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RESUMO

As sindromes mielodisplasicas (SMD) representam um grupo heterogéneo de doengas
clonais que acometem a célula precursora hematopoética pluripotente, caracterizando-se por
baixa contagem de células no sangue periférico, displasia em uma ou mais linhagens
celulares, hematopoese ineficiente, além do risco aumentado de progressdao para leucemia
mieldide aguda. Embora a doenga possa acometer pacientes de outras faixas etarias, ¢ mais
frequente naqueles com idade avancada, com média ao diagndstico de 60 a 75 anos. As
anormalidades cromossdmicas sdo observadas em aproximadamente 50% de todos os casos
de SMD, estando, em alguns casos, relacionadas com achados clinicos e morfologicos. O
objetivo deste trabalho foi determinar, através da técnica de FISH (hibridizacdo in sifu por
fluorescéncia), a frequéncia de alteragdes envolvendo os genes MLL, RB e TP53 em pacientes
com SMD e associar estas alteracdes com os achados citogenéticos. Os casos inseridos no
estudo foram oriundos do ambulatério de SMD do Hospital Universitario Walter Cantidio.
Dos 33 pacientes selecionados, 17 pertenciam ao grupo com idade acima de 60 anos. 52% dos
pacientes foram classificados, segundo a OMS, como citopenia refrataria com displasia em
multiplas linhagens (CRDM) e 61% estratificados, segundo o IPSS, como de risco
intermediario 1 (INT-1). Um total de 78% dos pacientes apresentaram alteracdes
citogenéticas, dentre eles 31% possuiam caridtipos complexos (mais de 3 alteragdes por
metafase). A técnica de FISH permitiu identificar em 18% dos pacientes alteragdes
envolvendo um dos trés genes avaliados. Trés pacientes apresentaram alteracdo do gene
TP53, sendo detectada em dois deles (registros 31 e 6) a delecdo de um tnico alelo ou de
ambos os alelos do gene, respectivamente, € no terceiro (registro 2), detectou-se a
amplificacdo do gene TP53, sendo estas alteragdes ndo visualizadas através da citogenética
classica, por se tratar de um técnica menos sensivel. Detectou-se em 6% dos pacientes
(registros 7 e 22) rearranjo do gene MLL, no primeiro a FISH descartou a suposta dele¢do do
gene alegada pela citogenética, provando que o mesmo estava presente no genoma do
paciente, porém de forma rearranjada e no segundo a citogenética ndo conseguiu demonstrar o
rearranjo do gene. Quanto ao gene RB, a FISH permitiu identificar apenas um paciente (3%)
com delecdo de um dos alelos do gene, sendo esta alteracio também ndo detectada pela
citogenética classica. A FISH possibilitou identificar, durante a avaliagdo do gene 7P53, dois
pacientes (registros 5 e 10) apresentando pelo menos 6 copias extras do cromossomo 17,
devendo essa alteracdo se tratar de um pequeno clone hiperdipléide detectado parcialmente no
primeiro paciente e ndo detectado no segundo. Nos seis pacientes que apresentaram alteracao
dos genes avaliados, a FISH proveu informac¢des que adicionaram, confirmaram ou alteraram
o resultado previamente emitido pela citogenética classica, sendo estas uma das principais
aplicagdes desta técnica devido sua alta sensibilidade quando comparada ao método cléssico.

Palavras-chave: Sindrome mielodisplasicas; citogenética; gene MLL; gene RB; gene
TP53; FISH.



ABSTRACT

Myelodysplastic syndromes (MDS) represent a heterogeneous group of clonal
disorders affecting the hematopoietic pluripotent cell, characterized by low cell counts in
peripheral blood, dysplasia in one or more cell lines, inefficient hematopoiesis and increased
risk of progression to acute myeloid leukemia. Although the disease can affect patients of
other age groups, they are more frequent in those with advanced age with an average 60 to 75
years at diagnosis. Chromosomal abnormalities are observed in approximately 50% of all
cases of MDS and are related with clinical and morphological findings. The aim of this study
was to determine, through the technique of FISH (fluorescence in situ hybridization), the
frequency of changes involving the MLL, RB, and TP53 genes in patients with MDS and
associate these changes with cytogenetic findings. The cases included in the study were
selected in the ambulatory of SMD from University Hospital Walter Cantidio. Thirty three
patients were selected, 17 had aged over 60 years. 52% of patients were classified, according
to WHO criteria, as refractory cytopenia with dysplasia in multiple lineages (RCDM) and
61% stratified, according to IPSS, as intermediate risk 1 (INT-1). 78% of patients had
abnormalities detected by cytogenetics, among them 31% had complex karyotypes (more than
3 changes per metaphase). 18% of patients had changes at least in one of the three genes
valued in this study by FISH. Three patients showed alterations of 7P53 gene, being detected
in two patients (records 31 and 6) the deletion of a single allele or both alleles of the gene,
respectively, and in the third (record 2), we detected amplification of TP53 gene, all this
changes were not detected by classical cytogenetics, because it is a less sensitive technique.
6% of patients (records 7 and 22) had rearrangement of MLL gene. In the first case, FISH
discarded the gene deletion alleged by cytogenetic, proving that it was present in the genome
of the patient, but in a rearranged form, and in the second case cytogenetics failed to
demonstrate rearrangement of the gene. For the RB gene, FISH identified only one patient
(3%) with deletion of one allele of the gene, and this change was also not detected by classical
cytogenetics. During evaluating the 7P53 gene, FISH allowed identification of two patients
(records 5 and 10) presenting at least six extra copies of chromosome 17, probably
representing a small hyperdiploid clone partially detected in the first patient and not detected
in the second . In the six patients who showed abnormalities of the genes analyzed, FISH has
provided information that added, changed or confirmed the result previously given by
classical cytogenetics, which are a major application of this technique due to its high
sensitivity compared to the traditional method.

Keywords: myelodysplastic syndrome; cytogenetics; MLL gene; RB gene; TP53 gene;
FISH.
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1 INTRODUCAO

A hematopoese ¢ um processo fisiolégico que resulta na producdo de células
sangiliineas das diferentes linhagens, sendo todas originadas a partir de células-tronco
hematopoéticas. Os mecanismos de proliferagdo e diferenciagdo sdo altamente coordenados e
envolvem multiplas interagcdes entre os processos genéticos intrinsecos € o estroma medular
(microambiente). Essas intera¢des, em conjunto com o equilibrio entre a proliferagdo e a
morte celular programada (apoptose), sdo vitais para a manutengdo ¢ garantia da homeostase
sanguinea, além dos varios outros tecidos. Via de regra, a vantagem proliferativa observada
nas células cancerosas resulta da perda deste complexo equilibrio, acarretando um aumento na
proliferacdo e uma reducdo da apoptose com consequente expansdo do nimero de células
neoplésicas (MUFTI, 2004).

Apesar da grande heterogeneidade entre as diversas neoplasias humanas todas
apresentam uma caracteristica em comum: cada neoplasia constitui um clone derivado de uma
unica célula que sofreu em algum momento do seu desenvolvimento alteragdo(des) critica(s)
em seu material genético (DNA) e transmitiu esta(s) alteracdo(des) a todas as suas
descendentes. Diante da complexidade inerente a agdo mutacional pode-se afirmar que essas
alteragdes (mutagdes) t€ém como alvo um ou mais genes pertencentes a um dos quatro grupo
de genes relacionados com a prolifera¢do, diferenciagdo e morte celular, sendo eles: genes
reguladores do ciclo celular, genes relacionados com o desenvolvimento de neoplasias
(oncogenes e genes supressores tumorais), genes reguladores de apoptose e genes de reparo

do DNA (IBRAHIM et al., 2000; RIBEIRO, 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindromes mielodisplasicas

As sindromes mielodisplésicas (SMDs) representam um grupo heterogéneo de
doengas clonais que acometem a célula precursora hematopoética pluripotente (stem cell),
caracterizando-se por citopenias periféricas, displasias em uma ou mais linhagens celulares,
hematopoese ineficiente com anormalidades de maturagdo e proliferacdo celular, além do
risco aumentado de progressdo para leucemia mieldide aguda (LMA). Estudos demonstram
que aproximadamente um terco dos pacientes com SMD evoluem para LMA (BOUSCARY et
al., 1997; RIBEIRO, 2005; RIBIZZI et al., 2001). A transformacdo para leucemia linféide
aguda (LLA) ¢ extremamente rara. No entanto, quando este evento ocorre, a grande maioria
dos casos sdo de células precursoras B (SATO et al., 2004). O prognostico ¢ desfavoravel nos
casos que apresentam alta porcentagem de blastos na medula 6ssea (MO), citopenias
periféricas acentuadas e alteragdes citogenéticas (BRUNNING et al., 2008; GREENBERG,
1998; SCOTT; DEEG, 2010).

As SMDs foram provavelmente descritas pela primeira vez por volta de 1900 por
Leube como se tratando de uma “Leukanemia” (uma anemia macrocitica com progressao para
leucemia aguda), o qual na época acreditava-se ter como agentes etioldgicos aqueles oriundos
dos diversos processos infecciosos (NIMER, 2008). Outras referéncias a doenca datam de
1941 com o termo anemia refrataria, seguido por “pré-leucemia” em 1953, anemia refrataria
com sideroblastos em anel em 1956, leucemia mielomonocitica em 1970, e posteriormente
recebendo a denominacgdo de “sindromes mielodisplasicas™ pelo grupo Francés-Americano-
Inglés (FAB). A maioria dos pacientes com SMD apresentam anemia macrocitica com ou sem
citopenias adicionais no momento diagndstico, sendo de extrema importancia a realizagdo de
exames diferenciais para se descartar outras causas de anemia macrocitica como: deficiéncias
de vitamina B12 e 4cido f6lico, alcoolismo, doengas auto-imunes e doengas tireoidianas
(KOMROKIJI; ZHANG; BENNETT, 2010; SCOTT; DEEG, 2010).

Displasias, citopenias e assincronismo maturativo sdo achados hematologicos da
MO que podem ocorrer em grau variavel nas células do sangue periférico (SP), em uma ou
mais linhagens. As anormalidades qualitativas mais comumente observadas s3o: assincronia

maturativa nucleo-citoplasma, presenca de sideroblastos em anel, fragmentacdo nuclear dos
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eritroblastos, bastonetes gigantes, granuldcitos hipersegmentados e anomalia de pseudo
Pelger-Huét (RIBEIRO, 2005). A andlise morfologica de esfregacos de MO e SP, aliada aos
dados clinicos, testes laboratoriais, histologia da MO (bidpsia), alteragdes citogenéticas e,
mais recentemente, dados imunofenotipicos, sdo importantes para estabelecer o diagndstico
de SMD (BRUNNING et al., 2008; STETLER-STEVENSON et al., 2001). Anemia ¢ seus
sintomas relacionados sd3o as manifestacdes clinicas mais comuns para a maioria dos
pacientes com SMD. As principais causas de morte para estes pacientes, bem como aqueles
em progressao para LMA, sdo infec¢des, hemorragias e defeitos funcionais na circulagio das

células sanguineas. (MUFTI, 2004).

2.1.1 Epidemiologia

Estudos epidemiologicos demonstram que as SMDs correspondem a malignidade
hematologica mais comum em pacientes com idade avangada, com média de idade variando
entre 60 a 75 anos ao diagnostico (MUFTI, 2004). Dados ainda comprovam que a doenga ¢é
mais comum em homens do que em mulheres e em pessoas brancas do que em negras
(BARZI; SEKERES, 2010).

Em 2001 nos Estados Unidos, o programa do Instituto Nacional do Céancer -
SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results), aliado aos Centros para Controle e
Prevencdo de Doenga, iniciaram um rastreamento para identificar as taxas de incidéncia de
SMD, até entdo ndo estabelecidas. Baseado nos dados do SEER, coletados entre 2001 € 2003,
a taxa de incidéncia idade-ajustada de SMD nos EUA foi estimada em aproximadamente 3,4
por 100.000 habitantes, que se traduz em 10.000 novos casos por ano. Em 2004 a incidéncia
foi estimada em 3,8 por 100.000 habitantes, tendo sido demonstrado um incremento no risco
de progressao para LMA (XIAOMEI et al., 2007). O aumento da incidéncia pode ser
atribuido diretamente as melhorias dos métodos diagnosticos, maior conhecimento da
fisiopatologia da doenga e ao avanco da idade da populagdo mundial. Espera-se que a parcela
da populagdo com 65 anos ou mais praticamente duplique no periodo compreendido entre
2000 e 2030 (BARZI; SEKERES, 2010; MUFTI, 2004; SEKERES, 2010).

Os dados coletados por esse programa ainda comprovam que a incidéncia de
SMD aumenta com o avanco da idade sendo de 0,14 por 100.000 para pacientes até¢ 40 anos

contra 36 por 100.000 para pacientes com 80 anos ou mais. A incidéncia americana ¢ similar
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as reportadas pela Inglaterra e Suécia (3,6 por 100.000), Alemanha (4,1 por 100.000) e Franca
(3,2 por 100.000), porém maior do que no Japao (1,0 por 100.000) (BRUNNING et al., 2008;
SEKERES, 2010). Na Alemanha, dados preliminares revelaram que a prevaléncia
corresponda a 20,7 por 100.000 individuos. Estima-se que atualmente existam em torno de
60.000 individuos vivendo com a doenca somente nos EUA, porém esse dado ndo
corresponde a realidade por causa da deficiéncia no processo de diagnostico da doenca
(SEKERES, 2010).

No Brasil ndo existem estimativas sobre a incidéncia da doenca. Tal fato pode ser
evidenciado ao se analisar a publicacdo “Estimativas 2010 — Incidéncia do cancer no Brasil”
do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o qual se observa ndo existir nenhuma mengao a
SMD, e sim apenas de um grande grupo intitulado leucemias.

Recentemente Magalhdes et al. (2010) realizaram um levantamento clinico-
epidemioldgico em 12 centros brasileiros e compararam os dados clinicos obtidos entre as
diferentes areas geograficas. Neste estudo, observaram que 476 pacientes com SMD foram
diagnosticados entre os periodos de janeiro de 2003 a dezembro de 2007, sendo este um dos

primeiros registros desta doenga no Brasil.

2.1.2 Patogénese

A fisiopatologia da SMD tem sido muito discutida e referenciada por diversos
autores. Do ponto de vista clinico, as manifestagdes observadas nos pacientes com SMD
(citopenias periféricas e hematopoese ineficiente) sdo consequéncia de um conjunto
heterogéneo de alteracdes morfofuncionais do tecido hematopoético, como resultado de
processos clonais originados na célula hematopoética pluripotente. A maioria dos pacientes
apresentam sintomas relacionados com anemia, entretanto, sangramento e infeccdes sdo as
principais causas relatadas de morte (SCOTT; DEEG, 2010).

Nas SMDs ditas primdrias ou de novo, a biogénese causal ndo ¢ bem esclarecida,
mas acredita-se que fatores hereditarios, fatores ambientais e a propria senescéncia da
hematopoese tenham um papel crucial para o seu desencadeamento (BRUNNING et al.,
2008). Pacientes portadores de doengas genéticas como anemia de Fanconi, sindrome de
Bloom e sindrome de Diamond-Blackfan possuem uma maior predisposicdo para

desenvolvimento de doengas neoplasicas, devido a instabilidade gendmica. Individuos
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portadores de sindrome de Down e sindrome de Shwachman-Diamond tendem, de forma
peculiar, a progredir para SMD/LMA, porém o mecanismo desta progressdo ainda ¢
desconhecido. Pacientes portadores de neurofibromatose possuem maior predisposicdo a
desenvolverem SMD devido a auséncia do gene NF/, um gene supressor tumoral (BARZI;
SEKERES, 2010; BRUNNING et al., 2008; MUFTI, 2004; SEKERES, 2010). Exposi¢do
ambiental ou ocupacional a agentes como o benzeno e seus derivados (inseticidas, solventes e
tintas), tabagismo e radia¢do ionizante, assim como demonstrado em outras neoplasias,
também possuem correlagdo com o desenvolvimento da doenca. (MUFTI, 2004).

As SMD ditas secundarias ou terapia-induzida (SMDt) representam
aproximadamente 10% de todos os casos de SMD, e surgem, em média, 4 a 7 anos apos a
exposi¢do inicial a radiagdo e aos agentes quimioterapicos utilizados no tratamento de outras
malignidades. O surgimento de SMD/LMA terapia-induzida tem sido demonstrado apds o
tratamento de doenca de Hodgkin, linfomas nao-Hodgkin, LLA, mieloma multiplo e canceres
de mama, ovario e testiculo. Como exemplo de quimioterdpico pode-se citar a ciclofosfamida,
um agente alquilante, cuja exposi¢ao prévia implica em um alto risco de desenvolvimento de
SMD secunddria, pois pode causar monossomia dos cromossomos 5 e/ou 7 ou delegdes dos
seus respectivos bragos longos. Para pacientes que fizeram tratamento com inibidores da
topoisomerase II, o tempo de laténcia ¢ menor, sendo mais comumente observado o
surgimento de leucemias agudas, que nem sempre sdo precedidas de mielodisplasia. Nestes
casos a alteracdo mais frequente envolve a regido 11923, locus do gene “Mixed Lineage
Leukemia” (MLL) (BARZI; SEKERES, 2010; MUFTI, 2004).

As principais diferengas entre a SMD secundaria ao tratamento e a SMD de novo
sdo: acometimento em idade mais precoce, maior incidéncia e propensdo de transformacao
para LMA, citopenias mais severas, displasia medular mais acentuada (acometendo as trés
linhagens), hipocelularidade medular com presenca de fibrose e uma maior taxa de aberragdes
citogenéticas presentes no clone doente, sendo 80% nas SMDt contra 40-50% nas SMD de
novo. Sao os principais achados: -5, -7, 7q-, 13q-, 17p- e 18q-. Alta frequencia de mutagdes
no gene 7P53 e instabilidade microsatélite também sdo observadas no SMDt. Via de regra,
pacientes com SMDt possuem pior progndstico quando comparados aos pacientes com SMD
de novo (MUFTI, 2004).

A patogénese da SMD e, posteriormente, sua progressdo para LMA ¢ um
processo complexo e multivariado que envolve mutagdes na seqiiéncia do DNA de uma célula
hematopoética pluripotente, com conseqiiente distirbios nos processos fisioldgicos

intracelulares, gerando vantagens proliferativas associadas com displasias morfologicas,
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alteracdes do perfil de citocinas secretadas em decorréncia da disfuncao celular, hematopoese
ineficiente, defeitos na diferenciagdo celular e instabilidade gendmica (MUFTI, 2004).

Outros fatores também podem estar envolvidos nesse processo, um deles e bem
evidenciado na literatura ¢ a propria alteracdo do microambiente medular (estroma), que
como demonstrado por Flores-Figueroa et al. (2002) existe um aumento importante na
producdo de citocinas inibitorias como IL-6 e TNF-a, por parte dos fibroblastos e
macrofagos, aliado a liberacao de agentes angiogénicos como VEGF (fator de crescimento do
endotélio vascular) (ROSENFELD; LIST, 2000). Fatores epigenéticos, eventos que alteram a
expressao do DNA sem alterar a estrutura do mesmo, como metilagdo do DNA e deacetilagdo
de histonas, sdo atualmente reconhecidos como eventos que contribuem para a progressao e
resisténcia quimioterdpica da SMD, existindo drogas especificas para reverterem ou
minimizarem esses eventos, como por exemplo o 5’-azacitidina e decitabina (COREY et al.,
2007).

Um paradoxo na SMD, e que tem chamado a atengdo de diversos pesquisadores, ¢
o fato de que a MO desses pacientes, geralmente, apresenta-se com celularidade normal ou as
vezes aumentada, enquanto que o que chama a atengdo a nivel de sangue periférico sdo as
citopenias. Tal achado parece estar diretamente relacionado com um aumento na proliferagao
das células hematopoéticas e contrabalanceada com aumento simultineo de apoptose, evento
que parece ser mais significativo e evidente nos grupos de baixo risco (COSTA, 2008;
GREENBERG, 1998).

A apoptose pode ser desencadeada por intimeros fatores, mas acredita-se que
nestes pacientes ela esteja diretamente relacionada com lesdes irreversiveis ao DNA das
células precursoras hematopoéticas, causadas principalmente por radiagdo, agentes
quimioterdpicos, imunossupressao medular mediada pelo aumento de antigenos indutores da
apoptose, Fas/FasL, e do maior nimero de linfocitos T citotoxicos circulantes. Esses ultimos
que, além de secretarem citocinas inibitorias como Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a) e
Fator de Transformagdo do Crescimento f (TGF-f), também induzem a liberagdo de
perforina e granzima B no citosol das células, ativando a via das caspases e culminando na
morte celular programada. Aliada a isso temos a relativa deficiéncia de sinais induzidos por
fatores de crescimento, interleucinas e um desequilibrio entre proteinas ou genes indutores
e/ou supressores da apoptose, parecendo ser estes 0s principais eventos responsaveis pela
hematopoese ineficaz e conseqliente citopenia(s) periférica(s) na mielodisplasia (RIBEIRO,

2005).
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2.1.3 Classificacao

Foi o grupo Francés-Americano-Inglés (FAB) quem criou a primeira classificagdo
sistematica para a SMD, baseada em critérios morfologicos. A classificagdio FAB original
incluia dois subtipos, denominados de anemia refratdria com excesso de blastos (AREB) e
leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) (BENNETT et al., 1982).

Em 1985 foi publicada uma revisdo desta classificacdo. Ela foi baseada
principalmente na experiéncia acumulada com um grande niimero de casos revisados e as
diferentes apresentagdes, os quais tinham a displasia como uma caracteristica em comum,
porém com desfechos clinicos diferentes. Esta revisdo incluia agora cinco subtipos distintos:
anemia refrataria (AR), anemia refratdria com sideroblastos em anel (ARSA), anemia
refratdria com excesso de blastos (AREB), anemia refratdria com excesso de blastos em
transformagdo (AREB-t) e leucemia mielomonocitica cronica (LMMC). Nesta revisao dois
grupos de riscos podiam ser facilmente observados: grupo de baixo risco (AR e ARSA) e o
grupo de alto risco (AREB e AREB-t) com média de sobrevida variando entre 5 e 6 anos para
o baixo risco e menos de um ano para o alto risco. A tabela 1 apresenta a classificagio FAB

(BENNETT et al., 1985).
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Tabela 1 — Classificagcdo das Mielodisplasias Segundo o Grupo FAB

Tipo Sangue Periférico Medula Ossea
Anemia Refrataria (AR) Blastos < 1% Blastos < 5%
Anemia Refrataria com Blastos <1% Blastos < 5%
Sideroblastos em Anel (ARSA) Sideroblastos em Anel > 15%
Anemia Refrataria com Excesso  Blastos < 5% Blastos 5 — 20%
de Blastos (AREB)

Anemia Refrataria com Excesso  Blastos > 5% Blastos 21-30%

de Blastos em Transformagao Bastonetes de Auer
(AREB-t)

Leucemia Mielomonocitica Blastos < 5% Blastos < 20%
Croénica (LMMC) Mondcitos >1.000/ul

Fonte: Adaptado de Bennett et al. (1982)

Entretanto, esta classificacdo detinha diversas limitagdes, entre elas a de ndo
atentar para a importancia entre a displasia em uma unica linhagem ou displasia multilinea,
ndo levar em considera¢do os achados citogenéticos, o tipo AREB-t representar uma area
conflitante entre SMD e LMA, e o comportamento e desfecho nos casos de LMMC nao serem
melhores caracterizados (KOMROKII; ZHANG; BENNETT, 2010).

Em 2001, levando em consideragdo todos esses aspectos, o comité da
Organizacao Mundial de Satde (OMS) para classificagdo das neoplasias do tecido linfoide e
hematopoético propds uma modificagdo na classificagdo FAB, com o intuito de enderecar
algumas limitagcdes e tornar as subcategorias mais homogéneas. Deste modo, os subgrupos
AR e ARSA foram redefinidos com o objetivo de englobar casos com fatores displasicos
somente na linhagem eritroéide, e duas novas categorias surgiram: citopenia refratdria com
displasia em multiplas linhagens (CRDM) com ou sem sideroblastos em anel. A mesma
classifica¢do ainda dividia a categoria AREB em dois novos subgrupos AREB-I e AREB-II,
baseando-se no percentual de blastos encontrados na MO, 5-9% e 10-19%, respectivamente
(HARRIS et al.,1999).

A classificacdo passou a contar com um novo subgrupo isolado constituido por
pacientes que possuiam menos de 5% de blastos na MO e alteracdo citogenética isolada de
dele¢do do braco longo do cromossomo 5. As SMDs ndo classificadas sdo caracterizadas por

displasia mieldide em uma Unica linhagem ou sem displasia mais com citogenética
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caracteristica e < 5% de blastos na MO. A AREB-t, segundo os critérios da OMS, foi incluida
na classificagdo das LMAs devido a similaridade entre as fungdes biologicas e estratégias de

tratamento. A tabela 2 apresenta a classificagdo da OMS. (BRUNNING et al., 2008; COREY

etal.,2007).

Tabela 2 - Classifica¢cdo das Mielodisplasias Segundo o Comité da OMS

Tipo

Sangue Periférico

Medula Ossea

Anemia Refrataria (AR)

Anemia Refrataria com
Sideroblastos em Anel (ARSA)

Citopenia Refrataria com
displasias em multilinhagens
(CRDM)

Anemia Refrataria com Excesso
de Blastos (AREB-I)

Anemia Refrataria com Excesso
de Blastos (AREB-II)

Sindromes Mielodisplasicas ndo
Classificadas

SMD associada a delecdo do 5q

Anemia;

Blastos Raros ou Ausentes

Anemia

Bi ou pancitopenia;
Blastos < 1%L

Bi ou pancitopenia;
Blastos < 5%
Monbcitos < 1x10°/L

Bi ou pancitopenia;
Blastos 5 - 19%
Monbcitos < 1x10°/L

Citopenias blastos raros
Ou ausentes;

Anemia;
< 5% de blastos;
Plaquetas aumentadas

Displasia Eritréide > 10%
< 5% de Blastos

Displasia Eritroide

< 5% de Blastos

< 15% de Sideroblastos em
Anel

Displasia em duas ou mais
linhagens > 10%
< 5% de Blastos

Displasia em 1-3 linhagens;
5 - 9% de Blastos

Displasia em 1-3 linhagens;
10 - 19% de Blastos

Displasia unilinhagem;
Blastos < 5%

Megacaridcitos normais ou
aumentados;
Blastos < 5%; del 5q isolada

Fonte: Harris et al. (1999).

2.1.4 Estratificacao de risco

A heterogeneidade clinica das SMDs ¢ melhor representada pela observagdo de

que estas doengas variam desde condi¢des indolentes, com a expectativa de vida proéxima ao
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esperado para a faixa etéria, até formas que se aproximam de condi¢cdes semelhantes a LMA.
A estratégia de tratamento risco-aceitavel ¢ mandatoria para as condigdes apresentando uma
alta variacdo do curso clinico, e a defini¢do do risco individual tem sido baseada no uso de
modelos de estratificacdo de risco (CAZZOLA; MALCOVATI, 2010).

Intimeros modelos de estratificacdo de risco para SMD existem, cada qual com
suas proprias vantagens e desvantagens, porém todos costumam ser utilizados para guiar a
terapia, uma vez que as classificagdes FAB e OMS, embora tragam informagdes sobre
progndstico, ndo costumam ser utilizados para tragarem estratégias de tratamento. (COREY et

al., 2007).

2.1.4.1 IPSS

O Sistema internacional de escore progndstico (IPSS) foi desenvolvido por
Greenberg et al. (1997), sendo o modelo de progndstico e o sistema de escore baseados no
percentual de blastos na MO, anormalidades citogenéticas e nimero de citopenias. Os dados
foram coletados a partir de uma andlise multivariada das caracteristicas hematologicas de 816
pacientes, dos quais idade, sexo, citogenética, citopenia e percentual de blastos foram as
unicas varidveis de prognostico significantes. Baseado na soma dos escores, os pacientes
foram divididos em quatro grupos como mostra a tabela 3. (GREENBERG et al., 1997).

O IPSS ¢ o sistema de estratificacdo de risco mais difundido e utilizado por
clinicos como guia de tratamento e escolha da terapia, tendo sido validado em intimeros
estudos. Entre as principais desvantagens deste sistema destacam-se a exclusdo de pacientes
com SMD secundaria, impossibilidade de ser utilizado em outros pontos que ndo o momento
diagnoéstico e ndo levar em consideragdo a displasia multilinea ou o grau de citopenia.

(KOMROKII; ZHANG; BENNETT, 2010; MUFTI, 2004).
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Tabela 3 — Sistema Internacional de Escore Prognostico (IPSS)

Valor Escore®

Variavel Prognéstica 0 0.5 1.0 1.5 2.0
% de Blastos na MO <5 5-10 - 11-20 21-30
Cariétipo” Favoravel Intermediirio Desfavoravel
Citopenias 0/1 2/3

*Grupos de Risco de acordo com Escore: Baixo risco, 0; Risco Intermediario-1, 0.5 — 1.0; Risco Intermediario-2,
1.5 - 2.0; Alto Risco, = 2.5.

°Favoravel: normal, -Y, del(5q), del(20q); Desfavoravel: complexo (=3 aberragdes) ou aberragdes do
chromosome 7; Intermediario: outras aberragoes.

Fonte: Greenberg et al. (1997).

2.1.4.2 WPSS

Mais adiante, cientistas observaram que a carga transfusional e os altos niveis de
ferritina possuiam correlagdo direta com sobrevida inferior em pacientes com SMD. Diante
dessas observagodes, foi desenvolvido um novo sistema de progndstico que incorporava,
juntamente com a classificagcio OMS, a dependéncia transfusional e o status da citogenética
do IPSS, sistema esse chamado de WPSS (sistema de escore prognéstico baseado na
classificagdo OMS). Entretanto, assim como no IPSS, os pacientes com SMD secundaria ao
tratamento foram excluidos. A principal vantagem deste sistema consistem na possibilidade
de ser utilizado em qualquer momento durante o curso da doenga (MALCOVATI et al, 2005).

Um novo modelo que contempla a importancia da citometria de fluxo vem sendo
validado, o FCSS “Flow Cytometry Scoring System”. A relevancia das informagdes obtidas
pela citometria de fluxo podem servir de grande valia tanto para o diagndstico quanto para
prognostico, particularmente em pacientes com evidéncia minima de displasia na MO

(SCOTT; DEEG, 2010).
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Tabela 4 - Sistema de Escore Prognostico Baseado na Classificagio OMS® (WPSS)

Variaveis 0 1 2 3
Classificacio OMS AR, CRDM, CRDM- AREB-1 AREB-2
ARSA,5g- SA
Cariétipo” Favoravel Intermediario Desfavoravel -
Dependéncia Transfusional® Nio Regular - -

*Grupos de acordo com escore: Risco Muito Baixo (escore = 0), Baixo Risco (escore = 1), Risco Intermediario
(escore = 2), Alto Risco (escore =3 e 4) e Risco Muito Alto (escore =5 e 6).

bCaric’)tipo: Favoravel: normal, -Y, del(5q), del(20q); Desfavoravel: complexo (=3 aberragdes) ou aberragdes do
cromossomo 7; Intermediario: outras aberragdes.

‘Dependéncia Transfusional foi definida como a necessidade de pelo menos uma transfusdo a cada 8 semanas
durante um periodo de 4 meses.

Fonte: Malcovatti et. al. (2005).

2.2 Citogenética

A citogenética constitui uma ciéncia que estuda e analisa 0s cromossomos
humanos com o intuito de identificar possiveis alteragdes numéricas (ganho e perda de
cromossomos) ¢/ou estruturais (translocagoes, inversoes, delegdes, dentre outras) a fim de
diagnosticar e/ou determinar o prognostico de diversas condigdes patologicas. A figura 1
demonstra a organizacdo do cromossomos em um caridtipo classico (sem bandeamento),
onde, por convencdo, a organizagdo dos cromossomos leva em consideracdo o tamanho e a
posicao do centromero de cada um dos 23 pares isoladamente.

Historicamente, os reais discernimentos dentro das bases genéticas do cancer
datam das décadas de 50 e 60 onde, através da implementacao das técnicas de cultura celular
e melhorias na preparacdo de laminas, foi possivel ultrapassar o primeiro grande obstaculo
que era determinar como sendo 46 (23 pares) o nimero correto de cromossomos presente nas
células humanas. Posteriormente, Nowell e Hungeford relataram em 1960 a primeira
anormalidade cromossOomica especifica presente em um tumor humano, que consistia na
presenga de um cromossomo pequeno observado em células leucémicas de pacientes com
Leucemia Mieloide Cronica (LMC). Este pequeno cromossomo foi denominado de
cromossomo “‘Philadelfia” (Ph), em homenagem a cidade de sua descoberta. A evidéncia do
cromossomo Ph gerou um grande interesse em se tratando de citogenética do cancer por se

tratar da primeira evidéncia direta de alteracdo do DNA em tumores. At¢ o momento mais
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30.000 casos de malignidades hematoldgicas com aberragcdes cromossOmicas tem sido
reportadas (NAEIM; RAO; GRODY, 2008).

O segundo grande obstaculo para a citogenética foi o desenvolvimento de técnicas
apropriadas de coloragdo para analise microscopica que permitissem a analise individual e de
toda a extensdao dos cromossomos. A partir dessa necessidade a citogenética pode ser dividida
em trés eras distintas, a saber: citogenética cldssica, convencional e a molecular. A
citogenética classica, apesar de ultrapassada, ainda pode ser encontrada em alguns
laboratérios, primeiro por ser uma técnica de facil e rapida reprodutibilidade e segundo por
possuir baixo custo de implantagcdo. Porém, a grande desvantagem consiste em ndo poder
avaliar as alteracdes cromossOmicas estruturais, ficando limitado a contagem numéricas dos
cromossomos metafasicos (NAEIM; RAO; GRODY, 2008).

A era da citogenética convencional iniciou com o advento de novas técnicas de
coloracdo, o que permitiu a criacdo dos chamados padrdoes de “banda”. A técnica de
bandeamento mais utilizada e difundida em todo o mundo ¢ aquela que utiliza como corante
os derivados do Giemsa, também conhecida como Bandeamento-G, ou simplesmente Banda
G. Este tipo de coloracdo cria um padrao de bandas claras e escuras em toda a extensdo do
cromossomo que ¢ individualmente distinta em cada um dos 23 pares, podendo assim ser
distinguidos e evidenciadas ndo somente alteracdes numéricas como também alteracdes
estruturais. Outros padrdes ndo tdo disseminados, porém ndo menos importante, sdo as
Bandas R (reversa), Banda Q (quinacrina), Banda C (centromérica) e Banda Nor’s (regides
organizadoras de nucléolos). A figura 02 apresenta um cariotipo do sexo masculino com

padrao de Bandas G.
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Figura 1 - Cari6tipo classico do sexo masculino
Fonte: Gersen e Keagle (2005).

Com a superacdo destes obstaculos e o aprimoramento das técnicas utilizadas a
citogenética humana evoluiu, e com esta evolucdo diversas condi¢des patologicas foram
sendo descobertas e posteriormente relacionadas com alteragdes cromossOmicas distintas,
dentre elas as primeiras reconhecidas foram as sindromes de Down, Patau e Edwards, com as
trissomias dos cromossomos 21, 13 e 18, respectivamente. Atualmente, existem inimeras
sindromes genéticas relacionadas com anormalidades numéricas e/ou estruturais tanto dos
cromossomos autossdmicos quanto dos sexuais. Mais adiante, a citogenética também se
tornou peca chave em se tratando das doengas neoplasicas, uma vez que estes tumores
possuiam alteracdes genéticas importantes em genes especificos que estdo intrinsecamente
relacionados com o desenvolvimento clonal.

As anormalidades cromossdmicas clonais sdo observadas em aproximadamente
50% de todos os casos de SMD, estando, em alguns casos, relacionadas com achados clinicos
e morfologicos. A SMD associada com del(5q) ocorre primariamente em mulheres e ¢é
caracterizada por megacariocitos hipo ou mono-lobulados, anemia macrocitica refrataria,
contagem de plaquetas normal ou aumentada e curso clinico favoravel, sendo assim

reconhecida como um tipo especifico na classificagdo OMS (BRUNNING et al., 2008).
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Figura 2 - Cari6tipo com Banda G do sexo masculino
Fonte: Gersen e Keagle (2005).

Outro achado importante ¢ aquele evidenciado em pacientes com perda do 17p,
que apresentam SMD ou LMA com anomalia de pseudo Pelger-Huét, mutagdes no gene 7P53
e curso clinico desfavoravel, sendo muito comumente encontradas em pacientes com SMD
secundaria. Caridtipos complexos (=3 anormalidades) geralmente incluem alteragdes no
cromossomo 5 e/ou 7, estando também associados com curso clinico desfavoravel. Outros
diversos achados citogenéticos parecem estar associados com alteracdes morfologicas
especificas, um deles ¢ a delecdo do brago longo do cromossomo 20 o qual apresenta
alteracdes envolvendo os setores eritroide e megacariocitico. As figuras 3 e 4 apresentam
cariotipos com trissomia do cromossomo 8 e monossomia do cromossomo 7,
respectivamente. A tabela 5 demonstra as principais alteracdes citogenéticas encontradas na

SMD e suas respectivas frequéncias (BRUNNING et al., 2008).



Tabela 5 - Alteragdes citogenéticas recorrentes e suas frequéncias
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Anormalidade Frequéncia na SMD Frequéncia na SMD-s
Alteracoes nao balanceadas

+8* 10%

-7 ou del(7q) 10% 50%
-5 ou del(5q) 10% 40%
del(20q)* 5-8%

Y 5%

i(17q) ou t(17p) 3-5%

-13 ou del(13q) 3%

del(11q) 3%

del(12p) ou t(12p) 3%

del(9q) 1-2%

idic(X)(q13) 1-2%

t(11;16)(q23;p13.3)
£(3;21)((q26.2;q22.1)
t(1;3)(p36.3;921.2)
t(2;11)(p21;q923)
inv(3)(q21q26.2)
t(6;9)(p23;q34)

Alteracoes balanceadas

3%
2%
1%
1%
1%
1%

* A presenga destas altera¢cdes como anormalidades isoladas na auséncia de critérios morfolégicos néo
deve ser considerada evidéncia definitiva para SMD.

Fonte: Brunning et al. (2008).
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Figura 3 - Cari6tipo do sexo masculino apresentando trissomia do cromossomo 8
Fonte: Naeim, Rao e Grody (2008).
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Figura 4 - Cari6tipo do sexo masculino apresentando monossomia do cromossomo 7
Fonte: Naeim, Rao e Grody (2008).
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2.3 FISH (Hibridizac¢ao In Situ por Fluorescéncia)

A hibridizagdo In Situ de sequéncias especificas de DNA para alvos celulares foi
desenvolvida hd mais de 20 anos. As técnicas iniciais empregavam “probes” (sondas)
marcadas isotopicamente e subseqiientemente detectadas por autoradiografia usando emulsdes
fotograficas sobre os cromossomos metafasicos, nlicleos ou toda a célula. Entretanto, a
autoradiografia requeria longos periodos de exposi¢do, o que a tornava impraticavel como
aplicacdo clinica. No final dos anos 70, métodos ndo isotdnicos de marcacdo de acidos
nucléicos foram desenvolvidos, os quais foram acompanhados pelo aprimoramento das
técnicas de detecg¢do utilizando métodos de imunohistoquimica e imunofluorescéncia e
avancos na microscopia de fluorescéncia e analise de imagens, esse conjunto de melhorias
tornou a técnica rapida, segura e de confianga. Nos ultimos anos a hibridizacdo In Situ por
fluorescéncia emergiu como uma importante ferramenta para pesquisa e aplicagdo clinica,
tendo sido aperfeicoada ao longos dos anos (SANDBERG; CHEN, 2001). A figura 5
apresenta um resumo dos passos basicos da técnica.

De modo geral todos os 4 tipos de sondas disponiveis baseiam-se na capacidade
de hibridizacdo de sondas de DNA marcadas com fluorocromos as sequéncias que lhes sdo
complementares ao DNA gendmico, seja em nucleos interfasicos ou em preparado de
cromossomos metafasicos, permitindo que estas sequéncias sejam visualizadas e analisadas
através da liberagdo de fluorescéncia e detectadas por microscopio de epifluorescéncia. Uma
caracteristica importante dessas sondas ¢ que elas sdo altamente especificas para suas regides
alvos, sendo minimas as chances de ligacdo em outro /ocus que ndo o seu complementar. Elas
podem ser classificadas em sondas especificas para um determinado gene, as que identificam
sequéncias repetitivas, sondas subteloméricas e as sondas de “pintura” cromossomica (WCP)

(FREITAS, 2004).
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Figura 5 - Representagdo esquematica dos passos basicos da técnica de FISH
Fonte: Gersen e Keagle (2005).

As primeiras sdo extremamente uteis na detec¢do do numero de copias
cromossOmicas em nucleos interfasicos (figuras 6 e 7). As sondas subteloméricas por sua vez,
sdo frequentemente usadas para a identificagdo de rearranjos cromossOmicos sutis ou
submicroscdpicas, cromossomos marcadores e delegdes subteloméricas (figura 8). Por ultimo
temos as chamada WCP “Whole-chromosome painting” ou sondas de “pintura”, como o
proprio nome diz, sdo sondas de alta afinidade que se ligam especificamente ao cromossomo
em toda sua extensdo, com excecdo das regides centroméricas e teloméricas. Elas sdo uteis
para identificagdo de desequilibrio genomico em cromossomos metafasicos, especialmente no
reconhecimento de rearranjo complexos observados em muitos neoplasias, além de permitir a

identificacdo de cromossomo marcadores (Figura 9) (NAEIM; RAO; GRODY, 2008).
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Figura 6 - Dele¢do do 5q detectada por FISH utilizando sonda gene especifica
Fonte: Naeim, Rao e Grody (2008).

Figura 7 - Trissomia do 8 detectada por FISH utilizando sonda centromérica
Fonte: Naeim, Rao e Grody (2008).
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Figura 8 - Deteccdo do cromossomo 2 e Xp por FISH utilizando sonda

subtelomérica
Fonte: Naeim, Rao e Grody (2008).

Figura 9 - Detec¢ao do cromossomo 7 por FISH utilizando sonda WCP
Fonte: Naeim, Rao e Grody (2008).
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Tanto a citogenética convencional como a citogenética molecular (FISH) possuem
vantagens e desvantagens como pode ser evidenciado nas tabelas 6 ¢ 7, quando e como
utilizar esta e/ou aquela técnica ficard a cargo do citogeneticista e do laboratdrio de apoio, que
deverdo criar protocolos especificos para as diversas aplicagdes clinicas que se deseja
investigar, tendo em vista sempre almejar o diagndstico preciso e fidedigno, mesmo que isto

ultrapasse a barreira custo-beneficio.

Tabela 6 - Vantagens e desvantagens da citogenética convencional

Vantagens

Desvantagens

- Anélise de todo o cariotipo;

- Possibilidade de
complexos;

deteccdo de rearranjos

- Achados inesperados;

- Permite a avaliagdo de todo o genoma, sendo
util para analise direta;

- Baixo custo quando comparada com técnicas
moleculares;

- Requer tecido fresco;

- Translocagdes balanceadas;

- Laborioso e requer habilidade técnica;
- Demanda tempo;

-Tecnicamente  dificil, especialmente na
presenca de multiplas linhagens celulares;

- Nao detecta eventos cripticos;

- Passivel de erros por falha na cultura ou baixo
indice mitotico;

Fonte: Adaptado de Wojciech (2008).
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Tabela 7 - Vantagens e desvantagens da técnica de FISH

Vantagens

Desvantagens

- Nao requer células mitoticamente ativas,
aberracdes no genoma podem ser avaliadas em
células em divisdo ou ndo;

- Nao é um teste para “screening” (requer que
seja identificada a regido de analise, baseado nos
dados clinicos, caracteristicas morfologicas, e/ou

achados na citogenética convencional);
- Na maioria dos casos ndo requer cultura;

- Requer sondas especificas;
- Permite o monitoramento da doenca;

- Baixa resolucdo de algumas sondas;
- Pode ser realizados em tecido fixados ou
parafinisados; - Menos sensivel do que os ensaios baseados em
PCR;
- Técnica rapida quando comparada a citogenética
convencional; - Aneuploidia tumoral pode resultar em contagens
de sinais inapropriados;
- Alta especificidade e eficiéncia;

- Mais sensivel do que citogenética convencional
e CGH (Comparative Genomic Hybridization);

- Permite correlacionar com a morfologia;

- Pode detectar alteracdes cripticas.

Fonte: Adaptado de Wojciech (2008).

2.4 Gene TP53

O cancer caracteriza-se por ser uma doenca genética resultante de um progressivo
acimulo de alteracdes em diversos genes importantes que coordenam minuciosamente
diversos

processos fisiologicos relacionados com a proliferacdo celular,

angiogénese e expressao de moléculas de adesdo (HALL, 1997; ZUKERMAN et al., 2009).

apoptose,

As células, de um modo geral, passam a maior parte da sua vida em intérfase, que ¢ um
periodo de intensa atividade biosintética, onde praticamente dobram de tamanho e duplicam
seu material genético. A divisdo celular ¢ o desfecho final deste delicado processo e ¢
decorrente de uma alteragdo basica, e microscopicamente visivel, que ocorreu a nivel
molecular durante a intérfase (ZUKERMAN et al., 2009).

A regulacdo da divisdo celular como um dispositivo bioquimico ciclico, ¢
controlado por inumeras proteinas que interagem entre si coordenando 0s processos

responsaveis pela duplicagio e divisio (MORON, 2009; NURSE, 2000; PERDIGAO;
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TAVARES, 2001). Este arcabougo protéico exerce controle através de sua ativagdo funcional
em pontos estratégicos do ciclo. Basicamente, este sistema ¢ constituido por dois
componentes principais: as ciclinas e as quinases dependentes de ciclinas (CDK), tendo sido a
primeira ciclina descoberta em 1980 por Hunt. As ciclinas sdo proteinas formadas durante
cada ciclo celular e se ligam as CDKs promovendo sua regulacdo a fim de selecionar as
proteinas que serdo fosforiladas, processo esse que conduz a célula de uma fase do ciclo para
a seguinte. Em mamiferos existem pelo menos nove CDKs identificadas e ja foram descritas
mais de 16 ciclinas (MORON, 2009).

Via de regra, os mecanismos de controle devem assegurar a integridade da
informagdo genética e monitorar o fim de todos os eventos que ocorrem em cada fase, para
que somente assim esta possa seguir para a proxima fase do ciclo. Para isto, pontos de
checagem ou “checkpoints”, termo introduzido por Hartwell e Weinert em 1989, como o sitio
de restricdo (R), no final da fase G1, e o da interface G2/M, estdo estrategicamente
localizados no ciclo com o intuito de verificar a integridade do DNA e impedir a progressdo e
propaga¢do de células mutadas ou danificadas, respectivamente (HSEIH, 2008). Esses
sistemas sd30 muito sensiveis de maneira que uma unica alteragdo pontual no DNA ji ¢
suficiente para bloquear o processo e ativar o sistema de reparo que, na vigéncia da
impossibilidade de reverter o dano, conduz a célula para a morte celular programada ou
senescéncia (ROMER, et al., 2006; ZUKERMAN et al., 2009). Um dos pontos de checagem
mais estudados em iniimeras pesquisas relacionadas com diversos tipos de cancer ¢ aquele
localizado na fase G1, bem como o gene que medeia o seu bloqueio, o gene supressor tumoral
TP53. A figura a seguir mostra um resumo das principais ciclinas e CDKs presentes no ciclo

celular.



40

Diferenciagio Terminal

Go Quiescente
Mitose L

M
Fase

Fase G,

Sitio de
Restringao

Figura 10 - Ciclo celular
Fonte: Adaptado de Schafer (1998).

O primeiro relato do gene TP53 data de 1979, que devido sua semelhanga quimica
com outros indutores de tumor e sua associacdo com o Simian virus (Sv40), foi tido
inicialmente como um provavel oncogene pela comunidade cientifica da época, sendo mais
tarde reconhecido como um gene supressor tumoral e recebendo o titulo de o “guardido do
genoma” (ARRUDA, 2004; MAY; MAY, 1999). O gene TP53 possui aproximadamente 20kb
de tamanho e esta localizado no brago curto do cromossomo 17, mais especificamente na
regido 17p13.3 (ARRUDA, 2004; WOO et al., 1998), sendo constituido por 11 éxons que
codificam 393 aminodcidos, formando a proteina p53 (p53), de 53 kilodaltons. Esta
fosfoproteina nuclear funciona como um fator de transcri¢do de sequéncia especifica que esta
diretamente relacionado com a regulagdo do ciclo celular, indu¢do da morte celular
programada, reparo do DNA, senescéncia e, atualmente, tem papel fundamental também
sobre o0 metabolismo energético, através da regulacio da respiragdo mitocondrial.
(ALARCON-VARGAS; RONAI 2002; ARRUDA, 2004; BENSAAD; VOUSDEN, 2007,
CHEUNG; VOUSDEN, 2010; ROMER et al., 2006; ZHANG; QIN; WANG, 2010).

Analisando a estrutura molecular deste fator de transcri¢ao oligomérico de 393
aminodcidos pode-se observar que a mesma estd organizada em 4 regides estruturais e
funcionais. Estas regides incluem: um dominio transcricional amino-terminal (NTD), que

consiste em uma regido de ativagdo transcricional (residuos de 1-42) e uma regido reguladora
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rica em prolina (residuos de 60-97); um dominio de seqiiéncia especifica de ligagdo ao DNA
(DBD) (residuos de 102-292) também conhecido como dominio “core”; um dominio de
tetramerizacgdo (TD) (residuos de 323-356) seguido por um dominio de regulagdo do processo
de ligacdo ao DNA conhecido como dominio regulatério C-terminal (RD) (residuos de 360-
393) (HAINAULT; HOLLSTEIN, 2000; ROMER, et al, 2006). A grande maioria das
mutacdes da proteina p53 estdo localizadas no dominio de ligagdo ao DNA. A estrutura

molecular da proteina pode ser observada na figura 11.

O 10K 200 300 193
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Dominio N-Terminal Dominio Central Dominio C-Terminal
Transativagio Regulagao
Transcricional Negativa
Dominio Rico Tetramerizagao
Em Prolina
Dominio de Sequéncia de ligagao ao DNA

Figura 11 - Organizagdo estrutural da proteina p53
Fonte: Adaptado de Joerger e Fersht (2008).

A proteina p53 em sua forma inativa se localiza no citoplasma em baixas
concentragdes onde possui uma meia vida curta em torno de 20 a 30 minutos. Diversos
mecanismos s30 necessarios para controlar e manter os niveis de p53, entre eles os mais
importantes sdo as interagdes com as quinases, as moléculas chaperones e o antagonista
funcional Mdm?2 “Murine double minute”, contudo, apesar destas interagdes as propriedades
estruturais intrinsecas da molécula sdo decisivas tanto para sua atividade quanto para sua
estabilidade (BALLESTEROS CASTANEDA et al., 2007, JOERGER; FERSHT, 2008;
ROMER, et al., 2006).

Quando as células sdo submetidas a situagdes que acarretam stress como
exposicdo a radiacdo ionizante, radiacdo UV, hipdxia dentre outros fatores, ocorre a
sinalizacdo intracelular com consequente conversdo do seu estado inativo em estado
funcional. Estes estimulos provocam um aumento na sua concentragdo citoplasmatica,

resultante tanto pelo aumento da estabilidade como por sua ativagdo através dos mecanismos
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bioquimicos como fosforilagdes e glicosilagdes, inibi¢do do processo de ubiquitinalizagao
(via de degradagdo da p53), sumolizagdo (SUMO1 — “Small Ubiquitin-related Modifier 1) e
perda de bloqueio pelo Mdm2. O proto-oncogene Mdm2 codifica uma proteina de 491
aminodcidos que regula a atividade da p53 por interacdo fisica direta e indugdo de sua
degradacdo através da via de ubiquitinalizacio (BALLESTEROS CASTANEDA et al., 2007;
JOERGER; FERSHT, 2008; ROMER, et al., 2006).

Estes eventos permitem que a proteina p53 funcional atue como um fator de
transcri¢do e se ligue ao DNA em regides determinada por sequéncias de bases especificas. A
duracdo e a cinética de aumento dos niveis da proteina estdo diretamente relacionados com o
estimulo que induziram a ativacdo do gene 7P53, e dos genes que transcricionalmente tenham
sido regulados pela proteina p53 (BALLESTEROS CASTANEDA et al, 2007;
ZUKERMAN et al., 2009). A Figura 12 demonstra a rede regulatoria mediada pela proteina

p53 funcional.
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Figura 12 - Rede regulatéria mediada pela proteina p53
Fonte: Adaptado de Joerger e Fersht (2008).
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Desde meados dos anos 90 esta bem estabelecido que, a agdo moduladora sobre genes
alvos mediada pela proteina p53 frente a danos do DNA facilita o bloqueio do ciclo celular e
permite a atua¢do da maquinaria responsavel pelo reparo, e adiante pode também conduzir a
célula a apoptose quando este reparo ndo for viavel. Recentes estudos também demonstraram
que a participacdo do gene 7P53 ndo estd limitada somente aos processos acima citados, mas
também se estende ao processo de senescéncia e também na regulacdo da respiragdo aerdbica
mitocondrial e metabolismo da glicose (BALLESTEROS CASTANEDA et al., 2007;
BENSAAD; VOUSDEN, 2007; CHEUNG; VOUSDEN, 2010; ZHANG; QIN; WANG,
2010).

A proteina p53 funciona como um regulador negativo do ciclo celular, estando
envolvida em varios pontos de controles do ciclo celular, tanto em G1 e G2 como também na
mitose. O bloqueio na fase G1 ocorre como consequéncia da inducdo transcricional na
expressao de p21, proteina pertencente a familia p21 que incluem wafl, p27 e p57, sendo as
mais importantes na regulag¢do da fase G1. Como resultado do aumento da expressao de p21,
ocorre a inibi¢do do ciclo celular na fase G1-S, devido a ligag@o desta proteina aos complexos
ciclina D/CDK4 e ciclina E/CDK2, prevenindo assim a ativagdo do fator E2F (fator de
elongacdo). Ao inibir os complexos evita-se a fosforilagdo da pRb, necessaria para que a
célula entre na fase S, bloqueando o ciclo quando na presenca de lesdes no DNA. A proteina
p21, mas ndo a p27 ou p57, também liga-se e inibe o antigeno nuclear de proliferagdo celular
(PCNA), uma subunidade da DNA polimerase sigma, que tem importante papel na replicacdo
e reparo. (SCHAFER, 1998).

O bloqueio na fase G2 ocorre através de Reprimo e 14-3-3s, estando o primeiro
envolvido na via de regulacdo do complexo CDK2-ciclina B1 e do complexo Cdc2-ciclin B1,
enquanto que o segundo sequestra o complexo B1-CDK1 fora do nticleo, permitindo manter o
bloqueio em G2 (BALLESTEROS CASTANEDA et al., 2007). A figura a seguir apresenta a

via de bloqueio na fase G1 mediado por p53.
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Figura 13 - Via de bloqueio em fase G1 mediado por p53
Fonte: Adaptado de Schafer (1998).

A apoptose ¢ uma das mais proeminentes fun¢des da p53, sendo esta habilidade
induzida por duas vias diferentes, mas que culminam na ativacdo da via das caspases. A via
extrinseca ocorre quando a proteina p53 induz a expressdo dos genes que codificam trés
proteinas de membranas: Fas (receptor de membrana capaz de induzir apoptose), Dr5
(dominio de morte com receptor para ligantes que induzem apoptose relacionados com TNF —
TRAIL) e PERP. A via intrinseca ¢ aquela induzida pela interagdo com as proteinas da familia
Bcl-2 (Bax, Noxa, PUMA e Bid) reguladores criticos da apoptose, as quais dirigem a
expressdo do citocromo C na mitocondria. Interessante também ¢ o fato de que a p53
localizada dentro da mitocondria se acumula por cerca de uma hora depois de ativada,
alterando o potencial de membrana com consequente liberacdo do citocromo C, que ativa a
procaspase 9 e que por sua vez ativa a procaspase 3 (BALLESTEROS CASTANEDA et al.,
2007; MILLAU et al., 2010; ROMER, et al., 2006).

Vinte anos apds a descoberta do gene supressor tumoral p53, Kaghad et al. (1997)
demonstram existir um novo membro da familia p53 em humanos, chamado de p73. Um ano
depois foi a vez do p63 ser descoberto. Embora os membros (homdélogos) tenham a mesma
arquitetura e possuam a mesma acdo supressora tumoral do p53, eles diferem tanto pela
quantidade de promotores (um para o p53 e dois para p63 e p73) resultando em diferentes
isoformas como também na via de degrada¢do induzida por Mdm2 (ROMER, et al., 2006).

Mutagdo do gene 7P53 ¢ a alteracdo genética mais frequente na maioria dos
canceres humanos, acreditando-se que um em cada dois tumores carreguem esta mutagao.
Muitos sdo os estudos relacionando mutagdes/delecdes do gene 7P53 com doengas onco-

hematologicas, entre eles destacam-se os estudos de Sugimoto et al. (1993) e Kaneko et al.
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(1995), que demonstraram alta incidéncia (12%) de mutag¢des do gene 7P53 em paciente com
sindrome mielodisplasica quando comparado com trabalhos anteriores (7%), correlacionando
este achado com progndstico desfavoravel. A mutacdo do gene 7P53 estd associada com
caridtipo complexo, fato este, que corrobora a idéia de que a ativacdo de proto-oncogenes
como a inativacdo de genes supressores tumorais sdo requeridos no processo de oncogénese.
Dados da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (disponivel em http://www-
pS3.iarc.fr), relatam que mais de 17.000 casos de mutagdes somaticas “missenses” resultaram
em mais de 1.200 proteinas mutantes distinguiveis entre si (LEBRUN; LAVERY;
WEINSTEIN, 2001). Muitas destas mutagdes estdo localizadas no dominio de ligagdo ao
DNA (figura 14). Diferentemente ocorre em individuos com sindrome de Li-Fraumeni e
sindromes relacionadas com mutagdes germinativas do 7P353, nas quais mais de 20% dos
casos reportados possuem mutagdo no dominio de tetramerizagdo, mas especificamente no

residuo Arg-337 (JOERGER; FERSHT, 2008).
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Figura 14 - Frequéncia relativa de mutagdes “missenses” em cada residuo
Fonte: Adaptado de Joerger e Fersht (2008).

2.5 Gene RB

O gene RB foi o primeiro gene supressor tumoral clonado e sua identificagdo so6
foi possivel através da observagdo de que este encontrava-se mutado ou deletado em
retinoblastomas humanos (BURKHART et al., 2010). O gene esté localizado no cromossomo
13, especificamente no /locus 13q14.2 (POZNIC, 2009), onde abrange cerca de 27 éxons 0s
quais representam aproximadamente 180kb de todo o cromossomo, produzindo um longo

transcrito de 4.7kb, que codifica uma fosfoproteina nuclear com importante a¢ao sobre o ciclo
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celular, contendo 928 aminodcidos e peso molecular de 110 kilodaltons (LIPINSKI; JACKS,
1999; POZNIC, 2009).

A fosfoproteina Rb (pRb), juntamente com os fatores relacionados Rbl (p107) e
Rb2 (p130), constituem a familia de reguladores do ciclo celular conhecidos como “pocket
proteins”, isso devido a grande similaridade na sequéncia de residuos do dominio principal.
Entretanto, apesar da semelhanca estrutural entre os trés membros, somente o gene RB tem
sido demonstrado possuir propriedades de supressdo tumoral, que ¢ confirmado por sua
mutagdo em diversos tumores humanos. Os genes PI07 e PI130 possuem maiores
similaridades entre si (aproximadamente em torno de 50% da sequéncia idéntica) do que
quando comparados com o gene RB (30% e 35%, respectivamente). (DU; POGORILER,
2006; LIPINSKI; JACKS, 1999). A semelhanca entre os trés ocorre na regido conhecida
como “pocket region”, que ¢ uma regido composta por dois subdominios designados
simplesmente de A e B. Enquanto que a pRb possui pouca similaridade com os outros
membros da familia fora do dominio “pocket”, p130 e pl107 compartilham um dominio
espacador altamente conservado entre os subdominios A e B. O dominio espacador ¢
essencial para que as proteinas p107 e p130 se liguem aos complexos Ciclina/CdK, enquanto
que o dominio “pocket” ¢ crucial para ligacdo e regulagdo de inumeras proteinas, incluindo a
familia de fatores de transcrigdo E2F (LIPINSKI; JACKS, 1999). Esta familia de proteinas
também possui inumeros sitios de fosforilagdo que podem ser fosforilados na fase G1 pelo
complexo ciclina D/CdK4 e na fase G1/S pelos complexos ciclina E/CdK2 e ciclina A/CdK2.
Em linhas gerais, a forma hiperfosforilada da proteina Rb exibe uma diminui¢@o no poder de
interagdo com outras proteinas alvos e consequentemente de exercer suas func¢des biologicas
que abrangem ac¢des de supressdo tumoral, regulacdo do ciclo celular, diferenciacdo e
apoptose (DU; POGORILER, 2006; LIPINSKI; JACKS, 1999). A figura a seguir apresenta a
estrutura esquematica da proteina Rb, bem como dos seus sitios de liga¢do a outras proteinas

e seus sitios de fosforilagao.
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Ligacao com E2F, E1A ¢
muitas outras proteinas

Regido

2 Espacadora
Regiao A \

Fosforilacao pela
ciclina D-Cdké/e e

ciclina E-Cdk2 Regido B

Figura 15 - Estrutura esquematica da proteina Rb
Fonte: Adaptado de Poznic (2009).

Como descrito, os principais alvos dessa familia s3o os membros da familia E2F
de fatores de transcri¢do. Eles sdo importantes para determinar a duracdo e controlar os niveis
de expressdo de muitos genes envolvidos na regulacdo e progressdo do ciclo celular. Seus
alvos incluem genes codificantes de proteinas reguladoras como as ciclinas A, E, D1, p107,
Cdk2, Cdc2, E2F1, E2F4 e E2F5, bem como multiplos genes envolvidos na replicacdo do
DNA (timidina kinase, DNA Polimerase ¢ Cdc6). Os membros da familia “pocket”
mostram distinta preferéncia por ligagdo com membros da familia E2F, sendo que p107 e
p130 formam complexos com E2F4 e E2F5 enquanto que pRb forma complexos com E2F1,
2, 3, 4 e 5. E2F6 ndo se complexa com as proteinas “pocket” e sua fungdo ainda ¢
indeterminada (DU; POGORILER, 2006; LIPINSKI; JACKS, 1999; WEINBERG, 1995). A
expressao génica ¢ regulada pela familia de proteinas pRb através dos E2Fs por meio de duas
vias distintas. Na primeira via o processo ocorre quando estas proteinas se ligam a estes
fatores e inibem sua atividade transcricional positiva, e na segunda quando elas recrutam
complexos de repressdo transcricional aos sitios promotores dos E2Fs (LIPINSKI; JACKS,

1999).

A proteina Rb esta presente tanto em células quiescentes quanto em células que
estdo entrando e saindo do ciclo celular, mas os niveis e a afinidade da ligagdo dos E2Fs
aumentam de acordo com que as células vao re-entrando no ciclo. Na fase Gj, pRb existe na

sua forma ativa, estado hipofosforilado e complexado com os E2Fs, principalmente E2F1 e
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E2F3. A pRb ¢ sequencialmente fosforilada pelos complexos ciclina D/CdK4 e ciclina
E/CdK2 na transicdo G;/S. A hiperfoforilagdo da pRb resulta em reducdo da afinidade por
E2F, o que resulta em dissociagdo do complexo com liberacdo também do complexo de
repressao transcricional. As proteinas E2Fs livres induzem a transcrigdo de inumeros genes
necessarios para que a célula entre na fase S e possa progredir no ciclo (LIPINSKI; JACKS,
1999; WEINBERG, 1995).

A regulacdo da atividade do E2F pela pRb, pl07 e p130 também possui um
importante papel antiapoptotico em tecidos diferenciados, uma vez que muitos genes
envolvidos neste processo (APAF-1, caspase 3, caspase 7 € p73) sdo alvos diretos dos E2Fs,
entretanto, at¢é o momento somente o aumento na expressao de E2F1 foi demonstrado ter
efeito apoptotico, se esta habilidade ¢ restrita ou ¢ compartilhado com outros membros da
familia, ainda continua incerto. (CHAU; WANG, 2003; DU; POGORILER, 2006). A proteina
Rb também pode suprimir a apoptose através da liga¢do e inibicdo direta de muitas outras
proteinas pro-apoptdticas como a c-ABL tirosina quinase (BORGES; HUNTON; WANG,
2007) e JNK quinase, que estdo envolvidas na apoptose stress induzida (CHAU; WANG,
2003).

Atualmente, inumeras evidéncias sugerem que alteracdes da proteina pRb estejam
diretamente relacionadas com a patogénese de muitos tumores humanos. Entretanto, alguns
cientistas acreditam que a via regulatéria exercida pela pRb possa estar comprometida em
todas as malignidades humanas, seja em um ponto ou em outro da via. Essa suposi¢do baseia-
se em diversos achados como o de que em retinoblastomas, carcinomas de bexiga e em
muitos sarcomas, a func¢do exercida pela pRb esta perdida através da mutacdo do gene RB, a
de que o gene da ciclina D estad amplificado em carcinomas de esdfago, mama e células
esquamosas, a de que ocorre um aumento na expressao de ciclina D1 em linfomas de células
B através de translocacdo cromossomica, a de que o gene de CDK4 esta amplificado em
muitos glioblastomas e inumeros gliomas e por fim de que pl5, p16, ou ambos podem estar
deletados em muitos tipos de carcinomas ou presentes em sua forma mutante (LIPINSKI;
JACKS, 1999; SUN et al., 2007; WEINBERG, 1995).

Alteragdes envolvendo o gene RB foram observadas em diversos tipos de doengas
hematologicas incluindo leucemia linfocitica cronica (LLC), mieloma multiplo (MM), LMA e
em SMD (FITCHETT et al., 1987; JOHNSON et al., 1985; MORRIS et al., 1991). Neste
ultimo, a literatura relata que esteja presente em cerca de 2% de todos os casos

(NAGAMURA et al., 2003).
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2.6 Gene MLL

Guiados pelas aberragdes cromossomicas, quatro grupos independentes de
cientistas conseguiram clonar em 1992 o gene presente no ponto de quebra 11g23.3. (LIU;
CHENG; HSIEH, 2009; SLANY, 2009). Ao analisarem e compararem a sequéncia obtida por
meio desta clonagem imediatamente identificaram que tal gene codificava um homoélogo do
gene presente em moscas chamado de Trithorax (Trx). Por causa desta correlacdo e o
envolvimento com leucemias, o gene humano recebeu as denominagdes: HRX ‘“human
trithorax”, ALL-I “acute lymphocytic leukemia-1” ou MLL “mixed lineage leukemia”,
posteriormente ficando acordado que MLL seria a denominagdo final para este gene. Como
um coativador transcricional, MLL/Trx ¢ requerido para a manutenc¢ao do padrdo de expressao
génica do complexo homedtico em vertebrados e invertebrados, genes Hox ¢ HOM-C
respectivamente. Padrdes de deficiéncia homozigética do MLL resultam em perda
embriondria, enquanto que delecdo heterozigotica resulta em transformacdo homedtica,
indicando alteracdo da expressdo do gene Hox. Como nota, cinco membros compdem a
familia de proteinas conhecidas como MLL, sdo elas: MLL1, MLL2, MLL3, MLLA4, SetlA e
SetlB, porém somente o MLL1 foi identificado como participante no processo de
leucemogénese em humanos (LIU; CHENG; HSIEH, 2009).

O gene MLL possui cerca de 90kb que abrangem 38 éxons os quais codificam
uma extensa proteina contendo 3969 aminoacidos e que possui inimeros dominios
conservados, cuja fun¢do estd implicada na regulagdo transcricional. Observando a figura a
seguir pode-se notar que a proteina possui trés ganchos AT na posicdo N-terminal
(importantes para ligacdo ao DNA), dois sinais de localizagdo nuclear (SNL1 e SLN2),
seguidos por um dominio homologo a DNA metiltransferase, rico em cisteina (CXXC), um
dominio para ligacdo ao complexo de repressdao, um dominio PHD “plant homeodomain”, um
domino bromo (BD), um dominio FYRN, um dominio de transativagdo transcricional (TAD),
um dominio FYRC e um dominio SET na posi¢do C-terminal, que ¢ responsdvel pela
atividade histona metiltransferase (HMT). Normalmente, a proteina ¢ clivada por hidrolise em
dois polipeptideos: peptideo N-terminal p300/p320 (MLLY) e peptideo C-terminal p180
(MLL), sendo esta clivagem realizada pela a enzima taspase 1 que pode atuar em um dos
dois sitios de clivagem (CS1 e CS2) localizados nos residuos 2666 e 2718, respectivamente

(COSGROVE; PATEL, 2010; DASER; RABBITTS, 2005). Essas duas proteinas interagem
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entre si formando um complexo multiproteico estavel com importante ag¢do sobre a

remodelagem das cromatides (EGUCHI; EGUCHI-ISHIMAE; GREAVES, 2003).
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Figura 16 - Estrutura da proteina MLL
Fonte: Dasser e Rabbitts (2005).

A proteina MLL humana estd diretamente relacionada especificamente com a
regulacdo das cromadtides, estando ativa nos primordios do desenvolvimento embrionario, na
formag¢do da camada germinativa e posteriormente no processo de diferenciagcdo dos diversos
tecidos que constituem o organismo humano. MLL1, MLL2, MLL3, MLL4, SetlA e SetlB
existem como complexos multiproteicos distintos com inimeras subunidades em comum
incluindo: Ash2, Wdr5, Rbbp5 e Dpy30. Cada uma dessas MLLs e Setl contém um dominio
catalitico SET responséavel pela atividade HMT, que confere a adi¢do de um, dois ou trés
radicais metil a lisina 4 localizada na extremidade N-terminal das histonas H3 (H3K4),
fazendo parte de um sistema epigenético que leva ao remodelamento cromatico e
consequentemente regulacdo da atividade génica. O efeito na cromatina ¢ dependente do tipo
de metilagdo (mono, di ou tri) e de qual aminoacido sofreu a modificacdo, podendo este
processo compactar a cromatina e impedir a transcricdo ou descompactar permitindo a
transcri¢do (ANSARI; MANDALL, 2010; MARSCHALEK, 2010).

Apesar da grande importancia no processo de regulagdo das cromatides, MLL
também tem participacdo fundamental no controle da progressao do ciclo celular, pelo menos
através da regulacdo da expressdo de ciclinas e inibidores de CDKs. Estudos demonstram que

MLL4 e MLL5 atuam como coativadores de p53 e sdo requeridos na trimetilacdo de H3K4 e
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expressdo de alvos génicos para p53 endodgeno em resposta a agente lesivo ao DNA
(ANSARI; MANDALL, 2010). Interessantemente, o efeito positivo ou negativo do MLL
sobre o ciclo celular também envolve a atividade HMT (LIU; CHENG; HSIEH, 2009). Pode-
se afirmar ainda que MLL tenha também efeito sobre a senescéncia celular, uma vez que este
estd associado com a metilacdo e transcricdo das regides teloméricas através também de sua
atividade HMT (ANSARI; MANDALL, 2010).

Entretanto, a melhor caracterizacdo funcional da proteina MLL ¢ na manutencao
da expressdo dos cluters Hox os quais ditam o destino celular. Os genes Homeobox
correspondem a um grupo de mais de 200 genes nos vertebrados e a 39 nos seres humanos,
organizados em 4 diferentes grupos: Hox A-D, localizados nos cromossomos 7, 17, 12 e 2,
respectivamente. Sdo um grupo de genes evolucionariamente conservados que codificam
fatores de transcricdo que participam tanto do controle do desenvolvimento embrionario
quanto da diferenciacdo das células hematopoéticas, apresentando especificos padrdes de
expressdo nas diferentes linhagens e em vdrios estdgios de diferenciagdo. Assim pode-se
afirmar que todas as aberragdes cromossomicas envolvendo o gene MLL (translocagdo,
duplica¢des, insercoes e delecdes do éxon 8) estejam ligadas a desregulacdo dos genes Hox e
consequentemente indugdo do processo leucémico (EGUCHI; EGUCHI-ISHIMAE;
GREAVES, 2003). A figura 17 ilustra o controle exercido pelas proteinas Hox no controle da

hematopoese normal e anormal.
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2 - Expressde HOX
Stem Cells = o ®
4
Precursores .’ Cﬁ
Capacidade de Exp'resséc HOX
Aute-Rencvacao ectopica induzida

por alteracées do MLL

Bloqueio da diferenciacao
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Figura 17 - O papel das proteinas Hox no controle da hematopoese
Fonte: Adaptado de Slany (2009).
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Até o presente momento, 104 diferentes rearranjos envolvendo o MLL foram
descritos, dos quais 64 sdo caracterizados como de nivel molecular. Apesar dessa extensiva
diversidade de padrdes, todas envolvem o dominio de ganchos AT e o de homologia &8 DNA
metiltransferase, mas ndo o dominio SET. Alguns padrdes de fusdo codificam uma proteina
nuclear com atividade de modulagdo transcricional, outras codificam proteinas
citoplasmaticas com uma variedade de fun¢des (EGUCHI; EGUCHI-ISHIMAE; GREAVES,
2003).

A incidéncia de alteragdes envolvendo o MLL associadas a leucemia é em torno
de 3% para as LMAs e entre 8 a 10% para as LLAs, sendo todas relacionados com
prognostico desfavoravel. Os rearranjos mais freqilientes sdo as fusdes envolvendo os genes
AF4, AF6, AF9, AF10, ELL e ENL, podendo serem também associadas as LMAs e LLAs
terapia relacionas. Existe ainda uma forte heterogeneidade clinica e morfologica com o tipo
de leucemia relacionada, o que reflete a nivel molecular no seu perfil de expressdo génica. A
anormalidade mais freqiiente envolvendo o MLL ¢ a translocagdo cromossomica
t(4;11)(gq21;923), originando a fusdo MLL-AF4, tendo sido, mais adiante, detectada de forma
precoce em utero e em sangue de neonatos. Cerca de 5 a 10% das leucemias associadas com
MLL sao terapias relacionadas (t-leucemias), que correspondem a um grupo clinicamente
heterogéneo que incluem ainda a sindrome mielodispldsica (SMDt) e leucemia
mielomonocitica cronica (LMMCt). Especialmente nas SMDs, o envolvimento do gene MLL
na fisiopatologia, bem como a incidéncia destas alteracdes, ndo tem sido extensivamente
estudados. Pappa et al (2003) conseguiram detectar alteragdes no 1123 em
aproximadamente 28 pacientes com SMD, cerca de 5,1% do total de pacientes avaliados.

Os riscos determinantes de cancer secundario sdo em seu cerne multifatoriais, €
estdo diretamente relacionados com a ocorréncia de cancer primdrio no inicio da vida,
inclusdo de altas doses de terapia radioativa e certos agentes quimioterapicos, como 0S
inibidores de topoisomerase II, além da predisposicdo genética. A figura 18 demonstra o
percentual das diferentes aberragdes cromossOmicas presentes nas leucemias agudas
envolvendo o MLL tanto nos casos de novo como nas terapia induzidas (DASER;
RABBITTS, 2005; EGUCHI; EGUCHI-ISHIMAE; GREAVES, 2003; HESS, 2004; LIU;
CHENG:; HSIEH, 2009).
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Figura 18 - Frequéncia de aberragdes cromossdmicas envolvendo o gene MLL
Fonte: Adaptado de Dasser e Rabbitts (2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os genes MLL, RB e TP53 em pacientes com Sindrome Mielodisplasica.

3.2 Objetivos especificos

— Determinar a frequéncia de alteragdes envolvendo o gene MLL em pacientes com
SMD;

— Determinar a frequéncia de alteragdes envolvendo o gene RB em pacientes com
SMD;

— Determinar a frequéncia de alteragdes envolvendo o gene 7P53 em pacientes com
SMD;

— Associar as alteracdes envolvendo os genes 7P53, RB ¢ MLL com os achados

citogenéticos;
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4.CASUISTICA E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, transversal e observacional.

4.2 Casuistica

Para este estudo foram selecionados, de forma randomica, pacientes portadores de
sindrome mielodispldsica acompanhados no ambulatério de SMD do Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC), entre os anos de 2007 e 2010.

Os critérios de inclusdo consistiram em pacientes com diagnoéstico prévio de SMD,
que tivessem realizado estudo cromossomico no Laboratério de Citogenética Cléssica e
Molecular (LCCM) da Universidade Federal do Ceara (UFC), e que ainda possuissem
amostra adequada para a realizacdo do estudo de Hibridizagdo In Situ por Fluorescéncia
(FISH).

Através de pesquisa no banco de dados do LCCM foi possivel selecionar, de forma
aleatdria, inicialmente 45 pré-candidatos para a insercao no estudo, além de determinar quais
deles possuiam resultado citogenético.

Dos 45 pacientes selecionados, somente 33 puderam ser incluidos no estudo, 11
pacientes ndo apresentavam amostra adequada e/ou suficiente para a confeccdo de laminas a
serem realizadas para a FISH e um paciente apos revisao de prontudrio foi excluido por ndo se

tratar de SMD.

4.3 Metodologia

As informagdes referentes a classificacio OMS e a estratificacdo de risco IPSS foram
obtidas através da leitura de prontudrios dos respectivos pacientes, sendo realizada, quando

necessario, revisdo por um hematologista a fim de validar os dados obtidos. O resultado
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citogenético foi identificado durante o processo de sele¢do dos pacientes no proprio banco de

dados do laboratorio.

4.3.1 Citogenética Classica

A citogenética classica utilizando técnica de banda G de baixa resolugdo foi
realizada de forma habitual ao preconizado por Chauffaille et al. (1997), isto €, a medula
Ossea previamente colhida em heparina, de forma estéril, foi dividida em dois frascos
contendo 7mL de meio RPMI (pH 7,0), 3mL de soro fetal bovino e 100ul de L-glutamina.
Este material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37 C. Uma hora antes do término da
cultura foram adicionados 50uL de colchicina (ou analogo sintético - Colcemid™), por 30
minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspendido em solugdo hipotdnica de
KCI 0,075M e fixado em solucdo de Carnoy, acido acético e metanol na propor¢ao de 3:1, por
4 vezes. Para confec¢do das laminas para analise, o material foi gotejado em laminas de
microscopia e deixado para secagem ao ar. As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-
Giemsa (GTG), sendo analisadas, quando possivel, pelo menos 20 metafases de cada
paciente, sendo o caridtipo montado de acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura
em Citogenética Humana (ISCN, 2009). As metafases foram capturadas em sistema

computadorizado (CHROMU) com software para cariotipagem, e o caridtipo digitalizado.

4.3.2 Coleta de Amostras

Para a realizacdo do FISH foram utilizadas suspensodes de leucdcitos de medula 6ssea
provenientes das preparacdes de citogenética cldssica, estando estas células previamente
estocadas em solugdo de Carnoy e armazenadas a -20°C. Destas suspensdes foram coletados
um volume aproximado de 150 a 300uL de amostra de cada paciente, colocadas em
“eppendorfs” de ImL devidamente identificados, armazenados em isopor com gelo e
encaminhadas ao laboratério de Citogenética e Biologia Molecular do Centro de Referéncia
no Diagnoéstico do Cancer da Crianca e do Adolescente Dr. Murilo Martins (CRDCCAMM)
do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), para dar continuidade ao procedimento.
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Uma vez no laboratério todas as amostras foram transferidas para tubo conico tipo
Falcon de 15mL, completou-se o volume para 10mL com fixador de Carnoy e centrifugou-se
por 10 minutos a 1500 RPM, onde posteriormente foram pingadas. Os dados dos pacientes
foram inseridos em um banco de dados construido unicamente para este estudo e cada
amostra recebeu uma nova numeragdo a fim de facilitar a identificacdo e o manejo das

mesmas. O segundo momento caracterizou-se pela a realizagdo dos ensaios de FISH.

4.3.3 Selegao das Sondas DNA

Para o delineamento da pesquisa foram utilizadas 3 (trés) sondas-DNA prontas para
uso. Duas das sondas utilizadas no estudo eram da marca Kreatech®: KBI-19101 ON p53
(17p13)/SE 17 (para detec¢do de delecdo e/ou amplificagdo do gene 7P53 com controle
interno) e a KBI-10303 Poseidon MLL (11q23) Breakapart (para deteccdo de rearranjo do
gene MLL com controle interno). A terceira sonda utilizada no estudo foi da marca Cytocell”:
Cytocell-LPH 006 13q14.3 Deletion probe with 13qter Subtelomere Specific probe (para

detecgdo de delegdo e/ou amplificagdo do gene RB com controle interno).

4.3.4 Hibridizacdo In Situ por Fluorescéncia

Inicialmente foram pingadas trés laminas para cada amostra que receberam
identificagdo com as iniciais do paciente, o nimero de cadastro interno, bem como o nome da
respectiva sonda utilizada. Estas laminas permaneceram a temperatura ambiente até a
secagem completa. Em seguida, foram deixadas por 2 minutos em solucdo 2XSSC (pH 7,0)
previamente aquecida a 37°C. Ao fim deste prazo, as laminas foram incubadas em uma
solugdo de pepsina 5% e HCI 0,01M a 37°C por 10 minutos; posteriormente lavadas com
1XPBS por 10 segundos e diretamente incubadas em solu¢do de formaldeido 1% e 1XPBS

(pH 7,2) por 5 minutos. Terminada esta etapa as laminas foram lavadas em solu¢do de 1XPBS
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e passaram por um processo de desidratacdo em solucdes seriadas de etanol (70%, 85% e
100%) por dois minutos cada e colocadas para secar ao ar.

Salienta-se que todas as sondas utilizadas no estudo para a realizagdo desta técnica
possuiam controle de marcagao interna.

Neste espaco de tempo as sondas foram ressuspendidas e aliquotadas em capela de
fluxo laminar de acordo com o numero de amostras, ou seja, para cada lamina em andlise
utilizou-se 2,5uL. da sonda.

Tanto a sonda quanto as laminas foram incubadas em solu¢do de Formamida 70% em
2XSSC a 73°C por 5 minutos para desnaturagdo do DNA. Antes do término, as 1dminas foram
removidas da solu¢do de formamida e novamente passaram por um processo de desidratacao
em solugdes seriadas de etanol (70%, 85% e 100%), esperou-se as mesmas secarem ao ar.
Terminados os 5 minutos aplicaram-se 2,5uL de cada sonda em sua respectiva lamina sendo
esta coberta por laminula (22x22mm). Esperou-se ocorrer distribui¢do completa da sonda para
dai entdo selar as laminas com rubber cement (cola plastica). Por fim as ladminas foram
colocadas em camara escura a 37°C para a hibridiza¢do por um periodo de 24h.

No dia seguinte, obedecendo ao prazo determinado, as laminas foram retiradas da
camara escura, onde sob abrigo da luz, foram removidas as laminulas e a cola plastica.
Imediatamente as ladminas foram submergidas em solug¢do pré-aquecida a 37°C de 2XSSC/
0,1% NP-40 (Nonindet P-40) por 5 minutos sem agitar. Terminado o prazo as laminas foram
imediatamente submergidas em solugdo de 0,4% 2XSSC/ 0,3% NP-40 a 73°C por 2 minutos,
sem agitar. Posteriormente foram submergidas novamente em solucdo de 2XSSC/ 0,1% NP-
40 e logo depois em solucao de 1XPBS, ambas as solugdes estando a temperatura ambiente.
As laminas secaram ao ar.

O préximo passo iniciou com a adicdo de 7uL do reagente DAPI/DABCO, reagente
fornecido junto com as sondas, e a adi¢do de laminula (24X72mm). Este reagente possui as
fungdes de contra-coloragdo e ‘“antifade”, isto ¢, prote¢do contra a rapida degradacdo do
fluorocromo conjugado da sonda durante a excitacdo pelo laser. As ldminas foram postas em
repouso ao abrigo da luz por um prazo ndo inferior a 10 minutos, na temperatura de
aproximadamente 4°C.

Utilizou-se microscopio de epifluorescéncia Olympus modelo BX-51 para analisar as
laminas. Para a captacdo, tratamento e analise das imagens foi utilizado o sistema de
cariotipagem CytoVision® da empresa Genetix, versdo 3.0. Todo o processo de captagdo das

imagens foi realizada em sala escura.
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Para todas as sondas utilizadas a interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo
com o descrito nas fichas técnicas dos proprios kits, uma vez que existem diferencas
significativas nas metodologias utilizadas e aplicadas em cada tipo de sonda. Todas as 99
laminas foram analisadas por citogeneticista experiente obedecendo o recomendado pelo
manual de praticas em laboratério de citogenética (BARCH; KNUTSEN; SPURBECK,
1997), o qual sugere que toda a andlise por FISH deva ser feita observando um nimero maior
ou igual a 200 nucleos interfasicos, e que deva ser também registradas e arquivadas as
imagens digitais destes nicleos. Neste caso as imagens foram armazenadas no banco de dados
do estudo. As fichas técnicas das respectivas sondas utilizadas neste estudo encontram-se em

ancxo.

4.3.6 Aspectos Eticos

O trabalho foi submetido como um adendo ao projeto intitulado Sindrome
Mielodisplasica, previamente aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa com Seres
Humanos, da Universidade Federal do Ceara, sob o nimero: 006.02.10, estando o projeto que
resultou neste trabalho em conformidade com as orientagdes preconizadas na Resolugdo

196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.
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S RESULTADOS

Dos 33 pacientes incluidos no estudo, observou-se que 17 pacientes eram do sexo
masculino e 16 do sexo feminino, ndo havendo assim predominancia de sexo. Quanto a idade,
dividiram-se os pacientes em dois grupos distintos: aqueles com idade inferior a 60 anos e
aqueles com idade superior a 60 anos. Dessa forma pode-se determinar que 17 pacientes
(51,5%) pertenciam a faixa etaria acima de 60 anos enquanto que 16 pacientes (48,5%) eram
abaixo de 60 anos. A faixa etaria dos pacientes incluidos no estudo variou entre 14 e 91 anos,

com mediana de idade de 61 anos.

5.1 Classificacio OMS e IPSS

Tendo em vista o preconizado pelo comité da OMS no que diz respeito a classificacio
das SMDs, observou-se que dos 33 pacientes selecionados para estudo, 17 (52%) foram
classificados com o subtipo CRDM, 1 paciente (3%) com o subtipo AR, 4 pacientes (12%)
com o subtipo ARSA, 1 paciente (3%) com o subtipo AREB-I, 4 pacientes (12%) com o
subtipo AREB-II, 1 paciente (3%) com SMD Inclassificavel, 4 pacientes (12%) com SMD
Secundéria e 1 (3%) com Trombocitopenia Refrataria, podendo esses dados serem observados
no grafico 1.

Quanto ao sistema de escore progndstico, o IPSS, notou-se que 4 pacientes (14%)
foram classificados como de baixo risco, 17 pacientes (61%) foram classificados como risco
intermediario 1 (INT-1), 5 pacientes (18%) como risco intermedidrio 2 (INT-2) e 2 pacientes
(7%) foram classificados como de alto risco. O IPSS ndo foi aplicado para pacientes com
SMD secundaria (4 pacientes) e/ou que ndo possuiam resultado citogenético (1 paciente), este
ultimo em decorréncia do baixo indice mitdtico o que impossibilitou a conclusdo do caso.

Estes dados encontram-se demonstrados no grafico 2.



61

® CRDM @ AR ARSA ® AREB-|
® AREB-Il @ SMD Inclassificavel @® SMD Secundéria Trombocitopenia Refrataria

Grifico 1 — Distribui¢do dos pacientes segundo a classificagio OMS

® Baixo Risco @ Risco Intermediério 1 Risco Intermediario2 @ Alto Risco
Grafico 2 — Distribui¢do dos pacientes segundo o critério IPSS

5.2 Citogenética Classica

Os resultados citogenéticos obtidos através da técnica de banda G estdo descritos no
quadro 1. Apenas um Unico paciente (registro 30) ndo tinha resultado citogenético. Observa-
se no quadro que aproximadamente 78% dos pacientes apresentaram caridtipo alterado,
muitos dos quais cariotipos complexos, i.e., com trés ou mais alteragcdes por metafase. Muitas
das alteracdes encontradas nestes pacientes enquadravam-se como delegdes, adigdes,
aneuploidias e presenca de cromossomo marcador. Por outro lado, apenas 22% dos pacientes

apresentaram cariotipo sem aparentes alteracdes numéricas ou estruturais (46,XX ou 46,XY),
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sendo que estes resultados ndo descartam possiveis microalteracdes nao detectaveis pela baixa
resolucao da técnica utilizada.

Quadro 1 - Resultados Citogenéticos

Registro Resultado segundo o ISCN 2009
1 46,XY,del(5)(q15q33)[7] /46,XY[11]
P 90,XXXX,-6,-7,-8,-11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)[3]/45,XX,-7[5]/45~46,XX,- 7,del(7)(q32),
del(11)(q32),-17,del(17)(p11.2), del(20)(q13.1)[cp11]
3 47,XY,+mar[3]/46,XY[17]
4 46,XY,del(7)(q32)[2]/46,XY[18]
5 46,XX,del(17)(p11.2)[3]/46,XX[4]
6 46,XY,del(5)(q15q33),del(17)(p11.2)[7]/46,XY[13]
7 46,XX,del(11)(q23)[91/46,XX[5]
8 77~158<4n>,XY[9]/46,XY[18]
9 47,XY,+8[41/47,XY ,-1,+8,+mar[5]/47,XY,-1,del(7)(q32),+8,+mar[5]/47,XY,-1, +8,del(11)(q23),tmar[4]/46.XY[2]
10 71~99<4n>,XY...[4]/46,XY,del(17)(p11.2)[9]/46,XY[7]
11 39,XX.-1,-5,-11,-12,-15,-20,-21[5]/46,XX,del(5)(?q14q33)[5]/46,X X[4]
12 46,XX,del(5)(q23)[7]/46,XX[6]
13 46,XX,del(5)(q15q33)[9]/46,XX,del(5)(q15q33),del(11)(?q25)[7]/46,XX[4]
14 46,XY,del(5)(?q15q33)[71/46,XY[8]
15 46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY,del(7)(q32),add(13)(p11)[4]/48,XY,add(13)(p11),+22,+mar[9]/48,XY,del(7)(q32),
add(13)(p11),+22,+mar[3]/46,XY[2]
16 46, XY,del(5)(?7q15q33)[8]/46,XY[12]
17 47,XY ,+mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),+mar[4]/47~50,XY ,del(4)(?q35),+8,+10,+11,del(16)(?q22),+21,+mar[cp§]
18 175, XXXXXXXX,-5,-6,-7,-8,-9,-11,-13,-14[4]/46,XX,del(5)(q15q33)[8]/46,XX[19]
19 89,XXY,-20,-22,-Y[4]/46,XY,del(16)(?q22)[5]/46,XY[11]
20 37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,-Y[8]/46,XY ,del(5)(q15933)[5]/46,XY[6]
21 92~102<4n>,XXXX...[6]/170~176<Tn>XXXXXXX...[7]/46,XX[7]
22 46,XY,del(5)(q31g35)[6]/46,XY[17]
23 46,X-Y[4]/46,XY[16]
24 46,XY,del(5)(q22q33)[5]/46,XY[7]
25 46,XX,del(20)(q13.1)[7]/46,XX[16]
26 46,XX[8]
27 46,XX[22]
28 46,XX[8]
29 46,XX[25]
30 Auséncia de Metafases
31 46,XX[15]
32 46,XX[20]
33 46,XX[20]
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Utilizando como referéncia as defini¢des de prognostico favoravel, intermediario e
desfavoravel adotadas por Greenberg et. al. (1997) no IPSS, pode-se determinar que 15
pacientes (47%) possuiam caridtipo de progndstico favoravel, 11 pacientes (34%) caridtipo de
progndstico desfavoravel e 6 pacientes (19%) caridtipo de prognostico intermedidrio. Os
dados estdo apresentados na tabela 8. Entre os resultados, aqueles considerados complexos

foram observados com maior frequéncia, respondendo por cerca de 31% do total de casos.

Tabela 08 — Distribuicdo dos pacientes segundo as defini¢des de prognostico do IPSS

Prognostico Achado Citogenético Pacientes Total

Normal 7
Favoravel del(20q) Isolada 1 15 ou47%

del(5q) Isolada 6

-Y 1

Intermediario Outras Alteracoes 6 6 ou 19%

Cariotipo Complexo 10
Desfavoravel Alteracées Cromossomo 7 1 11 ou 34%

5.3 FISH

Dos 33 pacientes selecionados para o estudo, seis (aproximadamente 18%)
apresentaram alteragdo em um dos 3 trés genes pesquisados. Nenhum paciente apresentou
alteracdo concomitante envolvendo dois ou os trés genes avaliados. Em 2/33 pacientes

detectou-se marcacdo andmala de regido centromérica.

5.3.1 Gene TP53

A analise através da técnica da FISH permitiu identificar 3 pacientes com altera¢do do
gene TP53 (aproximadamente 9% do total de pacientes avaliados no estudo). Os pacientes 2,

6 e 31 foram os que apresentaram alteragdo do gene 7P53.
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O paciente com numero de registro 2 apresentou amplificacdo do gene 7P53, tendo
uma média de dez sinais (amplificagdes) por nucleo interfasico, o que pode ser facilmente
observado quando comparado com nucleos normais, de acordo como demonstrado na figura

19.

Figura 19 — Amplifica¢do do gene TP53. A figura A apresenta quatro nucleos interfasicos de paciente normal, todos eles
apresentando dois sinais vermelhos, que correspondem ao gene 7P53 e dois sinais verdes para a regido centromérica do
cromossomo 17 (controle). Na figura B, nucleo interfasico da paciente de registro nimero 2 demonstrando dez sinais

vermelhos, que corresponde a amplificagdo do gene TP53, e dois sinais verdes (controle).
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O paciente com numero de registro 31 apresentou, em uma pequena populacio de

células, delecdao de um dos alelos do gene 7P53. A figura 20 demonstra o resultado.

A

Figura 20 — Delecdo do gene 7P53. Figura A apresenta nucleo interfasico de paciente com marcagao normal do gene 7P53,
dois sinais vermelhos e também dois sinais verdes, marcagdo controle. Na figura B, nucleo interfasico da paciente de registro
numero 31 demonstrando apenas um sinal vermelho, que corresponde ao tnico alelo do gene 7P53 presente em decorréncia

da delegdo do outro, e dois sinais verdes (controle).
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O paciente com registro de nimero 6 apresentou dele¢do de ambos os alelos do gene

TP53, como pode ser evidenciado na figura 21.

Figura 21 — Delecdo dos dois alelos do gene 7P53. Figura A apresenta nucleo interfasico de paciente com marcagédo normal
do gene TP53, dois sinais vermelhos e também dois sinais verdes, marcagdo controle. Na figura B, observa-se a presenca de
dois nucleos interfasicos do paciente de registro numero 6 demonstrando quatro sinais (dois vermelhos e dois verdes)
representando padréo de normalidade e em outros dois nucleos auséncia de sinal vermelho, que corresponde a perca dos dois

alelos do gene TP53.
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5.3.2 Gene MLL

A analise da FISH permitiu identificar 2 pacientes com rearranjo do gene MLL, o que
corresponde a aproximadamente 6% do total de pacientes avaliados no estudo. Os pacientes
com registros 7 e 22 foram os que apresentaram o rearranjo do gene MLL. Nenhum destes
pacientes apresentou delecdo do gene MLL. A figura 22 apresenta o resultado dos dois

pacientes.

A

Figura 22 — Rearranjo do gene MLL. Figura A apresenta niicleo interfasico de paciente com marcagdo normal do gene MLL,
padrdo definido como presenga de dois sinais amarelos resultantes de duas fusdes dos dois sinais vermelhos e dois sinais
verdes. Nas figuras B e C, pacientes 7 e 22 respectivamente, observa-se apenas um sinal amarelo representando o alelo

normal do gene, enquanto que a presenca do sinal vermelho e do sinal verde significa rearranjo do outro alelo.
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5.3.3 Gene RB

A andlise da FISH permitiu identificar apenas 1 paciente (de registro numero 26) com
delecdo do gene RB, o que corresponde a aproximadamente 3% do total de pacientes

avaliados no estudo. A figura 23 apresenta o resultado do paciente.

A

Figura 23 — Delecdo do gene RB. Figura A apresenta nucleo interfasico de paciente com marcagido normal do gene RB, dois
sinais vermelhos e também dois sinais verdes, marcagdo controle. Na figura B, nucleo interfasico da paciente de registro
numero 26 demonstrando apenas um sinal vermelho, que corresponde ao tinico alelo do gene RB presente em decorréncia da

delecdo do outro, e dois sinais verdes (controle).
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5.3.4 Marcagdo Andmala da Regido Centromérica

A andlise da FISH permitiu identificar em 2 pacientes (registros 5 e 10) a presenca de
mais de dois sinais, por nucleo interfasico, da regido centromérica do cromossomo 17,

marcag¢do controle da sonda .

A

Figura 24 — Marcagdo andmala da regido centromérica do cromossomo 17. A figura A apresenta padrdo normal do gene
TP53, i.e., dois sinais vermelhos e também dois sinais verdes (controle). As figuras B e C, pacientes 5 e 10 respectivamente,
apresentaram dois sinais vermelhos e uma média de seis sinais verdes por nucleo, correspondendo a marcagdo andomala da

regido centromérica (controle) do cromossomo 17.
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5.4 FISH e Citogenética

A tabela a seguir demonstra os resultados citogenéticos dos pacientes que

apresentaram alteracdo, detectada por FISH, em um dos trés genes avaliados na pesquisa.

Tabela 09 — Resultados citogenéticos dos pacientes com alteragdes moleculares

Paciente Resultado Citogenético Alteracao FISH

90,XXXX,-6,-7,-8,-11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)

2 [3)/45XX.7[5)/45-46 XX, -7.del(7)(q32).del(11)(q32)-17.del17)  Amplificagdo TP53
(p11.2), del(20)(q13.1)[cpl 1]
6 46.XY.del(5)(q15q33).del(17)(p11.2)[7)/46.XY[13] Deleco TP53
7 46,XX,del(11)(q23)[9)/46,XX[5] Rearranjo 11q23
22 46,XY,del(5)(q31q35)[6]/46,XY[17] Rearranjo 11q23
26 46,XX[8] Delecao RB
31 46,XX[15] Delegao TP53

5.4.1 Gene TP53

Dos 3 pacientes com alteragdes envolvendo o gene 7P53, 1 paciente (registro 31)
possuia, segundo a classificagao IPSS, caridtipo de progndstico favoravel, 1 paciente (registro
6) com cariotipo de prognostico intermediario e 1 paciente (registro 2) com cariotipo de
prognostico desfavoravel. As figuras 25, 26 e 27 apresentam os resultados da citogenética e

FISH dos pacientes com registros 31, 6 e 2, respectivamente.
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Figura 25. Resultado citogenético e de FISH do paciente 31. A esquerda cariétipo sem aparentes alteragdes
numéricas ou estruturais (46,XX). A direita resultado FISH demonstrado dele¢do de um dos alelos do gene

TP53.
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Figura 26. Resultado citogenético e de FISH do paciente 6. A esquerda cariotipo pseudodiploide apresentando
46 cromossomos contendo delegdo intersticial do brago longo do cromossomo 5 e dele¢do terminal no brago
curto do cromossomo 17 (46,XY,del(5)(q15q33),del(17)(p11.2)[7]/46,XY[13]). A direita resultado FISH

demonstrado em um dos nucleos interfasicos dele¢do de ambos os alelos do gene 7P53.
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Figura 27. Resultado citogenético e de FISH do paciente 2. A esquerda cariotipo de um dos clones anormais
onde pode ser observada delegdo terminal do brago longo do cromossomo 11 e delegdo terminal no brago curto
do cromossomo 17 (90,XXXX,-6,-7,-8,-11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)[3]/45,XX,-7[5]/45~46,
XX,-del(7)(q32),del(11)(q32),-17,del(17)(p11.2),del(20)(q13.1)[cpl1]). A direita resultado da FISH

demonstrando amplifica¢do do gene 7P53.

5.4.2 Gene MLL

Dois pacientes apresentaram rearranjo do gene MLL, um deles, paciente 22, possuia
caridtipo de prognostico favordvel e o outro (paciente 7) caridtipo de prognostico
intermediario. As figuras 28 e 29 apresentam os resultados de citogenética e FISH dos

pacientes com registros 22 e 7, respectivamente.
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Figura 28. Resultado citogenético e de FISH do paciente 22. A esquerda caridtipo do clone celular patologico
onde pode ser observada delecdo intersticial do brago longo do cromossomo 5
(46,XY,del(5)(q31q35)[6]/46,XY[17]). A direita resultado da FISH demonstrando rearranjo de um dos alelos do
gene MLL.
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Figura 29. Resultado citogenético e de FISH do paciente 7. A esquerda cariétipo do clone celular anormal onde
pode ser observada delegdo terminal do brago longo do cromossomo 11 (46,XX,del(11)(q23)[9]/46,XX[5]). A
direita resultado da FISH demonstrando a presenca dos dois alelos do gene MLL, um com padrdo de expressdo

normal e o outro com padrdo anormal.
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O unico paciente (registro 26) com alteragcdo envolvendo o gene RB possuia caridtipo

de progndstico favoravel. A figura 30 demonstra os resultados de citogenética e FISH para o

paciente de registro 26.
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Figura 30. Resultado citogenético e de FISH do paciente 26. A esquerda cari6tipo sem aparentes alteracdes

numéricas ou estruturais (46,XX). A direita resultado da FISH demonstrando delegdo de um dos alelos do gene

RB.
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6 DISCUSSAO

As sindromes mielodispldsicas (SMDs) representam um grupo heterogéneo de
doencas clonais que acometem a célula hematopoética pluripotente, caracterizando-se por
citopenias, displasias em uma ou mais linhagens celulares, hematopoese ineficiente, além do
risco aumentado de progressdo para LMA. O processo fisiopatologico do qual resulta a
doenga ¢ bastante complexo e multivariado, porém acredita-se que as alteracdes genéticas que
desestabilizam o genoma, as alteragdes no estroma medular, a exposi¢do ambiental e/ou
ocupacional a agentes carcinogénicos, bem como a propria senescéncia hematopoética sejam
os eventos primarios relacionados com o desencadeamento da doenga (SCOTT; DEEG, 2010;
MUFTI, 2004)

As SMDs acometem principalmente pacientes idosos com idade acima de 60 anos,
sendo observada nestes pacientes a predominancia do sexo masculino (BARZI; SEKERES,
2010; MUFTI, 2004; HARRIS et al., 1999; SEKERES, 2010). Em nossa populagdo de estudo
ndo foi observada predominancia de sexo ou de faixa etaria. A mediana de idade obtida foi de
aproximadamente 61 anos. Nossos resultados foram discordantes com os relatados na
literatura, mas proximos aos obtidos por Wang et al. (2010) ao estudarem uma série de 435
pacientes portadores de SMD.

Com relagdo a classificagdo OMS para SMD e ao sistema de escore prognodstico,
IPSS, observamos que a maioria dos nossos pacientes (52%) foram classificados como
citopenia refrataria com displasias multilinhagens (CRDM) e 61% foram estratificados como
sendo de risco intermediario - 1 (INT-1). Nossos resultados referentes a classificagdo OMS
foram semelhantes aos obtidos por Della Porta et al. (2011) em dois estudos de coorte
realizados nas cidades de Pavia (Italia) ¢ Duesseldorf (Alemanha), onde a classificacao
CRDM foi mais prevalente nos pacientes avaliados, 35% e 46% respectivamente, e também
ao reportado por Magalhaes et al. (2010) em um levantamento clinico-epidemiolédgico de 476
pacientes com SMD diagnosticados em 12 centros brasileiros. Os resultados obtidos por Della
Porta et al. (2011) e por Shah et al. (2009), referentes ao IPSS, demonstraram que a
estratificacdo de risco INT-1 foi a mais prevalente, assim como o detectado em nosso estudo.

Em se tratando de doencas onco-hematologicas, em especial as SMDs, o estudo
citogenético para detec¢do de aberragcdes cromossdmicas desempenha um importante papel
como auxilio diagnostico, bem como na definicdo de prognoéstico, servindo também como

guia na tomada de decisdo para escolha de conduta terapéutica. Em nosso estudo detectamos
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alteracdes citogenéticas em aproximadamente 78% dos pacientes, sendo este valor superior
aos descritos na literatura, onde alteragdes citogenéticas podem ser observadas em torno de 40
a 60% dos casos de SMD (BRUNNING et al., 2008; COSTA et al., 2010; PARLIER et al.,
1994; WANG et al., 2010). Acreditamos que a alta taxa de deteccdo obtida neste estudo esteja
diretamente relacionada com o curto tempo compreendido entre a obtencdo do material
medular (puncdo) e a realizacdo de sua cultura, onde, dessa forma, foi possivel preservar a
viabilidade das células patoldgicas permitindo que as mesmas continuassem seu processo de
divisdo in vitro.

Caridtipo complexo (com trés ou mais alteragdes por nticleo) ¢ observado em cerca de
15% de todos os casos de SMD ou em aproximadamente 30% de todos os casos com algum
tipo de alteracio (HAASE, 2008). Em nosso estudo conseguimos detectar a presenga de
cariotipos complexos em cerca de 31% dos pacientes, corroborando com o descrito na
literatura (PINHEIRO; CHAUFFAILLE, 2009) e semelhante ao reportado por Shah et al.
(2009), que detectaram esse tipo de caridtipo em cerca de 25% dos pacientes avaliados em seu
estudo.

Embora a citogenética classica seja considerada a técnica padrdo ouro para detecgdo
de alteragdes cromossomicas em SMD, a andlise por hibridizagdo in situ por fluorescéncia
(FISH) vem sendo cada vez mais utilizada como uma ferramenta de auxilio ao caridtipo, por
se tratar de uma técnica mais sensivel e por permitir a identificagdo de alteragdes no genoma
de células que ndo estejam em divisdo, o que possibilita mais adiante a detec¢dao de pequenos
clones celulares anormais e microdelecdes ndo detectaveis pela baixa resolugio da técnica de
banda G (BERNASCONI er al., 2003; BERNASCONI et al, 2006). Neste estudo
pesquisamos, através da FISH, possiveis alteragcdes nos genes MLL, RB e TP53.

Em nosso estudo foi possivel detectar alteracdo do gene 7P53 em cerca de 9% de
todos os pacientes avaliados (registros 2, 6 e 31). Nossa incidéncia estd de acordo com o
descrito na literatura de que mutagdes envolvendo esse gene podem ocorrer em cerca de 5 a
10% dos casos de SMD (ADAMSON et al., 1995; FELIX et al., 1996; JONVEAUX et al.,
1991; KANEKO et al., 1995; KITAGAWA et al., 1994; LUDWIG et al., 1992; MORI et al.,
1995; SUGIMOTO, et al., 1993).

Analisando os resultados do paciente 31 demonstrados na figura 25, nota-se que a
técnica de FISH permitiu identificar a dele¢do de um dos alelos do gene 7P53, alteracdo esta
ndo detectada pela citogenética classica, possivelmente por se tratar de uma dele¢do pontual e
ndo poder ser visualizada pela baixa resolu¢do da técnica de banda G. Neste paciente, a

hibridizacdo in situ por fluorescéncia permitiu identificar a delecdo do gene, demonstrando
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assim uma das principias aplicacdes desta metodologia que ¢ a detec¢do a nivel molecular de
alteracdes génicas, principalmente quando a regido deletada ¢ muito pequena (menor que
4Mb) ou quando ocorre em regides de banda clara (regides cripticas), dificultando sua
deteccdo pela citogenética classica.

Para o paciente 6, resultados demonstrados na figura 26, a citogenética classica foi
capaz de detectar a delecdo terminal do brago curto de um dos cromossomos 17, regido em
que se localiza o gene TP53 (17p13.3), entretanto, a técnica de FISH, além de permitir
confirmar a delecdo de um dos alelos do gene 7P53 detectado pela citogenética cléssica,
permitiu também identificar a dele¢do do outro alelo do gene, possivelmente por se tratar
também de uma dele¢do pontual. Neste paciente a técnica de FISH permitiu identificar a
perca de ambos os alelos do gene 7P53, demonstrando assim ser uma técnica muito util
quando se necessita de confirmac¢do de uma suposta alteracdo detectada pela citogenética
classica, mas também quando se quer pesquisar possiveis microalteracdes a nivel molecular
de genes chaves no processo de carcinogénese. Esse achado corrobora com o preconizado na
literatura de que o FISH consiste em uma técnica mais sensivel do que a citogenética classica
para deteccdo de pequenas delecdes (RINGOLIN ez al., 2001).

Assim como ocorreu para o paciente 6, detectou-se também no paciente 2 (Figura 27),
através da citogenética classica, a existéncia de um clone patologico contendo delecdo
terminal do braco curto de um dos cromossomos 17, supostamente acarretando a dele¢dao de
um dos alelos do gene TP53, entretanto, o que se observou pela analise através da técnica de
FISH foi uma amplificagdo do numero de copias do gene 7P53, numa média de 10 copias
(marcagdes) por nucleo interfasico. Este achado ndo anula aquele observado pela citogenética
classica, pois realmente evidenciamos a dele¢do da regido contendo o locus génico do gene
TP53, como demonstra o caridtipo deste paciente, porém, nesse caso, a FISH nos possibilitou
identificar e deduzir que o suposto alelo ndo deletado sofreu, em algum momento durante o
curso evolutivo da doenga, amplificacdo em seu numero de copias, possivelmente como uma
tentativa da propria célula em tentar frear a proliferacdo celular exacerbada, marca classica
das doencas neoplasicas. Neste paciente em especial, evidenciamos um fato oposto ao que se
esperava observar no genoma de pacientes portadores de doencas neopldsicas, que foi a
amplificacdo de um gene supressor tumoral ao invés de sua inativagdo e/ou delecdo. Estes
achados refor¢am a idéia de que as SMDs constituem um grupo de doengas heterogéneas nao
somente nas suas diversas apresentacdes clinicas mas também nos mecanismos de génese e

progressao tumoral (HAASE, 2008).
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Com relacdo ao gene MLL, a técnica de FISH permitiu detectar rearranjo deste gene
em cerca de 6% dos paciente (registros 7 e 22). Nosso resultado foi proximo aos relatados na
literatura (IBRAHIM et al., 2000; PAPPA et al., 2004).

Observando o resultado citogenético do paciente 7 (Figura 29) nota-se a existéncia de
dele¢do terminal no brago longo de um dos cromossomo 11, especificamente na regido do
1123, sitio de localizacdo do gene MLL, entretanto, a hibridizacdo in situ por fluorescéncia,
por meio de sonda-DNA BreakApart, demonstrou que a regido cromossomica, supostamente
deletada, na realidade tinha sido rearranjada, porém, o tipo de rearranjo sofrido, bem como o
destino final desse material dentro do conjunto genomico do paciente ndo pode ser
identificado por esta técnica. A ndo deteccdo do rearranjo da regido do 11q23 pela
citogenética classica, provavelmente esta diretamente ligada a baixa qualidade de resolucdo
das metafases analisadas, bem como as dificuldades técnicas na obtencdo de padrdes
adequados de bandeamento cromossdmico por meio da técnica de banda G, sendo todos estes
fatores limitantes para o correto diagnostico citogenético. Neste caso em especial, observa-se
uma das grandes vantagens da FISH, anteriormente comentadas, de que trata-se de uma
técnica muito mais sensivel do que a citogenética classica, e que diferentemente desta, ndo
necessita de preparados cromossdmicos de boa qualidade para sua correta analise, podendo
ser util em casos em que ndo houve crescimento celular (COSTA et al., 2010).

O paciente 22 (Figura 28) por sua vez ndo apresentou, na analise por citogenética
classica, nenhuma altera¢do envolvendo a regido do 1123, embora tenha sido observada uma
dele¢do intersticial do brago longo do cromossomo 5. Entretanto, a técnica de FISH
demonstrou que praticamente todos os nucleos interfasicos analisados detinham rearranjo da
regido 1123, alteracdo esta que interfere diretamente na regulacdo da expressdo do gene
MLL, porém, assim como no paciente 7, o tipo de rearranjo sofrido ndo pdde ser identificado
por esta técnica. Mais uma vez ficando evidenciado a maior sensibilidade do FISH frente a
citogenética classica e também a necessidade de se tentar, sempre que possivel, aliar as duas
técnicas para melhor compreensdo da cinética dos eventos genéticos relacionados com o
processo de carcinogénese e também melhor delineamento dos esquemas terapéuticos.

Em apenas um paciente (3% do total de pacientes estudados) foi observada alteragdo
envolvendo o gene RB. Nosso resultado foi concordante com o estabelecido na literatura de
que apenas 2% dos pacientes com SMD possuem alteragdes envolvendo o gene RB
(NAGAMURA et al., 2003). Analisando o resultado do paciente 26 (Figura 30), nota-se que a
citogenética classica, assim como em outros casos ja descritos, ndo foi capaz de detectar a

dele¢do de um dos alelos do gene RB, assim como ocorreu com a técnica de FISH. O



79

mecanismo pelo qual a mutacdo e/ou delecdo deste gene influencia no processo de
carcinogénese e progressdo tumoral em pacientes com SMD ndo estd totalmente elucidado
(NAGAMURA et al., 2003).

Em dois pacientes (registros 5 e 10) foi observada, durante a pesquisa utilizando sonda
para marca¢do do gene 7P53, a presenca de um pequeno numero de nucleos interfasicos
contendo mais de duas marcacdes controle (regido centromérica do cromossomo 17), média
de seis sinais por nucleo, e duas marcagdes do gene 7P53, padrio de normalidade. Este
achado ndo se repetiu quando se utilizaram as outras sondas do estudo. Em ambos os
pacientes o resultado citogenético acusou a presenga de uma suposta delecao do locus génico
do TP53, sendo estes resultados descartados pela FISH ao demonstrar a presenga de ambos os
alelos do gene nos dois pacientes. Provavelmente o material supostamente deletado em
realidade tenha sido translocado, permanecendo assim dentro do genoma dos nucleos, sendo
esta ndo deteccdo justificada pela baixa qualidade da resolucdo da técnica. A FISH foi ainda
capaz de detectar pequeno percentual de nucleos com composi¢do hiperdiploide (>46
cromossomos), ndo detectado pela citogenética especialmente no paciente 5 (no paciente 10 a
citogenética demonstrou hiperdiploidia), sendo que as copias extras dos cromossomos 17 ndo
necessariamente apresentavam a presenca de copias extras do gene 7P53 (apenas duas
marcagdes por nicleo) em ambos os pacientes.

Muitos pesquisadores acreditam que a frequéncia de aberragdes cromossdmicas
detectadas pela citogenética classica utilizando técnica de banda G seja, em sua maioria,
subestimada em diversos centros de investigagdo, em decorréncia da dificuldade inerente a
técnica que impossibilita a obtencdo de preparados cromossdomicos com boa qualidade
morfolégica (RIGOLIN et al, 2001; ROMEO et al., 2002). Diante de tal fato, inimero
centros e pesquisadores adotaram o FISH como técnica de suporte ao caridtipo a fim de
auxiliar o processo de deteccdo de alteracdes em casos com auséncia de crescimento celular
ou com baixa qualidade cromossdmica. Normalmente eles utilizam painéis de sondas-DNA
contra os principais hot-spots detectados nas SMDs, que sdo: del(5q)/-5, del(7q)/-7, del(20q),
+8 e -Y, entretanto, diversos pesquisadores demonstraram que a utilizagdo de FISH fornece
dados relevantes somente em casos onde o estudo citogenético cldssico ndo obteve sucesso ou
em ordem de confirmar aquelas alteracdes relacionadas com prognostico (BEYER et al.,
2004; COSTA et al., 2010; CHERRY et al., 2003; YANG et al., 2010)

Em nosso estudo optamos por avaliar alteracdes em trés genes importantes no
processo de carcinogénese € progressao tumoral relacionados com SMDs e a outros tipos de

neoplasias, almejando obter assim informagdes pertinentes que pudessem agregar valor
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preditivo progndstico aos pacientes avaliados. Observamos que nos seis pacientes que
apresentaram alteracdo em um dos trés genes investigados, o FISH forneceu informagdes que
confirmaram, alteraram e/ou descartaram os previamente obtidos pela citogenética cléssica.
Em trés destes pacientes (registros 22, 26 e 31) a presenca destas alteragdes modificariam o
valor prognostico da citogenética de favordvel para intermedidrio, podendo até mesmo
influenciar o resultado IPSS destes pacientes. No caso do paciente 22 em especial, o resultado
obtido pelo FISH teria sido de grande valia se detectado no momento diagndstico em conjunto
com citogenética classica, pois provavelmente teria modificado a conduta terapéutica, uma
vez que a presenca de delecdo do brago longo do cromossomo 5 como alteracdo Unica ¢
decisorio para escolha da droga imunomodulatdria lenalidomida (KOTLA et al., 2009).

Dessa forma, acreditamos que, assim como o sugerido por outros pesquisadores
(KWON et al., 2010; PINHEIRO; CHAUFFAILLE, 2010; YANG et al., 2010), a técnica de
FISH seja empregada, sempre que possivel, concomitantemente com o estudo de citogenética
classica e que os painéis de sondas pesquisadas sejam ampliados de maneira tal que possam
abranger a detec¢do de alteragdes ndo somente relacionados com os principais hot-spots, mas
também de sitios chaves contendo genes sabidamente relacionados com a fisiopatologia e

evolucdo clinica e biologica das SMDs.
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7 CONCLUSOES

* A maioria dos pacientes incluidos no estudo possuiam algum tipo de alteragao
citogenética, variando de anormalidades como -5/5q-, -7/7q-, 20g- e -Y de forma
isolada até cariotipos complexos. As principais alteragdes citogenéticas foram
relacionadas com delegdes, adi¢des, aneuploidias e presenca de cromossomo

marcador;

* Alteracdo nos genes avaliados foi observada em 18% dos pacientes com SMD;

* O gene MLL esteve alterado em 6% dos pacientes com SMD avaliados no estudo;

* O gene RB esteve alterado em 3% dos pacientes com SMD avaliados no estudo;

* O gene TP53 esteve alterado em 9% dos pacientes com SMD avaliados no estudo;

* Nos pacientes em que a alteracdo foi observada, a FISH proveu informagdes que

adicionaram, confirmaram ou alteraram o resultado previamente emitido pela

citogenética classica, sendo estas uma das principais aplicagdes desta técnica devido

sua alta sensibilidade quando comparada ao método classico.
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ANEXOS A

CatNiREF:  KBI-10112 For professional use only
English Poseidon™ p53 (17p13) & SE 17 Control probe
) e ’ - POSEIDON™DNA PROBES
Introduction: The tumor protein p53 plays an essent@lrole in the mgulation of the cel cyde. Mutants ‘,

of p53 that frequently occwr n a number of dfferent human carcers ‘i © bind the
wnsersus DNA binding site, and hence cause the loss of tumor suppressor aciity.
Algrtions of the TP53 gere ocour ot only as somatic mutatons n human . o
maigrances, but also as garmine mutations in some cancer-prone famiies with Li >—uﬂ__ﬂm.=c=
Fraumeni syndrome. gN—-:N_
Intended use: Tre p83 (17p13) specifc ONA Probe is opfimized to deact copy numbers of the pS3

gena region at 17p13.
Tre Chomosome 17 Satelite erumerafon (SE) probe is included o facitate KBI-10112
chromosome denifcation.

ON p53 (17p13) I SE 17

The probe & recommended o be used in cmbiraton with one of the Poseidon
Pretreaiment kifs poviding necessary ragants 9o pefom FISH cn various sample

fypes foroptimalresubs. (s2e also www.kreatech.com and lock ‘or Kis & maganis). for EUonly
Ciitical region 1 (red):  The p83 {17p13) speci‘c DNA probe is direct-l beled with PlasinumBrght5s0.

Control region2 (green):  The SE 17 control ONA probe is i - ibeled with PlatinumBight4a5.
KREATECH Diagnostics =
Reagent Peseidon pobes are dirc-Bbeled DNA prebes provided in a ready-io-use fomat Vierweg 20 8°C
Apply 10l of probe to a sample area of app roxmately 22 x22 mm. 1032 LG Amsterdam ~ 2°C long term

The Netherlands storage
Please refer o the Instructions for Use for the entire Poseidon FISH protocal.

Interpretation: Tre ps3 (17p13) probe & cesigned s a cual-cokor assay bo datect delesons at 17p13. Published Feb 2010 www poseldondiagnostics.com
Deleficns irvohing the p53 gene region will show one red signal and two green sgnals
at the chromosoma 17 centomer control region (1R2G). Two single color red (R) and
grean (G) signals wil idantify the normal dhromesomes 17 (2R2G).

Normal SignalPatten Del(t7p13)

Expacied Signals 2R6 1R26 e

17p13

References: AmielAetal, 1997, Canoer Gerer.Cylogenat,, 97; 67-100
Drach Jet al, 1993, Blood, 92; 02-609

ANMKBI0112 R1.1.00¢ 330 K8

— 01721 )£ @ Control

0175634
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ANEXO B

Cat NnREF: Kal-10303

Introcuction:

Intencec use:

Cotical roglon 1 {red):

For professional use only

Poseidon™ MLL (11q23) Break probe

One of fhe most important tangocsion in duman scute mysioid lukemia (AML) and
scu lymptoblastic ledkemia (ALL) invaves chromeseme Sand 11623, which reamanges
with mom than 30 other chomosomal regons. MLL tanslocatons st in the genastion
o fison potenshat mian he MLL N-4ermines, nclusing 2oth an A-T hook domanand 3
=gon STET 0 mammalan DNA motytansirase. b 3l 3g@ °04ps and 3 pranctypes
of leukemia, a0 11923 trarslocation cames & poor prognoss.

The NMLL (1123) Break Probe is optimized b detect rarsiocatons mvolving the MLL
29m% mgon a1 11023 In 3 duakmior, spit 3853y 0N Mataptasalnkemnam spRads bood
smears and bona mamw cals.

The prode & recommended o be used in combnaion wih oe of he Posedon
Preyestme =t Gts providing necsssary rsagents o peform FISH 0 wrous sample
ana ook for Kis & magents).

The distal MLL 29 B30n pds § drct-adsied Wi PR inem Segnsss.

ion2 [greenk
Reagant

Interpretation:

The gene magion probe isdr Plati g
Posacon protes aw cimc-h dad [NA proes provdes n a ready0-<se fmat Asply
103 of prove to 3 sample ama of ApproXmately 72 x 22 mm

Please refer 1o the Instructiors for Use for the entire Poseidon FISH protocol.

The NLL Break prote is desgned as a duabcolor soil prode to detect nwersion or
tanslocations at 1G22, A treak is defnad wien 3 redlgresn or yelbw 4sion sgnals (7)
% nio sepamta ME and gren sgnals. Ony =d and 976N 5ignals which am mow than
one sgnel diameter azat fom esch oher e cunted as & bresk. Codomized redigreen
or yeliow signalsidentfy the noemal chromosomes) 1.

Signal patieers ofher than those descrded sbove mey indicats varisnt ranslocifens or

dther complex reamangements. ImesSgators e sdvised o anslyre metaphase calis for
%0 In%rpna ton of atypeal sgnal patees.

Normal Signal Pattern 11623 it

Expotad Sgras * 1FIRIG

References:

AMISI10X03 R12mc

Thirman M et sl 1933, New Engl. L Med, 520 900-914
Brosher PL et al, 1355, Bood, 87, 191241822

~ KREATECH’

POSEIDON™DNA PROBES

Application

Manual
KBI-10303
@ h m ON MLL (11g23), Break
for EU only
KREATECH Diagnassics =
Viermeg 20 8°C
1032 LG Amsterdam  2°C A long term
oo Ntherlandsy stocsge
Publisted Fe 2010 www poseiiond agroatics.com

yals

1123
I/
11
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ANEXO C

13q14.3 Deletion LPH006

TN B e Cytocell
CqJC]HUS

13q14.3 Deletion

o No. LPH 0088 15 tests

. No LPH 008 (10 tests

Laukmaenia patierts whx
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A

APENDICE

Registro FISH Resultado Cariétipo - Banda G Idade Dependéncia o, o ios Citopenias  Classificagio OMS  Ipss ~ Crupode Evolugio  Situagdo
Paciente Transfusional Risco
1 146,XY,del(5)(q15q33)[7]46,XY[11] 69 | S T <6% | 3 ! CRDM 05 INT-1 | sltransformagéo Vivo
190, XXXX,-6,-7,-8,- | ; | | | ;
2 Amplificagao p53 wmmwwww\w% W_M»wMW_%M_MMV%MW_MM_VNNMAQV:_m_smxx 30 S 16% 2 AREB-II 3.0 HIGH s/transformagéo Obito
117,del(17)(p11.2), del(20)(q13.1)[cp11] | : | | W :
U S A A7 XY mar3JA6XY[17] 45 | N LosS% 3 CRDM L 10 INT-1__: sftransformacdo | vivo
4 146,XY,del(7)(q32)[2]/46,XY[18] | | | 2 ' CRDM |15 INT-2 | s/transformagéo vivo
5 Amplificagcao 146,XX,del(17)(p11.2)[3]/46,XX[4] ! 1 SMD secundaria | | sltransformagéo vivo
6 Delecao p53 146,XY,del(5)(q15q33),del(17)(p11.2)[71/46,XY[13] | 1 INT-1 | s/transformagéo vivo
T Rearmanjo 11923 70 __INT-1 | sftransformagao | _vivo
8 i " W m INT-2 | sftransformagdo | vivo
9 HIGH | s/transformagdo vivo
1+8,del(11)(q23),+mar[4]/46.XY[2] | | | |
“““““ 10 Amplficagdo 71~99<4n>XY..[4J46.XY.del(17)(p11.2)/QU46XY[T] | 75 | N ] 2 INT-1___sltransformagéo | vivo
11 39.XXA1,-5,-11,-12-15,-20,- {oar | N 2 * sltransformacao vivo
121[5)/46,XX,del(5)(?q14q33)[5]/46,XX[4] ' | : :
12 146,XX,del(5)(q23)[7]/46,XX[6] L84 | N 3 : INT-1 | s/transformagéao vivo
13 Wﬂw.nvwvmmm_mwwm”mmVB_RPXX.Q@_@SAmnmmvhmz: | >60 | S 2 , INT-1 | sitransformagéo vivo
“““““ 1446, XY, del(5)(?q15q33)(71/46,XY[8] 31 N 2 INT-1 | sitransformagdo | vivo
146,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY,del(7)(q32),add(13)(p1 | W | W
15 11)[41/48 XY,add(13)(p11),+22,+mar{9)/48,XY,del(7)(q3| 77 | S 3 m INT-2 | sftransformag@o 6bito
),add(13)(p11),+22,+mar[3)/46,XY[2] | W | W
o € 146, XY,del(5)(?q15q33)[8)/46 XY[12] |58 | N 2 i INT- LMA~ vivo
147 XY, +mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),+mar[4]/47~50,XY,d | | : : = o
17 ”m_ﬁﬁnmmyﬂ.:ou:.am:vaanwNv.ﬂB _:rm_innm_ 49 m S 3 INT-2 i s/transformagéo obito
18 1175, XXXXXXXX,-5,-6,-7,-8,-9,-11,-13,- ' 1 : N | sitranformagao
4[4)/46 XX del(5)(q15q33)[8]/46,XX[19]
NS [B9XXY20,22-Y[AJ46XY.del(16)2q22)[5)46 XYIT1] , A , _INT-1__| _sftranformagao )
20 137,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,- 3 | | INT-1I s/transformagao
“““““““““““““““““““““““““ Y[8)/46,XY,del(5)(q1533)[5]/46 XY[6] | | ; IR
21 %wm‘_vwmmk_ﬁ:v.xxxx.:@:uoz._umAw:v,xxxxxxx:._u 2 INT-1 Sltranformagdio vivo
22 Rearranjo 11923 46,XY,del(5)(q3135)[6]/46 XY[17] TN T 27 W INT-A 7 LMMC -tipoll | vivo
, | 1 | | LOW | sftransformacda vivo
24 146,XY,del(5)(q22q33)[5]/46 XY[7] 14 | N 1 | LOW | siransformagba | vivo
25 146,XX,del(20)(q13.1)[7)/46,XX[16] 83 | N 2 R INT-1 | sitransformagao vivo
146,XX[8] 46 | N 2 CRDM 1.0 INT-1 | sl/transformagao vivo
6,XX[22] P18 | S 3 | SMD secundaria | * sltransformagéo vivo
XXy e N 2 CTINTT T LIMA T vivo
46 XX[25) | s 2 INT-1 sltransformagao | vivo
30 ‘Auséncia de Metaf: | N 3 * i s/transformagao vivo
31 Delecao p53 | N 1 LOW | s/transformagao vivo
32 - N 2 ~ INT-1_ | shransformagdo | vivo
“““““ 33 4B, XX(20] s 1 LOW | sliransformagdo | vivo

** JPSS néo pode ser calculado por auséncia de resultado citogenético.

* IPSS néo foi aplicado para pacientes com SMD secundaria.



