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Resumo

A leucemia promielocitica aguda (LPA) requer uma atenc&o especial dentre
as leucemias mieldides agudas devido as suas implicagbes prognosticas e
terapéuticas. A taxa de sobrevida de no minimo cinco anos na LPA chega a 80%
dos pacientes com a terapia atual e a taxa de cura excede os 70%. No entanto, a
real situagcdo dos resultados do tratamento da LPA em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, € desconhecida. Este trabalho visou contribuir na investigagdo dos
casos de LPA infantil em pacientes na nossa populagao objetivando a identificagao
de marcadores que possam redirecionar o acompanhamento e tratamento destes
pacientes. A investigagdo da ocorréncia de mutagcbes dos genes FLT3 e NPM1 é
importante na determinagdo prognostica das LMAs, contribuindo para a
estratificacdo de grupos de maior ou menor risco e auxiliando o direcionamento do
tratamento. Dezesseis pacientes pediatricos com LPA, representando 29,09% dos
casos de LMA infantil, foram atendidos no CEONHPE/HUOC/UPE de 2004 a 2013.
A idade variou de 5 a 17 anos (média de 11,81 anos). Analises citogenética e
molecular por FISH e RT-PCR foram realizadas para confirmacao do diagnéstico
genético, na identificagdo do rearranjo PML-RARa decorrente da t(15;17), além da
pesquisa das mutagdes dos genes FLT3 e NPM1. A analise cariotipica com o
bandeamento G revelou alteracbes cromossémicas em 10 pacientes. Trés
apresentaram cariotipos complexos com presenca de cromossomos marcadores. A
técnica de FISH para a t(15;17) confirmou o rearranjo em 14 pacientes. Divergéncia
entre as analises moleculares foram observadas em cinco pacientes, sendo positiva
a deteccao da t(15;17) pela FISH e negativa pela RT-PCR. A mutagao do FLT3/ITD
foi detectada em dois pacientes (12,5%), enquanto a mutagcdo FLT3/TKD foi
detectada em apenas um paciente (6,25%). A pesquisa para a mutagdo no gene
NPM?1 foi negativa para todos os casos. Quanto ao status oito pacientes encontram-
se vivos ou na fase de manutengao do tratamento e oito foram a 6bito, sendo que
destes sete tiveram obitos precoces ainda na fase de inducdo. Os motivos primarios
dos o6bitos foram hemorragias, septicemia e manifestacdo da sindrome do ATRA.
Este dado é alarmante uma vez que estas mortes sido dificeis de prevenir e
assinalam o alto risco de ocorréncia destes eventos em nossa populagédo.
Destacamos a importancia do uso de técnicas citogenéticas moleculares na
confirmacado genética do diagnostico da LPA e a necessidade de uma melhor
adaptacdo do regime terapéutico aos casos de LPA na infancia em nossa
populagao.

Palavras-chave: Leucemia promielocitica aguda na infancia; diagnostico genético
por FISH e RT-PCR; pesquisa de mutagdes dos genes FLT3 e NPM1; dbito precose
e estratificacdo de risco.

vii



Abstract

Acute promyelocytic leukemia require special among acute myeloid leukemia
due to its prognostic and therapeutic implications. The rate of survival at least five
years in APL reaches 80% of patients with current therapy and the cure rate exceeds
70%. However, the actual situation of the results of APL treatment in developing
countries, like Brazil, is unknown. This work aims to contribute to investigation of
cases of childhood APL patients in our population with the objective of identifying
markers that can redirect the monitoring and treatment of these patients. The
investigation of the occurrence of mutations of FLT3 and NPM1 genes is important in
determining the prognostic of AML, contributing to stratify risk groups and assisting
the targeting of treatment. Sixteen pediatric patients with APL, representing 29.09%
of childhood AML cases, were treated at CEONHPE/HUOC/UPE between 2004 and
2013. The ages ranged from 5 to 17 years (mean 11.81 years). Cytogenetic and
molecular analyzes were performed by FISH and RT-PCR to confirm the genetic
diagnosis, which is the identification of the PML-RARa rearrangement resulting from
the t(15;17), further the investigation of mutations of FLT3 and NPM1 genes. The
karyotype analysis with G banding revealed chromosomal abnormalities in 10
patients. Three had complex karyotypes with presence of marker chromosomes. The
FISH technique for the t(15;17) confirmed the rearrangement in 14 patients.
Divergence between the molecular analyzes were performed in five patients, with
positive detection of t(15;17) by FISH and negative by RT-PCR. The FLT3/ITD
mutation was detected in two patients (12.5%) while the FLT3/TKD mutation was
detected in only one patient (6.25 %). The search for mutations in NPM1 gene was
negative in all cases. Regarding the status, eight patients are alive or in the
maintenance phase of treatment and eight died, and of these seven had early deaths
during the induction phase. The primary causes for the deaths were hemorrhage,
sepsis and manifestation of the ATRA syndrome. This data is alarming since these
deaths are difficult to prevent and indicate the high risk of occurrence of these events
in our population. We stand out the importance of using molecular cytogenetic
techniques in genetic confirmation of the diagnosis of APL and the need for better
adaptation to the therapeutic regimen in childhood cases of APL in our population.

Keywords: Acute promyelocytic leukemia in childhood; genetic diagnosis by FISH
and RT-PCR; analysis of mutations in FLT3 and NPM1 genes; early death and risk
stratification.
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1. Introducao

A leucemia promielocitica aguda (LPA) possui frequéncia aumentada dentre
0os casos de leucemias mieldide agudas (LMAs) nos paises latino americanos,
chegando a 28% dos casos de LMA. Ela caracteriza-se pela expansao clonal de
promielécitos anormais, sendo classificada pelo grupo franco-americano-britanico
(FAB) como LMA-M3 e pode ocorrer em qualquer faixa etaria. Os pacientes com
este tipo de leucemia frequentemente desenvolvem coagulopatia e podem evoluir
rapidamente a 6bito por ocorréncias hemorragicas. No entanto, o uso do acido
transretindico (ATRA) associado a quimioterapia tem contribuido para a boa
resposta clinica destes pacientes, sendo a LPA considerada uma das leucemias
com melhor prognéstico.

A LPA é geneticamente caracterizada por rearranjos cromossdmicos da
regidao 17921, sendo a mais comum delas a translocagao reciproca t(15;17), que
resulta na proteina de fusdo (PML-RARa), responsavel pela inibigdo da
diferenciacao normal de células mieléides e promovendo sua sobrevivéncia. Mais
de 90% dos casos de LPA apresentam esta translocagao.

Estudos citogenéticos e moleculares na LPA na Infancia sdo escassos no
Brasil e estes possibilitam o preciso diagndstico e orientagdo dos pacientes, os
quais correm grande risco de morte caso o diagndstico nao seja determinado
rapidamente. A investigagdo da ocorréncia de mutagdes dos genes FLT3 e NPM1
pode contribuir na determinagdo progndstica da doenga, uma vez que estes
genes sao importantes marcadores moleculares de valor progndstico das
leucemias de linhagem mieldide.

As mutagdes no gene FLT3 podem ser do tipo ITD (duplicagao interna in

tandem) ou TKD (mutagao pontual no dominio tirosina quinase), as quais sao
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prevalentes na LPA pediatrica e estdo associadas a altas contagens leucocitarias
e aumento de obitos na fase de indugdo. Enquanto que mutagdes no gene NPM1
estao presentes em cerca de 35% dos pacientes adultos com LMA, sendo porém
relativamente incomum na LMA pediatrica ocorrendo aproximadamente 10% dos
casos e possuem importante associagao de coexisténcia com as mutacdes do
gene FLT3. As mutagdes do gene NPM1 possuem significativo valor prognéstico
favoravel em pacientes LMA que ndao acumulam mutagdes do gene FLT3
concomitantemente.

A investigacdo de tais mutacbes é essencial para a estratificacao de
grupos de maior ou menor risco e auxilia o direcionamento do tratamento. O maior
entendimento das variagbes prognosticas baseadas em marcadores
citogenéticos/moleculares desta doenga em nossa populagdo podera contribuir
para a reducdo dos casos fatais e aumento nas taxas de sobrevida sem doenca.
Além disto, este projeto tera um impacto social para a vida dos pacientes e seus
familiares no diagnéstico e tratamento do cancer, uma vez que o estudo se dara

em instituicdo publica.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Caracteristicas gerais das leucemias

As leucemias sao neoplasias malignas originadas de células
hematopoéticas multipotentes, caracterizadas pela proliferagao anarquica e clonal
de blastos anormais na medula 6ssea (Caligiuri e Bloomfield, 2001), resultam da
ocorréncia de multiplas etapas nas quais muta¢des de multiplos genes acontecem
nas células precursoras do espag¢o medular. O primeiro evento (mutagéo) leva a
uma hematopoese clonal e este estagio é geralmente marcado por microcitose
eritrocitaria e leve citopenia. O desenvolvimento de citopenia profunda e displasia
em uma ou mais linhagens celulares pontuam o segundo estagio da evidente
displasia. Nesta etapa sdao muito comuns alteragdes clonais e tais anormalidades
sdo usualmente associadas a perda de genes supressores de tumor. No ultimo
estagio é evidenciado o bloqueio da diferenciagdo (parada maturativa), um
aumento da populacdo blastica na medula e a leucemia propriamente dita.
Anormalidades cromossémicas adicionais costumam ocorrer levando a alteragdes
complexas nesta etapa (Witte et al., 2002).

A classificagao das leucoses é baseada em critérios, como o tipo celular
envolvido, o grau de diferenciacdo e a evolugao clinica seguida na doenca. Nas
leucoses cronicas ha um aumento de células neoplasicas maduras nao funcionais
que substituem paulatinamente os elementos normais da medula éssea, enquanto
que nas leucoses agudas acontece a proliferacdo de elementos celulares
imaturos e de rapida evolugéo clinica. Os sinais e sintomas clinicos mais comuns
decorrentes da leucemia sao: palidez, fadiga e fraqueza consequentes a anemia
devido a escassez eritrocitaria, sangramentos (equimoses, petéquias,

hemorragias) secundarios a plaquetopenia, febre e infec¢des recorrentes,
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refletidas pela deficiente fungédo fagocitaria secundaria ao comprometimento do
setor granulocitico (Jaffe et al., 2001).

As leucemias agudas (LA) abrangem um grupo bem heterogéneo de
enfermidades malignas das células precursoras hematopoéticas. A proliferagcao
clonal destes precursores que perderam a capacidade de se diferenciar leva ao
acumulo excessivo de blastos leucémicos na medula éssea, ocasionando a
sindrome da imunodeficiéncia medular e a infiltragdo de diversos tecidos do
organismo (Gilliand et al., 2004). As LA séao divididas em linféides e mieldides e
diferem em seus aspectos clinicos, assim como no curso da doenga e resposta ao
tratamento. Essa diferenciacdo entre leucemia linfoblastica aguda (LLA) e
leucemia mieldide aguda (LMA) é essencial as intervengdes terapéuticas. A
subclassificagdo em grupos é também fundamental, uma vez que o tratamento
envolve grupos genéticos especificos (Head, 2004).

A LMA engloba um grupo de doencgas clonais clinica e molecularmente
heterogénea caracterizada pelo acumulo excessivo de células progenitoras
mieldides que perderam a capacidade de se diferenciar, comprometendo este
setor do sistema hematopoético (Kundranda et al., 2012). A LMA pode
apresentar-se como uma doencga de novo ou pode ser secundaria a crise blastica
de LMC, evolugdo de mielodisplasia e a tratamentos que utilizam agentes
alquilantes, inibidores de topoisomerase e/ou radiacédo ionizante (Rund et al.,
2004).

A incidéncia da LMA é em torno de 1/100.000 por ano na populagao abaixo
dos 30 anos e alcanga 10-12/100.000 por ano nos individuos acima dos 60 anos,
representando 80% dos casos de leucemia aguda nos adultos e 15-20% na

infancia, além de ser a leucemia mais frequente em recém nascidos (Lichtman e
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Liesveld, 2001). Infelizmente, o curso clinico natural deste diversificado grupo de
neoplasias é fatal em termos de dias, semanas ou meses a partir do diagnostico.
Isto se deve, principalmente, as complicacées advindas da insuficiéncia medular,
podendo ser citadas como as mais comuns: infec¢des ligadas a neutropenia e
hemorragias relacionadas a trombocitopenia. A despeito da clinica comum entre
si, as caracteristicas hematoldgicas e progndsticas destas doengas sao distintas
e, portanto, sugerem possuir diferentes trajetérias patogenéticas (Clarke e Glaser,
2000).

Virtualmente todas as LMAs séo fruto de um clone de células que carregam
defeitos em seu DNA, os quais desencadeiam erros nos mecanismos de
sinalizagao celular que controlam os processos de proliferacao e diferenciagao
nas células mieldides. Estes defeitos genéticos podem ser resultado de diversos
eventos mutationais possiveis, tais como delegdes e translocagdes
cromossOmicas, mutacdes pontuais, entre outras. Nas Uultimas décadas um
imenso progresso foi conquistado na caracterizagdo de leucemias e alteragdes
genéticas que podem ser identificadas na maioria dos casos de LMA. Porém,
ainda existem casos onde nenhuma alteragdo é caracterizada e a razio disto &
possivelmente a falta de conhecimento. Portanto, acredita-se que a resolugao
deste impasse € apenas uma questao de tempo e estudo, pois futuramente seréo

identificados erros genéticos em todos os casos de LMA (Cucuianu, 2005).

2.2 Classificagoes da Leucemia Mieldide Aguda (LMA)

Objetivando a padronizagdo dos tipos celulares presentes nas leucemias

agudas foram criadas as classificagbes morfoldégicas e imunofenotipicas. A

primeira classificagdo morfolégica foi criada em 1976 por um grupo de

5
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hematologistas franceses, americanos e britanicos, conhecida também como

classificagdo FAB (Tabela 1), e classificava as LMAs em 6 subtipos principais, M1

a M6, baseados unicamente nos aspectos morfologicos (Bennett et al., 1976).

Essa primeira classificagao foi entdo revisada e atualizada em 1985 pelo mesmo

grupo e passou a incluir dois novos subtipos, MO e M7, onde caracteristicas

citoquimicas e imunofenotipicas foram acrescidas (Bennett, 1985a,b). Apesar da

sua importancia para a determinagao do grau de maturacao e identificagcdo da

linhagem das células leucémicas, a classificacdo FAB se tornou obsoleta, uma

vez que restringia os aspectos biologicos, terapéuticos e prognosticos por ndo

atender a necessidade de introdugdo das caracteristicas citogenéticas e

moleculares que se tornavam cada vez mais proeminentes a fisiopatologia desse

grupo de doencgas.

A criacdo de uma nova classificacdo para as neoplasias hematopoéticas

era necessaria para que fossem incorporados todos estes aspectos e em 2001 a

Organizacdo Mundial de Saude (OMS) juntamente com a Sociedade dos

Hematopatologistas e a Associacdo de Hematopatologistas Europeus divulgaram

uma nova classificagdo que incorporaria os achados citogenéticos (Jaffe et al.,

2001). A introducéo de informagdes citogenéticas e moleculares ajudou a definir

mais claramente as distintas entidades envolvidas na LMA. O Quadro 1 apresenta
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os subtipos de LMA de acordo com as classificagbes FAB e OMS (2001)

(Cucuianu, 2005).

Quadro 1: Comparagao entre as classificacbes FAB e OMS (2001).

Classificacdao Francesa-Americana- Classificagcdo da OMS (2001) para a LMA
Britanica (FAB) da LMA

LMA com anormalidades genéticas
recorrentes
- LMA com 1(8;21)
- LMA com eosindfilos anormais na
medula éssea e inv(16) ou t(16;16)
- Leucemia promielocitica aguda (LPA)
com t(15;17) e variantes
- LMA com anormalidades da 11923
LMA com displasia de multiplas linhagens
- Seguida de Sindrome Mielodisplasica
(SMD)
- Sem antecedente de SMD
LMA e SMD associadas a tratamento
- Associada a agentes
alquilantes/radiagao
- Associada a inibidores de
topoisomerase-I|

M3 - Leucemia promielocitica aguda LMA nao categorizada nos itens anteriores

MO - LMA sem diferenciacao

M1 - LMA minimamente diferenciada

M2 - LMA com diferenciacao
granulocitica

M4 - Leucemia mielomonocitica aguda

M5 - Leucemia monocitica aguda
M6 - Eritroleucemia aguda

M7 - Leucemia megacarioblastica aguda

Fonte: Modificada de Cucuianu (2005).

Em 2008 a OMS revisou a classificacdo de 2001 para atender a
necessidade de identificacdo e categorizacdo dos casos onde nenhuma
anormalidade citogenética € identificada, sendo considerados como
citogeneticamente normais (LMA-CN), os quais correspondem de 30% a 50% dos
casos de LMA de novo. Diversas anormalidades genéticas nao identificaveis ao
microscopio tém sido encontradas nesse grande grupo, dentre elas estdo

mutacdes e/ou modificacdo na expressdo génica de genes alvos associados a
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leucemogénese e resposta ao tratamento das LMAs. Estes genes sé&o
marcadores prognosticos que contribuem para melhoria da caracterizagdo e
estratificacdo de risco dos pacientes com LMA. Atualmente os marcadores
prognoésticos mais estudados na LMA sdo as mutagdes dos genes NPM1, FLT3,
MLL, and CEBPalpha (Falini et al., 2005; Mrozec et al., 2007; Gregory et al., 2009;
Rockova et al., 2011). O Quadro 2 apresenta a atual Classificagdo da OMS
(2008).

Quadro 2: Classificagde OMS (2008) para LMAs.

Classificagao OMS (2008) para a LMA

LMA com anormalidades genéticas recorrentes
- LMA com {(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
- LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
- LPA com t(15;17)(q22;912); PML-RARA
- LMA com t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
- LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
- LMA com inv(3)(q21926.2) or 1(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
- LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
- subtipo provisério: LMA com mutagdo NPM1
- subtipo provisorio: LMA com mutacdo CEBPA
LMA com alteragoes relacionadas a mielodisplasia (SMD)
Neoplasias mieldides secundarias a tratamento
LMA néo categorizada nos itens anteriores
- LMA com diferenciagdo minima
- LMA sem maturacéo
- LMA com maturagéo
- Leucemia mielomonocitica aguda
- Leucemia monoblastica e monocitica aguda
- Leucemias eritréides agudas
*Leucemia eritréide pura
*Eritroleucemia, mieloide/eritroide
- Leucemia megacarioblastica aguda
- Leucemia basofilica aguda
- Pan-mielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieloide
Proliferagc6es mieloides relacionadas a Sindrome de Down
- Mielopoese anormal transiente
- LMA relacionada com a Sindrome de Down

Fonte: Modificada de Vardiman et al. (2009).

2.3 Leucemia Promielocitica Aguda (LPA)

A leucemia promielocitica aguda (LPA) ou LMA-M3, de acordo com a

classificagdo morfologica, € caracterizada pela expansédo de células leucémicas
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que apresentam parada maturativa em estagio de promielocitos e nao se
diferenciam em granuldcitos maduros, as quais se acumulam na medula éssea e
sangue periférico (Figura 1a e 1b). Neste tipo de leucemia os promieldcitos
anormais apresentam nucleo excéntrico e abundantes granulag¢des no citoplasma,
assim como varios bastonetes de Auer que formam feixes citoplasmaticos. Os
pacientes com LPA apresentam quadro clinico e alteragcdes laboratoriais
compativeis com coagulacao intravascular disseminada (CIVD) e podem evoluir
rapidamente ao 6bito, devido a fendmenos hemorragicos (Figura 1c e 1d) (Sagrillo
et al.,, 2005). A CIVD é uma sindrome adquirida, caracterizada pela ativagao
difusa da coagulagao intravascular, levando a formagao e deposigao de fibrina na
microvasculatura (Levi e Ten Cate, 1999). A deposicao de fibrina pode levar a
oclusdao dos vasos e comprometimento da irrigagdo sanguinea de diversos
orgaos, que em conjunto com alteragdes metabdlicas e hemodinamicas, contribui
para a faléncia de multiplos 6rgdos. O consumo e consequente deplecdo dos
fatores da coagulacdo e plaquetas, resultantes da continua atividade
procoagulante, pode levar a quadros de sangramento grave, 0 que

frequentemente é a primeira manifestagcado notada (Pintdo e Franco, 2001).

A LPA pode ocorrer em qualquer faixa etaria, mas sua incidéncia é muito
baixa em criangas com idade abaixo de 10 anos e aumenta progressivamente
durante a adolescéncia, alcangando seu apice no inicio da fase adulta (Ribeiro e
Rego, 2006). Esta leucemia representa de 5% a 10% das LMAs de acordo com
dados de ocorréncia em populagbes de paises desenvolvidos. No entanto, em
paises latino-americanos essa incidéncia sobe para cerca de 20% a 25% das
LMAs. Dados a respeito da epidemiologia da LPA no Brasil sdo escassos e

baseiam-se, sobretudo, nos registros hospitalares. Um estudo realizado em 12
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centros nacionais que tratam de neoplasias hematoldgicas fez um levantamento
totalizando 157 pacientes com LPA, os quais representaram 28% dos casos de
LMA (Jacomo et al., 2007; 2008). A grande maioria dos casos de LPA sao
diagnosticados em pacientes com idade entre 20 e 50 anos, contrastando com a
incidéncia das LMAs que em geral aumenta exponencialmente apds os 55 anos.
Este fato sugere que o evento mutacional inicial envolvido na génese da doenca,
no caso o rearranjo da regido 17921, pode ocorrer durante o desenvolvimento
hematopoético in utero, havendo também relatos dessa neoplasia em neonatos

(Ribeiro e Rego, 2006).

Fonte: Modificado de Wang e Chen (2008).

Figura 1: Caracteristicas clinicas da LPA. Principais manifestagdes clinicas da LPA: acumulo de
promielécitos anormais na medula éssea (a) e sangue periférico (b), e a severa tendéncia a
hemorragias devido aos baixos niveis de fibrinogénio e ao fendbmeno da coagulagao intravascular

disseminada (c e d).

Embora caracteristicas morfologicas dos blastos da LPA geralmente
permitam o reconhecimento especifico deste subtipo particular de leucemia aguda

(Bennett et al., 1985b), casos atipicos foram descritos (Allford et al., 1999; Lo

10
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Coco et al., 1999). Por outro lado, a LPA é um tipo de leucemia que possui alta
taxa de remissao ao tratamento quando o diagndstico é rapido e eficaz, pois esse
tipo leucémico possui uma boa resposta ao tratamento com o ATRA (acido
transretindico), que induzira a diferenciagao granulocitaria dos blastos (Villamor et

al., 2000; Gomis et al., 2004; Sanz et al., 2005).

2.3.1 Breve histérico da Leucemia Promielocitica Aguda

A leucemia promielocitica aguda (LPA) foi primeiramente descrita como
uma entidade especifica em 1957 por um autor sueco (Hillestad, 1957) que
relatou trés casos evidenciados por “um curso fatal muito rapido de apenas
poucas semanas de duragdo”, com uma prevaléncia de promieldcitos na
contagem leucocitaria € uma tendéncia severa a sangramentos. Neste estudo,
Hillestad concluiu que essa doenga “parecia ser a forma mais maligna da
leucemia aguda”. Posteriormente, Bernard et al (1959) descreveram
caracteristicas mais detalhadas da LPA, e a diatese hemorragica' severa foi

atribuida a coagulacgéo intravascular disseminada ou hiperfibrindlise.

Até meados da década de 80 o coquetel quimioterapico usado inicialmente
no tratamento da LPA era composto por alguma antraciclina e Ara-C (cytosine
arabinoside) e as taxas de remissdo completa alcangcada nos pacientes recém
diagnosticados variavam entre 75% e 80% (Bernard et al, 1973; Sanz et al , 1988;
Cunningham et al, 1989). No entanto, era constantemente notado o agravamento

da sindrome hemorragica apds a quimioterapia, 0 que ocasionava altas taxas de

! Diatese hemorragica ¢ o nome dado a um conjunto de doencas cujo sintoma comum ¢ a tendéncia a hemorragia sem
causa aparente (hemorragias espontineas) ou hemorragia mais intensa ou prolongada apds um traumatismo. Pode pode
ocorrer devido a uma anormalidade da parede vascular, plaquetas e sistemas de coagulag@o e fibrinolise. A hemorragia
pode ocorrer na pele, nas mucosas, nas articulagdes, espontaneamente ou sob o efeito de causa externa (Cotran et al.,
1996).

11



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

obito precoce e se fazia necessario o uso de suporte de plaquetas e fibrinogénio.
Neste periodo apenas 35% a 45% dos pacientes alcangavam a cura com o
tratamento quimioterapico pelo critério de sobrevida livre de doencga por cinco

anos (SLD 5-anos) (Ribeiro e Rego, 2006).

A introducdo do acido all-trans-retinéico (ATRA — all-trans retinoic acid) a
partir de 1985 inaugurou uma nova etapa na histéria do tratamento da LPA. A
otimizagao de protocolos de tratamento baseados na combinagédo do ATRA com a
quimioterapia elevou a taxa de remigdo completa (RC) para 90-95% e a SLD de
6-anos subiu para 86% (+ 10%) em pacientes de baixo risco. Os principais genes
envolvidos nesta leucemia, o gene PML no cromossomo 15 e o gene RARa no
cromossomo 17, juntamente com seus produtos anormais foram identificados em
1990 (Longo et al, 1990a,b; Borrow et al, 1990; de Thé et al, 1990). Ainda no
inicio da década de 90 a introdugao do uso do trioxido de arsénico (ATO - arsenic
trioxide) melhorou os resultados minimizando os casos refratarios ao tratamento e
o indice de recaidas. A combinacdo ATRA/ATO na terapia da LPA permitiu o
alcance de maior redugao dos transcritos PML/RAR« e uma sobrevida mais longa

em pacientes recém diagnosticados (Wang e Chen, 2008).

Dessa forma, a histéria do tratamento da LPA pode ser dividida em quatro
periodos: (1) periodo pré-ATRA: reconhecimento da LPA como uma patologia
extremamente fatal e sua resposta a quimioterapia (1957-1985); (2) introdugao do
ATRA na terapia de diferenciacdo e otimizacdo de protocolos baseados na
utilizagcdo do ATRA (1985 até o inicio da década de 1990); (3) utilizacédo do ATO
no tratamento da LPA (a partir do inicio da década de 1990); e (4) combinagao
ATRA/ATO como uma terapia sinérgica e desenvolvimento de alguns novos
agentes (Wang e Chen, 2008).

12



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

2.4 Patogénese molecular da Leucemia Promielocitica Aguda

A LPA é geneticamente caracterizada, invariavelmente, por rearranjos
cromossOmicos da regido 17921, os quais promovem a fusdo do gene que
codifica o receptor alfa do acido retindico (RAR«a — retinoic acid receptor alpha)

com alguns genes “parceiros” (X) (Quadro 3) (Mistry et al., 2003).

O mais frequente dos genes parceiros € o gene da leucemia promielocitica

(PML — promyelocytic leukemia gene), ocorrendo em mais de 95% dos casos.

Neste rearranjo ocorre a formagao de dois genes de fusdo, o PML-RAR« e seu

reciproco RARa-PML (Grimwade et al, 2000). Esta patologia é assinalada pela

translocacao 1(15;17)(9q22;921), gerando o0s dois produtos quiméricos

anteriormente citados (Figura 2) (Larson et al, 1984).

Apesar dos mecanismos de formacédo subjacentes desta translocagao

ainda ndo serem conhecidos, Neves et al. (1999) relataram que os genes PML e

RAR« estao localizados proximos um do outro na cromatina das células

precursoras hematopoéticas em diversas fases do ciclo celular. Além disso, é

conhecida a existéncia de pequenas regides de identidade entre estes dois genes

nas regides de seus pontos de quebra (Yoshida et al., 1995). Estas evidéncias

apontam para uma justificativa a forte tendéncia de ocorréncia da t(15;17).

13
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No entanto, uma pequena parcela dos casos de LPA surgem das
translocagdes t(11;17)(q23;921), t(11;17)(q13;921), t(5;17)(q35;921) ou ainda a
partir de uma delegao intersticial no cromossomo 17 (Quadro 3), que sao as
chamadas translocacdes variantes da LPA (Chen et al., 1993; Redner et al., 1996;
Wells et al., 1997; Arnould et al., 1999). Estas variagdes do tema classico
apresentam-se como “experimentos da natureza” onde fenétipos semelhantes sao

associados a diferentes genotipos (Redner, 2002).

Quadro 3: Frequéncia e caracteres clinicos dos cinco subtipos da LPA.

Alterag:a_o Frequéncia na LPA | Produtos da fusao Car?c:teres
Citogenética Clinicos
t(15;17) >95% PML-RARa Sensivel ao
RARa-PML ATRA e ao ATO
PLZF-RARa i
t(11;17)(923;921 0,8% Resistente ao
(1117(az3;a21) ° RAR-PLZF | ATRA e a0 ATO
i 1 NI R Sensivel ao
t(11;17)(q13;921) Muito rara Produto reciproco
~ ATRA
ndo encontrado
NPM-RAR« Sensi
. . ) ensivel ao
t(5;17)(935;921) <0,5% RARG-NPM ATRA
_ STAT5b- RARa .
der(17) Muito rara’ Produto reciproco Sensivel ao
~ ATRA?
ndo encontrado

" apenas um caso descrito

Fonte: Mistry, 2003.

A primeira translocagao variante na LPA a ser descrita e também a mais
amplamente estudada € a t(11;17)(g23;921) (Chen et al., 1993), e representa
0,8% dos casos de LPA (Mistry et al., 2003). A translocagéo t(11;17) fusiona o
gene PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger) com o RARa (Chen et al., 1994).
Assim como nos rearranjos PML-RARa o ponto de quebra nesta translocagao
localiza-se no intron 2 do RARa (de Thé et al., 1990). Ambas as proteinas

quiméricas PML-RARa e PLZF-RARa possuem os mesmos dominios B-F do gene

14
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RARa que codificam as regides da proteina responsaveis pela ligagdo ao DNA,
pela heterodimerizacdo com os RXR e pelas fun¢des de interacdo com os co-
repressores e co-ativadores do RARa. Nesta translocacdo a fusao reciproca

RARa-PLZF também é expressa (Chen et al., 1994; Licht et al., 1995; Grimwade

et al., 2000).
CN LPA
= I
2022 m E H
I.:|a === locus PML == fusdo gémca
- &&= PML-RARa
#15 der(15q+)
—1 =3
— -
s o s 1l
17 B - locus RARG & fusio génica
AN & RARa-PML
- T a
#17 der(17q-)

Figura 2: Desenho esquematico da citogenética e estrutura molecular do rearranjo
t(15;17)(922;912). Os cromossomos normais (CN) 15 e 17 (#15 e #17, respectivamente), e os
cromossomos derivativos na LPA com t(15;17) (LPA) sdo mostrados esquematicamente, assim
como os loci dos genes PML e RARa e das fusées PML-RARa e RARa-PML. As setas vermelhas

apontam os pontos de quebras nos cromossomos normais.

Apesar do fendtipo semelhante a PML-RARa, as leucemias com t(11;17)

demonstram uma gama de caracteres morfologicos incomuns a LPA,

15
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apresentando blastos com caracteristicas intermediarias entre os subtipos
morfologicos M2 e M3. Em termos clinicos, a maioria dos casos com t(11;17) n&o
respondem ao tratamento com ATRA, ndo sendo observada a diferenciacdo dos
blastos expostos a este medicamento (Licht et al, 1995). Estudos iniciais
indicaram que pacientes com t(11;17) possuem prognostico pior que aqueles com
t(15;17), falhando em alcancarem remissao seja com quimioterapia convencional

ou com terapia de diferenciagcdo com o ATRA (Jansen e Lowenberg, 2001).

A segunda translocacao variante a ser caracterizada foi a 1(5;17)(935;921),
que é também a segunda mais frequente (Redner et al, 1996). Esta variante
transloca o gene da Nucleofosmina (NPM - Nucleophosmin Gene) que se localiza
na regidao 5q35 para o lécus do RARa na regiao 17921 e representa 0,5% dos
casos da LPA (Mistry et al, 2003). Igualmente, o ponto de quebra ocorre no
segundo intron do gene RARa, permitindo que uma proteina quimérica que
contenha os dominios B-F do RARa juntamente com os dominios N-terminais do
NPM num mesmo quadro de leitura seja expressa. A nucleofosmina € uma
fosfoproteina nucleolar que participa da montagem do RNA ribossomal e
apresenta atividades de chaperona® e nuclease. Mais recentemente essa
fosfoproteina foi também encontrada em associagcdo com os centrbmeros e
possivelmente apresenta uma fungéo na regulagao da duplicagdo centromérica. A
translocacdo reciproca NPM-RARa foi identificada em trés dos quatro casos
descritos (Okuda et al, 2000). Semelhantemente a LPA com t(15;17), o fendtipo
dos blastos encontrados na t(5;17) € compativel com M3. Estudos in vitro

apresentaram evidéncias convincentes indicando que blastos que possuem a

2 Chaperonas (chaperons eram garotos que ajudavam os nobres renascentistas a vestirem suas roupas complicadissimas e
colocar suas enormes perucas) constituem uma familia de muitas proteinas diferentes cuja fungdo ¢ usar energia da
hidrdlise de ATP para desenovelar proteinas, possibilitando novo enovelamento, no intuito de alcangar a forma correta ou
dirigir-se ao destino correto. Além disso, elas podem encaminhar a proteina a destrui¢do, caso ndo seja possivel atingir
sua configuragdo correta (Fenton e Horwich, 2003; Mayer e Bukau, 2005).
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t(5;17), podem responder a diferenciagéo induzida pelo ATRA (Redner et al, 1997;

Hummel et al, 1999).

Apenas um relato da translocagao t(11;17)(q13;921) foi publicado em um
lactente com seis meses de idade do sexo masculino que apresentava
leucocitose e lesdes na pele. Tanto o mielograma como a biopsia de pele e o
esfregaco sanguineo mostraram uma predomindncia de promieldcitos e
neutroéfilos displasicos. Este paciente iniciou o tratamento com ATRA e alcangou
remissdo completa (Wells et al., 1997). Analises por Southern blotting
demonstraram o rearranjo no intron 2 do gene RARa, novamente o mesmo ponto
de quebra da LPA com t(15;17). Posteriormente, a clonagem da regido do ponto
de quebra revelou que o gene co-participante nesse rearranjo era o gene NuMA
(Nuclear-mitotic apparatus protein), tendo como produto final desta fusdo a
proteina NuUMA-RARa. A tranlocacgéo reciproca deste rearranjo, RARa-NuMA, nao
foi encontrada. A proteina de fusdo NuUMA-RARa possui 2286 aminoacidos que
albergam os 1883 aminoacidos da proteina NuUMA, incluindo os dominios que
codificam os dominios globulares N-terminais e coiled-coil desta, responsaveis
pela reorganizacdo nuclear, oligomerizagdo® e associacdo ao fuso mitético da
proteina NuUMA. Unidos a isto estdo os mesmos aminoacidos C-terminais que
codificam os dominios B-F que sé&o expressos nas translocagbes t(15;17),

t(11;17), 1(5;17) e der(17) (Wells et al., 1997; Redner, 2002).

A alteragdo cromossdmica variante der(17) também foi relatada apenas
uma vez. No entanto, diferentemente do caso com a t(11;17)(q13;921) que

ocorreu num lactente, a alteragao der(17) foi identificada em um homem com 67

Bo processo de conversdo de um mondémero (composto constituido de moléculas, cada uma das quais capazes de dar
origem a uma ou mais unidades constitucionais) ou de uma mistura de mondémeros em um oligdmero (substancia
constituida de moléculas que contém poucos atomos de uma ou mais espécies ou grupos de atomos - unidades
constitucionais- ligados repetitivamente uns aos outros) (Andrade ez al., 2001).
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anos inicialmente diagnosticado com LMA-M1. Uma pequena parte dos blastos
visualizados na medula apresentou caracteres morfolégicos para a variante
microgranular M3v da LPA. Em estudos in vitro os blastos ndo apresentaram
resposta ao ATRA. A fusdao STAT5b/RARa ocorreu devido a uma delegao
intersticial do cromossomo 17 que levou a criagdo de uma fusao intrénica ligando
os loci dos genes STAT5b e RARa. Assim como o RARa, o gene STATSb
localiza-se na regido 17q921.1-21.2 e estes dois genes sao separados por
aproximadamente 3Mb (Zelent et al., 2001). O rearranjo do lécus RARa foi
confirmado por Southern blotting e a clonagem desta regido demonstrou a
presenca do gene que codifica a proteina STAT5b, que pertence a uma familia de
transdutores de sinais e ativadores de transcricdo da via de sinalizacdo JAK
(Janus Kinase), dentro do intron 2 do gene RARa, produzindo a fusédo
STAT5b/RARa.. Obviamente, devido a natureza da delecéo intersticial, o produto
reverso da fusdo nao é produzido. As sequéncias N-terminais do gene STATb5b
sao fusionadas a mesma sequéncia do gene RARa como ocorre nas outras LPAs

variantes (Arnould et al, 1999; Melnick e Licht, 1999).

Muitas variantes citogenéticas foram relatadas, porém muitas destas
mostraram ser compostas por rearranjos cripticos dos loci PML e RARa. De
acordo com o European Working Party (EWP) a maioria dos casos onde nao é
possivel a visualizagdo da t(15;17) apresenta o rearranjo PML/RARa em analises
moleculares. De fato, dentre 611 casos de LPA do EWP apenas 19 (3,1%) néo
apresentaram a fusdao PML/RARa. Destes 19 casos sete demonstraram fusdes do
gene RARa com lécus diferente, cinco ndo possuiam qualquer rearranjo
envolvendo o gene RARa e outros sete que nao foram caracterizados

completamente (Figura 3). Nenhum caso de rearranjo apenas envolvendo o gene
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PML foi encontrado, respaldando o importante papel do gene RARa na

patogénese da LPA (Grimwade e Lo Coco, 2002).

Outras possiveis variantes da LPA que possuem rearranjos da regido
17912-921, o locus RARa, foram descritas na literatura. Dentre estas estio:
t(14;17)(q22;921) (Cigudosa et al., 1995), 1(8;17)(p21;921) (Miura et al., 1994),
t(1;17)(p36;921) e t(7;17)(q36;922) (Yamada et al., 1983) e (3,17)(q26.3;912)
(Silva et al., 2005). No entanto, como estas fusées nao foram clonadas existe a
possibilidade de que algumas delas, senao todas possuam rearranjos cripticos da
fusdo PML/RARa ou das outras variantes da LPA descritas. Portanto, os dados
existentes sdo escassos para a precisa resolugao de que estes rearranjos sao, de
fato, novas variantes da LPA. Translocagbes complexas envolvendo o rearranjo
(15;17) também tém sido descritas, por exemplo a t(2;15;17)(q21;922;921) (Chen
et al., 1993; Redner et al., 1996), bem como a ins(15;17)(q22;q12g21) (Rolston et
al., 2002). A delegao do cromossomo 15 pode ser um diagndstico primario ou
pode surgir durante recaida ou progressao da doencga. Esta anormalidade pode
ser indicada como um progndéstico muito desfavoravel para a LMA sendo seguida
de falecimento num periodo de 3 a 13 meses apds o diagnéstico da doenga

(Berger e Coniat, 2003).
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t(15;17) negativos - (8%)

NPM-RARa
e PLZF-RARa PID IR NuMA-RARa
PML-RARa Positivos —_ : i —_— -
S H11;17)(q23;q21) UBAPNG35:G21)  y(11:19)(q13;q21) %’ﬂ
i Variantes simples (0,8%) 0,2%) (<0,1%) er(17) Sem rearranios

ou complexas

(<0,1%)
2% S . RARa (1%)

(4%)

Fonte: modificada de Grimwade e Lo Coco (2002).

Figura 3: Lesdes moleculares ocultas detectadas em casos de LPA caracterizadas
morfologicamente com andlise citogenética bem sucedida. As frequéncias dos subgrupos
citogenéticos e moleculares estdo baseadas no estudo de 611 casos de LPA do European
Working Party (EWP).

O papel chave representado pelas proteinas quiméricas X-RARa foi
estabelecido, na patogénese da LPA, através do recrutamento de co-repressores
e do complexo de histonas desacetilases (HDAC — histone deacetylase complex)
para reprimir os genes envolvidos na diferenciacao mieloide (Figura 4) (Mistry et

al., 2003).

As proteinas de fusdo X-RARa possuem atributo de mediadoras da
diferenciacdo mieldide quando administradas doses farmacoldgicas (supra-
fisiolégicas) de seu ligante, o ATRA, que é dependente da associagao
HDAC/complexo co-repressor (Figura 5). A natureza do gene parceiro na fusao
RARa € um determinante critico da resposta ao ATRA e ao Arsénico, que séo as

drogas de escolha no tratamento anti-LPA, enfatizando a importancia da
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caracterizagao citogenética e molecular dos pacientes com esta doenga para a

determinagao da abordagem terapéutica mais adequada (Mistry et al., 2003).

(a’ RAR(I Regido de DA LBI (regian de tramvsativag o
transativagie  Iigant dependente de 1A}
mdependente * Silios co-repressor /co-alivador
ibe hgante Pasgido de heterodimenzagbo RXE
(b) PML-RAR
E F
455
(c) PLZF-RAR E F
POZ/BTB Pra Zine
Fingers
1883
(d) NuMA-RARct E F
Sitio de reorganizagio Sitie de fosforilagio
nuiclear @ associagho especicica
NLS
(e) NPM-RARGt E F
oligomerzagdo
636
" " su.'tmdc z
Coiled-Coil pachi ss DA SH3 SH2

Fonte: Modificado de Mistry et al., 2003.

Figura 4: Desenho esquematico da proteina RARa e proteinas quiméricas X-RARa.

2.4.1 As Fungoes do RARa
O receptor alfa do acido retinéico (RARa) € um membro da super-familia
de receptores hormonais, que atuam como reguladores transcricionais ligante-

induziveis®. Uma vez que o gene RAR« esta envolvido em todos os rearranjos

4 L . . . - .
Reguladores transcricionais ligante-induziveis ¢ uma familia de fatores de transcri¢do, receptores nucleares, os quais
sdo de suma importdncia nos processos de crscimento celular, diferenciagdo, devenvolvimento e manuten¢dao da

21



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

conhecidos da LPA, a perturbagcdo deste gene deve contribuir de forma
significativa a patogénese desta doencga. Dessa forma, o conhecimento da fungéo
normal deste receptor no desenvolvimento dos neutrofilos € importante para o
entendimento das provaveis fungcbes anormais onde o receptor mutado levaria ao
bloqueio da diferenciagao promielocitica (Stunnenberg, 1993).

O RARGa se liga a elementos de resposta® conhecidos como elementos de
resposta ao acido retindico (RAREs - retinoic acid response elements), que se
localizam nas regides promotoras dos genes-alvo dos receptores do acido
retindico (RAR - retinoic acid receptors). Os RAREs sdo compostos por repeticoes
diretas de hexanucleotideos com numero variado de nucleotideos espacadores
entre os motivos repetidos (Laudet et al., 1992). Os receptores do acido retindico
necessitam formar heterodimeros com proteinas da familia dos receptores de
horménios nucleares, chamados receptores X retindides (RXRs - retinoid X
receptors), para se ligarem com eficacia ao DNA (Leid et al., 1992). Estes
receptores, os RARs e os RXRs, atuam na transdugao do sinal retindide e sao
ativados pelo acido 9-cis-retindico (9-cis RA - 9-cis retinoic acid). Adicionalmente,
os RARs também sao ativados pelo ATRA. Tanto o ATRA como o 9-cis RA séo
produtos do metabolismo da vitamina A (retinol) que tém como precursores o0s
carotendides, sendo o mais importante deles o beta-caroteno (Marill et al., 2001).

Acredita-se que o RARa possui importante papel no controle proliferativo
dos promielécitos, assim como na diferenciacdo destas células em neutréfilos

maduros. Evidéncias oriundas de diversos estudos e observagdes em linhagens

homeostase metabolica da célula. Eles regulam a expressdo genes-alvo através da ligagdo a sequéncias de DNA
especificas dentro das regides promotoras, produzindo assim os efeitos biologicos esperados (Cheng, 2005).

3 Seqiiéncias nucleotidicas de consenso curtas, geralmente no inicio da cadeia (upstream) a distancias variaveis do gene a
ser regulado, que sdo reconhecidas por fatores de transcrigdo reguladores especificos, e que promovem resposta génica.
(Hofte, 2000).
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celulares apontam que a via RA-RARa representa importante funcdo na
maturagao neutrofilica. Primeiro, tanto em camundongos como em humanos com
deficiéncia de vitamina A é observada granulopoese imperfeita (Ghosh e Das,
1988). Segundo, os retindides demonstram-se como inibidores proliferativos,
assim como estimulam preferencialmente a granulopoese e néo a diferenciagao
monocitica ou eritréide (Gratas et al., 1993; Tocci et al., 1996). Terceiro, 0 RARa
€ expresso preferencialmente nas células da linhagem mieldide, distintamente dos
outros membros da familia RAR, o RARB e o RARy (Labrecque et al., 1998; Zhu
et al., 2001). Por fim, camundongos transgénicos carregando uma mutagao no
dominio LBD (ligand binding domain) do RAR«, a qual impossibilitava a ligagao do
acido retindico, demonstraram elevagdo da contagem dos neutréfilos imaturos
(Kogan et al., 2000).

Além de ser importante no processo da diferenciacdo granulocitica, a via
RA-RARa também tem um papel chave no direcionamento dos progenitores
hematopoiéticos pluripotentes ao longo da linhagem granulocitica (Gratas et al.,
1993; Labbaye et al., 1994). O trabalho de Tocci et al (1996) demonstrou que o
acido retindico (RA) pode alterar o destino das células hematopoéticas
progenitoras (HPCs — haematopoietic progenitor cells) fetais do figado de tal
maneira a causar um redirecionamento do programa de diferenciagao celular.
Desta forma estas células previamente comprometidas a um programa de
diferenciagdo monocitica ou eritréide sdo conduzidas a via granulocitica devido a
inducéo provocada pelo RA.

O modelo atualmente aceito para os mecanismos normais da fungao do
RARa, como um fator transcricional ligante-induzivel, esta baseado na

capacidade do RARa-desligado (desassociado do RA ou ligado a um antagonista)

23



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

de ligar-se a elementos de resposta ao DNA com alta afinidade e poder inibir a
diferenciagdo por associagdo a co-repressores, chamados SMRT (silencing
mediator of retinoid and thyroid hormones) e N-CoR (nuclear receptor Co-
repressor). Por sua vez, estes co-repressores recrutam o complexo de histonas
desacetilases HDAC, induzindo a condensacao da cromatina em consequéncia a
desacetilagdo das histonas. A cromatina no estado condensado torna-se
inacessivel aos ativadores transcricionais, assim como a maquinaria de
transcricdo basal, por conseguinte, a transcricdo € reprimida e os genes-alvo do

RARa séo silenciados (Figura 5a) (Chen e Evans, 1995; Mistry et al, 2003).

A unido do ligante retinéide (RA) ao receptor (RARa) induz uma mudancga
conformacional no dominio LBD (Figura 5a) que permite que moléculas co-
ativadoras se liguem a residuos anteriormente inacessiveis, assim como a
dissociagcao do complexo co-repressor. As varias moléculas co-ativadoras atuam
conjuntamente para o inicio da transcricdo de diversas formas incluindo a
acetilacdo de histonas, através da atividade da histona acetilase (HAT),
provocando o relaxamento do DNA através da agdo da DNA helicase Trip1/sug1 e
da interacdo com componentes da maquinaria de transcricdo basal. O estado
relaxado da cromatina permite o recrutamento dos fatores transcricionais basais
para as regides promotoras dos genes-alvo do RARaq, seguido pela iniciagdo da
transcricdo e promocgao da granulopoese (Figura 5a) (Glass e Rosenfeld, 2000).
Desta forma, acredita-se que o RARa possui uma fung¢do dual, onde o RARa-
desligado seria um regulador negativo da diferenciagdo granulocitica, enquanto o
RARa-ligado (associado ao RA) funcionaria como agonista estimulador da

diferenciacao (Kastner et al, 2001).
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e ACETILACAO A

++++ ATRA
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Figura 5: Ativacdo transcricional modulada pela proteina RARa selvagem e pelas
proteinas quiméricas PML-RARa e PLZF-RARa. (a) o heterodimeto RXR:RARa (desligado)
reprime a transcrigdo génica através do recrutamento de um complexo repressor formado por N-
CoR, SMRT, HDAC e outros co-repressores, desencadeando a desacetilagdo histbnica. Ao
ocorrer a ligacdo do ATRA, o heterodimero RXR:RARa (ligado) libera o complexo repressor e liga-
se a um complexo ativador com atividade de histona acetilase (HAT), resultando em ativacao
transcricional. (b) Semelhantemente aos receptores selvagens, a proteina quimérica PML-RARa
interage com o complexo repressor. No entanto, doses fisiolégicas do ATRA ndo promovem o
desligamento das proteinas repressoras. Apenas na presencga de altas doses de ATRA os co-
repressores sao substituidos por co-ativadores que permitem a ativagdo da transcrigdo. (c) A
proteina PLZF-RARaq, por sua vez, ndo responde as altas doses do ATRA devido a presencga de
um sitio de ligacdo aos co-repressores na por¢ao da PLZF que permanece na proteina fusionada
(Mistry et al., 2003).

2.5 A importancia do diagndstico genético da LPA

Na LPA o diagndstico morfolégico, apesar de muito preditivo nos casos
hipergranulares tipicos, & considerado insuficiente. Isto por que pacientes com

caracteristicas morfolégicas sugestivas de LPA sem rearranjos do receptor do
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acido retindico a, ou, contrariamente, pacientes cujos aspectos morfolégicos nao
apontam para um diagnostico de LPA, mas que possuem alguma das suas
alteragdes genéticas especificas sdo frequentemente descritas na literatura (Lo
Coco et al., 1999). O rapido estabelecimento do diagndstico de LPA é vital para
manejo adequado do paciente. A isto esta relacionado o risco significativo de
morte por sangramento devido a diatese hemorragica e o aumento do risco de
recaida com baixa sobrevida se os pacientes com LPA responsiva a retindide nao
forem tratados com o ATRA combinado a quimioterapia. De fato, o tratamento
associado ao ATRA possui uma vantagem adicional, levando a uma rapida
melhora do quadro da coagulopatia associada a doenca. Além disso, a eficacia do
tratamento indutor da diferenciacido através dos retindides ¢é estritamente
dependente da presenca das fusdes da regidao 17921 que respondem a este tipo
de tramento. Sendo assim, a confirmagao genética do diagndstico é obrigatoria
(Burnett et al., 1997; Mistry et al., 2003). Portanto, todos os pacientes, incluindo
aqueles com LPA hipergranular tipica que iniciaram tratamento especifico, devem
ser estudados através de analises cariotipica e moleculares para confirmagao da
fusdo génica especifica e caracterizagdo da sua isoforma para a monitorizagéo
molecular da doenga residual minima (DRM) (Grimwade e Lo Coco, 2002).

A identificdo das alteragdes genéticas especificas da LPA em células

leucémicas pode ser realizada em nivel de cromossomos, DNA, RNA e proteina

26



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

com a utilizagdo das técnicas de citogenética classica (caridtipagem por

bandeamento G), FISH, RT-PCR e anticorpo monoclonal anti-PML (PG-M3),

respectivamente (Quadro 4) (Sanz et al., 2005).

Quadro 4: Métodos para o diagndstico genético da Leucemia Promielocitica Aguda.

Nivel Celular Alvo(s) Método(s) VD VEE I | il
gasto (h) principais incovenientes
Sao necessarias
culturas de 24-48h;
Altamente rearranjos  cripticos
Cromossomos Rearranjos 17921 Cariotipagem 16-48 . ndo sao detectados
especifico .
(falso-negativos).
Exige metafases de
boa qualidade
;' ngipercglf;gagg 1. Alto custo e ndo
. 1.FISH 1. 6-24 . P .~ | identifica o tipo de
DNA t(15,17} e/ou 2.8 o 2. 9;3168 cglulas em divi- fus50.
rearranjo 17921 -Southern blot . 96- s&o. 2. Laborioso e con-
2. Altamente es- .
. some muito tempo.
pecifico.
Producdo de RNA de
~ - .. | baixa qualidade,
RNA FLEE (UL RT-PCR 4-6 Rapido, sensivel; | oo minacio e ar-
RARa monitora a DRM.
tefatos (falso-
positivos).
Distribuicdo  mi- R Artefatos devido a
Imunofluorescén- -~ . ~
. crogranular  nu- | . . : Rapido, simples e | degradagéo celular.
Nucleo . cia ou imunohis- 2-3 . s )
clear da proteina toquimica de baixo custo N&o informa o tipo de
PML. d ' fusdo PML-RARG.

Fonte: Modificado de Sanz et al. (2005).

As abordagens diagnosticas s&o concentradas essencialmente na

determinacao da presenca da fusdo génica oculta PML-RARa, que prevé uma

resposta favoravel a administracdao do ATRA e ATO, e na identificagdo dos casos

com a fusdo PLZF-RARa, que constituem quase 1% das LPA, e sao refratarios ao

tratamento com estas drogas como unicos agentes terapéuticos (Sainty et al,

2000). Nas raras situagdes onde a LPA é confirmada morfologicamente, mas nao

€ detectado o rearranjo PML-RARa, a analise citogenética pode revelar um

rearranjo da regidao 17q12-21 indicando que o gene RARa esta fusionado a outro

parceiro de fusdo alternativo desconhecido. Nestes casos, a identidade deste

parceiro pode posteriormente ser confirmada por RT-PCR. Contudo, se a analise
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citogenética convencional ndo se mostra clara nos casos de LPA negativos para a
fusdo PML-RARa, a andlise pela técnica de FISH ou Southern blotting utilizando
sondas para o gene RARa pode confirmar se este esta rearranjado e entdo a RT-
PCR para analise da presenga dos diversos genes alternativos parceiros do

RARa pode ser realizada (Grimwade e Lo Coco, 2002).

2.5.1 Analise Citogenética

Atualmente a analise citogenética faz parte da rotina obrigatéria de todos
os pacientes recém-diagnosticados com qualquer subtipo de LMA. O cariétipo tem
se mostrado um fator progndéstico determinante nesta doenca, prevendo a
probabilidade de sucesso da indugdo a remissao, do risco de recaida e a
sobrevida total. Além disto, o caridtipo esta sendo crescentemente usado na
determinagcdo da abordagem terapeutica em estudos clinicos de grande escala

(Grimwade, 2001).

Na maioria dos pacientes com LPA confirmada morfologicamente, a
presenca do rearranjo PML-RARa é confirmada pela presenca da t(15;17)
(Grimwade, 1999). No entanto, em estudos clinicos multicéntricos esta alteragao
nao foi identificada pela citogenética classica em cerca de 15% dos casos
suspeitos de LPA, todavia na maioria destes foram posteriormente detectados
rearranjos cripticos PML-RARa (Burnett et al., 1999). Em alguns casos isto reflete
uma falha da técnica citogenética; por exemplo, preparagcbes cromossOmicas
diretas (culturas de 6-8h) podem levar a um cariétipo falso negativo, que seria
apenas um reflexo das células medulares normais residuais, cujo crescimento foi

relativamente favoravel em relacao aos blastos da LPA (Berger et al., 1981). Esta
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deficiéncia é geralmente superada através de culturas mais prolongadas (24-48h)
das células leucémicas antes da avaliagédo citogenética. Este procedimento vem
sendo comumente adotado em casos com suspeita de LPA (Grimwade e Lo
Coco, 2002). Contudo, apesar dessa medida, em alguns casos de LPA descritos
como cariotipicamente normais, a técnica de nested RT-PCR detecta ambos os
trancritos PML-RARa e seu reciproco RARa-PML, significando que a t(15;17)
existia, porém nao poderia ser detectada pela analise citogenética (Burnett et al.,
1999). Adicionalmente, o rearranjo PML-RARa pode também ser resultado de um
evento de insergcdo, onde nestes casos os cromossomos 15 e 17 apresentam-se
aparentemente normais, ou ainda resultado de outras alteragdes complexas

envolvendo multiplos cromossomos (Grimwade et al., 2000).

A ocorréncia de todos estes fatos sugere claramente que técnicas
moleculares adicionais, tais como RT-PCR, FISH ou imunofluorescéncia anti-
PML, séo necessarias para complementar a citogenética classica na confirmagao
de um diagndstico de LPA. Entretanto, isto categoricamente nao significa que a
citogenética classica deve ser abandonada ou substituida pelas técnicas
moleculares, visto que ela é de fundamental importancia na identificacdo de
translocagdes alternativas e cuja caracterizagdo fornece importantes informagdes
acerca da patogénese da LPA como um todo. Além disso, a analise citogenética &
extremamente valiosa na determinacdo de alteragcbes cromossémicas
secundarias, as quais nos casos de LPA, ainda possuem importancia biolégica e
clinica incerta (Grimwade e Lo Coco, 2002). A maior parte dos estudos sugere
que a presenca de anormalidades citogenéticas adicionais nao atribui efeitos
deletérios aos resultados. De fato, evidéncias preliminares insinuam que

resultados favoraveis também s&o observados em casos onde a t(15;17)
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convivem juntamente a marcadores citogenéticos, que em outros subtipos de
LMA apontariam para um prognostico desfavoravel, tais como alteragbes na
regido 3q, -5/del(5q), -7 ou cariotipos complexos. No entanto, estas evidéncias

precisam ser confirmadas em um maior numero de pacientes (Grimwade, 2001).

Enquanto a cariotipagem de rotina assim como o FISH sao altamente
especificos para a confirmacdo do diagnodstico genético, a RT-PCR tras
vantagens adicionais como as definigdes do ponto de quebra e da isoforma PML-
RARa, sendo esta ultima utilizada como um sensivel marcador para a avaliagao

da resposta ao tratamento e monitorizagdo da DRM (Sanz et al., 2005).

2.5.2 FISH: Vantagens e Desvantagens

A técnica de hibridizacao in situ fluorescente tem como principio basico o
pareamento de um segmento de DNA (marcado direta ou indiretamente com
fluorocromos) que funciona como sonda, com uma sequéncia alvo complementar

no interior da célula visando sua verificagéo e localizagéo exata (Guerra, 2004).

As analises por FISH podem fornecer uma valiosa abordagem na
caracterizagdo dos casos onde a citogenética convencional n&o revela a
translocacgao classica t(15;17). Uma importante vantagem da técnica de FISH ¢é a
possibilidade da mesma ser aplicada em diversos tipos de amostras (tecidos), isto
inclui as células de cultura para a cariotipagem convencional, que permite a
avaliacao dos cromossomos (metafase-FISH) e/ou nucleo (interfase-FISH). Além
disto, esfregacos de medula éssea e sangue periférico ou citospins podem ser
utilizados para a realizacado de interfase-FISH. Isto pode ser particularmente util

em situagées em que a citogenética convencional e/ou a RT-PCR ndo puderam
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ser realizadas ou ndo deram resultados, principalmente quando as amostras sao

escassas em células (Grimwade e Lo Coco, 2002).

Embora as técnicas de pintura cromossémica (WCP) sejam significativas
para a caracterizagcdo de translocagbes complexas e variantes, elas ndo sao
adequadas para a investigacdo da maioria dos casos de LPA com o rearranjo
PML-RARa, devido a ocorréncia de insercoes, visto que as porgdes do material
cromossOmico rearranjado dos cromossomos der(15) ou der(17) sdo geralmente
muito diminutas para serem detectadas. Portanto, na caracterizagdo das fusdes
cripticas PML-RARa sao utilizadas sondas lécus-especificas (LSI DNA Probe —
Locus Specific Identifier DNA Probe) que flanqueiam ou abrangem todo o
rearranjo cromossOmico. No entanto, é de grande importacia levar em conta o
tamanho e a localizacdo destas sondas, que podem ser adquiridas
comercialmente, uma vez que estes parametros sdo necessarios para a avaliagao
dos resultados obtidos, principalmente em pacientes sem a fusdo classica
t(15;17). O ideal é o uso de sondas cosmidiais® especificas para a fusdo PML-
RARa relativamente pequenas, pois tal rearranjo pode nao ser detectado ser for
oriundo de uma pequena insercdo utilizando-se sondas muito extensas

(Grimwade e Lo Coco, 2002).

Além disto, grupos de sondas projetadas para detec¢do da fusdo génica
reciproca RARa-PML falhardo na geragédo dos sinais de fusdo nestes casos de

insercdo ou de simples translocacdes variantes, onde o produto reciproco néo é

Cosmidio ¢ um DNA de um virus bacteriofago dentro do qual ¢ inserido um fragmento de um genoma a ser
amplificado e seqiienciado. Um cosmidio ¢ uma estrutura construida artificialmente que ¢ utilizada para clonagem (copia)
de sequencias de DNA. Tecnicamente, cosmidios sdo pequenos plasmideos que possuem o sitio cos do fago lambda,
necessario para o condensamento do DNA na cabeca fagica. O cosmidio pode ser condensado no revestimento do virus e
transferido para a bactéria (E. coli) através de uma infeccdo viral. Como todos os genes virais, exceto o cos, estdo
ausentes, o cosmidio pode conter aproximadamente o dobro de DNA exdgeno (44kb) em relagdo a um vetor fagico
(23kb) (Pierce, 2005).
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formado (Grimwade et al., 2000). Outro contratempo diz respeito a interpretagao
do interfase-FISH, uma vez que os cromossomos 15 e 17 normais podem estar
muito proximos em alguns nucleos, e desse modo produzir sinais falso-positivos.
Para contornar o problema € indispensavel o estabelecimento de um limiar de
positividade utilizando diversas amostras normais anteriomente conhecidas. Este
limiar estd em torno de 10% nos protocolos das sondas disponiveis atualmente

(Grimwade e Lo Coco, 2002).

2.5.3 Variantes da FISH: M-FISH e MCB

A partir da FISH outras técnicas foram desenvolvidas utilizando-se o
mesmo principio, dentre elas estdo o multiplex-FISH (M-FISH) e o multicolor
chromosome banding (MCB) (Chudoba et al., 1999; Mandon et al., 2003; Weise et

al., 2003).

O M-FISH permite analisar o genoma diretamente em um unico
experimento, detectando a presenca de rearranjos cromossémicos, ndo revelados
por procedimentos padrées (Bandas G, e FISH), tais como translocacoes,
inser¢cdes e rearranjos estruturais complexos que resultam na formacdo de
cromossomos marcadores. A técnica foi introduzida por Speicher et al. (1996) e
utiliza um conjunto de sondas de DNA especificas para cada cromossomo (whole
chromosome painting - WCP) que sao hibridizadas com os cromossomos
metafasicos ao mesmo tempo. Utilizando o principio da marcacédo aleatéria o
coquetel de 24 sondas é gerado pela combinagdo de cinco fluorocromos, por
exemplo: Rodamina, Vermelho-Texas, FITC (Isotiocianato de fluoresceina), DEAC
(dietil-aminometil-cumarina) e Cianina 5 (Cy5), os quais podem gerar até 31

pseudocores, o total de cores alcangadas (N) € dado pela equagcdo N=2n-1, onde
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n € igual ao numero de fluorocromos. Cada cromossomo é marcado com uma
unica combinacdo: cinco cromossomos sao marcados com apenas um
fluorocromo, dez cromossomos com dois fluorocromos e nove cromossomos com

trés fluorocromos (Quadro 5) (Kearney, 2006).

Quadro 5: Esquema de marcagéao aleatdria usando cinco fluorocromos.

Cromossomo | Rodamina FITC Cy5 ;Z’éas' DEAC

O O N | IN|—-

As imagens sao analisadas por um microscépio de epifluorescéncia,
utilizando-se uma camera CCD (change coupled devise — CCD), todos os

fluorocromos inclusive o contracorante DAPI| sdo capturados sequencialmente
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utilizando-se filtros especificos com diferentes comprimentos de onda. A camara é
acoplada a um computador com um software apropriado que gera uma imagem
composta de cada cromossomo em uma visualizagdo pseudocolorida, ou seja, as
cores atribuidas pelo computador ndo sao necessariamente as cores reais, mas
as cores que refletem a informacado composta de cada cromossomo facilitando o
reconhecimento (Figura 6) (Van Limbergen et al., 2002).

O M-FISH tem sido utilizado tanto na pesquisa como no diagndstico de
doencas, € aplicado principalmente em casos que apresentam cariotipos
complexos, sendo muito util no estudo dos tumores solidos, os quais sao
caracterizados frequentemente por alteragcbes complexas. No entanto, a
dificuldade de obtencdo de metafases nos tumores faz com que eles sejam
menos estudados que as leucemias. Dois grupos sédo alvo do M-FISH para
identificacdo de rearranjos cromossOmicos cripticos ndo detectados pelo
bandeamento G: aqueles com aparente cariétipo normal e aqueles com cariétipos

aberrantes complexos (Kearney, 2006).

8 A8 i 23

Fonte: Geig| et al.,(2006) "

Figura 6: M-FISH em individuo normal exibindo pseudocores geradas a partir de
imagens monocromaticas capturadas separadamente. a) Célula em metafase b) Cariograma
46,XY.

34



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

A despeito de sua grande utilidade na elucidagéo de cariétipos complexos,
o M-FISH n&o identifica com seguranga rearranjos como microdele¢cées ou
rearranjos muito pequenos, inversdées e duplicacbes (Barouk-Simonet et al.,
2005).

Apesar do bandeamento G ser o padrdo ouro entre todas as técnicas
usadas na citogenética, este possui limitagcbes uma vez que o padrao de bandas
claras e escuras nado permite em muitos casos a identificagdo da origem do
material adicional presente em cromossomos com morfologia alterada. Além disso
a resolucao da técnica €& extremamente dependente do espalhamento e da
condensagao cromossdmica, parametros esses que sdo geralmente prejudicados
em casos de leucemia. Dessa forma, o desenvolvimento da técnica de
bandeamento cromossémico multicolorido (MCB) foi de grande importancia para a
resolucdo de casos de rearranjos intracromossomais e determinagao de pontos
de quebra onde o bandeamento classico nao era elucidativo (Liehr et al., 2002a).

A técnica MCB permite a diferenciacdo de regides cromossémicas
especificas ao nivel de bandas e sub-bandas com uma resolugao de 550 bandas
ou mais num cariétipo haploide. E baseada na proporcdo de mudangas de
intensidade de fluorescéncia ao longo do cromossomo, as quais s&o usadas para
designar diferentes pseudocores para regides cromossOmicas especificas
formando o bandeamento multicolorido detectados por meio de um programa de

computador. Uma grande vantagem da técnica € que os perfis do MCB sao
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independentes do tamanho dos cromossomos analisados, dentro do limite, o

numero de bandas pseudocoloridas pode ser ajustado através do programa sem

a necessidade de uma nova preparacao cromossOmica ou de repeticdo da

coloracao (Figura 7) (Liehr et al., 2002b; Weise et al., 2008).

Fonte: modificado de Liehr et al. (2002b).

Figura 7: Padrao do MCB, perfil da fluorescéncia e esquema de marcagdao do MCB. Baseado

na microdissecc¢ao dos cromossomo 2 (a), 13 (b) e 22 (c).

O MCB foi desenvolvido e testado inicialmente por Chudoba et al. (1999)
no cromossomo 5, e mais tarde, Liehr et al. (2002) desenvolveram a técnica para
ser aplicada em todos os 24 cromossomos humanos. O DNA de cada regiao foi
isolado através da microdissecc¢édo (Figura 8), que consiste na retirada de 15 a 20
fragmentos imprecisos de cada cromossomo em metafases espalhadas numa
lamina através de um aparelho de micro-manipulagdo, e posteriormente
amplificado e marcado com fluorocromos diferentes, formando uma biblioteca de
sondas de regides especificas que cobrem cada um dos 24 cromossomos

humanos (Figura 9).
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Fonte: modificado de National Human Genome Research Institute.

Figura 8: Microdisseccao de fragmento do cromossomo 2.

O MCB possui varias aplicagdes no diagndstico e na pesquisa, sendo

utilizado na caracterizacdo de cromossomos marcadores € Ccromossomos

derivativos, assim como em estudos da estrutura intranuclear, na analise de

linhagens celular, na pesquisa de radiagcao e na citogenética comparativa (Weise

et al., 2008).
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Fonte: Weise et al. (2008).

Figura 9: Esquema de marcagéo e localizagdo dos conjuntos de sondas da biblioteca de MCB.
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A combinacdo de todas as sondas MCB para os 24 cromossomos
humanos em um unico experimento de FISH é denominado mMCB (multitude
multicolor chromosome banding — mMCB), e pode ser utilizado em casos onde ha
necessidade de uma analise mais rapida dos cariétipos com alta complexidade

cromossOmica (Figura 10) (Weise et al., 2003; 2008).

Fonte: Weise et al. (2003).

Figura 10: mMCB em célula normal. a) Célula em metafase mostrando as cores reais dos
fluorocromos utilizados no mMCB b) Cariétipo 46,XY exibindo pseudocores do bandeamento

multicolorido.

2.6 Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia

A LPA é considerada rara em criancas. Dados de incidéncia em estudos na
populagdo norte americana revelam que os casos de LPA pediatrica representa
de 4% a 8% dos casos de LMA na infancia e aproximadamente 10% dos casos de

LPA em geral (Gregory et al., 2009; Imaizumi et al., 2011).

A LPA na infancia €& caracterizada por uma alta incidéncia de
caracteristicas adversas que incluem alto limiar de contagem leucocitaria e
apresentacao da forma variante microgranular (LMA M3v) quando comparada

com a doenga no adulto. A morfologia variante microgranular possui um
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frequéncia de aproximadamente 30% dos casos pediatricos de LPA (Gregory e
Feusner, 2009; Sanz et al., 2009). Uma vez que a apresentagao da forma variante
€ desprovida das marcantes caracteristicas da forma classica, seu diagndstico
pode ser retardado e dessa forma aumenta potencialmente as chances de
complicagdes clinicas perigosas instalarem-se na fase inicial da doenga, sendo
estas invariavelmente potencialmente fatais. Um exemplo destas complicagbes
sdao os casos de hemorragia intracranial que € uma causa comum de morte

precoce na fase de indugéo do tratamento (Testi et al., 2005).

A vasta maioria dos estudos realizados em LPA quando ndo excluem
pacientes pediatricos incluem ambas populagdes, pediatrica e adulta, sem
analisa-las separadamente. Estudos clinicos onde é avaliada a resposta
terapéutica a quimioterapia na LPA infantii sdo escassos devido a relativa
raridade da LPA em criangcas e adolescentes. A incidéncia da LPA, assim como
as LMAs em geral, aumenta ao longo da idade, dessa forma a LPA é mais comum
em adultos que em criangas. O marco genético da LPA, a t(15;17), torna esta
doenga aparentemente um tipo de leucemia mais homogéneo do que as outras
malignidades que se apresentam em ambos os grupos, pediatrico e adulto. Este
fato parece favorecer a logica da aplicabilidade dos dados obtidos em estudos
realizados em populagdes adultas, referentes a resposta da doenca aos regimes
terapéuticos, em pacientes pediatricos. Apesar disso 0 grau de toxicidade deve
ser consideravelmente divergente entre adultos e criangas e outras drogas podem
ser melhor toleradas de possuir maior potencial de cura em criangas do que as
testadas em adultos (Gregory e Feusner, 2009). A dose ideal para administragéo
do ATRA tem sido questionada em estudos devido ao potencial dessa medicacao

em desenvolver colateralmente a sindrome do ATRA e pseudotumor cerebral
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(hipertencéo intracraniana benigna) e outros efeitos adversos (Powell et al., 2007,

Sanz et al.,2009).

Um estudo recente realizado numa populacdo exclusivamente pediatrica,
mostrou que os adolescentes (idade de 13 a 18 anos) aparentemente possuem
uma resposta particularmente favoravel e dentre as criangas (£ 12 anos) a faixa
etaria abaixo de 4 anos mostrou-se de pior prognostico apresentando uma alta
incidéncia de recaidas. Em geral, nesse estudo ficou demonstrado que criangas
de menor idade possuem menor sensibilidade a classica combinagdo de ATRA e
quimioterapia e maior toxicidade do que os outros grupos etarios (Bally et al.,

2012).

2.6.1 Os fatores prognésticos na LPA na infancia

Diversos fatores progndésticos foram apontados na LPA, sendo que a
maioria desses dados foram determinados a partir de estudos em populagao
adulta ou pediatrica e adulta combinadas. Visto que fatores como morfologia
variante (M3v), presenca de transcrito bcr3, mutacdes do gene FLT3 e altas
contagens leucocitarias estdo associados a um pior prognostico, estes fatores tém
se comportado como caracteristicas interrelacionadas. Sendo dentre estes, a
contagem leucocitaria, o indicador progndstico mais consistente e largamente
aceito, uma vez que outros fatores apresentam sempre algum dado conflitante na
literatura (Gale et al., 2005; Kuchenbauer et al., 2005). Sanz et al. (2000), num
estudo europeu conseguiram determinar uma estratificagdo progndstica que
combina as contagens leucocitaria (WBC — white blood cells) e plaquetaria

medidas ao diagnostico. Nesse estudo foi possivel a criagdo de um modelo
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preditivo simples para sobrevida livre de eventos usando estes dois parametros

(Quadro 6).

Quadro 6: Determicao de risco para SLE.

Risco Parametros
Risco Baixo WBC < 10000/uL e plaguetas >40000/uL
Risco Intermediario WBC < 10000/uL e plaquetas <40000/pL
Risco Alto Quaisquer pacientes com WBC > 10000/uL
Legenda: WBC = contagem leucocitaria global Fonte: Sanz et al.(2000).

Atualmente, o mecanismo da determinacdo de como a contagem
plaquetaria ao diagnéstico interfere na medida da sobrevida livre de eventos
permanece duvidosa, pois outros estudos falharam na reprodug¢ao do estudo de
Sanz et al. (2000). No entanto, numerosos estudos demonstraram a redugao da
sobrevida ao aumento da contagem leucocitaria, por isso a maioria dos clinicos
utiliza apenas este parametro para a estratificagdo do risco (Gregory e Feusner,

2009).

Técnicas de analise molecular por PCR podem também ser utilizadas no
contexto prognostico da LPA. A RT-PCR (reverse transcriptase PCR) para a
deteccdo da fusdo PML-RAR«a permite a determinagédo das diferentes regides de
quebra que resultam na formagao heterogénea de transcritos PML-RAR« (Figura
11), que em alguns estudos aparecem correlacionado a diversos caracteres da
doencga e possuem valor progndéstico (Gallagher et al, 1997; Burnett et al, 1999;
Jurcic et al., 2001). O mais frequente ponto de quebra do gene PML ocorre no
intron 6, sendo o transcrito denominado bcr1, seguido da quebra no intron 3 (bcr3)
e com menor frequéncia no éxon 6 (bcr2). Os transcritos bcr1, ber2, ber3 sé&o
denominados de longo (L), variante (V) e curto (S), respectivamente (Figura 11)

(Jurcic et al., 2001).

41



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

PMIL RARee

ber1 (isoforma L)

ber2 (isoforma V)

bcr3 (isoforma S)

Fonte: Modificado de Lo Coco et al. (1999).

Figura 11: Representagcdo esquematica dos trés principais transcritos quiméricos PML-
RARa. O ponto de quebra do gene RARa ocorre sempre no intron 2. Devido as diferentes
quebras do gene PML (intron 6, éxon 6 e intron 3), diferentes segmentos deste gene se fusionam
ao éxon 3 do RARa, produzindo os transcritos (isoformas) bcr1 (L), bcr2 (V) e ber3 (S),

respectivamente. Os nimeros representam os éxons dos genes PML e RARa.

A RT-PCR tem sido usada em estudos para determinar se pacientes com
risco aumentado de recaida podem ser detectados. Para a analise de doenca
residual minima (DRM) a RT-PCR é utilizada em diversos protocolos na avaliagao
progndstica de pacientes que nado alcangaram a remissdo molecular ena
avaliagao prognéstica de pacientes que convertem de PCR negativo para positivo
em apenas um momento ou em mais de momento durante o tratamento (Diverio
et al., 1996). Varios trabalhos tém sugerido que a presenga do transcrito bcr3
pode conferir um mau prognostico, sendo identificados nestes pacientes tanto
menor sobrevida livre de doenga quanto menor sobrevida total (Vahdat et al.,
1994; Jurcic et al., 2001). No entanto, este efeito foi mais evidenciado em estudos

onde o ATRA foi administrado como unico agente indutor durante a terapia e isto
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pode estar relacionado a diminuicdo da sensibilidade ao ATRA observada em
estudos in vitro de casos com bcr3 (Cassinat et al., 2001). Em outros trabalhos,
onde foram empregados simultdneamente o ATRA e quimioterapia como agentes
indutores e antraciclinicos na fase de consolidacdo, nenhum efeito semelhante foi
suficientemente destacado para promover qualquer modificacdo na abordagem

terapéutica (Burnett et al., 1999; Sanz et al., 2000).

A isoforma bcr2 também tem sido associada a piores resultados.
Entretanto, como estes transcritos estao presentes em apenas 5% dos pacientes
e sao heterogéneos molecularmente (variante), os casos estudados até hoje sao
insuficientes para excluir a possibilidade que algumas evidéncias estejam
ocorrendo ao acaso e ndo sejam de fato efeitos bioldgicos genuinos (Reiter et al.,
2000; Mystry et al., 2003). Dessa forma os transcritos bcr2 e bcr3 sé&o
relacionados a piores prognosticos, sendo que o bcr2 estda mais associado a
casos com baixa sensibilidade a terapia com o ATRA e o bcr3 a altas contagens
leucocitarias ao diagndstico e a morfologia variante hipogranular, além de menor
sobrevida livre de doenga e menor sobrevida total (Vahdat et al., 1994; Gallagher

et al, 1997; Jurcic et al., 2001; Gu et al, 2002; Mystry et al., 2003).

A determinacgao do ponto de quebra do gene PML é também relevante para
a escolha dos primers que serédo usados posteriormente no acompanhamento da
DRM, seja usando a RT-PCR convencional ou a técnica quantitativa ‘Real-Time’
RT-PCR (RQ-PCR) (Grimwade, 2002). O diagnéstico pela RT-PCR possui ainda
outra vantagem que € a detecg¢ao dos transcritos reciprocos RARa-PML, os quais
fornecem mais um alvo potencial para a monitorizacdo da DRM e estao presentes

em cerca de 75% dos pacientes (Burnett et al, 1999).
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A importancia do diagnostico molecular para o direcionamento terapéutico
adequado dos pacientes com suspeita de LPA foi primeiramente sugerido por
Miller et al (1992) e foi posteriormente destacado em varios estudos incluindo o
ultimo estudo clinico MRC ATRA (Medical Research Council) (Grimwade et al.,
1999). Pacientes com apenas a evidéncia molecular da fusdao PML-RARa
possuem o0 mesmo prognostico favoravel que aqueles pacientes com a t(15;17)
detectada, enquanto que os casos que ndo possuem comprovagdées molecular e
citogenética para o rearranjo PML-RARa tém pior prognostico (Burnett et al,

1999).

Elevadas taxas de obitos durante a fase de indugdo e baixa sobrevida
global sdo observadas em pacientes mais velhos e naqueles com altas contagens
leucocitarias (Tallman et al, 2002). A expressao de CD56, detectado pelas provas
imunofenotipicas, também é uma das variaveis preditivas de aumento do risco de
recaida juntamente com a presencga de elevadas contagens leucocitarias (Murray

et al, 1999; Ferrara et al, 2000).

Um resumo dos principais fatores prognésticos na LPA é apresentado

abaixo no Quadro 7.

Quadro 7: Fatores prognosticos na Leucemia Promielocitica Aguda.

Fator Prognéstico Observacgoes

Gene parceiro de fusado

Nos casos com rearranjo PML-RARa

1. Contagem leucocitaria/plaquetas 1. Preditiva para SLE, taxa de RC e obtencédo da TR
2. Expressao de CD56 2. Associado a maior TR
3. Ponto de quebra PML 3. Dados conflituosos; pior prognéstico para as isoformas

ber2 e bcr3 em alguns estudos

presenca de alta WBC.

Idade ) . .
maiores em criangas abaixo de 4 anos

Pior prognodstico nos casos de LPA com PLZF-RARa,
devido a insensibilidade ao tratamento com ATRA e ATO

4. M3 x M3v 4. Piores resultados na morfologia M3v, associada a
Taxas de o6bito na fase de indugdo significantemente

DRM Fator de risco independente para ocorréncia de recaida

microgranular variante; WBC, contagem leucocitaria; DRM, doenga residual minima

Legenda: RC, remissdo completa; TR, taxa de recaida; M3, LPA hipergranular classica; M3v, LPA
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2.7 Marcadores moleculares: os genes FLT3 e NPM1

Atualmente as vantagens da identificagdo molecular de marcadores que
possuem importancia prognostica em pacientes com LMA vém sendo estudadas,
uma vez que tais informacdes podem ser utilizadas na estratificacdo para
definigdo dos grupos citogenéticos de risco. Dentre os marcadores de importancia
prognostica na LMA, os genes FLT3 e NPM1 tém sido de grande destaque na
literatura (Rau e Brown, 2009; Barragan et al., 2011; How et al., 2013).

O gene FLT3 codifica um receptor tirosina quinase de classe lll (tirosina
quinase 3 semelhante a FMS ou FLT3) que é expresso na superficie de células
progenitoras hematopoiéticas e € composto por cinco dominios extracelulares do
tipo imunoglobulina, um dominio transmembranar e um juxtamembranar, seguidos
de dois dominios intracelulares de tirosina quinase (Figura 12). O gene FLT3 esta
localizado na regido 13912 e seu ligante pode ser encontrado sob uma forma
soluvel ou forma ligada a membrana em células do estroma da medula 6ssea
(Litzow, 2005).

As mutagdes no dominio justamembranar do gene FLT3 (FMS-like tyrosine
kinase-3) foram uns dos primeiros marcadores identificados e € um achado
comum em 1/3 dos casos de LMA, especialmente, naqueles com citogenética

normal e com leucemia promielocitica aguda, tornando-se uma das
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anormalidades moleculares mais frequentemente identificados na LMA. Estas

mutacgdes sao do tipo duplicagao interna em tandem (FLT3/ITD).

Dominio
extracelular do tipo
imunoglobulina Dominio
Transmembrana
Membrana celular
—— Dominio
Duplicagdo em
£ 5 Juxtamembrana
tandem (inser¢do de
3-400 pb)
Quinase 1
Mutagdes
pontuais nos Quinase 2
residuos D835/1836
C-terminal

Fonte: Modificado de Litzow (2005).

Figura 12: Representagao esquematica do receptor FLT3. A figura mostra a localizagdo da
duplicao interna em tandem dentro do dominio justamembranar e das mutagbes de ponto no

segundo dominio quinase.

Mutagdes pontuais de ativagdo de loop no segundo dominio de quinase
(FLT3/TKD) também podem desencadear a ativagdo constitutiva deste gene em
pacientes com LMA, apesar de serem menos frequentes que a do tipo ITD (Naoe
e Kiyoi, 2004). Estas mutagdes pontuais sdo do tipo missense e ocorrem mais
frequentemente nos residuos D835/I1836 da quinase 2 (Figura 12). A ocorréncia

mais frequente (50% dos casos), consiste na substituicdo do nucleotideo G por T
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no residuo D835, levando a mudanca do aminoacido aspartato por tirosina na
proteina mutante (Whitman et al., 2008).

As mutagdes do gene FLT3 (FLT3/Mut) possuem papel essencial na
capacidade de sobrevivéncia das células progenitoras hematopoiéticas e em seus
processos de diferenciacao e proliferacao celular (Small, 2006). A expressao da
forma selvagem deste gene é excepcionalmente alta em mais de 90% dos casos
de LMA. Esta superexpressao € um dos possiveis mecanismos onde o gene FLT3
contribui ao desenvolvimento leucemogénico, contudo a existéncia de mutagdes
ativadoras deste gene constréi uma forte evidéncia da importdncia do mesmo
(Gilliand e Griffin, 2002; Yanada et al., 2005).

Recentemente, Kutny et al. (2012) demonstraram que as FLT3/Mut
estavam presentes em cerca de 1/4 dos casos pediatricos de LPA. Apesar de
frequentes nos casos de LPA, as mutagdes do gene FLT3 n&o possuem seu valor
prognéstico muito bem estabelecido, apesar de estarem associadas a altas
contagens leucocitarias, aumento do percentual de células blasticas na medula
o0ssea, aumento do risco de recaida apds remissao completa e reducao da taxa
de sobrevida geral (Gale et al., 2008).

O potencial de interacdo das FLT3/Mut com outras anormalidades
moleculares também apresenta importancia quando se considera o significado
prognostico. Exemplo destas interagdes € a mutagcao adquirida do éxon 12 do
gene da nucleofosmina 1 (NPM1) e sua significante propor¢gdo em pacientes que
possuem a mutacdo FLT3/ITD (Daver et al., 2013).

O gene NPMT1 localiza-se na regido 5q35 e possui 12 éxons responsaveis
pela codificagdo da proteina nucleofosmina (anteriormente mencionada no tépico

2.4 desta revisao) (Figura 13).
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. Sinal de exportacdo nuclear (NES)
A N H 2 COO H . Dominio de ligagao a metais
1 294 w288 . Dominio acidilico
N PM 1 mﬂm:.. w2 gu Sinal de localizagdo nuclear (NLS)
\ b X I\ o
Oligomerizagao; Ligacdoas Ligagdoao D Regido moderadamente basica
Chaperona histonas DNA/RNA
— Atividade de Ribonuclease Cluster bsico
D Regido aromatica
B . Triptofanos 288 e 290
NH: 298 COOH
NPMc' AML Y B
NPMmut »

Fonte: Modificado de Falini (2007).
Figura 13: Representagao esquematica da estrutura da NPM selvagem e mutada. Localizagdo

dos dominios da NPM1 selvagem e suas fungbes (A) e sua forma mutada (B).

A proteina NPM selvagem é composta por dois dominios NES (dominio de
sinal de exportagdo nuclear) na regido N-terminal, responsaveis pelo transporte
da proteina do nucleo para o citoplasma e um dominio NLS (dominio de sinal de
ligacdo ao nucleo) que direciona o transporte do citoplasma para o nucleo e
ancoragem no nucléolo) (Figura 13). Nas células normais, o dominio NLS tem
atividade predominante sobre os dominio NES, fazendo com que a proteina
selvagem seja abundante no nucleo. As mutagbes do éxon 12 neste gene
provocam o surgimento de um novo dominio NES na regido C-terminal oriundas
de alteragbes nos residuos 288 e 290 de triptofano. Estas mudangas sao
responsaveis pela localizagao citoplasmatica aberrante da proteina NPM mutante
(Falini et al., 2006; Bolli et al., 2007; Rau e Brown, 2009).

Em geral, mutagdes NPM1 sdo associadas a uma tendéncia de aumento
nas taxas de sobrevida global e significante melhora nas taxas de sobrevida livre

de doenga ou recaida. Em analises multivariadas as mutagdes NPM1 se

48



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

comportam como um favoravel fator prognéstico independente (Falini et al.,
2007).

Devido as suas implicagdes prognosticas e terapéuticas é requerida uma
atencao especial a LPA dentre as leucemias mieldides agudas. A literatura relata
que a taxa de remissdo completa da doenga chega a 90% dos pacientes com a
terapia atual e a taxa de cura pode atingir 80% (Bassi e Rego, 2012). No entanto,
a real situagcdo dos resultados do tratamento da LPA em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, € desconhecida (Ribeiro e Rego, 2006). Este
trabalho contribuira na melhor investigacdo dos casos de LPA em pacientes
brasileiros objetivando a identificacdo de marcadores que possam redirecionar o

acompanhamento e tratamento destes pacientes.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Esse trabalho visa realizar uma analise citogenética e molecular em
pacientes diagnosticados com leucemia promielocitica aguda (LPA) no Centro de

Oncohematologia Pediatrica do Hospital Universitario Oswaldo Cruz/UPE.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar o cariotipo dos pacientes diagnosticados com LPA,;

2. Determinar a translocagao t(15;17) em pacientes com cariétipos normais
ou complexos;

3. Realizar o estudo citogenético molecular por M-FISH e/ou MCB em
pacientes com cariotipos complexos para determinacdo das alteragdes
cromossémicas adicionais;

4. Realizar analise molecular (RT-PCR) para determinacédo do ponto de
quebra do gene PML (transcritos bcr1/2 ou 3);

5. Realizar analise molecular para determinagao da ocorréncia das mutagoes
FLT3 e/ou NPMT,;

6. Relacionar os dados citogenéticos classicos/moleculares e de biologia

molecular com a evolugéo clinica e progndstica dos pacientes.
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4. Material e Métodos
4.1 Local e desenho do Estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio do Centro de Oncohematologia
Pediatrica do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (CEONHPE/HUOC/UPE). Este
estudo é do tipo transversal analitico descritivo, sendo retrospectivo no periodo de
janeiro de 2004 a fevereiro de 2010 e prospectivo no periodo de margo de 2010 a

outubro de 2013.

4.2 Pacientes

No estudo foram incluidos os casos de criancas com idade de zero a 18
anos com diagnostico de LPA acompanhadas nos CEONHPE/HUOC/UPE. As
amostras de medula 6ssea (MO) e/ou sangue periférico (SP) dos pacientes foram
colhidas em seringas estéreis e heparinizadas (5-10ml) e enviadas para o
Laboratério do CEONHPE/HUOC/UPE para serem realizadas as analises de

citogenética e biologia molecular.
4.3 Métodos
4.3.1 Obtengao dos cromossomos mitéticos e bandeamento G

A obtencdo dos cromossomos mitéticos para o bandeamento G e FISH foi
realizada segundo Testa et al. (1985). O bandeamento G foi realizado segundo
protocolo padrdo. Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo
com o Sistema Internacional para Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN)
de 2013. A analise cromossdmica foi realizada em microscopia 6ptica analisando

até 20 células para cada caso. Um caso foi considerado anormal quando mais de
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trés células apresentaram a mesma alteracdo cromossdmica. A documentacao foi

feita no sistema de captura de imagens (Meta System Imaging).
4.3.2 Citogenética molecular: FISH, M-FISH e MCB
4.3.2.1 FISH para pesquisa da t(15;17)

Para a técnica de FISH a sonda comercial de sequéncia homdloga de DNA
LSl PML/RARa para a t(15;17) (Aquarius — Cytocell), foi utilizada seguindo o
protocolo do fabricante. A analise de no minimo 100 nucleos interfasicos ou 3
metafases para cada caso foi feita por microscopio de fluorescéncia. As imagens
foram analisadas, capturadas e processadas utilizando-se microscépio de
fluorescéncia equipado com Sistema de Captura digital para FISH e programas

para analise de imagem IKAROS e ISIS (MetaSystem, Alemanha).

4.3.2.2 FISH com sondas BAC e WCP, M-FISH e MCB

As técnicas de FISH com sondas BAC e WCP, M-FISH e MCB foram
realizadas no Laboratério de Citogenética Molecular do Instituto de Genética
Humana da Universidade de Jena (Alemanha) coordenado pelo Dr. Thomas Liehr,
durante o Estagio de Doutorado Sanduiche realizado com financiamento de bolsa

PDSE da CAPES no periodo de outubro/2012 a abril/2013.

Todas as sondas utilizadas nestas metodologias foram confeccionadas in

house e seguiram a metodologia descrita a seguir:
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4.3.2.2.1 Marcacao e precipitacao de Sondas de DNA

A marcagdo de sondas de DNA decorre da conjugacdo da molécula de
fluorocromo ou hapteno com a sequéncia de DNA a ser marcada. Os seguintes
componentes listados na tabela 1 compoem o mix para a marcagao de sondas

através de DOP PCR (degenerate oligonucleotide-primed PCR).

Tabela 1 : Composi¢cao do mix para marcagao de sondas BAC, WCP, M-FISH e MCB.

Componentes Volumes (ul)
?:c:uoa ad iniectabilia, Braun) 11,08
Tampao 10X
(0.5pl de 0.05% NP-40 + 1000pul Tampao 10X) 2,0
(Applied Biosystems)
Primer DOP PCR (10uM) (5-CCGACTCGAGNNNNNNAT-3) 10
(Biomers.net) ’
Label Mix
(1501 dH,O + 50ul dTTP + 100ul dATP, dCTP, dGTP) 2,0
(Applied Biosystems)
MgCl,
(Rgcl)che) 3.0
Ampli Tag® DNA polimerase (5u/pl) 0.12
(Applied Biosystems) ’
Volume Final do Mix (puM) 19,2

De acordo com o tipo de marcagao (direta ou indireta), foram adicionados
aos outros componentes no tubo de PCR:
1. Para marcacgao indireta: 0.5yl de biotina-16-dUTP (Roche Diagnostics
GmbH) ou 1ul de digoxigenina-11-dUTP (Roche Diagnostics GmbH)
2. Para marcagéao direta: 1pl de dietilaminocumarina (DEAC) DY-415-aadUTP
(Dyomics),1ul de Texas red®-12-dUTP (Invitrogen), 2ul de Spectrum

orange (Abbott) ou 2ul de Spectrum green (Abbott).
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Finalmente, uma vez que todos os componentes foram adicionados
acrescenta-se o DNA a ser marcado nos seguintes volumes:

1. 1,5yl de DNA para marcagéo de sondas de até 1Mb (Ex.: sondas BAC);

2. 3,0pl de DNA para marcagéo de sondas maiores que 1Mb (Ex.: sondas

WCP e MCB).

O mix de sondas para M-FISH é& composto de 24 sondas WCP,
representando cada um dos cromossomos humanos marcados diferencialmente e
0 padrdao de marcacao segue a metodologia descrita por Kearney (2006). Cada
mix de sonda MCB ¢é composto pelas bibliotecas das regides de cada
cromossomo marcadas diferencialmente (Ex.: a sonda MCB para o cromossomo
2 possui 12 bibliotecas) e segue o padrao descrito por Liehr et al. (2002b).

Todo o processo de marcagao foi realizado dentro de uma camara de fluxo
laminar (Heraeus, Alemanha), para evitar a contaminacdo de outras possiveis
fontes de DNA. Posteriormente os microtubos foram colocados no termociclador

e submetidos a 30 ciclos nas seguintes condi¢cdes descritas na tabela 2:

Tabela 2: Condigbes de ciclagem utilizadas na marcagao se sondas para FISH.

Desnaturagio 30 ciclos Extensido
inicial Desnaturagio Hibridagao Extensio Final

T (°C) At TEC) At T(eC) At T(C) At T(C) At

94 3 91 1 56 1 70 2 72 5

Legenda: T = temperatura; At = tempo de duragao da etapa

Apods a marcagao e amplificagao por DOP PCR, os produtos da PCR foram
submetidos a etapa de preciptacdo. Nesta fase foram adicionados em cada
microtubo 115ul do mix de precipitagdo que €& composto de: 10ul de tRNA

(Roche), 5ul de acetato de sodio (3M) e 100pl de etanol 100%. Os microtubos

54



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

foram entdo estocados a -80°C por 60 minutos ou a -20°C overnight e
posteriormente centrifugados na temperatura de 4°C e rotagdo de 15300 rpm por
20 minutos. O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram deixados para
secar a temperatura ambiente por 20 minutos. O pellet foi entao reidratado com 1-
2ul dH20 e homogeneizado a 37°C por 30 minutos. Em seguida foi adicionado
Sulfato de dextrano (DS) (2g de Sulfato de sédio dextrano (Sigma), 2ml de 20X
SSC, 2ml de tampéao fosfato salino (PBS) (0,5M, pH 7) nos seguintes volumes a
depender do tipo de sonda:

1. 79ul de DS para sondas BAC;

2. 23pl de DS para sondas WCP;

3. 22ul de DS para sondas M-FISH;

4. 22ul de DS para sondas MCB.

Os microtubos foram novamente homogeneizados por 30 minutos a 37°C.
Apds a homogeneizagao as sondas estavam prontas para uso imediato ou eram

estocadas a -20°C para uso posterior.

4.3.2.2.2 Pré-tratamento de IAminas

As laminas utilizadas nos ensaios de FISH com sondas BAC, WCP, M-
FISH e MCB passaram por um pré tratamento para desnaturagcdo do DNA total
antes da etapa de hibridizagao. Este pré tratamento seguiu as seguintes etapas:
1. Adicionar 5l de 0.2N HCI & 95ul de agua deionizada ultra pura (Milli-Q®)
em uma jarra de coplin e aquecer até 37°C em banho maria.
2. Uma vez alcangada a temperatura de 37°C dentro da jarra, adicionar 0,5ml

de solugao de pepsina (1g de pepsina (Sigma) + 50ml agua deionizada).

55



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

3. Colocar a(s) lamina(s) na solugdo imediatamente apdés a adicdo da
pepsina por 5 minutos a 37°C.

4. Transferir a(s) lamina(s) para uma jarra com 1xPBS (47,75g de PBS
Dulbecco w/o Mg®* w/o Ca?** (Biochrome AG) + 5000ml de &agua
deionizada, pH 7-7,5) por 5 minutos a temperatura ambiente.

5. Retirar a(s) lamina(s) da solugcdo 1xPBS e pingar 100ul de solugdo post
fixative (5ml paraformaldeido + 4,5ml 1xPBS + 500ul de MgCl, a 1M) em
laminula (24x60 mm) e cobrir a(s) lamina(s) por 10 minutos a temperatura
ambiente. Trabalhar em capela de exaustdo nesta etapa devido aos
vapores de paraformaldeido.

6. Remover cuidadosamente a(s) laminula(s) e lavar a(s) lamina(s) em
1xPBS por 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Lavar a(s) lamina(s) em agua deionizada por 1 minuto a temperatura
ambiente.

8. Desidratar a(s) lamina(s) em série de etanol (70%, 95% e 100%) por 3
minutos cada a temperatura ambiente.

9. Deixar a(s) lamina(s) para secar a temperatura ambiente.

4.3.2.2.3 Hibridacao

A etapa de hibridacdo para as técnicas de M-FISH, MCB e FISH com

sondas BAC e WCP seguiram a sequéncia descrita abaixo:
1. As sondas marcadas foram misturadas a volumes de sulfato de dextrano
(DS) e DNA COT1 humano nas proporgdes apresentadas na tabela 3 em

microtubos de 0,5ml.
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Tabela 3: Composicao dos mixes de hibridizagao para sondas BAC, WCP, MCB e M-FISH.

Volume

Sonda Sonda (pl) DS (pl) DNA COT1* (ug)
BAC 3 3 25

WCP 3-4 6-7 5

MCB 6 6 10
M-FISH 10 10 20

*COT1 Human DNA 1ug/ul (Roche)

2. Os microtubos foram brevemente vortexados e colocados em
homogeneizador por 10 minutos a 37°C.

3. A etapa de pré-hibridacdo das sondas é realizada em termociclador
seguindo o programa ‘Prehyb’ nas seguintes condigoes:

a) 75°C por 5 minutos;

b) 4°C por 2 minutos;

c) 37°C por 30 minutos;

d) 4°C —temperature final do programa (for ever).

4. Enquanto as sondas estdo na pré-hibridizacdo a(s) lamina(s) foram
cobertas com 100ul de formamida 70% (140ml formamida + 20ml 20xSSC
(Invitrogen) + 40ml agua deionizada) e laminula(s) (24x60 mm) por 3-5
minutos a 72-73°C. Trabalhar em capela de exaustao nesta etapa.

5. Remover a(s) laminula(s) cuidadosamente e imergir a(s) lamina(s) em
etanol 70% a -20°C por 3 minutos.

6. Imediatamente continuar a série de desidratagdo da(s) lamina(s) em etanol
95% e 100% por 3 minutos a temperatura ambiente.

7. Deixar a(s) lamina(s) para secar a temperatura ambiente.
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8. Retirar as sondas do termociclador e aplicar 3-20ul da sonda na(s)
IAmina(s) e cobrir com laminula e selar as extremidades da laminula com

cola fixo gum (Marabu).

Uma vez selada(s) a(s) laminula(s) devem ser incubadas em camara umida
por 16-72h. Quanto maior a extensdo da sonda maior deve ser o seu tempo de

incubacao.

4.3.2.2.4 Lavagem pos-hibridagcao

A etapa de lavagem poés-hibridizagdo difere para sondas marcadas
diretamente e sondas marcadas indiretamente. Estas ultimas ainda precisam ser
conjugadas as suas respectivas moléculas sinalizadoras para posterior

visualizagéo do sinal fluorescente.

4.3.2.2.4.5 Lavagem para marcagao direta

1. Remover cuidadosamente a(s) laminula(s) e colocar a(s) lamina(s) em uma
jarra de coplin opaca ou de cerdmica com 1xSSC (25ml de 20xSSC
(Invitrogen) + 475ml agua deionizada, pH 7-7,5) a 62°C em banho maria
por 5 minutos.

2. Lavar a(s) lamina(s) em 4xSSC (100ml de 20X SSC (Invitrogen) + 400ml
de agua deionisada + 250yl de Tween® 20, pH 7-7,5.) a temperatura
ambiente por 5 minutos no homogeneizador.

3. Lavar seguidamente a(s) lamina(s) em 1xPBS a temperature ambiente por

5 minutos.
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Desidratar a(s) lamina(s) em série de etanol (70%, 95% e 100%) por 3
minutos cada a temperatura ambiente.

Deixar para secar em camara escura.

Aplicar 15l de DAPI (1000ul de meio de montagem Vectashield (Vector
Laboratories/Biozol) + 2ul de DAPI) na(s) lamina(s) e cobrir com laminula.
Refrigerar a(s) lamina(s) por no minimo 30 minutos antes da analise em

microscopio de fluorescéncia.

4.3.2.2.4.6 Lavagem para marcacgao indireta

1.

Remover cuidadosamente a(s) laminula(s) e colocar a(s) lamina(s) em uma
jarra de coplin opaca ou de ceramica com 1xSSC a 62°C em banho maria
por 5 minutos.
Lavar a(s) lamina(s) em 4xSSC a temperature ambiente por 5 minutos no
homogeneizador.
Adicionar 100ul de marvel (0,1g de leite em pd desnatado (Chivers Ireland
Ltd) + 2000ul de 4xSSC homogeneisado a 2500 rpm por 5 minutos TA) e
cobrir com laminula (24x60 mm) por 15 minutos a 37°C em camara umida.
Preparar o mix de anticorpos conjugados nas seguintes diluigdes:

e 1ul de estreptavidina-FITC (Vector Laboratories/Biozol) com 99ul de

marvel.
e 5yl de estreptavidina-Cy5 (Amersham) com 95ul de marvel.
e 10ul de anti-digoxigenina rodamina (Roche) com 90ul de marvel.

e 10ul de anti-digoxigenina fluoresceina (Roche) com 90ul de marvel.

5. Retirar a(s) laminula(s) e lavar a(s) lamina(s) em 4xSSC a temperature

ambiente por 1-2 minutos no homogeneizador.
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6. Aplicar 100ul do mix de anticorpos conjugados de acordo com os antigenos
utilizados (biotina ou digoxigenina) e cobrir com laminula (24x60 mm).
Incubar a(s) lamina(s) em camara umida por 45 minutos a 37°C.

7. Remover a(s) laminula(s) e lavar a(s) lamina(s) em 4xSSC (TA) por 5
minutos no homogeneizador, trocar a solugdo e homogeneizar por mais 5
minutos.

8. Lavar em 1xPBS por 3-5 minutos (TA) no homogeneizador.

8. Desidratar a(s) lamina(s) em série de etanol (70%, 95% e 100%) por 3
minutos cada a temperatura ambiente (as jarras de coplin utilizadas devem
ser opacas).

9. Deixar para secar em camara escura.

10.Aplicar 15ul de DAPI na(s) lamina(s) e cobrir com laminula.

11.Refrigerar a(s) lamina(s) por no minimo 30 minutos antes da analise em

microscopio de fluorescéncia.

Todas as andlises foram realizadas em microscopio de fluorescéncia
acoplado a sistema de captura (Axio Imager, Zeiss, Alemanha) e software ISIS

(MetaSystems Hard & Software GmbH, Alemanha).

4.3.3 Biologia Molecular

Na analise molecular das amostras de sangue dos pacientes coletadas em
EDTA, primeiramente foi realizada a separacdo de leucdcitos utilizando o
reagente Ficoll-Paque Plus da Amersham Pharmacia Biotech e 0 armazenamento
em Trizol® (Invitrogen). Apos este procedimento, as amostras foram congeladas

em freezer -80°C para posterior extragdo de RNA e DNA.
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4.3.3.1 Extragao de Acidos Nucléicos
4.3.3.1.1 Extragcdao do RNA

O RNA celular total, utilizado para a construgao do cDNA, foi extraido dos
leucocitos congelados. A qualidade do RNA foi observada através de eletroforese

em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio.

4.3.3.1.2 Extracao do DNA

O DNA genbmico utilizado na identificagdo das mutagdes FLT3/ITD,
FLT3/TKD e NPM1 foi extraido pelo método de Trizol® seguindo o protocolo do
fabricante. A qualidade do DNA foi observada através de eletroforese em gel de

agarose a 0,8% corado com brometo de etidio.

4.3.3.2 Construcao do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada a partir do kit comercial da Amersham
Pharmacia Biotech, segundo van Dongen et al. (1999). O cDNA foi utilizado para
a identificacdo do rearranjo PML/RARa. Para avaliar a qualidade do cDNA foi
utilizado um controle interno amplificado através de uma reacdo de PCR multiplex
de acordo com o protocolo descrito por Lion e Kidd (1998). Os primers utilizados

neste controle interno foram: PBGD, ABL, B2MG e BCR.

4.3.3.3 Identificagao da t(15;17) pela RT-PCR

Para a identificacdo da t(15;17) foi utilizado o master mix (Promega) de

acordo com as instrucées do fabricante com um volume final de 11,5uL. Os
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primers utilizados para a detecg¢ao dos transcritos bcr 1/2 e ber 3 foram baseados

no protocolo descrito por van Dongen et al. (1999) e estes foram:

t(15;17) ber v t(15;17) ber 3

Oligo5" CAGTGTACGCCTTCTCCATCA CTGCTGGAGGCTGTGGAC
Oligo 3" GCTTGTAGATGCGGGGTAGA GCTTGTAGATGCGGGGTAGA

Controles positivo e negativo foram utilizados para validar a reagéo e para
garantir a auséncia de produtos inespecificos foi utilizado um branco sem adi¢ao
de cDNA do paciente. As amostras foram submetidas a 35 ciclos de amplificacao,
em termociclador Eppendorf. O programa de amplificagdo consistiu em:
desnaturagdo das amostras a 94°C, por 30 segundos, nos ciclos subsequentes;
pareamento dos primers a 65°C, por 30 segundos; extens&o da fita a 72°C, por 30
segundos, com extensao final a 72°C por 7 minutos. Foram retiradas aliquotas
dos produtos de PCR para serem analisadas apds migragdo em gel de agarose a

2%, contendo brometo de etidio e marcador de peso molecular de 1kb plus.

4.3.3.4 Identificacao das mutagoes dos genes FLT3 e NPM1

O estudo das mutagdes FLT3/ITD e NPM1 foi realizado através da
metodologia de PCR convencional seguida da aplicagdo dos produtos da PCR
para eletroforese em gel de agarose. Enquanto na analise da mutagdao FLT3/TKD
foi utilizada a metodologia de PCR-RFLP, utilizando a enzima de restricdo EcoRV

na etapa de digestdo como anteriormente descrito por Whitman et al. (2008).

A composicao dos mixes de amplificagdo utilizados na pesquisa das
mutagdes FLT3/ITD, FLT3/TKD e NPM1 para realizagcao da PCR esta descrita na
Tabela 4. O volume final do mix apresentado representa o volume final em cada

micro tubo para analise de cada paciente estudado.
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Tabela 4: Composigdo do mix para amplificacdo dos genes FLT3 e NPM1.

fliooin i
Tampao (10x) 5,0 2,5
MgCl, (50mM) 2,0 1,5
dNTP’s (10mM) 1,0 0,5
Primer Sense (10uM) 1,0 0,3
Primer Antisense (10pM) 1,0 0,3
Taq DNA polimerase 0,25 0,25
DNA (200ng) 1,0 0,5
dH20 38,75 19,15
Volume Final do Mix (pM) 50,0 25,0

As sequéncias dos primers utilizados na composicdo do mix de cada

mutacao estudada sao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Sequéncia dos primers usados na pesquisa das mutagdes dos genes FLT3 e NPM1.

Mutacgao Sentido do Sequencia do
Analisada primer Primer
Forward 5° GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 3’
FLT3/ITD
Reverse 5" CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3’
Forward 5" CCGCCAGGGAACGTGCTTG 3
FLT3/TKD
Reverse 5" GCAGCCTCACATTGCCCC 3
Forward 5" GTGGTAGAATGAAAAATAGAT 3
NPM1
Reverse 5 CTTGGCAATAGAACCTGGAC 3

Apos a preparagao dos mixes das reacgdes, estas foram submetidas a
etapa de amplificagdo em termociclador. As condi¢des das ciclagens

programadas sao descritas abaixo e resumidas na Tabela 6.

Para a amplificacdo das reacbes para a mutacdo FLT3/ITD a ciclagem

programada foi quatro minutos a 94°C para desnaturagao inicial seguida de 40
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ciclos de um minuto a 94°C, 30 segundos a 52°C e 30 segundos a 72°C,

finalizando com uma extensao de cinco minutos a 72°C.

A amplificacdo das reag¢des para a mutagado FLT3/TKD utilizou a ciclagem
de quatro minutos a 94°C para desnaturagao inicial seguida de 40 ciclos de hum
minuto a 94°C, 40 segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C, com extensao final de

cinco minutos a 72°C.

Para a mutagdo NPM1, a amplificacdo das reagdes seguiu as condigdes de
10 minutos a 94°C para desnaturacao inicial seguida de 40 ciclos de 30 segundos
a 94°C, hum minuto a 56°C e dois minutos a 72°C, finalizando com uma extensao

de sete minutos a 72°C.

Tabela 6: Condicbes de ciclagem utilizadas na amplificagdo da mutagdes nos genes FLT3 e
NPM1 estudadas.

Mutac3 Desnaturagao 40 ciclos Extenséao
LIl inicial s < o < Final
esnaturagao Hibridagao Extensao
Analisada
T (°C) At T (°C) At T (°C) At T (°C) At T (°C) At
FLT3/ITD 94 4 94 1 52 30”7 72 30” 72 5
FLT3/TKD 94 4 94 1 55 40” 72 30” 72 5
NPM1 94 10’ 94 30”7 56 1 72 2 72 7

Legenda: T = temperatura; At = tempo de duragao da etapa

No estudo da mutagdo FLT3/TKD, os produtos da amplificagao tiveram a
qualidade avaliada antes da etapa de digestdo, através da observacao dos
fragmentos da PCR apds eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado com
brometo de etidio e exposicdo a luz ultravioleta. Tendo sua qualidade da
amplificagdo atestada, os produtos foram submetidos a digestdo enzimatica pela
endonuclease de restricdo EcoRV por trés horas. Os produtos da digestao foram

entdo submetidos novamente a eletrofores em gel (corado com brometo de etidio)
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na concentragao de 3%. Para a analise das mutagdes FLT3/ITD e NPM1, apds a
amplificagéo, os produtos da PCR foram corridos em gel de agarose a 4% corado

com brometo de etidio.

Os tamanhos dos fragmentos finais das reagbes para todas as mutacgoes

estudadas e seus respectivos genes selvagens estao relacionados na Tabela 7.

Tabela 7: Relacdo do tamanho dos fragmentos finais nas muta¢des FLT3/ITD, FLT3/TKD e
NPM1.

Mutacao Tamanho do fragmento Tamanho do fragmento

Analisada amplificado apos digestao
S 331 pb

FLT3/ITD -
M >331 pb
S 144 pb 68 e 46 pb

FLT3/TKD
M 144 pb 144, 68 e 46 pb
S 294 pb

NPM1 -

M 298 pb

Legenda: S = selvagem; M = mutante; pb = pares de bases

4.4 Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Oswaldo Cruz
(CEP - HUOC/UPE n° 83/2011) (Anexo 1). Todos os responsaveis pelos
pacientes do periodo retrospectivo deste projeto assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

Os responsaveis pelos pacientes referentes ao periodo prospectivo deste
projeto foram orientados sobre a proposta de estudo e informados de todos os
critérios para a inclusdo no projeto e assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

65



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

5. Resultados

5.1 Sexo, idade, status e protocolos de tratamento

Durante o periodo do estudo, 16 pacientes pediatricos foram
diagnosticados com LPA, representando 29,09% dos 55 casos de LMA na

infancia diagnosticados no mesmo periodo.

A idade dos pacientes estudados variou de 5 a 17 anos, incluindo ambos
0s sexos, com média de 11,81 anos. Houve discreta prevaléncia do sexo feminino

na amostra (56,25%) (Tabela 8).

Os pacientes atendidos até o ano de 2006 (31,25%) foram tratados
seguindo o regime terapéutico do protocolo BFM 83 + ATRA. Os pacientes
atendidos a partir de 2007 (68,75%) seguiram o regime terapéutico

PETHEMA/HOVON LPA2005 (Tabela 8).

Quanto ao status dos 16 pacientes, oito encontram-se vivos ou na fase de
manutencdo do tratamento e oito foram a 6bito, sendo que destes sete tiveram
Obitos precoces ainda na fase de indugcdo. Os motivos primarios dos obitos foram
hemorragias (sangramento difuso, hemorragia no SNC ou hemorragia pulmonar),
septicemia e manifestacdo da sindrome do ATRA. A maior parte dos pacientes
que foram a obito apresentaram duas ou mais destas manifestacbes como causa
do obito (71,42%), sendo a combinagdo de hemorragia por sangramento difuso e

septicemia o evento mais comum (42,85%) (Tabela 8).

Tabela 8: Sexo, idade, status, protocolo de tratamento e causa do 6bito.

66



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

Case Idade/Sexo Status Diagnéstico PT CM
1 12a/F Y LPA P1 Vv
15a/F \% LPA P1 Vv
3 9alF Vv LPA? P1 Vv
4 11a/F @) LPA? P1 D/H3
5 5a/M MP LPA P1 H1
6 12alF MP LPA P2 H1/S
7 17a/M MP LPA P2 D/H3/S
8 12a/F MP LPA P2 H2
9 15a/M \% LPA P2 Vv
10 15a/F MP LPA P2 H1
11 11a/F Vv LPA P2 Vv
12 6a/M MP LPA P2 H1/S
13 12a/M Vv LPA P2 Vv
14 13a/M \% LPA P2 Vv
15 15a/M MP LPA P2 H1/S
16 9a/F T LPA P2 Vv

Legenda: a = anos; F = feminino; M = masculino; V = vivo; T = em tratamento; O = ébito; MP =
morte precoce; + = positivo; (-) = negativo; na = ndo analisado; ? = interrogado; PT = protocolo de
tratamento; P1 = BFM 83 + ATRA; P2 = PETHEMA/HOVON 2005; CM = causa da morte; H =
evento hemorragico (1 - sangramento difuso, 2 - hemorragia no SNC, 3 - hemorragia pulmonar); D
= sindrome de diferenciagao ou sindrome do ATRA; S = septicemia.

5.2 Analise citogenética

A analise cariotipica com o bandeamento G revelou alteracbes
cromossémicas em 10 pacientes pesquisados (62,5%), trés pacientes
apresentaram cariotipo normal e trés nao apresentaram metafases para analise.
Dentre os pacientes com alteragbes cromossOmicas observadas pelo
bandeamento G, trés apresentaram cariétipos complexos com presenga de

cromossomos marcadores (Tabela 9).

A técnica de FISH utilizando a sonda comercial de sequéncia homdloga de
DNA LS| PML/RARa (Aquarius — Cytocell) para a t(15;17) confirmou o rearranjo
em 14 pacientes (87,5%). Em todos os casos positivos para rearranjo PML/RAR«

que apresentaram metafases foi realizada a FISH com sondas whole
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chromosome painting (WCP) para os cromossomos 15 (marcado com biotina +
estreptavidina-FITC) e 17 (marcado com digoxigenina + anti digoxigenina-
Rodamina) para investigacéo do tipo de rearranjo (Figura 14). Todos os 11 casos
apresentaram rearranjos balanceados entre estes cromossomos, sendo que um
caso (12) apresentou rearranjo do tipo tree way envolvendo o cromossomo 9 além
dos cromossomos 15 e 17 (Figura 15). A técnica de M-FISH foi realizada nos
casos 3 e 4, na tentativa de conhecer a origem das alteragdes nao esclarecidas
pelo bandeamento G, mas devido a baixa qualidade das preparagbes

cromossOmicas obtidas nestes casos nao foi possivel a avaliagdo dos resultados.

Uma vez conhecida a origem do rearranjo complexo variante no caso 12
envolvendo os cromossomos 9, 15 e 17, foi realizada a técnica de MCB para
estes cromossomos com o objetivo de determinar seus pontos de quebra neste
caso levando determinagdo do seguinte rearranjo: t(9;17;15)(q~13~21;21;24)
(Figuras 16, 17 e 18). Para elucidagao do exato ponto de quebra no cromossomo
9 foi realizada a FISH com sondas BAC (bacterial artificial chromosomes) para as
regides 9913, 9921.11, 9921.2 e 9921.33 (RP11-561023, RP11-430C15, RP11-
574G7 e RP11-65B23, nesta ordem) que revelou o rearranjo final:

t(9;15;17)(921.11;921;924) (Figura 19).
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Tabela 9: Dados das analises citogenéticas classica (bandeamento G) e molecular (FISH e variantes).

Caso Cariotipo Inicial FISH Citogenética Molecular Resultado
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), t(15;17)
! 46.XX[16] (PML con RARA x 1)[86/100] WeP1s/17 balanceada confirmada
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), t(15;17)
2 46.XX[18] (PML con RARA x 1)[56/100] WCP 15717 balanceada confirmada
47,XX,del(12p),add(14q),del(15q),i(19q),+mar[5)/ .
3 46,XX,-9,del(12p),add(14q),del(15q), +mar{3}/ [11'8;]‘3 Ish(PMLx2),(RARAX2) M-FISH insuficiente*-
46,XX, del(12p),add(14q),del(15q),i(19q)[6]/46,XX[4]
4 48 XX,+ mar1, +mar2[4)/46, XX[18] 1.nuc ish(PML3),(RARAX2) M-FISH insuficiente*-
[60/100]
) 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), t(15;17)
5 46.XY.1(15:17)(20] (PML con RARA x 1)[80/100] WCP 15717 balanceada confirmada
. e 1.nuc ish(PML x 3),(RARA x 2), ) )
sem metatases (PML con RARA x 1)[80/100]
7 sem metafases 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), ) )
(PML con RARA x 1)[50/100]
8 46, XX t(15;17)[141/46, XX[6] 1.nuc ish(PML x 2), (RARA x 2), WCP 15 /17 t1517)

(PML con RARA x 1)[58/100]

balanceada confirmada

Continua na préxima pagina

Legenda: nuc ish - hibridizagdo in situ em nucleo; 1. detecgédo da t(15;17) utilizando a sonda PML/RARa Translocation Probe Two Color Direct Labelled
(Aquarius Probes); * (asteristico): as preparagdes cromossémicas obtidas foram incompativeis com a avaliagdo do M-FISH devido a baixa qualidade.
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(Continuacgao) Tabela 9: Dados das analises citogenéticas classica (bandeamento G) e molecular (FISH e variantes).

Caso Cariotipo Inicial FISH Citogenética Molecular Resultado
9 sem metafases 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), ) )
(PML con RARA x 1)[68/100]
10 46,XX,1(15;17)[7]/46,XX,1(15;17),del(11q23)[4]/ 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), WCP 15/ 17 t(15;17)
46,XX[7] (PML con RARA x 1)[90/100] balanceada confirmada
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), t(15;17)
1 46,XX[20] (PML con RARA x 1)[67/100] WeP1s/17 balanceada confirmada
WCP 9/15/17
MCB 9
) 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), MCB 15 s o
12 46,XY,t(15;17),-9,+mar1 (PML con RARA x 1)[35/100] MCBA17 46,XY,t(9;15;17)(q13;921;q24)
BAC rp11-561023/rp11-430C15
BAC rp11-574G7/rp11-65B23
) 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), t(15;17)
13 46 XY,((15,17)[5)/46.XY[12] (PML con RARA x 1)[79/100] Wepas/r balanceada confirmada
. ) 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), t(15;17)
4 46.XY, (15 17)I9Y 45, XY -15[4]/46, XY[7] (PML con RARA x 1)[64/100] WeP1s/17 balanceada confirmada
15 46,XY,t(15;17),del(11q)[5)/46,XY t(15;17)[5)/ 1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), WGP 15/ 17 1(15;17)
46,XY,del(11q)[3]/46,XY[7] (PML con RARA x 1)[72/100] balanceada confirmada
16 46, XX t(15;17)[15]/46,XX[5] 1.nucish(PML x 2),(RARA x 2), WCP 15/ 17 H15:17)

(PML con RARA x 1)[65/100]

balanceada confirmada

Legenda: nuc ish - hibridizagdo in situ em nucleo; 1. detecgdo da t(15;17) utilizando a sonda PML/RARa Translocation Probe Two Color Direct Labelled
(Aquarius Probes); * (asteristico): as prepara¢des cromossémicas obtidas foram incompativeis com a avaliagdo do M-FISH devido a baixa qualidade.
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Figura 14: FISH com sondas whole chromosome painting (WCP) para os cromossomos 15 e 17.
O cromossomos 15 esta em verde (biotina + estreptavidina-FITC) e o 17 em vermelho
(digoxigenina + anti digoxigenina-Rodamina).

Figura 15: FISH com sondas whole chromosome painting (WCP) para os cromossomos 9, 15 e
17. O cromossomo 9 marcado em azul (DEAC), o cromossomo 15 em verde (biotina +
estreptavidina-FITC) e o 17 em vermelho (digoxigenina + anti digoxigenina-Rodamina).
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Figura 16: MCB para o cromossomos 9. A) desenho esquematico da marcagdo do conjunto de
sondas para MCB9; B) Resultado da analise no caso 12.

Figura 17: MCB para o cromossomos 15. A) desenho esquematico da marcagéao do conjunto de
sondas para MCB15; B) Resultado da analise no caso 12.

Figura 18: MCB para o cromossomos 17. A) desenho esquematico da marcagdo do conjunto de
sondas para MCB17; B) Resultado da anéalise no caso 12.
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Figura 19: FISH com sondas BAC para as regides 9q13 (RP11-561023 em vermelho) e 9921.11
(RP11-430C15 em verde) e sonda WCP para o cromossomo 17 (DEAC em azul). A regido 9q13
foi translocada para o cromossomo 17.
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5.3 Analise molecular

A técnica de RT-PCR foi realizada em 14 pacientes, e destes sete foram

positivos para o rearranjo PML/RAR« (Figura 20). Em dois pacientes (casos 5 e 8)

nao foi possivel a realizacdo da técnica por falta de amostra adequada para a

analise (Tabela 10). Divergéncia entre as analises moleculares foram observadas

em cinco pacientes, sendo positiva a detec¢ao da t(15;17) pela FISH e negativa

pela RT-PCR. Dentre os pacientes positivos para o rearranjo PML/RARa, um

apresentou o trancrito bcr 3 e seis o transcrito ber 1 (Tabela 10)

Tabela 10: Resultados das andlises de RT-PCR para o rearranjo PML/RARA e
investigacao das mutagdes FLT3 e NPM1.

Caso RT-PCR FLT3/ITD FLT3/TKD NPM1

1 PML/RARA o N N
ber 1

5 PML/RARA N N N
ber 3

3 N N N N

4 N N N N

5 na N na N

6 N N N N

7 N N N N

8 ha N N N

9 PML/RARA N N N
ber 1

10 PML/RARA Pos N N
ber 1

11 PML/RARA N N N
ber 1

12 N N N N

13 N N N N

14 PML/RARA N Pos N
ber 1

15 N N N N

16 PML/RARA N N N
ber 1

Legenda: Pos = positivo;N = negativo; na = ndo analisado.
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A mutacdo do FLT3/ITD foi detectada em dois pacientes (12,5%) (Figura
21) enquanto a mutagédo FLT3/TKD foi detectada em apenas um paciente (6,25%)
(Figura 22). No paciente 5 nao foi possivel a pesquisa da mutagao FLT3/TKD por

falta de amostra para a analise (Tabela 10).

A pesquisa para a mutagcdo no gene NPM1 foi realizada em todos os

pacientes, sendo negativa para todos os casos (Tabela 10).

Figura 20: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR para identificagdo da
t(15;17) pela RT-PCR. (L) Ladder 1kb plus; (1)Paciente positivo bcr1 (381pb) PML-A1/RARA-B (2)

Branco; (3) Controle interno.
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7 8 CP1 CP2 CN

Figura 21: Eletroforese em gel de agarose a 4% dos produtos de PCR para identificagdo da
mutacao FLT3-ITD. (L) Ladder 1kb plus; (2) Paciente para mutagédo (1, 3-8) Pacientes negativos;
(CP1 e CP2) Controles positivos; (CN) Controle negativo.

Figura 22: Eletroforese em gel de agarose a 3% dos produtos da digestao para identificagéo da
mutagao FLT3-TKD. (L) Ladder 1kb plus; (4) Paciente para mutagdo (1-3 e 5) Pacientes negativos;
(CP) Controle positivo.
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6. Discussao

Pacientes acometidos com LPA possuem grande risco de morte nas fases
iniciais do diagndstico e tratamento, sendo o diagndstico preciso e avaliagdo de
possiveis complicadores progndsticos de grande valia. A LPA na infancia possui
escassos estudos citogenéticos e moleculares na nossa populagdo, sendo a
geracao de conhecimento nesse seguimento essencial no auxilio da busca de
melhorias no manejo destes pacientes.

Neste estudo a LPA representou 29,09% dos casos de LMA
diagnosticados no mesmo periodo. Este dado mostra que nossa populagao segue
a tendéncia de elevagcdo dos casos de LPA observada nos paises latino
americanos (Jacomo et al., 2007; 2008).

No presente estudo a t(15;17) foi detectada em 50% dos casos através da
citogenética classica, no entanto quando as técnicas moleculares foram aplicadas
a taxa de detecgdo aumentou para 87,5%. Este dado sugere claramente que
técnicas moleculares adicionais (RT-PCR e FISH) sdo necessarias para
complementar a citogenética classica na confirmacado de um diagndstico de LPA.
Ainda assim a citogenética classica € fundamental na identificagcdo de
translocagdes alternativas e cuja caracterizagado fornece importantes informagdes
acerca da patogénese da LPA como um todo. Além disso, a analise citogenética &
valiosa na determinacao de alteragdes cromossOmicas secundarias, as quais nos
casos de LPA, ainda possuem importancia biolégica e clinica incerta (Grimwade
et al., 2009).

Rearranjos cripticos da fusdo PML-RARa sao encontrados em cerca de
10% dos casos de LPA (Grimwade et al., 2000). Neste estudo trés casos

(18,75%) apresentaram cariétipo normal, mas a detecgao do rearranjo criptico
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pelas técnicas moleculares (FISH e/ou RT-PCR) foi possivel em todos estes
casos. Além disto, a presenca da t(15;17) também foi confirmada nos casos sem
metafase (18,75%).

Dos 14 pacientes analisados por RT-PCR, em sete deles foram
detectados os produtos transcritos resultantes da fusdo PML-RARa, onde seis
apresentaram o transcrito (bcr 1) e um o transcrito curto (bcr 3). Nos outros
pacientes a RT-PCR nao detectou a presenca de transcritos, sendo que destes,
cinco apresentaram o rearranjo PML-RARa na analise por FISH. A presenga do
transcrito bcr3 pode conferir um pior prognéstico e esta relacionada a maior
resisténcia a terapia de diferenciagdo com acido retindico (Cassinat et al., 2001).

Na analise por FISH, dois casos apresentaram sinais extras para a regiao
do gene PML. O significado da presenga de copias extras do gene PML ainda n&o
€ conhecido, mas sabe-se que a proteina PML esta envolvida em diversos
processos celulares, os quais incluem apoptose, senescéncia celular, regulagéo
do crescimento e da transcricdo, processamento do RNA, modificagcdes poés-
transcricionais, controle da estabilidade gendmica, resposta a patdgenos virais,
apresentacao de antigenos e supressao de tumores (Mistry et al., 2003;
Carracedo et al., 2011).

Neste estudo dois casos ndo apresentaram a t(15;17) pelo bandeamento
G nem o rearranjo PML-RARa foi detectado nas técnicas moleculares. E fato
descrito na literatura a rara auséncia de rearranjos RARa em casos de LPA, no
entanto ndo podem ser descartadas mutagbes do gene RARa (Grimwade et al.,
2000). Além disto, a morfologia, imunofenotipagem e evolugao clinica destes
pacientes foram compativeis com o diagndstico de LPA. Ambos os pacientes

foram submetidos a protocolo de tratamento de LPA, um sofreu morte precoce
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(MP) e o outro é considerado curado (esta a mais de 6 anos sem eventos de
recaida).

As técnicas citogenéticas moleculares variantes da FISH apresentadas na
tabela 6, conseguiram esclarecer o cariétipo complexo apresentado no caso 12
onde a citogenética convencional revelou a presenga de um Cromossomo
marcador além da t(15;17). Através da utilizacdo de sondas WCP para os
cromossomos 9, 15 e 17 conjuntamente foi revelada a translocagcao complexa
entre estes cromossomos, t(9;15;17). A técnica de MCB para os mesmos
cromossomos e posteriomente o emprego de sondas BAC de /loco especificos do
cromossomo 9 permitiram a exata determinagcdo dos pontos de quebra da
t(9;15;17)(q13;921;924), sendo esta translocacdo uma alteragdo inédita na
literatura. Infelizmente as amostras dos casos 3 e 4 ndo apresentaram metafases
compativeis com realizacdo da técnica de M-FISH para esclarecimento das
alteracbes complexas. Em todos os outros casos que apresentaram metafases
para analise foi realizada a técnica de WCP para os cromossomos 15 e 17
simultaneamente para avaliagc&do do tipo de rearranjo apresentado, uma vez que a
ocorréncia de rearranjos ndo balanceados do tipo inser¢cdo em casos de LPA
além da translocacao balanceada, sao relatados (Grimwade et al., 2000; Zaccaria
et al., 2002). No entanto, todos os casos analisados apresentaram a t(15;17)
balanceada.

Apesar das altas taxas de sobrevida descritas para a LPA (Lo-Coco et al.,
2008; Lengfelder et al., 2009), alguns estudos destacam que mortes por causas
tipicas desta doenca, tais como hemorragias devido a coagulopatia e sindrome de
diferenciagao, ocorrem durante as terceiras e quartas semanas apoés iniciado o

manejo terapéutico (de la Serna et al., 2008). Neste estudo foi detectado uma alta
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taxa de mortes precoces (MP), chegando a 43,75%. Este dado € alarmante uma
vez que estas mortes sdo, em sua maioria, dificeis de prevenir e assinalam o alto
risco de ocorréncia destes eventos em nossa populagdo. Todos os pacientes,
exceto um, que passaram por esta perigosa fase estao vivos e sem recaidas.

A definicdo de MP foi usada para mortes ocorridas dentro de 30 dias a
partir do diagnoéstico como descrito no estudo do Registro Sueco de Leucemia
Aguda em Adultos (Lehmann et al., 2011). O estudo sueco encontrou uma taxa de
MP de 29% e um prévio estudo brasileiro achou uma taxa de MP de 32%
(Jacomo et al., 2008). Estudos clinicos sado considerados a principal fonte de
conhecimento sobre a LPA, porém estes estudos frequentemente excluem
pacientes com comorbirdades, idade avangada, estado geral precario e também
pacientes pediatricos. O estudo clinico espanhol PETHEMA (LPA 96 e LPA 99)
relatou que devido a hemorragias severas metade dos pacientes estudados foram
excluidos (de la Serna et al., 2008; Sanz e Montesinos, 2010). Sem falar nos
pacientes que morrem antes do diagndstico ou do inicio do tratamento.

Até o momento, a principal causa de MP neste estudo foram os eventos
hemorragicos (sangramento difuso, no SNC ou pulmonar), a sindrome de
diferenciacdo também conhecida como sindrome do ATRA e septicemia. Estes
eventos ocorreram entre a segunda e terceira semanas apos o diagndstico
durante a primeira fase do tratamento, chamada fase de indugao.

Apesar de nenhuma avaliacado estatistica ter sido aplicada nesse estudo,
por conta do tamanho amostral ndo ser significativo, € preocupante dados de
43,75% de 6bito precoce e 50% de mortalidade. E importante que novos regimes
terapéuticos sejam testados, como por exemplo, a introdugdo do trioxido do

arsénico (ATO) em combinagdo com o ATRA na terapia de indugéo dos pacientes
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recém diagnosticados. A atuagao sinérgica dessas drogas tem sido explorada e
tem tido resultados muito animadores. Um estudo chinés encontrou significante
diferenca no tempo de alcance de RC em pacientes que receberam a combinagao
dessas drogas (Shen et al., 2004). Neste estudo o tempo médio para RC foi de
40,5 dias para os pacientes que receberam apenas o ATRA, 31 dias para
pacientes que foram tratados apenas com o ATO, e de 25,5 dias para os que
receberam a combinacado ATRA/ATO. A diminuigdo da expressao dos transcritos
PML/RARA também foi observada na quantificagcdo por real time-PCR, onde o
ATRA reduziu apenas 6,7 vezes a quantidade de transcritos em relagcdo a medida
ao diagnéstico, o ATO provocou a redugdao de 32,1 vezes e a combinagao
ATRA/ATO produziu uma redugado de 118,9 vezes. Outro estudo realizado na
populacdo americana relatou uma significante vantagem na sobrevida de
pacientes que receberam o ATO durante a fase de consolidacido. Estes pacientes
apresentaram taxa de sobrevida livre de eventos por 3 anos (SLE 3 anos) de
77%, significantemente mais alta quando comparada com os pacientes que
receberam a terapia padrao que apresentaram uma SLE 3 anos de 59% (Powel et
al., 2007).

Um outro fator de vital importancia que normalmente nao é levado em
consideragao nos estudos clinicos € o estado geral clinico do paciente com LPA
na infancia quando ele chega nos centros de referéncia para tratamento e/ou
diagndstico. Nos relatos de casos da histéria clinica dos nossos pacientes € muito
comum a observagdo de um diagnodstico tardio da LPA que € uma doencga
extremamente perigosa ja nas suas primeiras manifestagdes e necessita de
diagnostico preciso e célere. O CEONHPE é um centro de referéncia para o

tratamento das leucemias agudas pediatricas no Estado de Pernambuco, mas em
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muitos casos os pacientes sdao encaminhados para o CEONHPE apds muitos dias
em outras instituicdbes de saude, onde o diagndstico ndo foi fechado rapidamente
e 0s pacientes chegam a nossa instituicdo com graves complicagdes clinicas e
estado geral precario. Este fato contribui muito para os desfechos de morte
precoce observada em nossa amostra.

A pesquisa das FLT3/Mut revelou mutagdes FLT3/ITD e FLT3/TKD em
dois (12,5%) e um (6,75%) pacientes, respectivamente. A presenca destas
mutacdes esta associada a altas contagens leucocitarias, aumento do percentual
de células blasticas na medula éssea, aumento do risco de recaida apds remissao
completa e reducdo da taxa de sobrevida geral. No entanto, nenhum estudo
conseguiu demonstrar um valor progndstico independente em pacientes com LPA
tratados com protocolos baseados em regimes de ATRA e antraciclinas, como € o
caso deste estudo (Barragan et al., 2011). Dois dos pacientes encontram-se vivos
e um sofreu morte precoce causada por sangramento generalizado. Alguns
estudos mostram uma elevagdo na taxa de mortes na fase de indugcdo em
pacientes com FLT3/Mut, porém sem diferenca significativa nas taxas de recaida
ou sobrevida global (Gale et al., 2005; Gregory e Feusner, 2009).

A mutacdo do gene NPM1 nao foi detectada em nenhum dos nossos
pacientes. Embora a maioria dos trabalhos mostre auséncia de muta¢cées NPM1
em pacientes com LPA adultos (Thiede et al., 2006; Mullighan et al., 2007;
Oelschlaegel et al., 2009; Hong et al., 2011; Yin et al., 2013) ou rarissima
deteccdo como no estudo de Verhaak et al. (2005) onde apenas um paciente
apresentou a mutacdo NPM1, no estudo realizado por Ghosh et al. (2012) foi
descrita uma frequéncia de mais de 30% de ocorréncia de mutagbes NPM1 em

pacientes adultos com LPA.
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Devido as suas implicagdes prognosticas e terapéuticas € requerida uma
atencao especial a LPA dentre as LMAs. Altas taxas de sobrevida s&o relatados
para esta leucemia (Sagrillo et al., 2005; Ribeiro e Rego, 2006). No entanto, a real
situacado dos resultados do tratamento da LPA em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, € desconhecida (Ribeiro e Rego, 2006). Neste trabalho a taxa de
mortalidade chegou a 50%, o que é um dado preocupante tratando-se de uma
patologia considerada e tratada como uma doenca que possui bom prognadstico.
Além disto, deve-se levar em consideracao a incidéncia aumentada da LPA no
Brasil (>20% dos casos de LMA) (Mendes et al., 2004; Jacomo et al., 2007;), que
segue a tendéncia dos paises de origem latina. Esta tendéncia elevada levanta a
hipotese de que a LPA possa estar relacionada a origem étnica e/ou a exposigcao
a fatores ambientais distintos. O estudo de Jacomo et al. (2007) observou uma
alta taxa de mortalidade e levanta a hipotese de que o suporte deficiente durante
a fase de indugao, periodo onde ocorre a maioria dos Obitos precoces, € o
principal problema enfrentado pelos paises em desenvolvimento. Ainda, neste
mesmo trabalho os autores sugerem que o prognéstico da LPA nao é tao
favoravel como é estabelecido.

Desta forma, o pronto diagnostico e uma melhor atencdo de suporte
durante o tratamento, principalmente em suas fases iniciais se faz necessaria ao
trato desta malignidade, podendo-se constatar a vital importancia da unido de
técnicas para a deteccdo, confirmacdo e monitoramento desta doenca de
evolucao rapida e fatal. Uma maior casuistica também é necessaria para maiores

conclusoes sobre a LPA da infancia o Brasil.

83



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

7. Conclusoes

1.

A t(15;17) foi detectada a em 71,42% dos casos com cariotipos normais e
complexos, pela técnica de FISH com sonda LS| PLM/RARa, mostrando a
importancia do uso de técnicas citogenéticas moleculares na confirmagao

genética do diagnostico da LPA;

A unido das técnicas utilizadas no estudo foi essencial a conclusao final do
diagnostico de LPA, destacando-se, o MCB, na resolugdo de cariotipos

complexos.

Alta taxa de MP (43,75%) durante a fase de inducdo pode estar relacionada
ao diagnostico tardio da LPA e a necessidade de uma melhor adaptagéo do
regime terapéutico aos casos de LPA na infancia em nossa populagéo. Deve-
se levar em consideragdo também a origem étnica e/ou a exposigao a fatores

ambientais especificos.

As mutacbées do gene FLT3 somaram 19,25% dos casos. Sendo este um
dado importante na caracterizacdo da populagdo com LPA infantil estudada
uma vez que estas mutagdes estdo associadas a caracteristicas clinicas
desfavoraveis com altas contagens leucocitarias, maior risco ocorréncia

hemorragica e de coagulopatia e maior taxa de recaida da doenca.
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5. Nenhuma mutacdo NPM1 foi detectada nos pacientes estudados, reforcando
a hipétese de rarissima ocorréncia ou auséncia de mutagdes deste gene nos

casos de LPA na infancia.
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo cromossomico consecutivo multicéntrico da Leucemia Mieloide
Aguda da Infancia

Nome do Voluntario:

Vocé, em breve, sera submetido a um estudo citogenético. Por isso esta
sendo convidado a participar de uma pesquisa que envolve analise cromossémica
de células de aspirado de medula 6ssea ou de sangue periférico.

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

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

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

seus beneficios, riscos e implicagoes.

OBJETIVO DO ESTUDO

Descrever os grupos com alteragdes citogenéticas dos pacientes
pediatricos com LMA, correlacionando-os com os aspectos clinicos e
prognosticos.

Detectar a porcentagem de anomalias cromossémicas da LMA na infancia.
Correlacionar as anomalias cromossdmicas presentes no diagnostico com a
evolugdo da doenca. Caracterizar anomalias variantes através de processos

moleculares.
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PROCEDIMENTO DO ESTUDO

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

Para exames envolvidos neste estudo sera utilizada uma parte do material

(sangue) obtido para realizagado de exames rotineiros.

RISCOS

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

conhecido.
BENEFICIOS
O estudo citogenético sera de grande relevancia para o seu tratamento,

pois permitira o fornecimento de indicagao diferencial de diagndstico e escolha de

tratamento apropriado para o risco da doenca e possibilita a cura da doenca.
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CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros medicos
poderdo ser consultados pelo Comité de Etica do Hospital Oswaldo Cruz e equipe
de pesquisadores envolvidos. Seu nome nao sera revelado ainda que
informacgdes de seu registro médico sejam utilizadas para propésitos educativos

ou de publicagao, que ocorrerao independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano recorrente do desenvolvimento deste projeto de
pesquisa, e que necessite de atendimento médico, ficara a cargo da instituicéo.
Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua participacao

neste estudo.

CUSTOS

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela

sua participac¢ao no estudo.

BASES DA PARTICPAGAO

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

O médico responsavel por sua internagdo pode interromper sua

participacado no estudo sa qualquer momento, mesmo sem a sua autorizacao.
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AUTORIZACAO DE MENOR

Nos casos em que o paciente for menor de idade os pais ou responsaveis
também deverdo concordar com a participagdo do menor neste estudo. Sendo
estes consultados e devidamente esclarecidos sobre os objetivos, procedimentos,

riscos e beneficios do estudo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nés estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer
momento do estudo. Qualquer duvida podera ser esclarecida com os
responsaveis pelo estudo: Dra. Maria Tereza Cartaxo Muniz (81 9905-6802) e
Bethania de Araujo Silva Amaral (81 9984-8348) — Laboratério de Citogenética
Humana e Biologia Molecular/fCEONHPE; Hospital Universitario Oswaldo Cruz (81
2101-1536) e Comité de Etica (81 3184-460). Se o Sr(a) tiver perguntas com
relacdo aos direitos do seu filho(a) como participante desta pesquisa, também
pode contar com uma terceira pessoa imparcial, o coordenador do Comité de
Etica do Hospital Universitario Oswaldo Cruz Dr. Wilson Oliveira - Av. Arnébio
Marques s/n.
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

(Paciente Maior de 18 anos)

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

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

Recife, de de 20

Assinatura do Paciente

Nome do Paciente (letra de forma)

Assinatura de testemunha (se necessario)

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

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

Através deste termo e apos os esclarecimentos devidos quanto ao
tratamento a ser submetido o} (a) menor

, na condi¢ao de

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

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

Recife, de de 20

Assinatura do responsavel pelo paciente

Nome do responsavel pelo paciente (letra de forma)

(Assinatura de testemunha, se necessario)

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

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento
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INTRODUCTION

Acute promyelocytic leukemia (APL), AML M3 under French-American-
British (FAB) classification, is a entity specifically associated with the acquired
translocation t(15;17)(q24;921) [1]. This reciprocal translocation leads the
disruption of PML (promyelocitic leukemia gene) and retinoic acid receptor alpha
gene (RARa), localized on 15q and 17q respectively [2]. The formation of the
PML-RARA chimeric protein plays a vital role in determining the phenotype of this
illness, taking part in the characteristic differentiation block by acting on repression
of genes involved in myelopoiesis process, which is overwhelm by treatment with
high doses of retinoic acid [3,4]. However, it's known that a small group of patients
present variant translocations. This report present a tree way complex variant
t(9;17;15)(921.11;921;924) in a case of pediatric APL studied by FISH (fluorescent
in situ hybridization) and MCB (multicolor banding).

MATERIAL AND METHODS

Patient

A 6-year-old boy was admitted to the Pediatric Oncohematology Center of
University Hospital Oswaldo Cruz with a history of intense bleeding after dental
extraction that showed no clinical improvement after suture and evolved with
weakness, fatigue, fever and rectal bleeding. The peripheral blood examination
evidenced severe anemia with 2.0g/dL of hemoglobin and hematocrit 5.9%.
Physical examination revealed hepatosplenomegaly and bilateral
lymphadenomegaly of submandibular region. White blood cell count was 37.67 x
10%L and his platelet count was 23 x 10%L. Morphological examination in bone
marrow was compatible with classical promyelocytic morphological characteristics
including abundant Auer rods. Flow cytometry analysis revealed that the blasts
were positive for CD13, CD33, CD45, and MPO markers, but negative for CD15,
CD34, and HLA-DR markers. The patient’s coagulation tests reveled prothrombin
time of 18.1 s, activated partial thromboplastin time of 30.6 s and international
normalized ratio (INR) 1.36. The patient was treated according to the PETHEMA
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LPA 2005 protocol. In intensive care, he received aggressive blood product
support (platelet, fibrinogen and red bood cells replacements) and started ATRA,
Idarubicin and Cytarabine and Dexamethasone. However his clinical condition
evolved with fever (38,9°C) and worsening of the respiratory status with airways
bleeding and suspected of developing ATRA syndrome. The chest X-rays
evidenced diffuse focular infiltrate. Amikacin, Fluconazole, Azithromycin,
Tazobactam and Sulfamethoxazole were added to therapy and the pacient was
sedated and intubated in the second day of his hospital stay in the intensive care

unit. At the end of the third day in intensive care the patient succumbed and died.

Chromosomal Analysis

The bone marrow culture was performed as previously described by Silva
et al. (2002) [5] and G-banding for chromosomal identification was performed
according to standard protocols, and the karyotype was described following the
International System for Human Cytogenetic Nomenclature [6].

Fluorescent in situ hybridization (FISH) experiment on metaphase spreads
was performed using the PML/RARa Translocation Probe Two Color Direct
Labelled (Aquarius Probes), according to the manufacturer’s instructions. Whole
chromosome painting (WCP) probes for chromosomes 9, 15 and 17 and probes
obtained from bacterial artificial chromosomes (BAC) for the chromosomal regions
9913, 9921.11, 9921.2, and 9g21.33 (RP11-561023, RP11-430C15, RP11-574G7
and RP11-65B23, in that order). Multicolor chromosome banding (MCB) was
performed for chromosomes 9, 15 and 17 as previously reported [7]. The BAC,
WCP and MCB probes were produced and labeled in the Molecular Cytogenetics
Laboratory of the Institute of Human Genetics, Jena, Germany. The procedures

were performed as previously described [8].

RESULTS

The G-banding cytogenetic analysis defined the karyotype as 46,XY,-
9,1(15;17),+mar[11]/46,XY,1(15;17)[6]/46,XY[3] (fig. 1a). FISH analyses confirmed
the PML-RARa gene fusion, but instead of tow fusion signals as expected seeing
in essays with a duo fusion probe for PML/RARa rearrangement, our pacient

showed in most of cells only one fusion signal. The application of whole
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chromosome painting for chromosomes 9 (DEAC, for blue signal), 15 (biotin +
streptavidin-FITC, for green signal) and 17 (digoxigenin + anti digoxigenin-
rhodamine, for red signal) reveled that the marker chromosome was a derivative
chromosome 9 involved in a tree way translocation among this chromosomes (9,
15 and 17) (figure 1b). Performing multicolor chromosome banding for
chromosomes 9 (8 pcp), 15 (6 pcp) and 17 (7 pcp) we could ascertain the
breakpoints for chromosomes 15 and 17, but 9 wasn’t accurated (99~13~21)
(figure 2). Therefore, FISH with specific bacterial artificial chromosome probes for
chromosome 9 (RP11-561023, RP11-430C15, RP11-574G7 and RP11-65B23)
were used to determine the breakpoint reagion on this chromosome which has
been shown to be 9g21.11(figure 3). Thus the final karyotype was redefined as
46,XY,1(9;15;17)(921.11;921;q24)[11]/ 46,XY,1(15;17)[6]/46,XY[3].

DISCUSSION

Although the hellmark of APL is the t(15,17) accounting for more than 90%
of APL cases [9], several complex variant translocations have been reported in
APL with tree-way or more complex rearrangements. Recurrent breakpoints have
been recognized among these translocations, such as 1936, 11913, 2q21, 3p21,
421, 6923, 19p13, 20p13, Xq13 [10-18]. To our knowledge, this case is the first
that reports a tree-way translocation involving the band 9921 in APL. In general
patients with simple variant translocations, such as 1(11;17)(g23;921),
t(11;17)(q13;921) and t(5;17)(932;921) [19-21], do not respond to conventional
treatment regimens with ATRA, with regard to treatment outcome, on the other
hand almost all APL cases with complex translocations harboring PML/RARA
fusion have shown no difference when compared with typical APL cases with
t(15;17), in which current treatment of APL with all-transretinoic acid in
combination with an anthracycline is very effective [22]. Unfortunately, our patient
evolved to a fatal denouement in few days.

The role of chromosome translocations other than t(15;17) in APL is still
unclear and additional studies are required to clarify the effectiveness of treatment
and prognosis in APL with complex variant translocations [23]. Further
identification of /oci involved in complex translocations would help to elucidate new

candidate genes that could potentially affect the prognosis of APL.
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This case also demonstrates the importance of combining a variety of
methods, such as cytogenetic and FISH analyses, for better diagnose atypical

chromosome translocations in APL.

Acknowledgment

The authors thank all who contributed to this work, patients and their
families and the Grupo de Apoio a Crianca com Cancer (GAC). This study was
supported by FACEPE (Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado
de Pernambuco) and CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico).

Conflict of interest

The authors declare no conflict of interest.

113



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

REFERENCES

[11 Stock AD, Dennis TR and Spallone PA. Precise localization by
microdissection/reverse ISH and FISH of the t(15;17)(q24;921.1) chromosomal
breakpoints associated with acute promyelocytic leukemia. Cancer Genet
Cytogenet (2000) 119:15-17.

[2] de The H, Chomienne C, Lanotte M, Degos L, Jejean A. The t(15;17)
translocation of acute promyelocytic leukaemia fuses the retinoic acid receptor
alpha gene to a novel transcribed locus. Nature (1990) 347:558-61.

[3] Mistry AR, Pedersen EW, Solomon E, Grimwade D. The molecular
pathogenesis of acute promyelocytic leukaemia: implications for the clinical
management of the disease. Blood Rev. 2003;17:71-97.

[4] Sanz MA, lacoboni G, Montesinos P. Acute promyelocytic leukemia: do we
have a new front-line standard of treatment? Curr Oncol Rep. (2013) 15(5):445-9.
[5] Silva MLM, Land M, Heller A, Abdelhay E, Oliveira MSP, Ribeiro R, Lerner D,
Liehr T. New reagement 1(3;17)(926.3;912) in an AML patient with poor outcome.
Oncology Reports. 2005; 3:663-666.

[6] ISCN 2013: An International System for Human Cytogenetic Nomenclature:
Recommendations of the International Standing Committee on Human
Cytogenetic Nomenclature. Shaffer LG, McGowan-Jordan J and Schmid M,
editors. S. Karger Medical and Scientific Publishers. Cytogenetic and Genome
Research, 2013.

[7] Liehr T, Heller A, Starke H, Rubtsov N, Trifonov V, Mrasek K, Weise A,
Kuechler A, Claussen U: Microdissection based high resolution multicolor banding
for all 24 human chromosomes. Int J Mol Med 2002; 9:335-339.

[8] Weise A, Mrasek K, Fickelscher |, Claussen U, Cheung SW, Cai WW, Liehr T,
Kosyakova N: Molecular definition of high-resolution multicolor banding probes:
first within the human DNA sequence anchored FISH banding probe set. J
Histochem Cytochem 2008; 56:487—-493.

[9] Sanz MA, Grimwade D, Tallman MS, et al: Management of acute promyelocytic
leukemia: Recommendations from an expert panel on behalf of the European
LeukemiaNet. Blood. 2008;113:1875-1891,

[10] Park JP, Fairweather RB. Complex £(1;15;17) in acute promyelocytic leukemia
with duplication of RAR alpha and PML sequences. Cancer Genet Cytogenet.
1996;89:52—6.

[11] Chen Z, Morgan R, Stone JF, Sandberg AA. Identification of complex t(15;17)
in APL by FISH. Cancer Genet Cytogenet. 1994;72:73-4. doi:10.1016/0165-
4608(94)90114-7.

[12] Fujishima M, Takahashi N, Miura |, et al. A PML/RARA chimeric gene on
chromosome 2 in a patient with acute promyelocytic leukemia (M3) associated
with a new variant translocation: £2;15;17)(q21;922;921). Cancer Genet
Cytogenet. 2000;120:80-2.

[13] Ogawa S, Mitani K, Sato Y, et al. Detection of the PML/RAR alpha fusion
gene in acute promyelocytic leukemia with a complex translocation involving
chromosomes 15, 17, and 18. Cancer Genet Cytogenet. 1993;69:113-7.

[14] Liu S, Li Q, Pang W, et al. A new complex variant t(4;15;17) in acute
promyelocytic leukemia: fluorescence in situ hybridization confirmation and
literature review. Cancer Genet Cytogenet.

114



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

[15] Brunel V, Lafage-Pochitaloff M, Alcalay M, Pelicci PG, Birg F. Variant and
masked translocations in acute promyelocytic leukemia. Leuk Lymphoma.
1996;22:221-8.

[16] Saitoh K, Miura |, Kobayashi Y, et al. A new variant translocation of #(15;17) in
a patient with acute promyelocytic leukemia (M3): #(15;19;17)(922;p13;q12).
Cancer Genet Cytogenet. 1998;102:15-8.

[17] Yamamoto K, Hamaguchi H, Nagata K, Kobayashi M, Takashima T, Taniwaki
M. A new complex translocation (15;20;17)(g22;p13;921) in acute promyelocytic
leukemia. Cancer Genet Cytogenet. 1998;101:89-94.

[18] Wan TS, Chim CS, So CK, Chan LC, Ma SK. Complex variant 15;17
translocations in acute promyelocytic leukemia. A case report and review of three-
way translocations. Cancer Genet Cytogenet. 1999;111:139-43.

[19] Chen SJ, Zelent A, Tong JH, Yu HQ, Wang ZY, Derre J, et al.
Rearrangements of the retinoic acid receptor alpha and promyelocytic leukemia
zinc finger genes resulting from t(11;17)(923;921) in a patient with acute
promyelocytic leukemia. J Clin Invest. 1993;91:2260-7.

[20] Wells RA, Catzavelos C, Kamel-Reid S. Fusion of retinoic acid receptor a to
NuMA, the nuclear mitotic apparatus protein, by a variant translocation in acute
promyelocytic leukaemia. Nat Genet. 1997;17:109-13.

[21] Redner RL, Rush EA, Faas S, Rudert WA, Corey SJ. The t(15;17) variant of
acute promyelocytic leukemia expresses a nucleophosmin—retinoic acid receptor
fusion. Blood. 1996;87:882—6.

[22] Yamanouchi J, Hato T, Niiya T, Miyoshi K, Azuma T, Sakai |, Yasukawa M. A
new four-way variant 1(5;17;15;20)(933;912;922;911.2) in acute promyelocytic
leukemia. Int J Hematol. 2011;94(4):395-398.

[23] Freeman CE, Mercer DD, Ye Y, Van Brunt-lll J, Li MM. Cytogenetic and
molecular characterization of complex tree-way translocations in acute
promyelocytic leukemia. J Pekin Univ. 2009;41(4):477-479.

115



AMARAL, BAS - Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia: estudo cromossdmico e ...

FIGURES

A!t 31 It & ap A%

3 ™ 1

34 XX %X & 3% £% xa

a a 1" 1 1z

46 A4 AN AR AY &Ah

Figure 1: a) G-banded karyogram of the patient, showing 46,XY,-9,t(15;17),+mar.
b) FISH with WCP probes for chromosomes 9, 15 e 17.
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Figure 2: (1) MCB 9 a)diagram for MCB9 labeling, b) results for MCB9; (II) MCB 15
a) diagram for MCB15 labeling, b) results for MCB 15; (lll) MCB 17 a) diagram for
MCB17 labeling, b) results for MCB 17.
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Figure 3: FISH with BAC probes to regions 9q13 (RP11-561023 in red) e 9921.11
(RP11-430C15 in green) and WCP for 17 (DEAC in blue).
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Abstract
Acute promyelocytic leukemia (APL) is usually associated with
a favorable outcome, but about 10% of patients tend to re-
lapse. The genetic hallmark of APL is a balanced translocation
involving chromosomes 15 and 17, and the PML-RARa gene
fusion is found in more than 90% of these cases. Other chro-
mosomal abnormalities are commonly found in APL, but their
clinical significance has yet to be determined. Here we report
a case of childhood APL that was studied by conventional cy-
togenetics along with molecular cytogenetic techniques. The
patient showed a complex karyotype with an unusual cytoge-
netic rearrangement originating from two different abnor-
malities in a single chromosome 6. Our case is an exceptional
example of a cryptic cytogenetic anomaly in APL and under-
scores the importance of detailed genetic characterization.
Copyright © 2013 S. Karger AG, Basel

Introduction

Acute promyelocytic leukemia (APL) is characterized
by the accumulation of promyelocytes in the bone mar-
row and peripheral blood and is often accompanied by
disseminated intravascular coagulation [1, 2]. Distinct
from other acute myeloid leukemia subtypes, APL is usu-
ally associated with a favorable outcome with long-term
disease-free survival approaching 80%. For the 20% of pa-
tients whose outcome is not favorable, early complica-
tions cause mortality in 10%, and disease relapse or drug
resistance affects the other 10%. Prompt diagnosis and
early initiation of treatment are critical to lowering the
risk of early mortality [3]. Factors associated with spe-
cific therapeutic failure are not well established.

The genetic hallmark of APL is a balanced transloca-
tioninvolving chromosomes 15and 17,t(15;17)(q22;q21),
which results in the fusion of the promyelocytic leukemia
(PML) gene with the retinoic acid receptor (RARa) gene
[2]. The PML-RARa gene fusion is found in more than
90% of the cases of APL [2]. Other translocations involv-
ing the RARa gene account for the remaining APL cases.
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Additional chromosomal abnormalities are commonly
found in APL cases with t(15;17), but their clinical sig-
nificance remains elusive. In leukemias and myelodyspla-
sia in general, deletions or translocations involving a
breakpoint at the 6p region have been associated with a
dismal prognosis [4]. In APL, 6p abnormalities have been
described in only two cases [4].

Here we report a case of childhood APL that showed
an unusual cytogenetic rearrangement originating from
two different abnormalities in a single chromosome 6.
The response to therapy of this patient and others report-
ed with a similar abnormality does not support the idea
that 6p and 6q abnormalities have adverse implications in
APL.

Material and Methods and Case Report

From May 2006 to March 2012 we received samples from 67
children with acute myeloid leukemia. Twenty-six (38.8%) of these
patients had APL with the characteristic t(15;17)(q22;q21). Among
these APL cases, 5 (19.2%) showed secondary chromosomal
anomalies including 1 with cryptic abnormalities in a single chro-
mosome 6.

Case Report

A 10-year-old boy was admitted to the Service of Pediatric On-
cohematology of Lagoa’s Hospital with a history of intense bleed-
ing after dental extraction and pancytopenia. Physical examina-
tion revealed petechiae and widespread hematomas. His white
blood cell count was 2.93 x 10%/1 and his platelet count was 11 x
10%/1. Morphological examination of his bone marrow showed a
hypercellular content with 95% blast cells, 84% of these with clas-
sical promyelocytic morphological characteristics including abun-
dant Auer rods. Staining of the leukemia cells was intensive with
both myeloperoxidase and Sudan black B stains. Flow cytometry
analysis revealed that the blasts were positive for CD13, CD33,
CD38, and CD117 markers, but negative for CD15, CD34, and
HLA-DR markers. The patient’s coagulation profile test confirmed
normal clotting function. His prothrombin time was14.5 s; inter-
national normalized ratio was 1.02, and activated partial thrombo-
plastin time was 29.9 s. His fibrinogen level was not available at
diagnosis. There was no clinical evidence of disseminated intravas-
cular coagulation. The patient was treated according to the AML-
BFM-2004 protocol. He achieved complete remission and has re-
mained in remission for 15 months.

Conventional Cytogenetics

Cytogenetic analysis was performed at presentation on bone
marrow cells according to standard protocols, and the karyotype
was described according to the International System for Human
Cytogenetic Nomenclature [5].

Molecular Cytogenetics

We performed fluorescence in situ hybridization (FISH) ex-
periments on metaphase spreads, using the LSI PML/RARa probe
(Abbott™), according to the manufacturer’s instructions, whole
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chromosome painting probes for chromosome 6, partial chromo-
some painting probes for 6qter and 6pter, and probes obtained
from bacterial artificial chromosomes for the chromosomal re-
gions 6p23-6p22.3, 6p24.1, 6p21.3, and 6ql6.3 (RP1-232K4,
RP11-97A19, RP11-174N13, and RP11-1145D19). The whole
chromosome painting and partial chromosome painting probes
were produced and labeled in the Molecular Cytogenetics Labora-
tory of the Institute of Human Genetics, Jena, Germany. The pro-
cedures were performed as previously described [6]. Multicolor
chromosome banding was done for chromosome 6 as previously
reported [7].

Results

The G-banding cytogenetic analysis defined the karyo-
type as 46,XY,-6, t(15;17)(q22;q21),+mar in 21 of the 23
metaphases analyzed (fig. 1a). FISH analyses confirmed
the PML-RARa gene fusion (fig. 1b). The application of
multicolor chromosome banding and FISH with specific
bacterial artificial chromosome probes for chromosome 6
showed that the marker chromosome was a derivative
chromosome 6 and presented two different chromosomal
aberration types (fig. 1c—e). Thus the final karyotype was
redefined as 46,XY, t(15;17)(q22;q21),inv(6)(p24;ql5)
[10]/46,XY, t(15;17)(q22;q21),der(6)(6p21.3 >6q16.1)[4].

Discussion

Current treatment of APL with all-trans retinoic acid
in combination with an anthracycline is very effective in
inducing remission and eradicating APL. More than 90%
of patients newly diagnosed with APL achieve remission.
However, about 10% of the patients in remission eventu-
ally relapse. Prognostic factors associated with treatment
failure have included biological features such as persis-
tent disease after consolidation, high WBC count at di-
agnosis, FLT3 ITD mutations, and bcr3 transcripts.

Although secondary cytogenetic abnormalities occur
in about 30% of cases of APL, their prognostic impor-
tance has not been determined, and these additional cy-
togenetic abnormalities are often complex [8, 9]. The
techniques of molecular cytogenetics make possible a
better clarification of complex karyotypes, such as the
one we present here, providing critical information along
with a more accurate diagnosis and prognostic markers
[10]. According to published data, 6p rearrangements
occur preferentially with other chromosomal events.
Only a few cases with chromosome 6 abnormalities have
been confirmed to have cryptic t(15;17) rearrangements,

Matos et al.



inv(6)(p24 or p23;q15 or q24)

Fig. 1. a Translocation (15;17)(q22;q21)
and marker chromosome (G-banding). b
Application of LSI PML/RARa probe re-
vealed fusion. Inv(6)(p24 or p23;ql5 or
q24) (c) and der(6)(6p21.3->6q16.1) (d)
were described using multicolor chromo-
some banding probe for chromosome 6. e
Bacterial artificial chromosomes for the
chromosomal regions: 6p23-6p22.3 in red
(rhodamine), 6p24.1 in green (FITC), and
centromeric region in turquoise (DEAC).

o o

der(6)(6p21.3->6q16.1)

-

-

and only 2 previously reported cases involved the 6p re-
gion [4].

We present an interesting observation in which con-
ventional cytogenetics showed only two chromosomal
changes, including the t(15;17) and a marker chromo-
some. However, molecular approaches showed that one
of these two chromosomes 6 presented an inversion and
a deletion. Our case is an exceptional example of a cryptic
cytogenetic anomaly in APL and underscores the impor-
tance of detailed cytogenetic characterization of APL cas-
es. It is possible that when many patients are systemati-
cally tested and uniformly treated, prognostic markers
might be identified. Outcome data from our patient and
those [4] reported with a similar abnormality do not sug-
gest that secondary abnormalities in chromosome 6 are
associated with adverse prognosis.

Abnormalities in Chromosome 6 in a
Child with APL

- RP1-232K4 Rh 6p23-p22.3

RP11-97A19 FITC 6p24.1
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Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/8758235957720206
Ultima atualizagdo do curriculo em 16/02/2014

Atua principalmente nos seguintes temas: Citogenética classica e molecular no estudo da
Leucemia Mieldide Aguda (LMA), Leucemia Promielocitica Aguda (LMA-M3) da Infancia; Biologia
Molecular (marcadores prognosticos); Estudo Citogenético Molecular de alteragdes complexas em
leucemias infantis; Emprego do anticorpo monoclonal PG-M3 no diagndstico da LPA. (Texto
informado pelo autor)

Identificacao
Nome Bethénia de AraUjo Silva Amaral§g®
Nome em citagoes bibliograficas AMARAL, B. A. S.;de Araujo Silva Amaral, Bethania;AMARAL, B.A.S.

Endereco

Formacao académica/titulacao

2010 Doutorado em andamento em Genética (Conceito CAPES 3).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
Titulo: Leucemia Promielocitica Aguda na infancia: estudo cromossémico,
molecular, investigacdo da ocorréncia de mutagdes nos genes FLT3 e NPM1 e
sua importancia progndstica,
Orientador: Neide Santos.
Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco.
Palavras-chave: Leucemia Promielocitica Aguda (LPA); Bandeamento G; Biologia
Molecular; Diagndstico Genético; Mutacdes FLT3 e NPM1; Progndstico.
Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética / Subarea: Genética Humana
e Médica.
Setores de atividade: Pesquisa e desenvolvimento cientifico; Atividades de
atencdo a saude humana.

2007 - 2009 Mestrado em Genética (Conceito CAPES 3).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
Titulo: Leucemia Promielocitica Aguda da Infancia: caracterizacdo de alteracdes
por citogenética classica e molecular, anticorpo monoclonal (PG-M3) e biologia
molecular,Ano de Obtengao: 20009.

Orientador: @' Neide Santos.
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
Palavras-chave: Leucemia Promielocitica Aguda (LPA); Diagndstico Genético;
Bandeamento G; Anticorpo Anti-PML (PG-M3).
Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética / Subarea: Genética Humana
e Médica.
Setores de atividade: Pesquisa e desenvolvimento cientifico; Atividades de
atencdo a saude humana.

2003 - 2007 Graduacdo em Bacharelado em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
Titulo: Analise das alteragGes cromossdmicas na Leucemia Mieldide Aguda (LMA)
em pacientes do Centro de Oncologia Pediatrica do Hospital Oswaldo Cruz

http:/buscatextual .cnpq.br/buscatextual Misualizacv.do?metodo=apresentar &id=K4713623P0#Bancas

1/6



16/2/2014

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Bethania de Araujo Silva Amaral)

(CEON/HUOC/UPE).
Orientador: Neide Santos.
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.

Formacao Complementar

2012 - 2013 Estagio pratico de doutorado sanduiche. (Carga horaria: 1000h).
Friedrich-Schiller-Universitat Jena.

2005 - 2005 Extensdo universitaria em Curso de Citogenética Humana no Diag. do Cancer.
(Carga horaria: 40h).
Universidade de Pernambuco, UPE, Brasil.

2004 - 2004 Extensdo universitaria em Curso de Extensdo em Técnicas de Biologia Molecula.
(Carga horaria: 30h).
Universidade de Pernambuco, UPE, Brasil.

2004 - 2004 Curso de atualizacdo em analise genetica humana. (Carga horaria: 30h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

Areas de atuacao

1. Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética / Subarea: Genética Humana
e Médica/Especialidade: CITOGENETICA HUMANA.

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve
Razoavelmente.

Producoes

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periodicos

Ordenar por

Ordem Cronolégica v

1. 5%¢ MATOS, R.R.C. ; MKRTCHYAN, H. ; AMARAL, B.AS. ; LIEHR, T. ; DE SOUZA, M.T. ; NEY-GARCIA, D.R.
; SANTOS, N. ; MARQUES-SALLES, T.J. ; RIBEIRO, R.C. ; FIGUEIREDO, A.F. ; SILVA, M.L.M. . An Unusual Cytogenetic
Rearrangement Originating from Two Different Abnormalities in Chromosome 6 in a Child with Acute Promyelocytic
Leukemia. Acta Haematologica icr, v. 130, p. 23-26, 2013.

2. W BARROS, J.E.X.S. ; SOARES-VENTURA, E.M. ; SANTOS, N. ; AMARAL, B.A.S. ; OLIVEIRA, F.M. ; VERA
CRUZ, R.S. ; MORAIS, V.L.L. ; MARQUES-SALLES, T.J. ; MUNIZ, M.T.C. . Case Report New cytogenetic aberrations
found in a case of aggressive retinoblastoma. Genetics and Molecular Researchicr, v. 11, p. 1666-1670, 2012.

3. W Soares-Ventura, Eliane Maria ; Mkrtchyan, Hasmik ; de Jesus Marques-Salles, Terezinha ; Silva, Mariluze ;
Santos, Neide ; AMARAL, B. A. S. ; Liehr, Thomas ; Abdelhay, Eliana ; Silva, Maria Luiza Macedo ; Muniz, Maria Tereza
Cartaxo . Molecular cytogenetics reveals complex karyotype in apparent t(8;13) therapy-related acute myeloid
leukemia M2 after fibrosarcoma. Leukemia Research Icr, v. 35, p. e27-e29, 2011.

4. MARQUES-SALLES, T. J. ; SOARES, E. M. A. ; SANTOS, N. ; AMARAL, B. A. S. ; SILVA, M. L. M. ; LEITE, E. P. ;
SILVA, M. O. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; RIBEIRO, R. C. ; MORAIS, V. L. L. . Secondary Acute Myeloid Leukemia with
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the Translocation (1;11)(g23;p15) in an Adolescent Treated for Testicular Sarcoma, in press. Cancer Genetics and
Cytogenetics ICr, v. 169, p. 83-85, 2006.

Trabalhos completos publicados em anais de congressos

1. OLIVEIRA, N. L. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; SOARES, E. M. A. ; SANTOS, N. ; AMARAL, B. A. S. ; MORAIS, V. L.
L. ; LEITE, E. P. ; SILVA, M. ; PUREZA, L. . Estudo Citogenético da Leucemia Mieldide Cronica na Infancia em Pacientes
Atendidos no CEON/HUOC/UPE. In: XVII Encontro de Genética do Nordeste (ENGENE), 2006, Recife. XVII Encontro de
Genética do Nordeste. v. CD-ROM. p. 00-00.

Resumos publicados em anais de congressos

1. SOARES-VENTURA, E. M. ; MRKTCHYAN, H. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; BARROS, J. E. X. S. ; NOGUEIRA-
CORNELIO, M.T.M. ; AMARAL, B. A. S. ; HERNANDES, M. A. F. ; LIEHR, T. ; SILVA, M. L. M. ; CARTAXO-MUNIZ, M.
T. . Estudo Citogenético e Molecular em Caridtipos Complexos na Leucemia Aguda da Infancia. In: Congresso Brasileiro
de Hematologia e Hemoterapia, 2011, S3o Paulo. HEMO 2011 - Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia,
2011.

2. AMARAL,B.A.S.; SOUZA, M. T. ; BARROS, J. E. X. S. ; SOARES-VENTURA, E. M. ; SILVA, M. O. ; ARAUIO, S. ;
NOGUEIRA-CORNELIO, M.T.M. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; SILVA, M. L. M. . Estudo
Citogenético das Alteracdes Secundarias no Linfoma de Burkitt/LLA-L3. In: Congresso Brasileiro de Hematologia e
Hemoterapia, 2011, Sdo Paulo. HEMO 2011 - Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011.

3. MARQUES-SALLES, T. J. ; SANTOS, N. ; SOARES-VENTURA, E. M. ; AMARAL, B. A. S. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ;
SILVA, E. F. ; NOGUEIRA, M. T. M. ; BHATT, S. ; LIEHR, T. ; SILVA, M. L. M. . Down Syndrome AML-MO0 with ring
crromosome 7 defined by molecular cytogenetics studies. In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia,
2011, S3o Paulo. HEMO 2011 - Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011.

4. 'Y FIGUEIREDO, A. F. ; SOUZA, M. T. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; NEY GARCIA, D. R. ; MRKTCHYAN, H. ;
AMARAL, B. A.S.; LIEHR, T. ; BOUZAS, L. F. ; ABDELHAY, E. ; SILVA, M. L. M. . Cytogenetic Profile of Childhood
Acute Myeloide in Brazil. In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2009, 2009, Floriandpolis. Congresso
Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2009, 2009.

5. HERNANDES, M. A. F. ; SOARES-VENTURA, E. M. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; SANTOS, N. ; LEITE, E. P. ;
CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; BARROS, J. E. X. S. ; AMARAL,B.A.S.; NOGUEIRA-CORNELIO, M.T.M. . Estudos
Citogenéicos e Moleculares da Fusdo ETV6/RUNX1 (TEL/AML1) na Leucemia Linfdide Aguda da Infancia no CEONHPE-
HUOC/UPE. In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2009, 2009, Floriandpolis. Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia 2009, 2009.

6. i7 SOARES-VENTURA, E. M. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; NOGUEIRA-CORNELIO, M.T.M. ; BARROS, J. E. X. S. ;

AMARAL, B. A. S. ; SANTOS, N. ; LEITE, E. P. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; SILVA, M. L. M. . Citogenética Molecular na
Deteccdo de rearranjos especificos na leucemia Aguda Pediatrica no CEONHPE-HUOC/UPE. In: Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia 2009, 2009, Floriandpolis. Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2009, 2009.

7. SOARES-VENTURA, E. M. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; BARROS, J. E. X. S. ; AMARAL, B. A. S. ; CARTAXO-MUNIZ,
M. T. ; SILVA, M. L. M. . Hibridizagao in situ Fluorescente Detectou a Fusdo ETO/AML1 na t(8;15)(q22;q15) em um caso
de Leucemia Mieldide Aguda (LMA-M2) da Infancia. In: Citogenética Molecular na Detecgdo de rearranjos especificos na
leucemia Aguda Pediatrica no CEONHPE-HUOC/UPE, 2009, Floriandpolis. Citogenética Molecular na Detecgdo de
rearranjos especificos na leucemia Aguda Pediatrica no CEONHPE-HUOC/UPE, 2009.

8. AMARAL, B. A.S. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; SOARES-VENTURA, E. M. ; NOGUEIRA-CORNELIO, M.T.M. ; SILVA,
M. L. M. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; SILVA, M. ; MAFRA, M. F. ; SILVA, E. F. ; LEITE, E. P. . Estudo Citogenético
Convencional e Molecular na Leucemia Promielocitica Aguda na Infancia. In: XI Congresso Brasileiro de Oncologia
Pediatrica, 2008, Gramado. XI Congresso Brasileiro de Oncologia Pediatrica, 2008.

9. AMARAL, B. A. S. ; SOARES-VENTURA, E. M. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; SILVA, M. L. M. ; CARTAXO-MUNIZ, M.
T. ; MAFRA, M. F. ; SANTOS, N. . Leucemia Promielocitica Aguda: Caracterizacdo de Alteraces por Citogenética
Classica e Molecular, Anticorpo Monoclonal (PG-M3) e Biologia Molecular. In: 54° Congresso Brasileiro de Genética,
2008, Salvador. 54° Congresso Brasileiro de Genética, 2008.
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10. AMARAL,B. A.S.; MARQUES-SALLES, T. J. ; SOARES, E. M. A. ; SANTOS, N. ; OLIVEIRA, N. L. ; MORAIS, V. L.
L. ; LEITE, E. P. ; SILVA, M. ; PUREZA, L. . Perfil Citogenético dos Pacientes com LMA Infantil, Atendidos no Centro de
Oncologia do Hospital Oswaldo Cruz (CEON/HUOC/UPE) de Janeiro de 2004 a Dezembro de 2005.. In: XVII Encontro de
Genética do Nordeste, 2006, Recife-PE. XVII Encontro de Genética do Nordeste, 2006. v. CD-Rom. p. 00-00.

11. SOARES-VENTURA, E. M. A. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; VENTURA, F. L. ; CAMPQOS, G. ; AMARAL, B.A.S.;
SANTOS, N. ; NOGUEIRA, M. T. M. . Investigacdo das Alteragdes CromossOmicas em Pacientes Atendidos no
Laboratério de Citogenética da Clinica de Genética Humana - Recife/PE. In: XVII Encontro de Genética do Nordeste,
2006, Recife-PE. XVII Encontro de Genética do Nordeste, 2006. v. CD-Rom. p. 00-00.

12. Marilia B. do Nascimento ; Rodrigo P. de Lima ; AMARAL, B. A. S. ; Romero H. T. Vasconcelos ; Monica W. P. de
Carvalho . Esclerose tuberosa ou Sindrome de Bourneville-Pringle. In: VI Congresso de Ensino e Extensao (CEPE) da
UFPE, 2006, Recife. VI Congresso de Ensino e Extensdo (CEPE) da UFPE, 2006.

13. AMARAL,B. A.S.; SANTOS, N. . Andlise das alteragGes cromossémicas na leucemia mieldide aguda (LMA) em
pacientes do centro de oncologia do hospital oswaldo cruz (CEON/HUOC/UPE). In: XIV Congresso de Iniciagdo Cientifica
da UFPE, 2006, Recife. XIV Congresso de Iniciacdo Cientifica da UFPE, 2006.

14. OLIVEIRA, N. L. ; SOARES, E. M. A. ; SANTOS, N. ; AMARAL, B. A. S. ; MORAIS, V. L. L. ; LEITE, E. P. ; SILVA,
M. ; PUREZA, L. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; MELLO, G.S.V. ; MARQUES-SALLES, T. J. . Perfil Citogenético e Molecular
da Leucemia Mieldide Cronica na Infancia em Pacientes Atendidos no CEON/HUOC/UPE. In: 52° Congresso Brasileiro de
Genética, 2006, Foz do Iguacu. 52° Congresso Brasileiro de Genética, 2006.

15. OLIVEIRA, N. L. ; SOARES-VENTURA, E. M. ; AMARAL, B. A. S. ; SANTOS, N. ; MORAIS, V. L. L. ; LEITE, E. P. ;
CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; SILVA, M. ; MARQUES-SALLES, T. J. . Caracteristicas Clinicas e Bioldgicas de Criancas com
Doenga Mieloproliferaiva Cronica Atendidos no CEONHPE. In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2006,
2006, Recife. Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2006, 2006.

16. SOARES-VENTURA, E. M. ; SANTOS, N. ; SILVA, M. L. M. ; AMARAL, B. A. S. ; OLIVEIRA, N. L. ; LEITE, E. P. ;
SILVA, M. ; FERREIRA, E. ; MORAIS, V. L. L. ; MARQUES-SALLES, T. J. . Estudo das Alteracdes Cromossdmicas nas
Leucemias Agudas em Pacientes Atendidos no Centro de Oncohematologia Pediatrica do Hospital Universitario Oswaldo
Cruz. In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2006, 2006, Recife. Congresso Brasileiro de Hematologia
e Hemoterapia 2006, 2006.

17. SOARES-VENTURA, E. M. ; SANTOS, N. ; AMARAL, B. A. S. ; MARQUES-SALLES, T. J. . ISO 6p Confere
Diagnostico e Progndstico ao Retinoblastoma. In: X Congresso Brasileiro de Oncologia Pediatrica, 2006, Salvador. X
Congresso Brasileiro de Oncologia Pediatrica, 2006.

18. AMARAL, B. A.S.; SANTOS, N. ; SOARES, E. M. A. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ;
MORAIS, V. L. L. ; LEITE, E. P. ; SILVA, M. ; PUREZA, L. . Estudo Citogenético da Leucemia Mieldide Aguda (LMA) da
infancia (CEON/HUOC/UPE).. In: 51 Congresso Brasileiro de Genética, 2005, Aguas de Linddia - SP. 51 Congresso
Brasileiro de Genética, 2005. v. CD Rom. p. 00-00.

19. SOARES, E. M. A. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; SANTOS, N. ; AMARAL, B. A. S. ; PUREZA, L. ; CARTAXO-MUNIZ,
M. T. ; RAMOS, F. J. C. ; MORAIS, V. L. L. ; SILVA, M. ; FERREIRA, E. . Citogenética, Biologia Molecular e
Imunofenotipagem Aplicados ao Estudo da Leucemia Mieldide Aguda (LMA) da Infancia em Pacientes do CEON/HUOC.
In: 28 Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2005, Rio de Janeiro-RJ. 28 Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia, 2005. v. v. 27. p. 78-79.

20. SOARES, E. M. A. ; SANTOS, N. ; SILVA, M. L. M. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; AMARAL, B. A.S. ; LEITE, E. P. ;
SILVA, M. ; DAGDAN, E. ; CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; MORAIS, V. L. L. . Estudo Citogenético Consecutivo de Criancas
portadoras de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) do Centro de Oncologia Pediatrica/HUOC. In: 28 Congresso Brasileiro
de Hematologia e Hemoterapia, 2005, Rio de Janeiro-RJ. 28 Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2005.
v. 27. p. 81-82.

21. SILVA, M. ; SOARES, E. M. A. ; MARQUES-SALLES, T. J. ; PUREZA, L. ; SANTOS, N. ; RAMOS, F. J. C. ; LEITE, E.
P. ; AMARAL, B. A. S. ; ARAUJO, S. ; MORAIS, V. L. L. . Alteracdes Citogenéticas em Leucemia Mieldide Aguda
Secundaria ao Tratamento de Tumores Sdlidos - Relato de 03 Casos. In: 28 Congresso Brasileiro de Hematologia e
Hemoterapia, 2005, Rio de Janeiro-R]. 28 Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2005. v. 27. p. 72-73.

22. SOARES, E. M. A. ; SANTOS, N. ; SILVA, M. L. M. ; LEITE, E. P. ; SILVA, M. ; AMARAL, B. A. S. ; DAGDAN, E. ;
CARTAXO-MUNIZ, M. T. ; MORAIS, V. L. L. ; MARQUES-SALLES, T. J. . Estudo citogenético consecutivo de criangas
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portadoras de leucemia linfoblastica aguda (LLA) do centro de oncologia pediatrica - HUOC. In: Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia 2005, 2005, Rio de Janeiro. Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia 2005,
2005.

Bancas

Participacao em bancas de trabalhos de conclusao

Trabalhos de conclusao de curso de graduagao

1. AMARAL,B. A. S.. Participacdo em banca de Camila Buarque Cavalcanti.Perfil clinico-citogenético das criangas com
leucemia mieldide aguda atendidas no CEONHPE-HUOC/UPE. 2013. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas) - Universidade de Pernambuco.

2. AMARAL, B. A. S.; CALIXTO, M.; SOARES-VENTURA, E. M.. Participagao em banca de Cristiane Vasconcelos
Chaves.Investigagao genotdxica do farmaco antiparasitario Praziquantel utilizado no tratamento da esquitossomose.
2012. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdao em Bacharelado em Biomedicina) - Universidade Federal de
Pernambuco.

3. HERNANDES, MAF; AMARAL, B. A. S.. Participacdo em banca de Marina Araujo Fonzar Hernandes.ESTUDO
CITOGENETICO E MOLECULAR DA FUSAO GENICA ETV6/RUNX1 (TEL/AML1) NA LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA DA
INFANCIA NO CEONHPE/HUOC-UPE. 2011. Trabalho de Conclus&o de Curso (Graduacdo em Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade de Pernambuco.

4. LOURENCO, SFG; AMARAL, B. A. S.. Participacdo em banca de Suellen Fernanda Gomes Lourenco.ASSOCIACAO
ENTRE OS POLIMORFISMOS DO CROMOSSOMO 9 E ALTERACOES FENOTIPICAS EM PACIENTES COM SUSPEITA DE
SINDROME DE TURNER. 2010. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao em Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas) -
Universidade Federal de Pernambuco.

5. SANTOS, N.; AMARAL, B. A. S.. Participacdo em banca de Kleison da Costa Merlo.Avaliagdo Genotdxica do
Farmaco Antiparasitario Albendazol (Zentel ) Através do Teste de Microntcleo. 2009. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagao em Bacharelado em Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco.

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. 540 Congresso Brasileiro de Genética. Leucemia Promielocitica Aguda: Caracterizagao de Alteragdes por
Citogenética Classica e Molecular, Anticorpo Monoclonal (PG-M3) e Biologia Molecular. 2008. (Congresso).

2. 540 Congresso Brasileiro de Genética. Leucemia Promielocitica Aguda: Caracterizacdo de Alteragdes por
Citogenética Classica e Molecular, Anticorpo Monoclonal (PG-M3) e Biologia Molecular. 2008. (Congresso).

3. XVII Encontro de Genética do Nordeste (ENGENE). Perfil Citogenético dos Pacientes com LMA Infantil, Atendidos no
Centro de Oncologia do Hospital Oswaldo Cruz (CEON/HUOC/UPE) de Janeiro de 2004 a Dezembro de 2005. 2006.
(Congresso).

4. XIV Congresso de Iniciacdo Cientifica da UFPE. Analise das alteracbes cromossomicas na leucemia mieldide aguda
(LMA) em pacientes do centro de oncologia do hospital oswaldo cruz (CEON/HUOC/UPE). 2006. (Congresso).

5. I Congresso Regional de Microbiologia Clinica. 2005. (Congresso).
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6. 510 Congresso Brasileiro de Genéttica. 51° Congresso Brasileiro de Genéttica. 2005. (Congresso).

7. XXXI Congresso Brasileiro de Analises Clinicas. 2004. (Congresso).

8. 1V Congresso Brasileiro de Citologia Clinica. 2004. (Congresso).
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