasmanassim esta mancha
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desaparecera apos alguns dias ndo sendo necgss@capacao por parte dos pais. As
amostras apds coletadas serdo enviadas ao Lalbmrd®rCitogenética Humana e
Genética Molecular (LaGene) da SULEIDE/SES/GO iaedb na Universidade
Catdlica de Goias.

O patrticipante nao tera nenhuma despesa ao comardparticipar do projeto,

e ndo haverd nenhum tipo de pagamento ou grafifictiganceira pela participacao, ela
€ voluntaria. O responsavel pela crianca tera@tdide pedir indenizacdo em caso de
danos decorrentes durante a participacéo de $eurfd pesquisa. Os dados pessoais de
cada voluntario serdo mantidos em absoluto sigids. resultados obtidos seréo
utilizados somente nesta pesquisa, se publicadaeeistas e jornais especializados,
igualmente sera guardado o sigilo.

O presente estudo devera ser concluido até o mésuge de 2009.

A equipe médica assegura o tratamento adequadoodies tos pacientes,
independente de optarem por participar ou ndo tlmle@sOs participantes da pesquisa
terdo a liberdade de recusar ou retirar 0 consentimsem penalizacdo ou perda do
tratamento habitual.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , RG/
CPF/ , declaro ter lido asnde desse Consentimento
Livre e Esclarecido, ter entendido as informac@egidas nesse documento, cuja copia
fica em meu poder. Declaro, ainda, que estou dedaague meu filho(a) participe do
estudo que me foi apresentado. Fui devidamenternigido e esclarecido pelo
pesquisador sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscoerefitios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirau neensentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidaderejuizo no tratamento e
acompanhamento médico do meu filho.

Local e data:

Assinatura do responsavel (pais, tutor):

Assinatura DactiloscOpica (quando necessario):

Assinatura do pesquisador responsavel:
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, estlanto sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em patrticipar.

Testemunhas:
Nome: Agsinat
Nome: Agsinat
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