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RESUMO

Os canceres sdo doengas que apresentam expanséo clonal descontrolada
de células somaticas, promovendo a ruptura da organizagéo tecidual. O
genoma humano possui inimeros mecanismos de protecdo de sua
integridade. Quando nédo ocorre a reparagdo dos danos no DNA, podem
ocorrer desequilibrios genéticos; entre esses, as aneuploidias, as quais
sdo boas indicadoras da presenca de neoplasia, assim como, podem
sugerir o prognéstico em varios tumores. Segundo a Organizacao
Mundial da Saide (OMS), a classificacdo dos tumores dos tecidos
hematopoético e linfoide deve ser baseada em uma abordagem
diagnostica com énfase nos seguintes parametros: morfoldgico,
fenotipico, genotipico e caracteristicas clinicas. Diante disso, o objetivo
deste trabalho foi implantar a analise do conteddo de DNA, por
citometria de fluxo, para avaliagdo do progndstico de hemopatias
malignas nos pacientes atendidos pelo Servico de Hematologia do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina. Para
atingir o objetivo, inicialmente a metodologia foi padronizada com
células de sangue periférico de oito individuos sem neoplasias
hematoldgicas. Apos essa etapa, foram iniciados os testes com amostras
de medula dssea, sangue periférico, e aspirados e bidpsias de linfonodo
de pacientes que apresentaram células patoldgicas no exame
imunofenotipico, entre 0os meses de maio e dezembro de 2013. Na
padronizacdo da metodologia, foi estabelecida a utilizacdo de anticorpos
monoclonais (AcMo) conjugados ao fluorocromo FITC para ndo ocorrer
interferéncia com a faixa de emissdo da fluorescéncia do iodeto de
propideo (PI). Os AcMo padronizados para cada doenca foram: CD20 e
CD22, para Leucemia Linfoblastica Aguda do tipo B (LLA-B) e
linfomas; CD 7 para Leucemia Linfoblastica Aguda do tipo T (LLA-T);
e CD38, para Mieloma Mudltiplo (MM) - todos conjugados ao
fluorocromo FITC. No total, foram analisadas 25 amostras de pacientes
que apresentaram células patolégicas no exame imunofenotipico. A
maior quantidade de amostras foi proveniente de pacientes com linfoma
— principalmente Linfoma de Burkitt e Linfoma de Células do Manto —,
0s quais apresentaram 73,3% de presenca de aneuploidias. Além disso,
também foram analisadas amostras com células de LLA e MM. As
LLAs exibiram 100% de presenca de aneuploidias; enquanto o MM,
25%. A partir deste estudo, foi possivel padronizar a metodologia para
analise do conteido de DNA de linfomas, LLA e MM. Os resultados
encontrados indicam que a citometria de fluxo € um bom método para



auxiliar na estimativa do prognéstico dos pacientes diagnosticados com
neoplasias hematoldgicas.

Palavras-chave: Analise do conteddo de DNA; Aneuploidia;
Hemopatias malignas; lodeto de propideo.



ABSTRACT

Cancers are diseases with uncontrolled clonal expansion of somatic cells
that promotes breakdown of tissue organization. The human genome has
numerous mechanisms to protect its integrity. When the DNA damage
repair does not occur, genetic imbalances can happen; among them, the
aneuploidies, which are good indicators of malignancy, and may suggest
a prognosis in several tumors. According to the World Health
Organization (WHO), the classification of tumours of haematopoietic
and lymphoid tissues should be based on a diagnostic approach with
emphasis on the following parameters: morphological, phenotypic,
genotypic and clinical characteristics. Therefore, the aim of this study
was to implement the analysis of DNA content by flow cytometry in
order to assess the prognosis of hematological malignancies in patients
treated by the Hematology Service at University Hospital of
Universidade Federal de Santa Catarina. Initially, the methodology was
standardized with peripheral blood cells of individuals without
hematologic malignancies. After, it was performed the tests with
samples of bone marrow aspirates, peripheral blood, and lymph node
aspirates and biopsies from patients with pathological cells in
immunophenotyping, between May and December 2013. During the
development of standardized methodology, it was established the use of
monoclonal antibodies (MoAb) conjugated to FITC fluorochrome to
prevent the interference with the emission range of propidium iodide
(PI) fluorescence. The MoAb standardized for each disease were: CD20
and CD22 for B- Acute Lymphoblastic Leukemia (B-ALL) and
lymphomas; CD7 for T- Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL), and
CD38 for Multiple Myeloma (MM) - all conjugated to FITC
fluorochrome. A total of 25 samples obtained from patients with
pathological cells in immunophenotyping were analyzed. The largest
number of samples came from patients with lymphomas, especially
Burkitt Lymphoma and Mantle Cell Lymphoma, which showed 73.3%
of aneuploidy. Moreover, samples with ALL cells and MM cells were
also analyzed. ALL showed the presence of 100% aneuploidy, while the
MM, 25%. By the present study, it was possible to standardize the
methodology for analysis of DNA content of lymphoma, ALL and MM.
The results indicate that flow cytometry is a good method to assist the
estimation of prognosis of patients diagnosed with hematological
malignancies.



Keywords:  Analysis of DNA content; Aneuploidy;
Hematological malignancies; Propidium iodide.
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1 INTRODUCAO

O céncer € um conjunto de doengas que apresentam expansio
clonal descontrolada de células somaticas, promovendo a ruptura da
organizacdo tecidual. Existe uma grande diversidade entre os tipos de
tumores, 0s quais, apesar de heterogéneos, compartilham a capacidade
de proliferagdo celular além dos limites do crescimento tecidual normal
(EVAN; VOUSDEN, 2001). Além disso, a literatura descreve que a
maioria dos tumores surge a partir do clone de uma Unica célula que foi
submetido a transformacdo maligna; o que acarreta na geragdo de
multiplas populagdes celulares anémalas, que se organizam na forma de
uma massa heterogénea de células (BJERKVIG et al., 2009).

O genoma humano, assim como o de outras espécies, possui
inimeros mecanismos de protecdo de sua integridade. Dessa forma,
enzimas de reparo do DNA monitoram continuamente 0S cromossomos
com o objetivo de corrigir residuos de nucleotideos danificados pela
exposicdo ambiental a agentes cancerigenos e compostos citotdxicos
(WOOD et al., 2001), como, por exemplo, a fumaga de cigarro e as
radiagdes ultravioleta e ionizante (HOEIJMAKERS, 2001; WOOD et
al., 2001; WANG et al., 2008). Além disso, agentes mutagénicos
enddgenos, que incluem as espécies reativas de oxigénio (EROS) e
alguns metabdlitos que atuam como agentes alquilantes também séo
descritos entre as causas de alteracbes no DNA (WOOD et al., 2001).

Desse modo, quando ndo ocorre a repara¢do dos danos no DNA,
acontecem mutacfes genéticas, alteracbes cromossdmicas e
instabilidade gendmica, as quais afetam as principais vias que controlam
a diferenciacdo, a proliferacdo e a morte celular (SEN, 2000; EVAN;
VOUSDEN, 2001; HOEINMAKERS, 2001; WANG et al., 2008;
D’URSO, 2009; LIU et al., 2014). Os eventos clinicos e bioldgicos
presentes na progressdao do cancer representam os resultados de
desequilibrios genéticos, tais como: mutagdes sutis nos nucleotideos dos
genes; translocagGes cromossdmicas, que induzem rearranjos estruturais
nos genes; e mudancas numéricas em ambos 0s segmentos parciais de
Cromossomos ou nos cromossomos inteiros (aneuploidias). Essas
Gltimas, em particular, sdo boas indicadoras de neoplasia, assim como
podem sugerir o prognostico em varios tumores (WANG et al., 2004).

Em vista disso, a analise da ploidia do DNA por citometria de
fluxo — também denominada anélise do conteido do DNA - é utilizada
na identificacdo das variagbes no conteldo genético das células e
fornece informacBes sobre as anormalidades cromossdmicas e
heterogeneidade nos tumores humanos (EL-NAGGAR et al., 1999).
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Segundo a Organizac¢do Mundial da Saide (OMS), a classificacio
dos tumores dos tecidos hematopoético e linfoide deve ser baseada em
uma abordagem diagndstica com énfase nos seguintes pardmetros:
morfoldgico, fenotipico, genotipico e caracteristicas clinicas
(SWERDLOW et al., 2008).

Diante disso, propds-se a implantacdo da analise do contetdo de
DNA no Setor de Onco-hematologia da Divisdo de Analises Clinicas
(DACL) do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU/UFSC) — referéncia no Estado de Santa Catarina para
neoplasias hematol6gicas (Portarias GM/MS n°2.439 de 08/12/05 e SAS
n°741 de 19/12/05). Dessa forma, além de ampliar a cobertura de
exames disponibilizados aos pacientes atendidos no hospital, serdo
viabilizadas as analises recomendadas pela OMS para essas doencas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Implantar a analise do conteido de DNA, por citometria de fluxo,
para avaliagdo do prognostico de hemopatias malignas nos pacientes
atendidos pelo Servico de Hematologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a técnica de quantificacdo do conteido de DNA por
citometria de fluxo;

e Comparar a analise do conteudo de DNA por citometria de
fluxo com o estudo citogenético;

e Inserir a andlise de conteudo de DNA na rotina do Setor de
Onco-hematologia a fim de se obterem informacGes
complementares ao exame imunofenotipico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 HEMOPATIAS MALIGNAS

As hemopatias malignas compreendem um grupo de varias
doencas que afetam a hematopoiese normal. Entre essas neoplasias sao
descritas as leucemias agudas e as neoplasias de células linfoides
maduras (SWERDLOW et al., 2008).

3.1.1 Leucemias Agudas

As leucemias agudas sdo tumores nos quais acontece a
proliferacdo desordenada e o acimulo de progenitores mieloides ou
linfoides (blastos) ndo funcionais na medula dssea (MO), com
consequente migracdo para o sangue periférico (SP) e infiltragdo em
outros tecidos. Devido ao acimulo desses blastos na MO, ocorre a
diminuicdo ou o bloqueio da producdo de elementos hematopoiéticos
normais; o0 que gera sintomas relacionados a pancitopenia na maioria
dos pacientes (SWERDLOW et al., 2008; ASTER; FLEMING, 2011).

3.1.1.1 Leucemia Mieloblastica Aguda — LMA

As LMAs compreendem um grupo heterogéneo de doencas
clonais do tecido hematopoiético, caracterizado pela proliferacdo
anormal de células progenitoras da linhagem mieloide (SWERDLOW et
al. 2008). Essa proliferagdo anormal ocorre devido a um bloqueio na
diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas, o0 que resulta no
acumulo de precursores imaturos na MO e supressdo da diferenciagéo e
da maturagdo das células envolvidas na hematopoiese normal (KUPSA,
HORACEKA,; JEBAVYA, 2012; ABDEL-WAHAB; LEVINE, 2013;
HASSERIJIAN, 2013).

Tradicionalmente, as LMAs tém sido consideradas como
resultado de alteragdes que geram defeitos irreversiveis em funcgdes
genéticas criticas, tais como: proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e
transcricdo génica (GUTIERREZ; ROMERO-OLIVA, 2013). Em vista
disso, a identificacdo das alteragbes cromossdmicas esta entre os fatores
prognosticos  independentes  mais  importantes  (VEIGAARD;
NORGAARD; KJELDSEN, 2011).
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3.1.1.2 Leucemia Linfoblastica Aguda — LLA

A LLA é uma neoplasia maligna originada de um Unico precursor
hematopoiético comprometido com as linhagens de células B ou de
células T, que, devido a aquisicdo de uma série de anormalidades
genéticas, acontece a desregulacdo do processo normal de maturacéo,
ocasionando parada na diferenciacdo e na proliferacdo das células.
Como consequéncia, em decorréncia do acumulo de clones imaturos de
células B ou de células T na MO, ocorre a supressdo da hematopoiese
normal, tanto medular, como em Vérios sitios extramedulares
(SWERDLOW et al., 2008; GRAUX, 2011; HARRISON, 2011).

Do total de LLAs, 80-85% sdo de origem B (LLA de células
precursoras B — LLA-B) e 15-20% s&o originadas a partir da linhagem
T (LLA-T) (GRAUX, 2011; ZHAO; HUANG; WEI, 2013).

Além disso, as LLAs sdo predominantemente encontradas em
criangas e ocorrem raramente em adultos (HARRISON, 2011; ZHOU et
al., 2012), exibindo atualmente taxa de cura em torno de 85% nas
criancas e de 40-50% nos adultos em uso de regimes terapéuticos
multidrogas (HARRISON, 2011; GOMES et al., 2014; ZHAO;
HUANG;WEI, 2013).

O tratamento das LLAs geralmente é bem sucedido; no entanto, o
progndstico piora com o avancar da idade (LUKENBILL; ADVANI,
2013; ZHAO; HUANG; WEI, 2013). Além disso, muitas anormalidades
cromossdmicas tém sido relatadas nas LLA-B e LLA-T (MOORMAN et
al., 2007; HARRISON, 2011, MOORMAN, 2012). A ocorréncia de
alteragdes especificas pode ser indicativa de lesbes moleculares
subjacentes, o que pode contribuir ou até mesmo estabelecer o
diagnostico e determinar a terapia ideal. Nos casos de LLAs em
adolescentes e adultos jovens, a existéncia das anormalidades associadas
a melhor progndstico — hiperdiploidia, trissomias cromossomais
favoraveis e t(12;21)(p13;922) — é infrequente quando comparada a
LLA infantil, além de exibir relevancia progndstica incerta
(MOORMAN et al., 2007). Por outro lado, a ocorréncia de alteragdes
como amplificagdo intracromossémica do cromossomo 21, de
translocacdes MLL (ou 11g23) e do cromossomo Philadelphia (LLA
Ph+), sdo mais comuns em adolescentes mais velhos e adultos jovens, o
gue contribui para um prognostico menos favoravel desse Gltimo grupo
(NAKANO; HUNGER, 2012).
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3.1.2 Neoplasias de células linfoides maduras

Entre as neoplasias de células linfoides maduras, encontram-se 0s
linfomas de células B e de células T; e neoplasias de células
plasmociticas (SWERDLOW et al., 2008).

3.1.2.1 Linfomas

Os linfomas e as neoplasias de células linfoides maduras
compreendem um grande e diverso grupo de tumores derivados de
linfocitos maduros e de seus progenitores. Essas neoplasias, as quais sdo
as mais comuns entre as malignidades hematoldgicas, sdo divididas em
dois grandes grupos: Linfoma de Hodgkin e Linfomas N&o-Hodgkin
(SWERDLOW et al., 2008; ASTER; FLEMING, 2011).

O Linfoma de Hodgkin ¢ um grupo de neoplasias de células B
relacionado a presenga caracteristica de células tumorais muito raras,
denominadas de células Reed-Sternberg. Por outro lado, todos os outros
linfomas sdo chamados de Linfomas N&o-Hodgkin (LNH), os quais
podem ser derivados de linfécitos em qualquer estagio de
desenvolvimento. Isso explica, em parte, sua notavel diversidade e,
também, as enormes diferengas no comportamento clinico, as quais
variam entre tumores muito agressivos e de crescimento rapido e
neoplasias que permanecem indolentes durantes anos, referidas como
pseudolinfomas (SWERDLOW et al., 2008; ASTER; FLEMING, 2011).

3.1.2.2 Neoplasias de células plasmociticas

As neoplasias de células plasmociticas sdo tumores compostos,
em parte, por células B diferenciadas (células plasmociticas). Essas
doencas sdo relativamente comuns, ocorrendo principalmente em
idosos, 0s quais apresentam com frequéncia sintomas relacionados a
producdo de imunoglobulinas completas ou parciais pelas células
tumorais (ASTER; FLEMING, 2011).

Entre as neoplasias de células plasmociticas, encontra-se o
Mieloma Multiplo (MM), o qual é responsavel por aproximadamente
10% de todas as neoplasias hematoldgicas (KYLE; RAJIKUMAR,
2008), e caracteriza-se pela producdo de imunoglobulina monoclonal,
que pode ser detectada no soro e/ou na urina (SWERDLOW et al., 2008;
BASAK; CARRIER, 2010). Geralmente, o desenvolvimento do MM
envolve um estagio assintomatico de proliferacdo de células
plasmociticas clonais, denominado Gamopatia Monoclonal de
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Significado Indeterminado (MGUS - do inglés, Monoclonal
Gammopathy of Unknown Significance) (KYLE; RAJKUMAR, 2008;
BASAK; CARRIER, 2010). A MGUS esta presente em mais de 3% da
populacgdo acima de 50 anos, com taxa de progressao para MM em torno
de 1% ao ano (FARIA; PAULA e SILVA, 2007; KYLE; RAJKUMAR,
2008). Essa progressdo abrange eventos complexos tanto nas células
progenitoras quanto no microambiente medular (BASAK; CARRIER,
2010).

As manifestacBes clinicas incluem anemia, lesdes 6sseas liticas,
osteoporose difusa, hipercalcemia, insuficiéncia renal e aumento do
risco de infeccBes (SWERDLOW et al., 2008; BASAK; CARRIER,
2010; KUMAR et al., 2010). Além disso, 0 MM e a MGUS sdo duas
vezes mais comuns em negros quando comparados aos brancos e,
também, ligeiramente mais comuns em homens do que mulheres
(KYLE; RAJKUMAR, 2008). Devido & heterogeneidade do MM, o
progndstico é varidvel, com sobrevida global que varia de poucos meses
até décadas, em alguns casos. E importante destacar que, atualmente, a
identificacdo de anormalidades cromossémicas é uma das mais
importantes ferramentas para predizer o prognostico da doenca (NAHI
etal., 2011).

Como visto, as neoplasias hematoldgicas caracterizam-se pela
proliferacdo descontrolada ou parada de diferenciacdo das células
hematopoiéticas; e resultam de alterages no ciclo celular. Isso ocorre,
pois, a cada divisdo celular, hd uma probabilidade infinita de
acontecerem mutacGes somaticas secundarias e erros na replicacdo do
DNA. Esse fato é importante principalmente no caso de células-tronco
hematopoiéticas nas quais, devido a capacidade de auto-renovacao,
mutacOes adquiridas durante a divisdo celular poderdo se propagar para
as células-filha (LINK, 2012). Por isso, a diminuicdo da eficiéncia de
reparagdo do DNA ¢é considerada um evento importante na
carcinogénese, pois acelera a instabilidade e a taxa de variacGes
genéticas (HOEIJMAKERS, 2001; WOOD et al., 2001; LIU et al.,
2014).

3.2 CICLO CELULAR

O ciclo celular é constituido por uma série de fases, através das
quais células normais e neoplasicas procedem durante a replicacdo
celular. Este ciclo € divido nas fases G1 (fase pré-sintese de DNA), S
(fase onde ocorre a sintese de DNA), G2 (fase pds-sintese de DNA) e M
(fase onde ocorre a mitose, ou seja, divisdo e segregacdo cromossomal)
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(Figura 1). Algumas células permanecem indefinidamente quiescentes
(fase GO) até que sejam induzidas por desencadeadores especificos — por
exemplo, fatores de crescimento hematopoiético — a entrarem no ciclo
celular (fase G1) (ROSS et al., 2003; GERSON et al., 2005; ROBBINS;
COTRAN; MITCHELL, 2006).

Além disso, o ciclo celular apresenta dois controles internos,
chamados de pontos de verificagdo: um na transicdo G1/S e outro em
G2/M (Figura 1). Como a fase S é o ponto limite no ciclo celular, o
ponto de verificagdo em G1/S avalia a presenca de lesdo no DNA antes
de iniciar a proliferacdo celular. Caso haja danos, o ciclo celular é
interrompido para se fazer os reparos necessarios; se isso ndo for
possivel, as vias apoptdticas sdo ativadas para destruir a célula. Dessa
forma, o ponto de verificagdo G1/S impede a replicagdo de células com
DNA defeituoso, que se perpetuariam como mutaces ou rupturas de
cromossomos na progénie da célula. O ponto de controle G2/M
monitora o término da replicacdo do DNA e verifica a possibilidade de
iniciar a mitose e separar as cromatides irmés. Este ponto de verificagéo
é importante nas células lesionadas pela radiacdo ionizante, as quais
ativam esse ponto de verificacdo e param em G2; caso contrario,
originam-se anormalidades cromossomais (ROBBINS; COTRAN;
MITCHELL, 2006).

Figura 1 — Fases do ciclo celular.

Ponto de controle ] é:\
GUs y ’

CELULAR Al el
Células .. .

quiescentes

4 A

Sintese

Divisio celular

Fase GO (fase de quiescéncia); Fase G1 (fase pré-sintese de DNA); Fase G2
(fase pos-sintese de DNA); Fase S (fase onde ocorre a replicacdo de DNA) e
Fase M (fase onde ocorre a mitose). Fonte: Disponivel em:
http://www.teliga.net/2013/03/mitose-as-celulas-como-tecelas.html. Acesso em:
03 mar. 2014. (adaptado).
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Os tecidos do corpo podem ser compostos principalmente de
células quiescentes em GO; entretanto, tecidos mais maduros apresentam
combinacdo de células de divisdo continua, células terminais
diferenciadas, células-tronco e células quiescentes. Baseados em suas
atividades proliferativas, os tecidos sdo divididos em trés grupos:

1) Tecidos labeis (tecidos de divisdo continua): apresentam
proliferacdo celular por toda a vida, para substituicdo das células
destruidas. Como exemplo, citam-se as células da MO, tecidos
hematopoiéticos e epitélios;

2) Tecidos nado-divisores (permanentes): englobam células que
ndo podem ser submetidas a divisdo mitdtica na vida pos-natal; como,
por exemplo, o musculo cardiaco e 0s neurdnios;

3) Tecidos quiescentes (ou estaveis): apresentam, normalmente,
baixo nivel de replicacdo. As células desses tecidos estéo na fase GO do
ciclo celular, mas, em resposta a determinados estimulos, podem entrar
na fase G1 para iniciar uma réapida divisdo para reconstrugdo do tecido
de origem. Nessa categoria encontram-se as células parenquimatosas —
fibroblastos e musculo liso; as células do endotélio vascular; e os
linfocitos restantes e outros leucocitos (ROBBINS; COTRAN;
MITCHELL, 2006). Estes Gltimos juntamente com as células da MO
serdo objeto deste estudo.

3.3 CONTEUDO DE DNA POR CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é uma metodologia amplamente utilizada
para andlises de células em suspensdo (MITTAG; TARNOK, 2009)
devido a sua capacidade de proporcionar andlises multiparamétricas
(tamanho, complexidade citoplasmatica e composicdo bioquimica e/ou
antigénica) e quantitativas de populagbes celulares heterogéneas de
forma objetiva, sensivel, rapida e precisa (DE ROSA; BRENCHLEY;
ROEDERER, 2003; BACAL; FAULHABER, 2003; ORFAO et al.,
2004; D’ARCHANGELO, 2007; McCOY, 2007; QUIXABEIRA;
SADDI, 2008; MITTAG; TARNOK, 2009; PREFFER;
DOMBKOWSKI, 2009).

Sendo assim, essa tecnologia apresenta grande importancia tanto
em laboratérios clinicos quanto de pesquisa, para caracterizacao
diagndstica e monitoramento do tratamento de vérias malignidades
hematoldgicas (DUNPHY, 2004; SWERTS et al., 2007; PAIVA et al.,
2010); por meio da detec¢do e quantificagdo de antigenos de superficie
ou intracelulares, da andlise de resisténcia celular a maltiplos farmacos e
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do monitoramento da doenca residual minima (DRM) (BACAL;
FAULHABER, 2003; QUIXABEIRA; SADDI, 2008).

A andlise do ciclo celular também pode ser realizada por
citometria de fluxo com o objetivo de estudar a expressdo de proteinas
reguladoras e a cinética celular, o que fornece, por meio da
quantificacdo do DNA celular, informagdes fundamentais a respeito da
proliferacdo das células neoplasicas (BOROVECKI et al., 2003;
FARIAS; CASTRO, 2004; SWERTS et al., 2007; KRUEGER,;
WILSON, 2011). Dessa forma, essa analise ajuda a detectar
perturbacbes em determinadas fases do ciclo, ou seja, alteragbes no
conteldo do DNA das células neoplasicas em divisdo, que geram
mutacBes e alteragdes na metilacdo de genes reguladores do ciclo
celular; situages, essas, comumente encontradas devido a instabilidade
genética presente no processo de transformacgdo maligna e de progressao
tumoral (PALMEIRA et al., 2007),

Essas aplicagfes justificam a ampla utilizacdo da citometria de
fluxo para avaliagdo do contetido de DNA celular (PALMEIRA et al.,
2007; SWERTS et al., 2007), pois, essa metodologia permite uma
analise mais rdpida de um amplo nimero de células (BROWN;
WITTWER, 2000; ROSS et al, 2003), sem a necessidade do
estabelecimento de culturas celulares, necessarias na citogenética
convencional (NYGAARD et al., 2006).

Para a analise do conteido de DNA, sdo utilizados compostos
fluorescentes especificos, como o iodeto de propideo, que se intercalam
a estrutura helicoidal do DNA (BROWN; WITTWER, 2000; ROSS et
al.,, 2003; SWERTS et al., 2007). A intensidade da fluorescéncia
resultante da ligacdo do fluorocromo ao DNA ¢ diretamente
proporcional a quantidade de material genético presente no nucleo
celular. Essa analise, além de mostrar a distribuicdo das populacGes
celulares da amostra nas diferentes fases do ciclo celular (PALMEIRA
et al., 2007), possibilita: a identificacdo de alteracBes clonais
(aneuploidias) no conteddo de DNA celular (BROWN; WITTWER,
2000; PALMEIRA et al., 2007); a correlacdo entre o contelido de DNA
e a expressdo antigénica das células; sensibilidade na deteccdo de
populacdes aneuploides quase diploides, as quais podem ser mascaradas
pela presenca de numerosas células ndo-tumorais. Além disso, a
citometria de fluxo permite também estudos retrospectivos em amostras
de tecidos embebidos de parafina, apesar de os melhores histogramas
serem obtidos a partir de tecidos frescos ou congelados (ROSS et al.,
2003).
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E necessario discriminar o termo aneuploidia utilizado na
citogenética convencional daquele utilizado em citometria de fluxo.
Enquanto, naquela metodologia, o termo refere-se a adicdo ou delecdo
de cromossomos inteiros — aneussomias ou aneuploidias de
cromossomos—, em citometria de fluxo € utilizado para descrever
alteracBes na quantidade de DNA cromossomal (aneuploidia de DNA)
(ROSS et al., 2003; ROSS et al, 2005; DIERSSEN; HERAULT;
ESTIVILL, 2009; KRUEGER; WILSON, 2011), a qual pode ser
alterada por meio de mecanismos de replicacdo, poliploidizacdo, ganho
ou delegdo, apoptose, necrose, infecgdo viral, terapia de radiacdo, entre
outros (BOROVECKI et al., 2003).

Nesse sentido, o termo "indice de DNA" (DI) é uma descri¢cdo
mais fidedigna das informacgdes obtidas a partir de analise do DNA por
citometria de fluxo, pois é a razdo entre o pico GO/G1 de uma
populacdo-teste e o pico GO/G1 de uma populacdo diploide conhecida
(KRUEGER; WILSON, 2011).

A distribuicdo da populacdo de células dentro do ciclo celular
gera um padrdo conhecido como histograma e representa a ploidia do
DNA. Dessa forma, ao avaliar um histograma, este pode ser definido
como DNA diploide quando a distribui¢do do contetdo total de DNA no
pico predominante — ou GO/G1 — da populacdo de células tumorais é
igual ao contetdo total do pico GO/G1 de uma populacdo diploide de
referéncia; e as fases S e G2/M da populacdo de células tumorais
apresentam-se relativamente reduzidas. Por outro lado, aneuploidia é
definida quando o conteddo de DNA celular médio das células
compreendidas na fase GO/G1 é substancialmente diferente do contelido
diploide normal (2n ou 7,14 pg de DNA) (Tabela 1) (ROSS et al., 2003).

A ocorréncia de aneuploidias, apesar de serem associadas ao
aumento da sobrevida em determinadas malignidades hematolégicas,
estdo relacionadas com pior prognéstico em outras neoplasias
(BROWN; WITTWER, 2000).

Por isso, o DI é utilizado como fator progndstico preditivo da
doenca, imprescindivel para estratificagdo do tratamento. Um dos
exemplos que merecem destaque sdo as células da LLA infantil, nas
quais a presenca de hipodiploidia esta associada a mau prognostico;
enquanto que células hiperdiploides, que apresentam DI maior ou igual
a 1,16, demostram relagdo com melhor prognostico (BROWN;
WITTWER, 2000; SWERTS et al., 2007; RACHIERU-SOURISSEAU
et al., 2010).
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Tabela 1 — DefinicOes da ploidia de DNA.

indice de DNA do pico G0/ G1 Defini¢do da ploidia de DNA

=1,00 (1,00 + 0,15) Diploide

<0,85 ou >1,15 (exceto Aneuploide

tetraploide)

<0,85 Hipodiploide

1,15-19 Hiperdiploide, Aneuploidia
hipotetraploide

19-21 Populacéo tetraploide G2/M;
Populacdo aneuploide tetraploide
G0/G1

>2,1 Aneuploidia hipertetraploide

Multiplos picos (1,0; 2,0; 3,0; Multiploide ou poliploide

4,0; etc)

Fonte: ROSS et al., 2003.

O MM ¢ outra neoplasia maligna que merece énfase, visto que
pacientes acometidos por essa malignidade apresentam cari6tipos
complexos, com presenca de hipodiploidia ou pseudodiploidia que,
apesar de raras e de pior prognostico, mostram perda de cromossomos e
mudancgas estruturais frequentes, entre as quais, rearranjos da cadeia
pesada da imunoglobulina (IgH) (WUILLEME et al., 2005;
BROUSSEAU et al, 2007). Por outro lado, a presenca de hiperdiploida
indica melhor progndstico. Como exemplo, cabe salientar que as
trissomias dos cromossomos 3, 5, 7, 9, 11, 15 e 19, sdo amplamente
relatadas em pacientes com MM hiperdiploide (> 47 cromossomos) ¢
podem ser observadas em 50-60% dos casos. Assim, a identificacdo de
anormalidades cromossémicas, provavelmente, sera ainda mais
importante para avaliagdo da sobrevida e para selecdo da melhor
conduta terapéutica individualizada; principalmente com o
desenvolvimento de novas modalidades no tratamento do MM, como
novos medicamentos em combinagdo com as modalidades de transplante
alternativas ou em novas combinag¢fes sem necessidade de transplante
(NAHI et al., 2011).
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Cabe ressaltar que, além da LLA e do MM, h& um consenso de
que a complexidade -cariotipica em malignidades mieloides esta
associada a pior progndstico (VEIGAARD; NORGAARD; KJELDSEN,
2011). A hipodiploidia, por exemplo, esta relacionada a pior prognostico
na sindrome mielodisplasica (BROWN; WITTWER, 2000); enquanto a
hiperdiploidia na LMA pode indicar prognostico reservado em pacientes
idosos que apresentam triploidia ou tetraploidia (SHARMA et al., 2012).
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFSC (CEPSH/UFSC), sob o nimero n°913/2010
(Anexo A) com aprovacdo do adendo do conteldo emitido em
29/07/2013 (Anexo B).

4.2 AMOSTRAS

Para implantacdo da analise do contedo de DNA por citometria
de fluxo, inicialmente foram analisadas 12 amostras de sangue periférico
(SP) de individuos sem neoplasias hematoldgicas.

Apos isso, foram analisadas 24 amostras de pacientes atendidos
pelo Servico de Hematologia (HU/UFSC) que foram encaminhadas ao
Setor de Onco-hematologia da DACL para realizacdo de
imunofenotipagem, entre os meses de maio e dezembro de 2013.

Como critério de inclusdo no estudo foi definido a presenca de
células de LLA ou de neoplasias de células linfoides maduras no exame
imunofenotipico de amostras de SP, aspirados de MO, aspirados e
bidpsias de linfonodos dos pacientes supracitados.

Juntamente as amostras de pacientes, foram utilizadas amostras-
controle de individuos sem neoplasias hematoldgicas.

Todos os participantes dessa pesquisa assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

4.3 REAGENTES

Os anticorpos monoclonais (AcMo) utilizados neste estudo
estavam conjugados aos fluorocromos isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) e complexo proteina peridinina-clorofila
(PerCP); e foram previamente titulados para a obtencéo o volume ideal
para uso (concentracdo de saturacdo). A procedéncia, o clone e o
volume de todos os AcMo utilizados no estudo estdo descritos nos
Quadro 1.
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Quadro 1 — Relagdo de anticorpos monoclonais, clone, volume estabelecido na
titulacdo e fabricante.

Anticorpo )
Clone | Volume Fabricante
Monoclonal

BD Tritest™
anti-CD4 FITC/ SK3

anti-CD8 PE/ SK1 10 L. Becton, Dickinson and

Company - BD Biosciences

anti-CD3 SK7
PerCP
Anti-CD7 FITC 4H9 10 uL Becton, Dickinson and
Company - BD Biosciences
Anti-CD20 L27 7 uL Becton, Dickinson and
FITC Company - BD Biosciences
Anti-CD22 IS7 7 uL .
EITC Exbio
Anti-CD38 T16 7 uL
FITC Beckman Coulter

CD: Cluster of Differentiation; FITC: Isotiocianato de Fluoresceina; PE:
Ficoeritrina; PerCP: Proteina Peridinina-Clorofila.

4.4 PADRONIZACAO DA MARCACAO CELULAR COM IODETO
DE PROPIDEO

Na primeira etapa do projeto de implantacdo da analise do
contetdo de DNA, foi padronizada a intensidade de marcacédo celular —
ou seja, a intensidade de fluorescéncia média (IFM) do fluorocromo
iodeto de propideo (PI) em leucécitos de amostras de SP (em
anticoagulante  EDTA - 4cido etilenodiamino tetra-acético) sem
neoplasias hematolégicas.

Para isso, seguiu-se o protocolo de marcagéo contido na bula do
kit PI/RNase (Immunostep, Spain). Foram pipetados 100 pL de SP em
um tubo de poliestireno, ao qual foram adicionados gota a gota 200 pL
de etanol 70% gelado. Essa mistura foi incubada aproximadamente a
zero grau durante 30 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados a
esse tubo 2 mL de tampéo fosfato-salino (PBS) com 2% de albumina de
soro bovino (BSA) e centrifugados a 400 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado e o sedimento foi ressuspendido em 500 pL da
solucdo do kit PI/RNase (Immunostep, Spain).

Em seguida, a mistura foi incubada por 15 minutos na auséncia
de luz e adquirida (no minimo 5000 eventos) no citdmetro de fluxo BD




33

FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA).
Para a aquisicdo da amostra, foi utilizado o software BD FACSDiva
(Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) para plotar um
histograma — grafico de distribuicdo de frequéncias — com os dados do
nimero de eventos (eixo y - ordenadas) versus IFM do Pl (eixo X -
abscissas).

45 PADRONIZACAO DA MARCACAO CELULAR COM
ANTICORPOS MONOCLONAIS E IODETO DE PROPIDEO

Na segunda parte da padronizacdo da analise do DNA, foi
realizado o teste para marcagdo dos leucdcitos de SP (em EDTA) de
individuos sem neoplasias hematol6gicas com os AcMo.

Para isso, procedeu-se da seguinte forma: em um tubo de
poliestireno de 5 mL (12 mm x 75 mm) (Becton, Dickinson and
Company, San Jose, CA, USA), foram pipetados 100 pL de SP e
adicionados 10 pL de uma mistura de AcMo contra marcadores de
linfocitos T (CD4/CD8/CD3), conjugados aos fluorocromos
isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e complexo
proteina peridinina-clorofila (PerCP), respectivamente (BD Tritest™
anti-CD4/ anti-CD8/ anti-CD3, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
Ap06s homogeneizagao em vortex, o tubo foi incubado por 10 minutos na
auséncia de luz e em temperatura ambiente.

Apdbs esse tempo, foi adicionado 1 mL de solugdo lisante (BD
FACS Lysing Solution, San Jose, CA, USA), homogeneizado em vortex
e incubado por 10 minutos na auséncia de luz e em temperatura
ambiente. Depois disso, o tubo foi centrifugado a 400 g por 5 minutos,
com posterior descarte do sobrenadante e ressuspensdo do sedimento em
100 pL de PBS. Para iniciar a marcacdo com PI, foram adicionados gota
a gota 200 pL de etanol 70% gelado. Essa mistura foi incubada
aproximadamente a zero grau durante 30 minutos, com posterior adi¢éo
de 2 mL de PBS com 2% de albumina de soro bovino (BSA) e
centrifugado a 400 g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento foi ressuspendido em 500 pL da solu¢do do kit PI/RNase
(Immunostep, Spain). Posteriormente, a mistura foi incubada por 15
minutos na auséncia de luz. A aquisicdo (no minimo 5000 eventos) da
amostra foi realizada no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton,
Dickinson and Company, San Jose, CA, USA). Durante esse processo,
foi utilizado o software BD FACSDiva versdo 6.1.2 (Becton, Dickinson
and Company, San Jose, CA, USA) para plotar um histograma com 0s
dados do namero de células (eixo y) versus IFM do Pl (eixo x). A
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andlise dos dados foi realizada com o software Infinicyt versdo 1.6.0
(Cytognos SL, Salamanca, Espafia).

4.6 PADRONIZACAO DA MARCACAO DE CELULAS DE
SANGUE PERIFERICO E DE MEDULA OSSEA DE PACIENTES
COM NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Para dar continuidade a padronizacdo da metodologia, foram
iniciados os testes com células de amostras de MO e SP de pacientes
que apresentaram células patoldgicas no exame imunofenotipico.

Para a andlise de aspirados de MO, era necessaria uma etapa
adicional antes da marcagdo com os AcMo, a qual consistia na lavagem
da amostra com PBS para retirada da gordura do material. Para isso, em
um tubo de poliestireno de 5 mL (12 mm x 75 mm) foram adicionados 1
mL de amostra de aspirado de MO e 1 mL de PBS, com posterior
homogeneizagcdo em vértex, centrifugacdo a 400 g por 5 minutos,
retirada do sobrenadante e ressuspensdo do sedimento em 500 pL de
PBS. A partir desse ponto, essa amostra estava pronta para marcagdo
com AcMo.

Além disso, a padronizagdo da marcacdo de células de pacientes
com neoplasias hematoldgicas exigia a utilizacdo de um controle interno
do teste, o qual consistiu de uma amostra de SP normal (sem neoplasia
hematoldgica) proveniente de um “paciente controle” do mesmo sexo do
“paciente teste” (RACHIERU-SOURISSEAU et al.,, 2010). Essas
amostras foram originadas do Setor de Hematologia da DACL, sem
qualquer divulgacéo da identidade do “paciente controle”.

Dessa forma, para cada amostra processada, foram testados trés
tubos:

e Tubo 1: era constituido pela mistura da amostra de SP ou MO
do “paciente teste” com um AcMo contra o marcador
caracteristico da neoplasia hematoldgica em questdo. O volume
médio de amostra utilizada foi del00 uL, pois variava com a
celularidade (aquisicdo de no méximo 2000 eventos/segundo no
modo High). Por isso, quando havia excesso de células, a
amostra era diluida até se obter a celularidade desejada. Por
outro lado, se a quantidade de células era insuficiente, era
utilizado maior volume de amostra;

e Tubo 2: era composto por uma mistura meio a meio da amostra
de SP ou MO do “paciente teste” e da amostra de SP do
“paciente controle”, mais um AcMo contra 0 marcador
caracteristico da neoplasia hematoldgica. Essa mistura,
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geralmente, foi feita com 50 pl de amostra do “paciente teste” e
50 uL de amostra do “paciente controle”; pois; assim como no
tubo 1, também dependia da celularidade;

e Tubo 3: era formado pela amostra de SP do “paciente controle”
mais um AcMo contra 0 marcador caracteristico da neoplasia
hematoldgica. O volume utilizado deveria ser igual ao do tubo
1.

Cabe ressaltar que, devido serem especificos para cada doenca, 0s
AcMo utilizados na marcacdo celular foram definidos apds a
determinacdo do perfil imunofenotipico (imunofenotipagem) das células
neoplasicas do “paciente teste”.

Além disso, o volume de AcMo que deveria ser adicionado aos
tubos ja havia sido estabelecido em titulagdes realizadas pelo Setor de
Onco-hematologia, conforme orientacGes do fabricante, para todos 0s
marcadores utilizados.

Apos a identificagdo dos tubos e adicdo de seus respectivos
conteudos, foi realizada a permeabilizacdo celular e marcacdo do DNA
com PI, conforme descrito no item 4.3 — Padronizacdo da Marcacdo
Celular com lodeto de Propideo.

Os resultados obtidos a partir da citometria de fluxo foram
comparados com os resultados do estudo citogenético, quando estes
estavam disponiveis no prontuario dos individuos dos quais foram
obtidas as amostras.

4.7 PADRONIZAQAO DA MARCACAO DE CELULAS DE
ASPIRADOS E BIOPSIAS DE LINFONODOS DE PACIENTES COM
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Apo0s a padronizagdo da metodologia em SP e aspirado de MO,
foi iniciada a padronizacdo em amostras de aspirados e bidpsias de
linfonodos. Por ser de dificil obtencdo, esse tipo de material foi
padronizado somente a medida que foi recebido no Setor de Onco-
hematologia.

E importante destacar que as células precisam estar em suspensio
para serem analisadas por citometria de fluxo. Dessa forma, para
utilizacdo de bidpsias de linfonodos foi necessario macera-las com um
bastdo de vidro, adicionar aproximadamente 500 pL de PBS e filtra-las
em filtro de 150 um para retirar o excesso de tecido. Apds, a suspensdo
filtrada foi utilizada da mesma forma que os aspirados de linfonodos.

De modo geral, a padronizacéo para 0 uso de aspirados e bidpsias
de linfonodos ndo diferiu daquela realizada para SP e MO. A diferenca
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fundamental estava no uso do SP do “paciente controle”, pois 0s
eritrocitos dessa amostra dificultavam o teste. Por isso, foi necessario
isolar os mononucleares do SP do “paciente controle” para que essas
células pudessem ser misturadas as células do “paciente teste” (vide
item 4.6.1 — Isolamento de mononucleares de sangue periférico para
controle interno).

Da mesma forma que nos testes com SP ou MO, para cada
amostra processada, foram utilizados trés tubos:

e Tubo 1: era constituido pela mistura da amostra de aspirado ou
suspensao da bidpsia de linfonodo do “paciente teste” mais um
AcMo contra o marcador caracteristico da neoplasia
hematoldgica em questdo. O volume médio de amostra utilizada
era 100 pL, pois dependia da celularidade;

e Tubo 2: era composto por uma mistura meio a meio da amostra
de aspirado ou suspensdo da bidpsia de linfonodo do “paciente
teste” e da amostra de mononucleares de SP do “paciente
controle”, mais um AcMo contra o marcador caracteristico da
neoplasia hematoldgica. Essa mistura, geralmente, era feita com
50 pL de amostra do “paciente teste” e 50 puL de amostra do
“paciente controle” para resultar no mesmo volume do tubo 1;

e Tubo 3: era formado pela aliquota de mononucleares de SP do
“paciente controle” mais um AcMo contra 0 marcador
caracteristico da neoplasia hematoldgica. O volume utilizado
era igual ao do tubo 1.

Cabe ressaltar, que os marcadores, ou seja, 0s AcMo utilizados na
marcacdo celular eram definidos ap6s a determinagdo do perfil
imunofenatipico das células neoplasicas do “paciente teste” por meio da
imunofenotipagem, realizada previamente. Além disso, o volume de
AcMo adicionado aos tubos ja havia sido estabelecido em titulacBes
realizadas pelo Setor de Onco-hematologia, conforme orientaces do
fabricante, para todos os marcadores utilizados.

Apos a identificacdo dos tubos e adicdo das amostras e reagentes,
foi realizada a permeabilizacdo celular e marcacdo do DNA com PI,
conforme descrito no item 4.3 — Padronizacgdo da Marcacgdo Celular com
lodeto de Propideo.
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4.7.1 Isolamento de mononucleares de sangue periférico para
controle interno

Para o isolamento dos mononucleares dos outros constituintes do
SP, foi utilizado o método de separacdo de células por gradiente de
densidade — Ficoll-Hypaque (densidade: 1,077 g/mL; Sigma-Aldritch,
St. Louis, USA). Para isso, foram adicionados 1 mL de SP (em EDTA)
de individuo sem neoplasia hematol6gica e 1 mL de PBS em um tubo de
poliestireno de 5 mL (12 mm x 75 mm) e, logo apds, misturados por
inversdo. Essa mistura foi lentamente colocada sobre 2 mL de Ficoll-
Hypaque contidos em outro tubo de poliestireno; o qual foi centrifugado
a 400 g por 30 minutos.

Apos centrifugacdo, formaram-se as seguintes fases: fase superior
composta pelo plasma e seus constituintes sollveis; interface constituida
pelas células mononucleares; fase inferior composta pelo Ficoll-
Hypaque; e sedimento, formado pelos eritrocitos e granulécitos.

A primeira fase foi cuidadosamente aspirada e descartada para
que a interface que continha os mononucleares pudesse ser retirada.
Logo apds essa etapa, a interface foi colocada em outro tubo de
poliestireno, ao qual foi adicionado PBS para que o excesso de Ficoll-
Hypaque fosse retirado. Procedeu-se, em seguida, uma nova
centrifugacdo em condi¢Bes iguais as anteriores. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500 uL de
PBS para serem utilizadas como controle interno do teste.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRONIZACAO DA MARCACAO CELULAR COM IODETO
DE PROPIDEO

Para padronizagdo do histograma, a medida que era feita a
aquisicdo, foram selecionadas as células de interesse do SP (linfdcitos)
no grafico de dispersdo de luz Foward Scatter - Area (FSC-A) linear
versus Side Scatter - Area (SSC-A) linear (Figura 2, Painel A — células
em vermelho). O detector FSC avalia o tamanho, enquanto, o SSC,
detecta a granulosidade celular. Além desse grafico, também foi plotado
um dot plot (gréafico de pontos, onde cada ponto é chamado de evento) e
um histograma para visualizar a IFM do corante PI, o qual é detectado
pelo detector FL2 (fluorescéncia 2). Este ultimo emite luz no
comprimento de onda de aproximadamente 570 nm, mesmo canal que
detecta o fluorocromo PE.

Dessa forma, foi estabelecido um dot plot com os dados de PI (PE
— Area) linear versus SSC — Area (area) linear (Figura 2, Painel B); e um
histograma com a IFM do PI (PE - Area) versus nimero de eventos
(density) (Figura 2, Painel C).

Durante a passagem da amostra pelos lasers, foi necessario
ajustar a posicdo das células dentro do dot plot; pois, a fixacao/
permeabilizacdo realizada com o alcool 70% altera o tamanho celular e,
consequentemente, a disposicdo das células no dot plot. A
fixacdo/permeabilizagdo das células permite que o Pl penetre no
citoplasma, acdo impossibilitada anteriormente a adicdo do alcool
devido a presenca da membrana plasmatica integra. Além disso, o Pl,
que é pouco fluorescente em solucdo aquosa, exibe forte fluorescéncia
guando ligado ao DNA, devido a natureza hidrofébica da interacéo
(ORMEROD, 2008).

Os pardmetros de SSC e FSC foram ajustados até que se
obtivesse a IFM do Pl com variagdo entre 50.000 e 150.000. Por outro
lado, para o detector SSC, ficou estabelecido a IFM méxima em torno de
150.000; e a IFM minima, proxima ao eixo X, pois esta € a localizagdo
das células mononucleares, que ndo exibem granulos (KRUEGER;
WILSON, 2011) (Figura 2, Painel A).
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Figura 2 — Gréfico representativo da padronizacdo da localizacdo das células de
sangue periférico nos eixos x e y dos dot plots.
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Figura 2, Painel A: Selecdo dos linfécitos (em vermelho) do SP para ajuste das
voltagens dos detectores FSC e SSC. As células em cinza correspondem as
demais células da amostra; Painel B: Dot plot representando a intensidade de
marcacgao (IFM) dos linfécitos pelo PI; Painel C: Histograma representando a
IFM do PI em relacdo a quantidade de células; Painel D: Dot plot Pl PE-Area
versus Pl PE-Width para retirar debris (restos celulares) e dubletes (eventos em
verde). FSC: Dispersdo de luz frontal; SSC: Dispersdo de luz lateral; PI: iodeto
de propideo; IFM: Intensidade de Fluorescéncia Média. Fonte: A autora.

Adicionalmente, foi avaliado outro dot plot [Pl PE-A versus Pl
PE-W (Width)] (Figura 2, Painel D), o qual teve como objetivo retirar 0s
debris (restos celulares) e os dubletes de células — agregados celulares
que prejudicam o resultado do exame por ter maior FSC (eventos em
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verde) (DARZYNKIEWICZ; JUAN; BEDNER, 2001; NUNEZ, 2001,
KRUEGER; WILSON, 2011). Para separar o sinal emitido pelos
dubletes de células que se encontram na fase G1 daquele que é emitido
pelas células que se estdo verdadeiramente na fase G2/M - e que
possuem maior quantidade de DNA e, consequentemente, maior IFM —,
foi utilizada a diferenga na altura do sinal emitido pelo laser FL2, pois
os dubletes (células grudadas) aumentam o sinal emitido FL2 Width,
devido ao maior didmetro; enquanto o sinal de FL2 Area é igual tanto
para células Unicas na fase G2/M quanto para dubletes na fase G1
(NUNEZ, 2001; KRUEGER; WILSON, 2011). Além disso, as amostras
devem ser adquiridas no citbmetro em baixa velocidade — menos de
1000 células por segundo — para se obter boa discriminacdo entre
singletes (células individuais) e dubletes (NUNEZ, 2001).

Outro fato que foi considerado na padronizacdo da metodologia,
foi a utilizacdo de um kit de Pl com RNAse, para prevenir a ligacéo
desse fluorocromo com algum RNA de cadeia dupla e evitar falsas
interpretacbes no contelldo de DNA (NUNEZ, 2001; ORMEROD,
2008).

52 PADRONIZAGAO DA MARCAGCAO CELULAR COM
ANTICORPOS MONOCLONAIS E IODETO DE PROPIDEO

Na segunda parte da padronizacdo da analise do DNA, foi testada
a marcacdo dos leucdcitos de SP de individuos sem neoplasias
hematoldgicas com uma mistura de AcMo contra marcadores de
linfocitos T (CD4/CD8/CD3), conjugados aos fluorocromos
FITC/PE/PerCP, respectivamente (BD Tritest™ anti-CD4/ anti-CD8/
anti-CD3, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Esses marcadores
foram escolhidos por estarem presentes em maior propor¢do nas células
linfoides do SP.

Para essa analise, foram plotados, além dos dot plots presentes no
item 5.1 —Padronizacdo da Marcagdo Celular com lodeto de Propideo
(detalhados novamente na Figura 3, Painéis A, C, E e F), mais trés dot
plots com a plotagem dos AcMo versus a granulosidade das células
(CD4 FITC-A log versus SSC-A linear; CD8 PE-A log versus SSC-A
linear e CD3 PerCP-A log versus SSC-A linear) (Figuras 3, Painéis B, C
e D, respectivamente) e trés graficos para cada um dos AcMo versus
IFM do PI (CD4 FITC-A log versus Pl PE-A linear; CD8 PE-A log
versus Pl PE-A linear e CD3 PerCP-A log versus Pl PE-A linear)
(MULLEN, 2004; KRUEGER; WILSON, 2011).
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Figura 3 — Gréfico representativo da padronizacdo da marcacdo celular com
anticorpos monoclonais e iodeto de propideo em células de sangue periférico.
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Figura 3, Painel A: Sele¢do dos linfocitos da amostra (células em vermelho). As
células em cinza correspondem as demais células da amostra; Painel B:
Linfocitos positivos para 0 AcMo CD4 (circulo azul) (CD4+: linfocitos T
helper); Painel C: Marcacdo celular do Pl e do AcMo CD8. Nota-se que ndo
houve separagdo de uma grupo de células (como ocorrido com o AcMo CD4)
devido a interferéncia do Pl sobre o espectro de emissdo de fluorésncia do
AcMo CDS8; Painel D:Interféncia do Pl sobre o espectro de emissdo do
fluorocromo PerCP; Painel E: Dot plot Pl PE-Area versus Pl PE-Width para
retirar debris (restos celulares) e dubletes (ndo mostrado); Painel F: Histograma
representando a IFM do PI em relacéo a quantidade de células. FSC: Dispersédo
de luz frontal; SSC: Dispersdo de luz lateral; Pl: iodeto de propideo; IFM:
Intensidade de Fluorescéncia Meédia; CD3: Anticorpo anti-CD3; CD4:
Anticorpo anti-CD4; CD8: Anticorpo anti-CD8; FITC: Isotiocianato de
Fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP: Complexo Proteina Peridinina-Clorofila.
Fonte: A autora.
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Na Figura 3, os trés ultimos dot plots (CD4 FITC-A log versus Pl
PE-A linear; CD8 PE-A log versus Pl PE-A linear e CD3 PerCP-A log
versus Pl PE-A linear) tém a funcdo de mostrar uma populagéo celular
especifica com relacdo a quantidade de DNA nuclear. Se a amostra
contiver células aneuploides entre as células diploides, aparecerdo dois
grupos de células com diferente IFM do Pl (demonstrado
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posteriormente) (WANG et al., 2004; RACHIERU-SOURISSEAU et
al., 2010; KRUEGER; WILSON, 2011).

Além disso, a medida que as células foram adquiridas pelo
citbmetro de fluxo, a voltagem dos tubos fotomultiplicadores (PMT),
que tém a funcdo de detectar fluorescéncia, foi ajustada até que os
eventos ficassem dentro dos limites do gréfico, visto que inicialmente o
Pl exibiu alta IFM. O threshold — ponto a partir do qual o sinal é
considerado um evento positivo — foi estabelecido como sendo todas as
células posicionadas acima de 101 no grafico (Figura 3, Painel A).

Esse teste inicial com os AcMo contra os marcadores de
linfocitos T ndo foi bem sucedido devido a sobreposicdo dos espectros
de emissdo dos fluorocromos PE e PerCP sobre a leitura da IFM do Pl,
visto que a leitura de todos esses é realizada no mesmo detector FL2
(ORMEROD, 2008).

Em vista disso, foi padronizado o uso de AcMo conjugados ao
fluorocromo FITC, pois seu espectro de emissao é lido no detector FL1
e, por isso, ndo ocorre interferéncia com a faixa de emissdo da
fluorescéncia do PI (ORMEROD, 2008; KRUEGER; WILSON, 2011).

5.3 PADRONIZACAO DA MARCACAO DE CELULAS DE
PACIENTES COM NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Para dar continuidade a padronizacdo da metodologia, foram
iniciados os testes com células de amostras de SP, aspirados de
linfonodos e de MO e bidpsias de linfonodo de pacientes que
apresentaram células patol6gicas no exame imunofenotipico.

Uma vez que o DI é uma mensuracdo relativa, para todos 0s
exames foi necessaria a utilizacdo de uma amostra controle, a qual foi
obtida de individuo do mesmo sexo do paciente, devido a diferenca nas
guantidades de DNA entre os cromossomos X e Y (RACHIERU-
SOURISSEAU et al., 2010).

A utilizacdo da amostra de um “paciente controle” misturada ao
“paciente teste” (volume/ volume) — denominado tubo 2 — foi necessaria
para comparar a localizacdo das células ndo doentes com as células
patolégicas. Esse procedimento foi utilizado para verificar se as células
patolégicas exibem contetdo de DNA euploide (2n) ou aneuploide
(diferente de 2n), principalmente em amostras de “pacientes teste” que
ndo exibem nenhuma populacdo de células com conteldo de DNA
dentro da normalidade (WANG et al, 2004; RACHIERU-
SOURISSEAU et al., 2010).
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Além disso, o tubo 3 que continha apenas as células do “paciente
controle” e 0 AcMo dirigido contra os marcadores presentes nas células
patolégicas tinha a funcdo de conhecer o perfil de marcacdo do AcMo
em células ndo doentes.

Os AcMo utilizados na marcacdo celular foram definidos sempre
apos a determinagdo do tipo de malignidade hematolégica a partir do
perfil imunofenotipico (imunofenotipagem) das células neopléasicas. Os
AcMo utilizados para calcular o DI sdo direcionados contra marcadores
caracteristicos de cada doenca — conjugados ao fluorocromo FITC, para
ndo causar sobreposicdo com o espectro de emissdo de fluorescéncia do
Pl (KRUEGER; WILSON, 2011).

Basicamente, foram utilizados sempre os mesmos AcMo para
determinada doenca. Para LLA-T, foi estabelecido o uso de CD7,
caracteristico de linfécitos T (Figura 4). Para LLA-B e para linfomas,
foram utilizados AcMo direcionados contra marcadores de células B,
tais como: CD20, CD22 (Figura 5). E finalmente, para MM, foi
utilizado o CD38 (Figura 6).

Para calcular o DI, ou seja, a quantidade de material genético que
as células patoldgicas continham em comparagdo com as células do
“paciente controle”, foi feita a razdo entre o pico GO/G1l de uma
populacdo teste e o pico GO/G1 de uma populacdo diploide padrdo
(WANG et al., 2004; OCIO et al., 2005; ARICO et al., 2008;
KRUEGER; WILSON, 2011). A partir disso, DI = 1,0 corresponde ao
contetdo de DNA diploide (2n) ou 46 cromossomos — caracteristico de
células na fase GO e G1; enquanto que células com DI = 2,0 possuem
contelido de DNA tetraploide (4n), com 92 cromossomos (NUNEZ,
2001; ROSS et al., 2003). E importante destacar que, o DI de uma
populacdo aneuploide raramente € menor que 1,0 (hipodiploide) e
comumente é maior que 1,0 (hiperdiploide) (ROSS et al., 2003).
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Figura 4 — Figura ilustrativa de um caso de LLA-T que demonstra a estratégia
de analise do contetldo de DNA em amostra de medula 6ssea.
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Figura 4, Painel A: Selecdo das células de interesse no tubo 1 (linfoblastos +
linfécitos normais). As células em cinza correspondem as demais células da
amostra; Painéis B e C: Selegdo dos linfocitos positivos para CD7; Painel D:
Dot plot Pl PE-Area versus Pl PE-Width para retirar debris (restos celulares) e
dubletes; Painel E: Sele¢do dos linfécitos CD7 positivos com baixa IFM para a
marcacdo com Pl (células diploides); Painel F: Sele¢do dos linfécitos CD7
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positivos com alta IFM para a marcacdo com PI (células hiperdiploides); Painel
G: Linfdcitos diploides (em verde) e linfocitos hiperdiploides (em vermelho) e a
diferenca da IFM para marcacdo com PI; Painel H: Histograma representando a
diferenca da IFM entre as células patoldgicas hiperdiploides (em vermelho) e as
células normais diploides (em verde). FSC: Dispersdo de luz frontal; SSC:
Dispersdo de luz lateral; PI: iodeto de propideo; IFM: Intensidade de
Fluorescéncia Média; CD7: Anticorpo anti-CD7; FITC: Isotiocianato de
Fluoresceina. Fonte: A autora.
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Figura 5 — Figura ilustrativa de um caso de Linfoma de Burkitt que demonstra a
estratégia de analise do contetido de DNA em amostra de medula 6ssea.
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Figura 5, Painel A: Células de interesse (linfocitos patolégicos + linfocitos
normais) no tubo 1 — gated; Painel B: Células positivas para a marcagdo com
AcMo contra CD20 e CD22; Painel C: Diferenca entre a IFM do PI das células
patolégicas (em verde) e dos linfécitos T CD3+ (em amarelo); Painel D:
Linfocitos diploides (em vermelho) e linfdcitos hiperdiploides (patoldgicos)
(em verde) e a diferenca da IFM da marcacéo com PI; Painel E: Dot plot Pl PE-
Area versus Pl PE-Width para retirar debris (restos celulares) e dubletes; Painel
F: Histograma representando a diferenga da IFM entre as células patoldgicas
hiperdiploides (em verde) e as células normais diploides (em vermelho). FSC:
Dispersdo de luz frontal; SSC: Dispersdo de luz lateral; PI: iodeto de propideo;
IFM: Intensidade de Fluorescéncia Média; CD20: Anticorpo anti-CD20; CD22:
Anticorpo anti-CD22; FITC: Isotiocianato de Fluoresceina. Fonte: A autora.
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Figura 6 — Figura ilustrativa de um caso de mieloma mudltiplo que demonstra a
estratégia de analise do contetido de DNA em amostra de medula 6ssea.
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Figura 6, Painel A: Selegdo das células de interesse (plasmocitos patolégicos +
plasmaécitos normais) no tubo 1. As células em cinza correspondem as demais
células da amostra; Painéis B e C: Selegcdo dos plasmécitos positivos para
CD38; Painel D: Plasmocitos positivos para CD38 e a diferenca na IFM da
marcagdo com PI; Painéis E e F: Selecdo dos plasmécitos CD38 positivos com
alta IFM para a marcagdo com Pl (células hiperdiploides) (em vermelho). Os
plasmdcitos normais exibem menor IFM para a marcagdo com Pl (células
diploides); Painel G: Plasmocitos diploides (em verde) e plasmdcitos
hiperdiploides (em vermelho) e a diferenca da IFM para marcagdo com PI;
Painel H: Dot plot Pl PE-Area versus Pl PE-Width para retirar debris (restos
celulares) e dubletes (ndo representado); Painel I: Histograma representando a
diferenca da IFM entre as células patolégicas hiperdiploides (em vermelho) e as
células normais diploides (em verde). FSC: Dispersdo de luz frontal; SSC:
Dispersdo de luz lateral; PI: iodeto de propideo; IFM: Intensidade de
Fluorescéncia Média; CD38: Anticorpo anti-CD38; FITC: Isotiocianato de
Fluoresceina. Fonte: A autora.
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5.3.1 Insercé@o da metodologia na rotina

Foram avaliadas, no total, 24 amostras de SP (n = 6), aspirados de
MO (n = 10), aspirados de linfonodos (n = 4) e bidpsias de linfonodos (n
= 4) de pacientes com as seguintes neoplasias malignas: linfomas (n =
15), LLA (n=5) e MM (n = 4).

Para melhor descrigdo dos resultados, essas doencas foram
divididas em tépicos individuais.

5.3.1.1 Linfomas

Os linfomas apresentaram maior variedade de amostras (n = 15),
visto que foram recebidas duas amostras (n = 2) de aspirado de MO,
cinco amostras (n = 5) de SP, quatro amostras (n = 4) de aspirado de
linfonodos e quatro amostras (n = 4) de bidpsia de linfonodos.

A maior parte dos casos foi de Linfoma de Burkitt— LB (n =4) e
de Linfoma de Células do Manto (n = 4), seguidos pelo Linfoma Difuso
de Grandes Células B — LDGCB (n = 3). As outras quatro amostras
corresponderam aos casos de: LNH de Células B (n = 2), Linfoma da
Zona Marginal (n = 1) e Sindrome de Sézary (n = 1).

A mediana da idade (x desvio-padrdo — DP) dessa populacédo foi
de 55 (£ 19) anos, com predominio do sexo masculino (4:1).

No total, 11 amostras (73,3%) apresentaram conteldo de DNA
aneuploide. Para melhor compreensdo, os tipos de linfomas com os
respectivos resultados para presenca/ auséncia de aneuploidia estdo
detalhados na Tabela 2. Os DlIs de todas as amostras de pacientes
testados estdo representados no Apéndice B.

Do total de pacientes, apenas em dois casos (13,4%) foram
solicitados 0s exames citogenéticos (cari6tipo). Desses, somente um
paciente teve presenca de aneuploidia de cromossomos (células com 57
cromossomos), o que confirmou o resultado do obtido por citometria de
fluxo (aneuploidia de DNA com DI = 1,50 e presenca de 9% de células
B patoldgicas).

No outro paciente com aneuploidia, a citometria de fluxo
evidenciou 57% de células patoldgicas e a anélise do contedo de DNA
mostrou um DI = 1,65; porém, a citogenética ndao indicou ganhos de
Cromossomos.
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Tabela 2 — Subtipos de linfomas com relacdo a presenca ou auséncia de
aneuploidias no contetdo de DNA celular.

Presenca de Auséncia de
) Amostras o o
Linfoma aneuploidia aneuploidia
(n) (%)
(n) (%) (n) (%)
Linfoma de Burkitt 4 (26,6%) 4 (100%)
Linfoma de 4(26,65%) 2 (50%) 2 (50%)
Células do Manto
LDGCB 3 (20,0%) 3 (100%)
LNH de Células B 2 (13,4%) 1 (50%) 1 (50%)
Linfoma da Zona 1 (6,7%) 1 (100%)
Marginal
Sindrome de 1(6,7%) 1 (100%)
Sézary
Total 15 11 4

Durante este estudo, houve 40% de taxa de 6bito (n = 6), dos
quais 50,0% (n = 3) corresponderam a pacientes portadores de LB; e 0s
outros 50,0% corresponderam a pacientes portadores de LDGCB (n =
1), Linfoma de Células do Manto (n = 1) e LNH de Células B (n = 1).

Com relacdo ao LB, o principal rearranjo cromossdmico ocorre
na regidao 8qg24. Assim, a translocacdo mais comum nesse linfoma é
t(8;14)(g24,;932), a qual ocorre em aproximadamente 70 — 80% dos
casos. Outras translocacdes, como a t(2;8)(p12;924) e t(8;22)(q24;911)
sdo observadas em 10 — 15% dos casos. Além disso, 60 — 90% dos LB
mostram anormalidades cromossdmicas secundarias, dos quais 30 —
50% dos tumores exibem cariétipos complexos (NELSON et al., 2010).

Estudos sobre LNH sugerem maior incidéncia de aneuploidias de
DNA (50-60%) em linfomas mais agressivos quando comparados aos
linfomas de baixo-grau (10-20%) (BELESSI et al., 2003; WANG et al.,
2004); ainda que a funcdo dessas aneuploidias como fator prognostico
da maioria dos LNH de pequenas e grandes células permaneca
controverso (WANG et al., 2004).
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5.3.1.2 Leucemia Linfoblastica Aguda

Do total de pacientes com LLA (n = 5), trés (n = 3) foram
diagnosticados com LLA-B e dois (n = 2) com LLA-T. Foram recebidas
quatro amostras (n = 4) de aspirado de MO e uma (n = 1) de SP.

Com relagdo aos pacientes com LLA-B, a mediana da idade (+
DP) foi 25 (£ 15) anos, com predominio do sexo feminino (2:1). Por
outro lado, a mediana da idade (+ DP) dos pacientes com LLA-T foi de
36 (x 0) anos, com presenca exclusiva do sexo masculino.

Todas as amostras de LLA (100%), tanto de células B quanto de
células T, apresentaram contetdo de DNA aneuploide, com DI entre
1,22 e 1,71 (Apéndice B). A presenca de DI > 1,50, mas < 1,75 ¢
classificada como quase-triploidia, na qual a quantidade de
cromossomos Varia entre 68 e 80 (RAIMONDI et al., 2006).

A presenga de DI > 1.16 (hiperdiploidia) esta relacionada a
sobrevida mais longa em criancas com LLA (RACHIERU-
SOURISSEAU et al., 2010, GRAUX, 2011). Por outro lado, apesar de
preditiva em criangas, a relacdo entre a presenga de alteracdes
cromossdmicas e o prognostico em adultos, ndo esta bem estabelecida
(MANCINI et al, 2005, MOORMAN et al., 2007; MROZEKI;
HARPER; APLAN, 2009; MOORMAN et al., 2010). Um estudo
publicado por Moorman e colaboradores (2007) relatou que alteragdes
citogenéticas comumente presentes em adultos mais velhos, como
cromossomo Ph+, t(4;11), cari6tipo complexo (com cinco ou mais
anormalidades cromossémicas) e baixa hipodiploidia/ quase-triploidia,
estdo relacionadas a uma sobrevida inferior, independentemente da
idade, sexo e contagem inicial de leucdcitos. Além disso, pacientes com
LLA Ph+ sdo mais velhos, apresentam maior contagem de leucdcitos e
de blastos ao diagndstico, mostram com frequéncia positividade para
marcadores de diferenciacdo mieloide, e costumam ter prognéstico
reservado, com pouca chance de cura (FADERL; ALBITAR, 2000).

Durante este estudo, a taxa de 6bito foi de 40% (n =2); sendo um
paciente portador de LLA-B e um portador de LLA-T, os quais exibiram
Dl igual a 1,61 e 1,63, respectivamente. Devido a amostra ser reduzida,
ndo se pode extrapolar os resultados para a populagdo em geral, 0 que
mostra a necessidade da continuac¢do dessa investigacao, inclusive com a
pesquisa de outras alteracdes que podem ser detectadas por biologia
molecular.

A comparagao com o cariétipo s6 pode ser feita em trés amostras
(60%), sendo um paciente portador de LLA-B e dois portadores de
LLA-T. Os trés caridtipos ndo apresentaram contedo aumentado ou
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diminuido de cromossomos, porém em todos os casos a andlise do
conteldo de DNA por citometria de fluxo evidenciou DI > 1,0,
mostrando DI = 1,61 no caso de LLA-B; e DI = 1,22 e 1,63 nos casos de
LLA-T, respectivamente. Assim como nos linfomas, a presenca de
células de LLA com diferenca na quantidade de DNA, sem alteracdes
numéricas nos cromossomos, resulta na alteracdo do valor do DI. Por
isso, a mensuracdo do DI por citometria de fluxo deve ter sensibilidade
elevada a fim de detectar clones raros e distinguir dois clones com pouca
diferenca do contetdo de DNA entre si (RACHIERU-SOURISSEAU et
al., 2010).

5.3.1.3 Mieloma Multiplo

Todas as amostras de MM (n = 4) recebidas para realizacdo da
andlise do contetido de DNA foram de aspirado de MO. A escolha desse
tipo de material biol6gico provavelmente é porque as células patolégicas
do MM apresentam tropismo pela MO (BASAK; CARRIER, 2010).

A mediana da idade (+ DP) dos pacientes foi 63 (x 8) anos, com
predominio do sexo feminino (3:1).

Do total de amostras analisadas, trés (75%) apresentaram
contetdo de DNA diploide e apenas uma (25%) exibiu contetudo de
DNA aumentado (DI = 1,29) (Apéndice B), ou seja, considerada
hiperdiploide (MATEO et al., 2005; CHNG et al., 2006);
porém, a comparagao com a citogenética ndo pdde ser realizada.

As aneuploidias no DNA de células plasmociticas estdo presentes
em aproximadamente 60-80% dos casos de MM (TABERNERO et al.,
1996; ALMEIDA et al., 1999; OCIO et al.,, 2005), e evidenciam
importantes implicagdes no prognostico do MM. A presenga de
hiperdiploidia, evidenciada na amostra supracitada, pode indicar
sobrevida prolongada quando comparada aos MM diploides (LIMA et
al, 2000; WUILLEME et al., 2005; RAAB et al, 2009).

Em vista disso, varios estudos tém demonstrado a importancia da
pesquisa da ploidia do DNA no prognostico do MM, tanto por
citogenética convencional (SMADJA et al., 2001; FONSECA et al.,
2003; PANTOU et al., 2005; SMADJA et al., 2003), quanto por
citometria de fluxo (MATEO et al., 2005; CHNG et al., 2006). No
entanto, é necessario destacar que a citogenética classica, além de ser
trabalhosa e demorada, nem sempre pode ser realizada no momento do
diagndstico (KOREN-MICHOWITZ et al., 2007), devido a infiltracdo
heterogénea da MO, a baixa taxa proliferativa das células patoldgicas
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(WUILLEME et al., 2005) e, consequentemente, ao desenvolvimento
escasso em culturas celulares, o que torna dificil a obtencdo de
metéfases (TABERNERO et al., 1996; NAHI et al, 2011).

Apesar das vantagens evidenciadas pela citometria de fluxo, essa
metodologia tem baixa sensibilidade para deteccdo de hipodiploidias
(WUILLEME et al., 2005). Dessa forma, em aproximadamente metade
dos pacientes com MM que apresentam histograma de DNA diploide
nessa metodologia, existem alteracBes cromossdémicas numéricas nédo
detectadas devido a ganhos e perdas balanceados de cromossomos ou
também a aberrages individuais que, em ambos 0s casos, permanecem
indetectaveis (TABERNERO et al., 1996).
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6 CONCLUSOES

A partir deste estudo, foram evidenciadas as seguintes
conclusdes:

e Com relacdo a padronizacdo da metodologia, foi estabelecida a
utilizacdo de AcMos conjugados ao fluorocromo FITC para ndo
ocorrer interferéncia com a faixa de emissdo da fluorescéncia
do PI;

e Com relagdo aos resultados obtidos nas analises de amostras de
pacientes por citometria de fluxo, foram encontradas
aneuploidias em 73,3% dos pacientes portadores de linfomas;
em 100% dos pacientes portadores de LLA; e em 25% dos
pacientes portadores de MM;

e A comparagdo dos resultados da citometria de fluxo com a
citogenética apenas foi possivel em 13,4% das amostras de
células de linfomas e em 60% das de LLA. As amostras de MM
ndo foram submetidas ao exame citogenético;

e De todos os resultados do contetido de DNA por citometria de
fluxo que puderam ser comparados com o exame citogenético
(n = 5), quatro amostras apresentaram aneuplodias somente
pelo primeiro método, o que indica a necessidade de se fazer
todos os exames disponiveis, a fim de que os resultados obtidos
sejam 0s mais proximos possiveis da realidade;

Os resultados encontrados indicam que a citometria de fluxo é um
bom método para auxiliar na estimativa do progndstico dos pacientes
portadores de neoplasias hematolédgicas. Contudo, é importante destacar
que, a avaliacdo do progndstico é complexa, e envolve desde questdes
intrinsecas de cada paciente até os resultados de exames laboratoriais —
como a citogenética e a biologia molecular.
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7 PERSPECTIVAS

Considerando-se o fato de que a avaliagdo do prognéstico das
neoplasias hematoldgicas é multifatorial, para melhor estimativa do
prognostico dos pacientes incluidos neste estudo, sugere-se:

e Ampliar o nimero de pacientes com neoplasias hematoldgicas
estudados neste trabalho;

e Determinar o coeficiente de variagdo para definitivamente
implantar o exame no Setor de Onco-hematologia;

e Acompanhar durante pelo menos cinco anos a evolugdo clinica
e laboratorial dos pacientes incluidos neste estudo;

e Comparar os resultados obtidos por citometria de fluxo e por
citegenética, a partir da parceria criada entre o Setor de Onco-
hematologia e o Servico de Citogenética da DACL;

e Implantar a pesquisa de novas translocagbes envolvidas na
patogénese doengas onco-hematoldgicas, em especial 0s
linfomas, a LLA e 0 MM.



58



59

REFERENCIAS

ALMEIDA, J.; ORFAO, A.; MATEO, G.; OCQUETEAU, M.;
GARCIA-SANZ, R.; MORO, M.J.; HERNANDEZ, J.; ORTEGA, F.;
BORREGO, D.; BAREZ, A.; MEJIDO, M.; SAN MIGUEL, J.F.
Immunophenotypic and DNA content characteristics of plasma cells in
multiple myeloma and monoclonal gammopathy of undetermined
significance. Pathol. Biol. (Paris), v. 47, n. 2, p. 119-27, Feb. 1999.

ARICO, M.; VALSECCHI, M.G.; RIZZARI, C.; BARISONE, E.;
BIONDI, A.; CASALE, F.; LOCATELLI, F.; LO NIGRO, L.;
LUCIANI, M.; MESSINA, C.; MICALIZZI, C.; PARASOLE, R;;
PESSION, A.; SANTORO, N.; TESTI, A.M.; SILVESTRI, D.; BASSO,
G.; MASERA, G.; CONTER, V. Long-term results of the AIEOP-ALL-
95 Trial for Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia: insight on the
prognostic value of DNA index in the framework of Berlin-Frankfurt-
Muenster based chemotherapy. J. Clin. Oncol., v. 26, n. 2, p. 283-9,
Jan. 2008.

ASTER, J.C.; FLEMING, M. Chapter 19: Introduction to
Hematologic Malignancies. In: BUNN, H.; ASTER, J.C. eds.
Pathophysiology of Blood Disorders. New York: McGraw-Hill, 2011.

BACAL, N.S.; FAULHABER, M.H.W. Aplicacao pratica em
citometria de fluxo. Sdo Paulo: Atheneu, 2003, p. 1-4.

BASAK, G.W.; CARRIER, E. The search for multiple myeloma stem
cells: the long and winding road. Biol. Blood Marrow Transplant., v.
16, n. 5, p. 587-94, May 2010.

BELESSI, C.J.; PARASI, A.S.; MANIOUDAKI, H.S.; LAOUTARIS,
N.P.; LEGAKIS, N.C.; PEROS, G.T.; ANDROULAKIS, G.A.
Prognostic impact of DNA ploidy pattern, S-phase fraction (SPF), and
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in patients with primary
gastric lymphoma. J. Surg. Oncol., v. 82, n. 4, p. 247-55, Apr. 2003.

BOROVECKI, A.; KARDUM-SKELIN, I.; SUSTERCIC, D.; HITREC,
V.; LASAN, R.; JAKSIC, B. Chromosomal abnormalities and DNA
image cytometry of haematological neoplasms in fine needle aspirates
of lymph nodes. Cytopathology, v. 14, n. 6, p. 320-6, Dec. 2003.



60

BJERKVIG, R.; JOHANSSON, M.; MILETIC, H.; NICLOU, S.P.
Cancer stem cells and angiogenesis. Semin. Cancer Biol., v. 19, n. 5, p.
279-84, Oct. 2009.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Gabinete do Ministro. Portaria N°
2.439, de 08 de dezembro de 2005. Institui a Politica Nacional de
Atencdo Oncoldgica: Promocgéo, Prevencado, Diagnostico, Tratamento,
Reabilitacdo e Cuidados Paliativos, a ser implantada em todas as
unidades federadas, respeitadas as competéncias das trés esferas de
gestdo. Diario Oficial [da Republica Federativa do Brasil], Brasilia:
DF, n. 76, 09 dez.2005. Secdo 1, paginas 80-81.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Atencéo & Saude.
Portaria N° 741, de 19 de dezembro de 2005.Define os critérios para
habilitagdo das Unidades de Assisténcia de Alta Complexidade em
Oncologia (UNACON), os Centros de Assisténcia de Alta
Complexidade em Oncologia (CACON) e os Centros de Referéncia de
Alta Complexidade em Oncologia e suas aptiddes e qualidades. Diario
Oficial [da Republica Federativa do Brasil], Brasilia: DF, n. 246, 23
dez.2005. Secdo 1, paginas 113-124.

BROUSSEAU, M.; LELEU, X.; GERARD, J.; GASTINNE, T ;
GODON, A.; GENEVIEVE, F.; DIB, M.; LAI, J.L.; FACON, T,;
ZANDECKI, M.; Intergroupe Francophone du Myélome. Hyperdiploidy
is a common finding in monoclonal gammopathy of undetermined
significance and monosomy 13 is restricted to these hyperdiploid
patients. Clin. Cancer Res., v. 13, n. 20, p. 6026-31, Oct. 2007.

BROWN, M.; WITTWER, C. Flow cytometry: principles and clinical
applications in hematology. Clin. Chem., v. 46, n. 8(B), p. 1221-1229,
2000.

CHNG, W.J.; WINKLER, J.M.; GREIPP, P.R.; JALAL, S.M.;
BERGSAGEL, P.L.; CHESI, M.; TRENDLE, M.C.; AHMANN, G.J,;
HENDERSON, K.; BLOOD, E.; OKEN, M.M.; HULBERT, A.; VAN
WIER, S.A.; SANTANA-DAVILA, R.; KYLE, R.A.; GERTZ, M.A ;
LACY, M.Q.; DISPENZIERI, A.; FONSECA, R. Ploidy status rarely
changes in myeloma patients at disease progression. Leuk. Res., v. 30,
n. 3, p. 266-71, Mar. 2006.



61

DARZYNKIEWICZ, Z.; JUAN, G.; BEDNER, E. Determining cell
cycle stages by flow cytometry. Curr. Protoc. Cell Biol., chapter 8, unit
8.4, May 2001.

D'ARCHANGELO, M. Flow cytometry: new guidelines to support its
clinical application. Cytometry B Clin. Cytom., v. 72, n. 3, p. 209-10,
May 2007.

DE ROSA, S.C.; BRENCHLEY, J.M.; ROEDERER, M. Beyond six
colors: a new era in flow cytometry. Nat. med., v. 9, n. 1, p. 112-7, Jan.
2003.

DIERSSEN, M.; HERAULT, Y.; ESTIVILL, X. Aneuploidy: from a
physiological mechanism of variance to Down syndrome. Physiol. Rev.,
v. 89, n. 3, p. 887-920, Jul. 2009.

DUNPHY, C.H. Applications of flow cytometry and
immunohistochemistry to diagnostic hematopathology. Arch. Pathol.
Lab. Med., v. 128, n. 9, p. 1004-22, Sep. 2004.

EL-NAGGAR, A.K.; DINH, M.; TUCKER, S.L.; SWANSON, D;
STECK, K.; VIELH, P. Numerical chromosomal changes in DNA
hypodiploid solid tumors: restricted loss and gain of certain
chromosomes. Cytometry, v. 37, n. 2, p. 107-12, 1 Oct. 1999.

EVAN, G.I.; VOUSDEN, K.H. Proliferation, cell cycle and apoptosis in
cancer. Nature, v. 411, n. 6835, p. 342-8, 17 May 2001.

FADERL, S.; ALBITAR, M. Insights into the biologic and molecular
abnormalities in adult acute lymphocytic leukemia. Hematol. Oncol.
Clin. North Am., v. 14, n. 6, p. 1267-88, Dec. 2000.

FARIAS, M.G.; CASTRO, S.M. Diagndstico laboratorial das leucemias
linfoides agudas. J. Bras. Patol. Med. Lab., v. 40, n. 2, Rio de Janeiro,
Apr. 2004.

FONSECA, R.; DEBES-MARUN, C.S.; PICKEN, E.B.; DEWALD,
G.W.; BRYANT, S.C.; WINKLER, J.M.; BLOOD, E.; OKEN, M.M.;
SANTANA-DAVILA, R.; GONZALEZ-PAZ, N.; KYLE, RA;
GERTZ, M.A.; DISPENZIERI, A.; LACY, M.Q.; GREIPP, P.R. The



62

recurrent IgH translocations are highly associated with nonhyperdiploid
variant multiple myeloma. Blood., v. 102, n. 7, p. 2562-7, 1 Oct. 2003.

GERSON, S.L.; BHALLA, K.N.; GRANT, S.; CREGER, R.J.;
BAHLIS, N.J. Chapter 55: Pharmacology and molecular
mechanisms of antineoplastic agents for hematology malignancies.
In:HOFFMAN, R.;BENZ Jr, E.J.; SHATTIL, S.J.; FURIE, B.; COHEN,
H.J.; SILBERSTEIN, L.E.; McGLAVE, P. Hematology: Basic
principles and practice. 4.ed. Philadelphia: Elsevier Churchill
Livingstone, 2005.

GOMES, A.M.; SOARES, M.V.; RIBEIRO, P.; CALDAS, J.; POVOA,
V.; MARTINS, L.R; MELAO, A., SERRA-CAETANO, A. DE
SOUSA, AB.; LACERDA, J.F.; BARATA, J.T. Adult B-cell acute
lymphoblastic leukemia cells display decreased PTEN activity and
constitutive hyperactivation of PI3K/Akt pathway despite high PTEN
protein levels. Haematologica, [Epub ahead of print] 21 Feb. 2014.

GRAUX, C. Biology of acute lymphoblastic leukemia (ALL): clinical
and therapeutic relevance. Transfus. Apher. Sci., v. 44, n. 2, p. 183-9,
Apr. 2011.

HARRISON, C.J. Acute lymphoblastic leukemia. Clin. Lab. Med., v.
31, n. 4, p. 631-47, Dec. 2011.

HOEIJMAKERS, J.H. Genome maintenance mechanisms for preventing
cancer. Nature, v. 411, n. 6835, p. 366-74, 17 May 2001.

KOREN-MICHOWITZ, M.; HARDAN, |.; BERGHOFF, J.; YSHOEV,
G.; AMARIGLIO, N.; RECHAVI, G.; NAGLER, A;;
TRAKHTENBROT, L. Chromosome 13q deletion and IgH
abnormalities may be both masked by near-tetraploidy in a high
proportion of multiple myeloma patients: a combined morphology and I-
FISH analysis. Cancer Lett., v. 255, n. 2, p. 307-14, 8 Oct. 2007.

KRUEGER, S.A.; WILSON, G.D. Flow cytometric DNA analysis of
human cancers and cell lines. Methods Mol. Biol., v. 731, p. 359-70,
2011.

KUMAR, S. Multiple myeloma - current issues and controversies.
Cancer Treat. Rev., v. 36, suppl. 2, p. S3-11, May 2010.



63

KYLE, R.A.; RAJKUMAR, S.V. Multiple myeloma. Blood, v.111, n. 6,
p. 2962-72, 15 Mar. 2008.

LINK, D.C. Molecular genetics of AML.Best Pract. Res. Clin.
Haematol., v. 25, n. 4, p. 409-14, Dec. 2012.

LIU, D.; WU, D.; LI, H.; DONG, M. The effect of XPD/ERCC2
Lys751GIn polymorphism on acute leukemia risk: A systematic review
and meta-analysis. Gene., v. 538, n. 2, p. 209-216, 1 Apr. 2014.

LORENZI, T. Manual de Hematologia Propedéutica e Clinica. 4. ed.
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.

LUKENBILL, J.; ADVANI, A.S. The treatment of adolescents and
young adults with acute lymphoblastic leukemia. Curr. Hematol.
Malig. Rep., v. 8, n. 2, p. 91-7, Jun. 2013.

MANCINI, M.; SCAPPATICCI, D.; CIMINO, G.; NANNI, M,;
DERME, V.; ELIA, L.; TAFURI, A.; VIGNETTI, M.; VITALE, A;;
CUNEQ, A.; CASTOLDI, G.; SAGLIO, G.; PANE, F.; MECUCCI, C.;
CAMERA, A.; SPECCHIA, G.; TEDESCHI, A.; DI RAIMONDO, F.;
FIORITONI, G.; FABBIANO, F.; MARMONT, F.; FERRARA, F,;
CASCAVILLA, N.; TODESCHINI, G.; NOBILE, F.; KROPP, M.G,;
LEONI, P.; TABILIO, A.; LUPPI, M.; ANNINO, L.; MANDELLI, F,;
FOA, R. A comprehensive genetic classification of adult acute
lymphoblastic leukemia (ALL): analysis of the GIMEMA 0496
protocol. Blood., v. 105, n. 9, p. 3434-41, 1 May 2005.

MATEO, G.; CASTELLANOS, M.; RASILLO, A.; GUTIERREZ,
N.C.; MONTALBAN, M.A.; MARTIN, M.L.; HERNANDEZ, J.M,;
LOPEZ-BERGES, M.C.; MONTEJANO, L.; BLADE, J.; MATEOS,
M.V.; SUREDA, A.; DE LARUBIA, J.; DIAZ-MEDIAVILLA, J.;
PANDIELLA, A.; LAHUERTA, J.J.; ORFAO, A.; SAN MIGUEL, J.F.
Genetic abnormalities and patterns of antigenic expression in multiple
myeloma. Clin. Cancer Res., v. 11, n. 10, p. 3661-7, 15 May 2005.

McCQY Jr, J.P. Basic principles in clinical flow cytometry. In:
CAREY, J.L.; McCOY Jr, J.P.; KEREN, D.F. eds. Flow cytometry in
clinical diagnosis. 4. ed. Chicago: American Society for Clinical
Pathology, 2007, p. 15-34.



64

MEHES, G. Chromosome abnormalities with prognostic impact in B-
cell chronic lymphocytic leukemia. Pathol. Oncol. Res., v.11, n. 4, p.
205-10, 2005.

MITTAG, A.; TARNOK, A. Basics of standardization and calibration in
cytometry: a review. J. Biophoton., v. 2, n. 8-9, p. 470481, Sep. 20009.

MOASSER, M.M. Chapter 5: Neoplasia. In: McPHEE, S.J.;
HAMMER, G.D. eds. Pathophysiology of Disease, 6 ed. New York:
McGraw-Hill, 2010.

MOORMAN, A.V.; HARRISON, CJ.; BUCK, G.A.; RICHARDS,
S.M.; SECKER-WALKER, L.M.; MARTINEAU, M.; VANCE, G.H.;
CHERRY, A.M.; HIGGINS, R.R.; FIELDING, A.K.; FORONI, L.;
PAIETTA, E.; TALLMAN, M.S.; LITZOW, M.R.; WIERNIK, P.H.;
ROWE, JM.; GOLDSTONE, AH.; DEWALD, G.W., Adult
Leukaemia Working Party, Medical Research Council/National Cancer
Research Institute. Karyotype is an independent prognostic factor in
adult acute lymphoblastic leukemia (ALL): analysis of cytogenetic data
from patients treated on the Medical Research Council (MRC)
UKALLXII/Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) 2993 trial.
Blood, v. 109, n. 8, p. 3189-97, 15 Apr. 2007.

MOORMAN, A.V.; ENSOR, H.M.; RICHARDS, S.M.; CHILTON, L.;
SCHWAB, C.; KINSEY, S.E.; VORA, A., MITCHELL, C.D;
HARRISON, C.J. Prognostic effect of chromosomal abnormalities in
childhood B-cell precursor acute lymphaoblastic leukaemia: results from
the UK Medical Research Council ALL97/99 randomised trial. Lancet
Oncol., v. 11, n. 5, p. 429-38, May 2010.

MOORMAN, A.V. The clinical relevance of chromosomal and genomic
abnormalities in B-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia. Blood
Rev., v. 26, n. 3, p. 123-35, May 2012.

MROZEK, K.; HARPER, D.P.; APLAN, P.D. Cytogenetics and
molecular genetics of acute lymphoblastic leukemia. Hematol. Oncol.
Clin. North Am., v. 23, n. 5, p. 991-1010, Oct. 2009.

MULLEN, P. Flow cytometric DNA analysis of human cancer cell
lines. Methods Mol. Med. v. 88, p. 247-55, 2004.



65

NAHI, H.; SUTLU, T.; JANSSON, M.; ALICIL, E.; GAHRTON, G.
Clinical impact of chromosomal aberrations in multiple myeloma. J.
Intern. Med., v. 269, n. 2, p. 137 =147, 2011.

NAKANO, T.A.; HUNGER, S.P. Blood consult: therapeutic strategy
and complications in the adolescent and young adult with acute
lymphoblastic leukemia. Blood, v. 119, n. 19, p. 4372-4, 10 May 2012.

NUNEZ, R. DNA measurement and cell cycle analysis by flow
cytometry. Curr. Issues Mol. Biol., v. 3, n. 3, p. 67-70, Jul. 2001.

NYGAARD, U.; LARSEN, J.; KRISTENSEN, T.D.; WESENBERG,
F.; JONSSON, O.G.; CARLSEN, N.T.; FORESTIER, E.;
KIRCHHOFF, M.; LARSEN, J.K.; SCHMIEGELOW, K;
CHRISTENSEN, I.J. Flow Cytometric DNA index, G-band
karyotyping, and comparative genomic hybridization in detection of
high hyperdiploidy in childhood acute lymphoblastic leukemia. J.
Pediatr. Hematol. Oncol., v. 28, n. 3, p. 134 — 140, Mar. 2006.

OCIO, E.M.; MATEO, G.; VIDRIALES, B.; LOPEZ-BERGES, M.C.;
GARCIA-SANZ, R.; HERNANDEZ, J.M.; ORFAO, A.; SAN
MIGUEL, J.F. Cell cycle analysis of Waldenstrom's macroglobulinemia.
Clin. Lymphoma, v. 5, n. 4, p. 250-2, Mar. 2005.

ORMEROD, M.G. Chapter 6: DNA Analysis. Flow Cytometry: a basic
introduction. Los Angeles: De Novo Software Inc., 2008.

ORFAO, A.; ORTUNO, F.; DE SANTIAGO, M.; LOPEZ, A.; SAN
MIGUEL, J. Immunophenotyping of acute leukemias and
myelodysplastic syndromes. Cytometry Part A, v. 58A, n. 1, p. 62-71,
Mar. 2004.

PAIVA, B.; ALMEIDA, J.; PEREZ-ANDRES, M.; MATEO, G.;
LOPEZ, A.; RASILLO, A.; VIDRIALES, M.B.; LOPEZ-BERGES,
M.C.; MIGUEL, J.F.; ORFAO, A. Utility of flow cytometry
immunophenotyping in multiple myeloma and other clonal plasma cell-
related disorders. Cytometry B Clin Cytom., v. 78, n. 4, p. 239-52, Jul.
2010.

PALMEIRA, C.; RIBEIRO, N.; RIBEIRO, E.; GODINHO, I.; SOUSA,
M.E.; CAETANQO, C.; LIMA, E.; MARTINS, G. Avaliacdo do contetido



66

de DNA celular por citometria de fluxo em linfoma ndo-Hodgkin de
células B: situacdo actual e perspectivas futuras. Revista da Faculdade
de Ciéncias da Saude, n.4, p. 88-93, 2007.

PANTOU, D.; RIZOU, H.; TSAROUHA, H.; POULI, A;;
PAPANASTASIOU, K.; STAMATELLOU, M.; TRANGAS, T.;
PANDIS, N.; BARDI, G. Cytogenetic manifestations of multiple
myeloma heterogeneity. Genes Chromosomes Cancer., v. 42, n. 1, p.
44-57, Jan. 2005.

PREFFER, F.; DOMBKOWSKI, D. Advances in complex
multiparameter flow cytometry technology: applications in stem cell
research. Cytometry B Clin Cytom., v. 76, n. 5, p.295-314, Sep. 20009.

QUIJANO, S.; LOPEZ, A.; RASILLO, A.; SAYAGUES, J.M.;
BARRENA, S.; SANCHEZ, M.L.; TEODOSIO, C.; GIRALDO, P.;
GIRALT, M.; PEREZ, M.C.; ROMERO, M.; PERDIGUER, L.;
ORFAO, A. Impact of trisomy 12, del(13q), del(17p), and del(11q) on
the immunophenotype, DNA ploidy status, and proliferative rate of
leukemic B-cells in chronic lymphocytic leukemia. Cytometry B Clin.
Cytom., v.74, n. 3, p. 139-49, May 2008.

QUIXABEIRA, V.B.L.; SADDI, V.A. A importancia da
imunofenotipagem e da citogenética no diagnostico das leucemias: uma
revisdo da literatura. RBAC, v. 40, n. 3, p. 199-202, Jul./Sep. 2008.

RAAB, M.S.; PODAR, K.; BREITKREUTZ, I.; RICHARDSON, P.G.;
ANDERSON, K.C. Multiple myeloma. Lancet., v. 374, n. 9686, p. 324-
39, 25 Jul. 20009.

RACHIERU-SOURISSEAU, P.;BARANGER, L.; DASTUGUE, N;
ROBERT, A.; GENEVIEVE, F.; KUHLEIN, E.; CHASSEVENT, A.
DNA Index in childhood acute lymphoblastic leukaemia: a karyotypic
method to validate the flow cytometric measurement. Int. Jnl. Lab.
Hem., n. 32, p. 288-298, 2010.

RAIMONDI, S.C.; ZHOU, Y.; SHURTLEFF, S.A.; RUBNITZ, J.E;
PUI, C.H.; BEHM, F.G. Near-triploidy and near-tetraploidy in
childhood acute lymphoblastic leukemia: association with B-lineage
blast cells carrying the ETV6-RUNX1 fusion, T-lineage



67

immunophenotype, and favorable outcome. Cancer Genet. Cytogenet.,
v. 169, n. 1, p. 50-7, Aug. 2006.

ROBBINS, S.; COTRAN, R.; MITCHELL, R. Fundamentos de
patologia [de] Robbins & Cotran. 7. ed. Rio de Janeiro (RJ):
Guanabara Koogan, 2006. 829 p.

ROSS, J.S.; LINETTE, G.P.; STEC, J.; ROSS, M.S.; ANWAR, S;
BOGUNIEWICZ, A. DNA ploidy and cell cycle analysis in breast
cancer. Am J Clin Pathol., v.120, supl.1, S72-S84, Dec. 2003.

ROSS, J.S.; ROSS, M.S.; ANWAR, S.; BOGUNIEWICZ, A. Chapter
12: DNA ploidy and S phase analysis in breast cancer. IN: ROSS,
J.S.; HORTOBAGY!I, G.N. (Eds.). Molecular oncology of breast cancer.
Sudbury: Jones and Bartlett Publishers, 2005. 500 p.

SHARMA, S.K.; SHARMA, M.; SETH, T.; MISHRA, P,;
CHOWDHRY, M.; MAHAPATRA, M.; SAXENA, R. Clinical profile
and outcome of patients of acute myeloid leukemia with high
hyperdiploidy. Leuk. Res., v. 36, n. 3, p. e60-61, 2012.

SMADJA, N.V.; BASTARD, C.; BRIGAUDEAU, C.; LEROUX, D;
FRUCHART, C.; Groupe Francais de Cytogénétique Hématologique.
Hypodiploidy is a major prognostic factor in multiple myeloma. Blood.,
v. 98, n. 7, p. 2229- 38, 1 Oct. 2001.

SMADJA, N.V.; LEROUX, D.; SOULIER, J.; DUMONT, S.;
ARNOULD, C.; TAVIAUX, S.; TAILLEMITE, J.L.; BASTARD, C.
Further cytogenetic characterization of multiple myeloma confirms that
1432 translocations are a very rare event in hyperdiploid cases. Genes
Chromosomes Cancer., v. 38, n. 3, p. 234-9, Nov. 2003.
SWERDLOW, S. H.; CAMPO, E.; HARRIS, N. L.; JAFFE, E. S,;
PILERI, S. A.; STEIN, H.; THIELE, J.; VARDIMAN, J. W. Ed. WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues. 4. ed., Geneva: WHO Press, 2008. 439 p.

SWERTS, K.; VAN ROY, N.; BENOIT, Y.; LAUREYS, G.;
PHILIPPE, J. DRAQ5: Improved flow cytometric DNA content analysis
and minimal residual disease detection in childhood malignancies. Clin.
Chim. Acta, v. 379, n. 1 -2, p. 154-157, 2007.



68

TABERNERO, D.; SAN MIGUEL, J.F.; GARCIA-SANZ, M;
NAJERA, L.; GARCIA-ISIDORO, M.; PEREZ-SIMON, J.A;
GONZALEZ, M.; WIEGANT, J.; RAAP, A K.; ORFAO, A. Incidence
of chromosome numerical changes in multiple myeloma: fluorescence in
situ hybridization analysis using 15 chromosome-specific probes. Am.
J. Pathol., v. 149, n. 1, p. 153-61, Jul. 1996.

WANG, S,; LI, N.; HEALD, P.; FISK, J.M.; FADARE, O.; HOWE,
J.G.; McNIFF, J.M.; SMITH, B.R. Flow cytometric DNA ploidy
analysis of peripheral blood from patients with sezary syndrome:
detection of aneuploid neoplastic T cells in the blood is associated with
large cell transformation in tissue. Am. J. Clin. Pathol., v. 122, n. 5, p.
774-82, Nov. 2004.

WANG, F.; CHANG, D.; HU, F.L.; SUI, H.; HAN, B.; LI, D.D;
ZHAO, Y.S. DNA repair gene XPD polymorphisms and cancer risk: a
meta-analysis based on 56 case-control studies. Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev., v. 17, n. 3, p. 507-17, Mar. 2008.

WOOD, R.D.; MITCHELL, M.; SGOURQOS, J.; LINDAHL, T. Human
DNA repair genes. Science, v. 291, n. 5507, p. 1284-9, 16 Feb. 2001.

WUILLEME, S.; ROBILLARD, N.; LODE, L.; MAGRANGEAS, F.;
BERIS, H.; HAROUSSEAU, J.L.; PROFFITT, J.; MINVIELLE, S;
AVET-LOISEAU, H.; Intergroupe Francophone de Myélome. Ploidy, as
detected by fluorescence in situ hybridization, defines different
subgroups in multiple myeloma. Leukemia, v. 19, n. 2, p. 275-8, Feb.
2005.

ZHAO, Y.; HUANG, H; WEI, G. Novel agents and biomarkers for
acute lymphoid leukemia. J. Hematol. Oncol., v. 6, n. 40, 18 Jun. 2013.

ZHOU, Y.; YOU, M.J.; YOUNG, K.H.; LIN, P.; LU, G.; MEDEIRQOS,
L.J.; BUESO-RAMOS, C.E. Advances in the molecular pathobiology of
B-lymphoblastic leukemia. Hum. Pathol., v. 43, n. 9, p. 1347-62, Sep.
2012.



69

CEPSH/UFSC

ANEXO A —APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANQOS -

D84N/3d¥d/HS43D
YauR0y soung opboy foig
%ﬁ?ﬁ&

‘010z ® 7 ojsoby P gp SITOHONYINOLA

BATIS B 07)() BUSSH SIEY], ‘01Uag UsUIpuaey wzm ‘|Rioj [oq #fivzuon eafuy mmes CHO0LAY

SN - OLENsIaAm] (RS0 ou soppuale exbojeiRewa | BIsedoa N OT1A1IL
wod sauaned S0P eplAsIqes 8 senifrifouep-00s ‘SIBLITRIAR] & SH SRISIIa1IRIE ‘erusieAsd B S100s oprsh N

BFCECE £ £16 ‘DSSID0Md

OOYAOHdY

GANOD ~ TRisad We Y I [EUOREN 0SS0 vpRd sOPEaRqEIss sous

sopdouted S0 wWed GpIDR 3P 0TS OpEgmadsy owmeqe wsmbsrd 2p oo onm sewemmny

a8 Wxafoatm anb & padand

50 b YOLIIINAD HSdTD) 0P OuRIu] cimemiBsy ou OpPnued 0 OPIRRPIUOl "HS4TD) OF CIURENODT
199R0 WOD "Saa] 2P CMURAE 3P £) 3P 66 WO rIU0. N VINVIHO4 Ted opin

[l TP OESWRINT 2 TsTnbsag 2p SUSUFY-04] BD (TSI 50

? wizd FEne

| 2pepis WY sateg wWoo esbssg w2 wa

CI6 oAf OQE LTI

FXTIVIFD VINKS 30 TN TGS TAVAISHT AN



70



71

ANEXO B - APROVACAO DO ADENDO DO CONTEUDO
DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS -

CEPSH/UFSC

Enviado em: 22/07/2013

Comentérios

O CEPSH retifica o parecer do dia 24/06/2013. O Comité tomou ciéncia
das alteragdes propostas pelos pesquisadores no projeto “Estudo sobre a
prevaléncia, caracteristicas clinicas e laboratoriais, sdcio-demogréficas e
sobrevida dos pacientes com Neoplasia Hematoldgica atendidos no
Hospital Universitario-UFSC”, entre as quais se encontram abaixo
mencionadas: a- Inclusdo de alteracdo no “proposito” do projeto tendo
como finalidade avaliacdo continuada da populacdo atendida no
Hospital Universitario, com diagndéstico de neoplasia hematolégica, para
tomada de decisdes em relacdo a melhoria no atendimento e na escolha
de melhores protocolos terapéuticos atualizados (sempre baseados no
que ja estd consolidado na literatura). Dessa forma queremos melhorar a
qualidade de vida desta populagdo atendida, gerar futuras acles
preventivas e, em contra partida, os alunos de graduacdo, neste projeto
inseridos, fortalecerdo seu aprendizado e terdo a oportunidade de
elaborarem, com dados colhidos, alguns trabalhos de conclusdo de
curso. b- Prorrogacdo para continuidade da pesquisa, sem mudanga
essencial nos objetivos e na metodologia do projeto original, tornando o
nosso PROPOSITO continuado, até pelo menos dezembro de 2017. c-
Inclusdo dos pesquisadores: Dra. Maria Claudia Santos da Silva, Dr.
Antonio Carlos Estima Marasciulo, Ana Carolina Rabello de Moraes,
Adriana Brejinski de Almeida, Chandra Chiappin Cardoso, Renata
Cristina de Messores Rudolf de Oliveira e Vanessa Mengatto.

Parecer
[ Aprovado “ad referendum® |

Data da Reunido
[29/07/2013 |
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estda sendo convidado(a) a participar, como
voluntario(a), da pesquisa — Estudo sobre a prevaléncia, caracteristicas
clinicas, socio-demograficas e sobrevida dos pacientes com Neoplasia
Hematoldgica atendidos no Hospital Universitario — UFSC. ApGs ser
esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine a segunda folha do documento que ficara com o
pesquisador. A primeira folha é sua. Sua participagdo ndo é obrigatoria
e, a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo
com 0s pesquisadores ou com a instituicdo. Em caso de divida vocé
poderé entrar em contato com a pesquisadora principal.

Pesquisadora principal: Joanita Angela Gonzaga Del Moral
Telefone para contato: (48) 3721-9875 ou 3721-8274 (Servico de
Quimioterapia do HU)

OBJETIVO

Este estudo pretende verificar o nimero de pacientes com
cancer no sangue que sdo atendidos no Hospital Universitario de
Floriandpolis, verificando se ha relacdo com a regido onde vocé mora,
sua idade ou sua profissdo. Também queremos saber quais sdo 0s seus
sintomas e se eles melhoram ap6s o tratamento.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

As informagOes sobre a sua doenca serdo retiradas do seu
prontudrio médico, e escritas em uma ficha de coleta de dados ja
elaborada. Em nenhum momento seu nome ou qualquer informacéo que
o(a) identifique serdo revelados.

RISCOS E DESCONFORTOS

Como a pesquisa baseia-se apenas em informacbes de
prontuérios, vocé ndo correrd nenhum risco, prejuizo, desconforto ou
lesdo. A pesquisa ndo influencia no seu tratamento, apenas observa os
resultados.



74

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE
Vocé ndo terd nenhum custo com a pesquisa, e também néo
recebera pagamento pelas informacdes que forem coletadas.

CONFIDENCILIDADE DA PESQUISA
E garantido o sigilo, assegurando a sua privacidade quanto aos
dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

Joanita Angela Gonzaga Del Moral
Pesquisadora principal - Médica hematologista
CRM-5445 [ e-mail: jodelmoral@hotmail.com
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

, RG , declaro que li as informacGes
contidas no documento, fui devidamente informado(a) pelo(a)
pesquisador(a) dos procedimentos que serdo utilizados, ndo havendo
riscos, desconfortos, beneficios ou qualquer custo/reembolso dos
participantes, havendo confidencialidade da pesquisa, e concordo em
participar da pesquisa. Foi-me garantido a retirada do consentimento a
qualquer momento, sem que isso me leve a ter qualquer penalidade.
Declaro ainda que recebi a primeira folha deste TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, com todos os
esclarecimentos por escrito.

Florianépolis, de de201 .

Nome e assinatura do sujeito ou responsavel:

Nome por extenso Assinatura
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APENDICE B - QUADRO DOS INDICES DE DNA
RESULTANTES DAS ANALISES DAS CELULAS DE
PACIENTES DO ESTUDO

indice Porcentagem de células
Neoplasia Hematoldgica de patoldgicas na
DNA imunofenotipagem
1,26 96,7% de células patologicas
. . 1,65 57% de células patologicas
Linfoma de Burkitt 1,52 83,5% de células patologicas
1,50 9% de ceélulas patoldgicas
Linfoma de Células do 1,23 92,8% de células patologicas
Manto 1,91 61,2% de células patologicas
Linforna Difuso de 1,30 93,5;% de (Eélulas pato!égicas
Grandes Células B 1,69 56% de ce!ulas patologlgas
1,55 61,1% de células patol6gicas
Linfoma Nao-Hodgkin de 1,52 91,1% de células patologicas
Células B
Linfoma da Zona 1,49 74,6% de células patologicas
Marginal
1,61 35,3% de blastos de LLA-B
comum
1,75 90,8% de blastos de LLA-B
comum
Leucemia Linfoblastica 1,77 74,5% de blastos de LLA-B
Aguda comum
1,22 70,8% de blastos de LLA-T
pre-T
1,63 39,9% de blastos LLA-T
cortical
1,29 11,9% de células

Mieloma Mudltiplo

plasmocitérias
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