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RESUMO: As leucemias constituem um grupo de doencas hematoldgicas caracterizadas por
alteracdes, macro ou microscopicas, da constituicdo cromossémica do paciente resultando em
modificagcdes na estrutura ou nas func¢des dos genes, ocasionando um desequilibrio entre a diviséo,
diferenciagdo e morte dos precursores hematopoéticos. As sindromes mielodisplasicas (SMD)
formam um grupo de distdrbios sanguineos clonais caracterizados por diminuicdo de todas as
linhagens celulares no sangue periférico. Em condig8es fisiolégicas normais, o crescimento e a
proliferacédo celular sdo fendbmenos dependentes da ligacdo de fatores de crescimento a receptores
celulares especificos, sendo o principal regulado pelo gene FLT3. Com a comprovacgado da alteracédo
da funcdo do receptor FLT3 em LMAs, justifica-se a realizacdo de exames para tentar esclarecer a
participagdo e influéncia deste receptor no mecanismo desencadeador da leucemia, desta forma
auxiliando na tomada de decisdes clinicas e escolha do tratamento mais apropriado conforme a
alteragdo citogenética encontrada. Este trabalho tem como objetivos oferecer & comunidade médica,
informacdes sobre a constituicdo cromossémica, desta forma proporcionando a populagdo
gratuitamente, um exame de alto custo ndo realizado pelos laboratérios sediados na cidade de Ponta
Grossa. Outro objetivo € utilizar os dados para andlise e correlacdo com demais fatores envolvidos
em leucemias. Até o momento foram realizadas analises citogenéticas por bandamento G em seis
amostras de sangue de pacientes diagnosticados com Leucemias e Sindrome Mielodisplasica em
tratamento no ISPON (Instituto Sul Paranaense de Oncologia) em Ponta Grossa - PR entre 2007 a
2009. As metéfases observadas, ndo apresentaram alteracdes numéricas de cromossomos e as
alteracdes cromossémicas puderam ser detectadas a partir da montagem dos cariétipos. Para anélise
molecular, as técnicas estdo sendo testadas e padronizadas para, posteriormente, serem submetidas
a PCR e Eletroforese.

PALAVRAS CHAVE - LMA, LMC, SMD

Introducéo

As leucemias mielbéides agudas (LMAs) constituem um grupo de doencas hematolégicas de
grande importancia na clinica médica, de curso, muitas vezes, rapidamente fatal dependendo
principalmente da idade do paciente e da constituicdo cromossémica. A LMA se caracteriza por
desequilibrio entre a divisdo, diferenciacdo e morte dos precursores hematopoéticos como
consequéncia de modificacdes na estrutura ou nas funcbes dos genes. O real mecanismo envolvido
no desenvolvimento de células leucémicas ainda permanece desconhecido, assim como quais 0s
fendmenos responsaveis pela transformacao de células normais em leucémicas, mas é evidente a
relagdo com doengas genéticas, alteracbes cromossdmicas e agentes quimicos e fisicos, como
causadores de lesdes a molécula do DNA (Gilliland, 2001).

No Brasil, conforme dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), as leucemias representam
cerca de 4,9% dos casos de neoplasias, com estimativa de incidéncia de 5.330 novos casos para
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homens e 4220 novos casos em mulheres para o ano de 2006 (INCA, 2006).

As sindromes mielodisplasicas (SMD) constituem um grupo de disturbios sangulineos clonais
caracterizados por diminuicdo de todas as linhagens celulares no sangue periférico — Pancitopenia,
medula éssea tipicamente normocelular ou hipercelular e suas células apresentam anormalidades
morfolégicas francas denominadas alteracdes displasicas, ou seja, alteracdes de tamanho, na forma
e na organizacdo podendo haver um acimulo de células da medula muito imaturas, chamadas
blastos leucémicos. A gravidade do distlrbio das células da medula varia e pode ser classificada de
leve a muito grave. Sendo assim, a doenca pode ser indolente ou crdnica, e se manifestar como uma
anemia leve; ela pode ter grande diminuicdo de hemacias, leucécitos e plaquetas e ser mais
problematica; ou pode ter grande diminuicdo de células sangliineas e ter blastos leucémicos na
medula, e ser ainda mais ameacadora a saude do paciente. Além disso, a doenca pode progredir de
tal forma que os blastos leucémicos tomam conta da medula e a doenca se transforma em leucemia
mieléide aguda (Greenberg et al, 1997).

Em condigBes fisiolégicas normais, o crescimento e a proliferacdo celular sdo fendmenos
dependentes da ligacao de fatores de crescimento, citocinas e ligantes a receptores celulares
especificos, sendo que um dos principais receptores das células hematopoéticas progenitoras
participante da divisao celular, é o receptor regulado pelo gene FLT3 (Lowenberg et al, 2003). O gene
FLT3 foi descrito em 1991, através da clonagem de células progenitoras hematopoéticas CD34", e
demonstrado que a proteina codificada pelo gene possui 993 aminoacidos e cerca de 96 kb (Rosnet
et al, 1993; Small et al, 1994). A designacdo FLT3 é originaria da sigla de fator estimulador de
colénias de macréfagos FMS-like tyrosine kinase 3. Com a divulgacdo dos resultados do
sequenciamento do genoma humano, foi confirmado que este gene estd situado no cromossomo 13
(13g12) e que possui 24 éxons (Abu-Dubhier et al, 2001).

Com a comprovagédo da alteracdo da funcdo do receptor FLT3 em LMAs justifica-se a realizacéo
de exames para tentar esclarecer a participacdo e influéncia deste receptor no mecanismo
desencadeador da leucemia, desta forma auxiliando na tomada de decisbes clinicas e escolha do
tratamento mais apropriado conforme a alteracéo citogenética encontrada.

Objetivos

Este trabalho faz parte do registrado como “Andlise Cromossémica em Neoplasias” e tem como
objetivos oferecer a comunidade médica, informacfes sobre a constituicdo cromossémica, desta
forma proporcionando a populacdo gratuitamente, um exame de alto custo ndo realizado pelos
laboratérios sediados na cidade de Ponta Grossa. Outro objetivo é utilizar os dados para andlise e
correlacdo com demais fatores envolvidos em leucemias.

Metodologia

Até o momento foram realizadas analises citogenéticas em seis amostras de sangue de
pacientes diagnosticados com Leucemias e Sindrome Mielodisplasica em tratamento no ISPON
(Instituto Sul Paranaense de Oncologia) em Ponta Grossa- PR entre 2007 a 2009. Amostras de
sangue da medula éssea dos pacientes foram destinadas & cultura de curta duracdo conforme a
técnica adotada no laboratério de citogenética da UEPG (CHAUFFAILLE et al, 2001). As laminas
foram coradas pela banda G, tripsina-Giemsa (GTG) e as metafases analisadas em microscépio, as
descricdes de carittipo fordo feitas conforme a ISCN 1995 (Mitelman, 1995). Para a extracdo do
DNA, segundo o método Fenol-Cloroférmio, foi recolhida uma aliquota da amostra da medula 6ssea
dos pacientes e estocada em congelador a -20°. A realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polemerase
(PCR) sera necessaria para a detecgdo da duplicacdo do gene FLT3 com a utilizagdo dos seguintes
iniciadores (primers) (5' 3') CTG GTG CAG GGG CCA CGC do primer (5" 3') TCC CCC TTG CCG
TCC CAA. O material sera colocado em presencga de azul de bromofenol e realizado uma corrida
eletroforética para visualizagao do DNA.

N&o seré realizada pesquisa da DIT/FLT3 + em grupo controle, tendo em vista a auséncia da
anormalidade em situa¢des fisiol6gicas normais.

Para essas analises moleculares, as técnicas estdo sendo testadas e padronizadas para,
posteriormente, serem aplicadas em amostras dos pacientes diagnosticados, pela citogenética
classica, com Leucemia Mieléide Aguda e Leucemia Mielbéide Crénica.
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Resultados

Foram analisadas seis amostras de pacientes, trés homens e trés mulheres (32-88 anos)
portadores de leucemias mieldides. Nenhuma metéfase observada apresentou alteragcdes numeéricas
de cromossomos e as alteragbes cromossdmicas puderam ser detectadas a partir da montagem dos
cariétipos. Os dois pacientes portadores de leucemia mieléide crénica (LMC) apresentaram o
cromossomo Philadelphia, t(9,22) (Fig.1) e dois pacientes portadores de leucemia mieldide aguda
(LMA) apresentaram cariotipo normal (Fig. 2). Em dois casos ndo se obtiveram metéafases
analisaveis. O DNA dos pacientes com diagnostico de LMA foi extraido e apés padronizacdo das
técnicas sera submetido a andlise do gene FLT3 por PCR e eletroforese.
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Figura 1: Caridtipo somético, obtido a partir de pungcdo medular de pacientes portadores de leucemia
mieléide crbnica, submetido ao bandamento G (GTG). As setas indicam a translocagéo t(9,22). Na
figura a, cariétipo de paciente do sexo feminino. Na figura b, paciente do sexo masculino.
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Figura 2: Caridtipos somaticos, obtido a partir de puncao medular de pacientes do sexo feminino
portadoras de leucemia mieldide aguda, submetida ao bandamento G (GTG). Em a e b cari6tipos
normais.
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Conclusodes

As técnicas de cultura e preparacao citolégica empregadas foram satisfatérias na obtencao de
cromosssomos metafasicos, pois foi obtido um bom indice de células mitéticas. Um bom percentual
de aproveitamento das amostras (66,7%) foi detectado, em consonancia com o obtido em outros
laboratérios mais especializados. As bandas cromossdmicas ficaram evidentes, permitindo o
pareamento, montagem de cariétipos e deteccdo das alteracdes cromossbmicas. Desse modo, o
laboratério de citogenética da Universidade Estadual de Ponta Grossa podera oferecer a comunidade
médica, informacgdes sobre a constituicdo cromossémica, e realizar gratuitamente, em breve, exames
para pacientes atendidos na regido dos Campos Gerais.
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