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RESUMO

A Anemia de Fanconi (AF) € uma doenga autossOmica recessiva caracterizada
clinicamente por uma progressiva pancitopenia, diversas malformag¢Ges anatomicas congénitas e
uma elevada predisposi¢do a neoplasias. O diagnostico clinico da doenga ¢ dificil, devido a grande
variabilidade fenotipica da doenga, sendo entdo necessaria a confirmagio citogenética, que
consiste em adicionar agentes alquilantes a cultura celular, como mitomicina (MMC) ou
diepoxibutano (DEB), que induzirdo o aumento do numero de quebras e form¢do de figuras
radiais caracteristicas da doenga. A detec¢do de aberragdes cromossOmicas nestes pacientes €
sugestiva de uma evolug@o clinica para leucemias, sendo portanto, de importancia para fins
terapéuticos € prognosticos. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar a presenca de
aberragbes cromossomicas clonais em amostras de medula o6ssea (MQO) de 15 pacientes
previamente diagnosticados para AF e na fase aplasica da doenga. Dos 15 pacientes, 5 ndo
apresentaram metafases em sua MO ou estas estavam em quantidade insuficiente para andlise.
Entre os 10 pacientes que foram analisados, 6 apresentaram clones anormais em suas células. Trés
pacientes apresentaram cariotipo anormal envolvendo o cromossomo 17: caso 3, 46,XY,del
(17)(p12); caso 5, 46,XY,i (17)(q10)/ 47,XY,+i (17)(q10) e o caso 15 , que apresentou 46, XX,
del (17)(p12) associado com del (7)(q22). O caso 8 apresentou o caridtipo anormal 46,XY,
del(10)(q24); caso 10, 47, XX,+21 e caso 14, 47,XY,+11. Os resultados obtidos sdo inéditos na
literatura, com excegdo da 7q-, que associada a monossomia do 7 e translocagdes e dele¢des do
cromossomo 1, sdo as mais comumente encontradas na fase pré-leucémica da AF. Até a
conclusdo deste trabalho, nenhum paciente havia evoluido para leucemia e quatro pacientes foram
a obito, 3 por complicagdes decorrentes do transplante de medula 6ssea (TMO) e um pela grave

pancitopenia.



1. INTRODUCAO

A Anemia de Fanconi (AF) foi inicialmente descrita por Fanconi em 1927, como uma
doenga com padrao de heranga autossomico recessivo e caracterizada por uma faléncia
generalizada e progressiva da medula 6ssea (pancitopenia), bem como facies caracteristico devido
a microcefalia, microftalmia e formato triangular da face (figura 1) e diversas anormalidades
anatomicas congénitas especialmente envolvendo o radio, polegar (figura 2) e rins, retardo mental
e de crescimento (figura 3), manchas de coloragdo café com leite na pele (figura 4),
hipogonadismo e predisposi¢ao a varios tipos de neoplasias, especialmente leucemias (Fanconi,

1966; Swift, 1971; Schroeder e cols., 1976; Liu e cols., 1994).

Figura 1 : Paciente do sexo feminino, 11 anos de
idade, com facies tipica de portadores de AF
(vide texto). Foto gentilmente cedida pelo corpo
clinico da Unidade de TMO - HC - UFPR.

Figura 2 : Implantagdo anormal do polegar em paciente
portador de AF. Foto gentilmente cedida pelo corpo
clinico da Unidade de TMO - HC - UFPR.




Figura 3 : Comparagao entre as estaturas de duas irmas,
uma de 11 anos de idade e portadora de AF (a direita) e a
outra com 13 anos de idade (a esquerda). Foto gentilmente
cedida pelo corpo clinico da Unidade de TMO - HC -
UFPR.
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Figura 4 : Areas de hiperpigmentagao da pele de um
portador de AF. Foto gentilmente cedida pelo corpo
clinico da Unidade de TMO - HC - UFPR.

O termo Anemia de Fanconi foi introduzido por Naegeli em 1931, que sugeriu que o
mesmo fosse empregado naqueles pacientes com anemia aplastica familial associada a
anormalidades fisicas congénitas. Usualmente, a doenga se manifesta entre os cinco € nove anos
de idade, afeta todos os grupos étnicos incluindo caucasoéides, hispanicos, negroides, asiaticos,
indios asiaticos e amerindios e sua incidéncia € de 1 em 350.000 nascimentos na América do

Norte (Swift, 1971).



afetados, em que mais de 40% das metafases analisadas tinham rearranjos e quebras cromossomicas. As
células dos portadores de AF mostram crescimento lento em cultura e uma fragilidade cromossomica
caracterizada tanto por aumento espontaneo na taxa de quebras cromossOmicas como por uma
hipersensibilidade a agentes alquilantes, como a mitomicina C (MMC), o diepoxibutano (DEB) e outros
(Auerbach e Wolman, 1976). Estes agentes induzem a formagao de ligagdes cruzadas (cross-linking) na
dupla hélice do DNA, tanto inter como intra-fita, o que leva a um bloqueio da replicagdo do DNA e
transcricio de RNA, com efeitos potenciais na sobrevida e fun¢@o celular (Liu e cols., 1994). Apos a
exposi¢ao a estes agentes, as celulas de portadores de AF mostram alteragdes que incluem além da
indugdo de aberragdes cromossomicas (quebras e rearranjos), um retardo na fase G2 do ciclo celular
com conseqiiente diminui¢ao de células em divisdao e morte celular (Ishida e cols., 1982).

Baseados na hipersensibilidade cromossomica, desenvolveram-se técnicas de cultivo em que os
linfocitos, fibroblastos, amniocitos ou celulas de vilosidades corionicas sdo expostas a baixas
concentragoes destes agentes clastogénicos. A confirmagdo do diagnostico da doenga baseia-se na

presenca de quebras e figuras radiais em numero aumentado (figura 5).

Figura 5 © Cromossomos metafasicos expostos ao DEB. As sctas indicam as aberragdes encontradas. Foto gentilmente

cedida pela Unidade de Citogenética, Laboratorio de Imunogencética, HC. UFPR.



Devido a grande variabilidade fenotipica, tanto em relagdo a presenga como a gravidade
dos sinais e sintomas, o diagnostico puramente clinico é extremamente dificil. Segundo D’Andrea
(1997), aproximadamente 33% dos pacientes com AF ndo possuem anormalidades congénitas
caracteristicas da doenga, tornando a analise cromossomica imprescindivel para um diagnostico
Seguro e correto.

As quebras ocorrem casualmente em todos os cromossomos do genoma, porém as
mesmas sdo observadas preferencialmente nas bandas G claras e sitios frageis (Koskull e cols.,
1973, Porfirio e cols., 1991), que tém sido associados com pontos de quebras em locos de
oncogenes e outros genes envolvidos no processo cancerigeno (Hecht, 1988). Os fenotipos
celulares de homozigotos e heterozigotos tém sido amplamente descritos e duas teorias gerais
foram propostas para explicar a deficiéncia bioquimica basica : uma incapacidade da célula de
superar o sfress oxidativo ou a existéncia de uma proteina deficiente que ndo permita o reparo do
DNA, seja no reconhecimento ou no reparo do dano (Santos e cols., 1994).

A sensibilidade anormal ao oxigénio foi demonstrada pelo baixo crescimento das células
em um ambiente com 20% de tensdo de oxigénio, mas com recupera¢do com a diminuigdo da
tensdo para 5% (Schindler e Hoehn, 1988). Estes autores sugerem, através de experimentos com
citometria de fluxo, que a sensibilidade ao oxigénio se manifesta pela tendéncia dos fibroblastos se
acumularem na fase G2 do ciclo celular, pois este efeito € reduzido quando células FA crescem
em niveis baixos de oxigénio.

Devido a sensibilidade celular aos agentes clastogénicos, a AF € freqientemente
comparada com outras sindromes que demonstram sensibilidade a drogas e instabilidade
gendmica, incluindo o Xeroderma pigmentoso (XP), a Ataxia-telangiectasia (AT), a Sindrome de
Bloom, a Sindrome de Cockayne e o cancer de colon hereditario ndo polipoide (HNPCC). Em
todas estas doengas, ja foi descrita a atuagio de genes envolvidos com o reparo do DNA ou com
a regulagio do ciclo celular, sugerindo que a instabilidade gendmica resulte de uma deficiéncia
celular em um ou em varios processos, incluindo reparo do DNA, regula¢do do ciclo celular ou
replicacdo do DNA (D’Andrea e Grompe, 1997).

A grande heterogeneidade fenotipica observada nestes pacientes, ¢ acompanhada pela
heterogeneidade genotipica, que somente pode ser demonstrada por anélises de complementagao,
através de metodologia desenvolvida por Yoshida (1980). Este autor, hibridizando células de

portadores de AF com fibroblastos normais, observou que as quebras esponténeas e induzidas por



MMC deixavam de ocorrer no hibrido. Utilizando esta metodologia, Zakrzewski e Sperling
(1980) foram os primeiros a demonstrar heterogeneidade na AF a nivel celular. Apds a fusdo de
células normais com células de diferentes pacientes portadores de AF, verificaram que somente
em alguns ocorria corregdo das quebras induzidas por MMC, identificando a existéncia de pelo
menos dois grupos de complementagdo. Atualmente, ja estdo definidos cinco grupos de
complementagio (A a E), indicando a existéncia de pelo menos cinco genes que podem levar a
AF (Duckworth-Rysiecki e cols., 1985; Strathdee e cols.,, 1992; Santos e cols., 1994).
Recentemente, Joenje e cols. (1997), sugeriram a existéncia de pelo menos mais trés grupos (F, G
e H), elevando para oito o namero provavel de genes envolvidos na AF. Estes autores
introduziram marcadores selecionados em uma linhagem celular original FA(E) (com o grupo de
complementagdo E previamente identificado) e analisaram hibridos de fusdo com trés linhagens
celulares classificadas como ndo-ABCD. Todos os hibridos foram complementados para
sensibilidade a agentes alquilantes, indicando néo se tratar do grupo E. As trés linhagens foram
entdo marcadas e todas as possiveis combina¢des hibridas para complementagdo foram
examinadas, indicando que cada linhagem celular individual representava um novo grupo de
complementagdo, denominados de F, G e H. Buchwald (1995) com base na analise de
complementagdo de 47 pacientes com AF da Europa, EUA e Canada, estimou a freqiiéncia de
varios subtipos: 31 do grupo A (66%), 2 do grupo B (4,3%), 6 do grupo C (12,7%), 2 do grupo
D (4,3%) e 6 do grupo E (12,7%). Trés destes genes ja tem localizagdo cromossdmica definida
por hibridagdo in situ, FA(A) no cromossomo 16 (16q24.3) (Pronk e cols., 1995), FA (C) no
cromossomo 9 (9q22.3) (Strathdee e cols., 1992) e FA(D) no cromossomo 3 (3p22-26) (Whitney
e cols., 1995). Dois destes genes, o FA(C) e o FA(A) ja foram clonados.

O primeiro gene a ser clonado foi o FA(C), através de complementagdo funcional das
alteragdes celulares. Strathdee e cols.(1992) isolaram um DNAc que corrigia a sensibilidade das
células do grupo FA(C) a MMC e DEB, mas ndo de outros grupos, o que confirmou a identidade
deste DNAc como o verdadeiro DNAc do FA(C) . O gene FA(C) é composto por 14 exons e
possui aproximadamente 80 kb e codifica para uma nova proteina de aproximadamente 63 kD
(Gibson e cols., 1993), de localizagdo citoplasmatica (Youssoutian, 1994), sugerindo que nao
tenha uma agdo direta no reparo do DNA, podendo no entanto, ser parte de uma via de reparo.

A clonagem do FA(A) foi realizada simultaneamente por dois diferentes grupos utilizando

diferentes abordagens, como a clonagem posicional (Apostolou e cols, 1996) e a



complementagdo funcional (Lo Ten Foe e cols., 1996). Como sua publicagdo € mais recente,
pouco se conhece sobre a proteina, mas ha indicagdes de que o provavel polipeptideo FA(A)
possui dois sinais de localizagdo nuclear e uma seqiiéncia de consenso com motivo tipo ziper de
leucina, consistente com uma fun¢@o nuclear, provavelmente como proteina de ligacdo ao DNA.
O gene contém aproximadamente 80 kb e pelo menos 43 exons (lanzano e cols., 1997).

A similaridade do fenotipo e das caracteristicas celulares independe do grupo de
complementagdo envolvido, levando a hipotese de que os genes envolvidos na AF atuem em
conjunto, como um complexo molecular. E provavel que as proteinas codificadas pelos genes FA
tenham uma interagdo no interior da célula, seja através da formagdo de complexos proteicos ou
por interagdo funcional. Varios modelos sdo possiveis. Primeiro, as proteinas FA podem se
associar fisicamente em um complexo proteico que atuaria como um mecanismo de defesa,
protegendo a célula do dano causado por agentes indutores de ligagdes cruzadas no DNA.
Segundo, as proteinas podem funcionar como uma cascata enzimatica, de forma seqiiencial,
resultando no reparo ou na remogdo das macro-moléculas celulares com ligagdes cruzadas.
Terceiro, as proteinas FA podem interagir em uma cascata de emissdo de sinais que incluiria
varios componentes, como um “sensor’” do dano no citoplasma, um “transmissor” de sinais ao
nucleo e um “indutor” de transcri¢do génica, de novos processos de reparo no DNA ou retardo
no ciclo celular. De acordo com este ultimo modelo, a proteina FA(C) poderia exercer a fungio
de “sensor” no citoplasma e a FA(A) teria agdo direta no nucleo (D Andrea e Grompe, 1997).

A clonagem dos genes FA esta tendo um grande impacto no diagndstico e no tratamento
dos pacientes portadores de AF. Apesar do teste cromossomico com DEB ser altamente
especifico e sensivel, ele ndo € capaz de distinguir entre os diferentes grupos de complementagao
e de identificar os heterozigotos para a mutacdo em um dos genes FA. A viabilidade do
diagnostico por analise direta do DNA dos genes FA(A) e FA(C) permite um diagnostico mais
rapido e preciso e sera a base para diagnosticos pré-natais em familias onde haja casos da doenca
(D’Andrea ¢ Grompe, 1997). Em relagdo ao tratamento, independentemente do grupo de
complementagdo, a maioria dos pacientes morre por complicacdes da faléncia medular. O
transplante de medula 6ssea (TMO) ¢ indicado, porém apesar de eliminar as manifestagdes
hematologicas da doenga, os pacientes sdo suscetiveis a complicagdes associadas ao uso de

ciclofosfamida (Zanis-Neto e cols., 1995), além de uma grande parte dos pacientes ndo possuirem



doador histocompativel. Uma alternativa seria a transdug@o retroviral de um gene FA em células
tronco hematopoéticas, opgao bastante viavel e que vem sendo estudada por varios centros.

Apesar de uteis, os estudos de transferéncia génica assim como o TMO, nio interferem
com as anormalidades do desenvolvimento ou com o risco de cancer em tecidos ndo
hematopoéticos. Assim, a clonagem e o melhor conhecimento dos genes e proteinas FA, poderdo
trazer maiores esclarecimentos sobre seu papel em outros aspectos clinicos da FA, como por
exemplo a suscetibilidade ao cancer.

Ha muitos anos atribui-se a esses pacientes um risco aumentado de desenvolvimento de
neoplasias de varios sistemas organicos incluindo a pele , sistemas gastrointestinais e ginecologico
(D’Andrea e Grompe, 1997), mas principalmente leucemias mieldides agudas (LMA), presente
em cerca de 15 a 20% dos pacientes que entram na segunda década de vida. Estes pacientes tem
usualmente clones cariotipicamente anormais na medula 6ssea mas n3o exibem transloca¢des
cromossOmicas envolvendo pontos de quebra associados a oncogenes especificos (Auerbach,
1992). Apesar da predisposi¢io aumentada a leucemia estar relacionada a alteragdo genética
basica da AF, a etiologia da leucemia nesses pacientes ¢ desconhecida. Auerbach e Allen (1991)
consideraram todos os pacientes portadores de AF como sendo pré-leucémicos e que a AF
representa um modelo para o estudo da etiologia da LMA. Mutagdes somaticas resultantes da
instabilidade genética podem ter importancia, assim como fatores ambientais podem ser agentes
desencadeantes. Varios agentes alquilantes sdo carcinogénicos e aumentam a incidéncia de cancer
na populagdo em geral. Como exemplo, podemos citar o significativo aumento na incidéncia de
LMA apoés tratamentos quimioterapicos com agentes alquilantes (Pedersen-Bjergaard, 1981).
Com esses pacientes passam por uma fase pré-leucémica, progredindo posteriormente para a
LMA. Nestes pacientes, aberragdes cromossOomicas clonais, especialmente monossomias e
deficiéncias dos cromossomos 7 e 5 (-7/-5 ou del (7q / 5q) foram descritas anteriormente ao
aparecimento da leucemia. Outros carcindgenos considerados como leucemogénicos sdo o
cloranfenicol, a fenilbutazona e o benzeno (Bloomfield e Brunning, 1976), sendo que o melhor
documentado destes, o benzeno, esta associado com quebras cromossomicas e desenvolvimento
de anemia aplastica. Todos os casos de leucemias resultantes da exposi¢do a estes carcinogenos
sdo do tipo mieloide aguda. Assim, mesmo as pequenas quantidades destes agentes presentes no
ambiente, podem contribuir para o aumento da incidéncia de LMA em pacientes hipersensiveis

como os portadores de AF.



Apesar de relativamente poucos pacientes terem sido submetidos a estudos citogenéticos
antes do inicio da leucemia, aberragdes clonais tem sido descritas nos casos estudados, sugerindo
clonalidade durante a fase aplasica da doenga (Hirschman e cols., 1969; Lisker e Cobo, 1974,
Berger e cols., 1980; Carbone e cols., 1984; Huret e cols., 1986; Huret e cols., 1988; Standen e
cols., 1989; Schindler e cols., 1987). Varias evidéncias demonstram que a presenga de clones
anormais na medula Ossea aumenta o risco de desenvolvimento de leucemia (Nowell e Besa,
1989).

A presenga de clones com rearranjos cariotipicos complexos ou clones com monossomia
ou deficiéncia no brago longo do cromossomo 7 em pacientes pré-leucémicos, tém sido associada
com prognoéstico ruim e progressdo para leucemia (Nowell e Besa, 1989). Uma revisdo das
correlagdes clinicas e citogenéticas em pré-leucemias, realizada no Sexto “Workshop”
Internacional em Cromossomos e Leucemias, 1987 (1989), demonstrou que a presenga de
aberragcdes cromossomicas clonais nestes pacientes fornece uma forte indicagdo da natureza
neoplasica da doenga. Um curto tempo de sobrevida foi associado com um maior grau de
complexidade clonal.

Estudos citogenéticos em pacientes que ja haviam desenvolvido um quadro leucémico sdo
relativamente limitados (Bourgeois e Hill, 1977; Roosendall e Nelis, 1981; Rotzak e cols., 1982;
Auerbach e cols.,1982; Stivrins e cols., 1984; Nowell e cols., 1984; Woods e cols., 1985; Huret e
cols.,1986; Thompson e cols., 1991, Berger e cols., 1993; Butturini e cols., 1994; Ferti e
cols.,1996). Auerbach e Allen (1991), revisaram 68 casos descritos na literatura, sendo 54 casos
de leucemia e 14 casos de pré-leucemia. Aberragdes cromossdmicas clonais foram detectadas na
maioria dos casos em que o estudo da medula 6ssea foi realizado. Berger e cols.(1993) analisaram
células de medula 6ssea de cinco pacientes previamente diagnosticados como portadores de AF e
obtiveram os seguintes resultados: no paciente 1, que apresentava sindrome mielodisplasica
(MDS), foi encontrado um clone anormal 47, XY, trp(1)(q32q44), + mar em 13 metafases e uma
célula normal. No paciente 2, que apresentava LMA, 13 metéafases apresentaram o cariotipo
45XY,- 7. No paciente 3, que também tinha LMA, 14 metafases eram anormais:
46,XY,add(1)(p34),del(7)(p13). No paciente 4, dois caridtipos foram observados: 46,XX (8
metafases) e 46,XX,-5,+8 (5 metafases). No paciente 5, foi encontrado o cariotipo 46,XX,+5,-21
em 25 metafases e cinco metafases normais. Treze anos depois, 0 mesmo cariétipo anormal foi

visto, em quatorze metafases analisadas. As aberragdes mais freqiientemente encontradas foram a
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monossomia do cromossomo 7 e translocagdes e duplicagdes envolvendo o brago longo do
cromossomo 1 (1q). Uma maior frequéncia de aberragdes envolvendo estes cromossomos parece
ser um consenso na maioria das publicagdes, porém rearranjos em varios outros cromossomos
foram descritos, demonstrando uma grande diversidade também a nivel citogenético. Ferti e cols.
(1996) descreveram o caso de um paciente com AF e LMA onde analises citogenéticas de células
da medula Ossea revelaram o caridtipo anormal 47,XY,der(6)t(1;6)(q23;p22), + mar em todas as
metafases analisadas. Na AF, a t(1;6) com varios pontos de quebra no 1q tem sido encontrada
tanto em LMA como em pré-leucemias.

Anomalias estruturais envolvendo o cromossomo Y s3o raras em doengas clonais
hematolégicas. Thompson e cols. (1991) observaram em um paciente portador de AF e MDS a
trissomia do cromossomo 8 em 50% das células da MO analisadas. Numa segunda observagao,
18 meses depois, o numero de células com trissomia do 8 aumentou para 80% e um clone
anormal adicional que continha um cromossomo Y derivativo, resultante de uma translocagéo
entre 0 cromossomo Y e 1, foi encontrado em 3 de 50 células analisadas. Em analises
citogenéticas subsequentes, a t(Y;1) ndo foi encontrada e a trissomia do cromossomo 8 voltou ao
nivel de 50% em 200 células analisadas.

E interessante ressaltar a auséncia de translocagdes como a t (8;21), t (15;17) e o
envolvimento de 11q, comumente observados nos casos de LMAs “de novo”, mas ndo em pré-
leucemias, sugerindo que a AF seja uma condigdo pré-leucémica para a LMA, onde o estudo

citogenético tem importante valor prognostico ( Auerbach e Allen, 1991).
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1.1. OBJETIVOS

1. Avaliar citogenéticamente, a partir de amostras da medula Ossea, pacientes portadores de

AF visando uma contribuigdo para o estabelecimento de um melhor ou pior prognéstico.

2. Correlacionar a presenga ou auséncia de aberragdes cromossdmicas com a evolugdo clinica do

paciente.

3. Verificar se as aberra¢des detectadas em nossa amostra estdo de acordo com as descrigdes da

literatura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram analisadas amostras de medula 6ssea obtidas de 15 pacientes, 10 do sexo masculino
e 5 do sexo feminino, com idades entre 2 e 13 anos (M=6), com diagnostico de AF
previamente confirmado pelo teste com DEB. A coleta foi realizada no Ambulatério de
Hematologia ou da Unidade de Transplante de Medula Ossea (TMO) do Hospital de Clinicas
(HC) da Universidade Federal do Parana (UFPR). Cerca de 5ml de medula 6ssea foi aspirada a
partir da crista iliaca posterior ou da regido esternal. O material foi enviado a Unidade de

Citogenética Humana do Laboratério de Imunogenética, HC, UFPR , onde foi realizada a

2>

preparagdo citologica.

2.2. PREPARACAO CITOLOGICA

Para a obtengdo dos cromossomos metafasicos em amostras da medula 6ssea, foi utilizado
o método descrito por Williams e cols.(1994), com modificagdes, conforme descrito a seguir.
Apos a coleta, a seringa foi enviada ao laboratorio de Citogenética, onde o material foi
dividido em quatro recipientes contendo meio de cultura (RPMI 1640 - Difco) suplementado com
30% de soro bovino fetal. O material colocado em dois frascos de cultura foi incubado por 24
horas a 37°C e ao ser distribuido em dois tubos de centrifuga foi imediatamente adicionado 0,1
ml de colchicina houdé (1 mg / 25 ml de agua bidestilada esterilizada).
1. Apds 55 minutos de exposigdo a colchicina, o material foi centrifugado a 1000 rpm por 8

minutos.

2. Foi retirado o sobrenadante e adicionado 1 ml de KCI (0,075M) a 372C. O material foi
ressuspendido lentamente e foram adicionados mais 9 ml de KCl. Apos cuidadosa ressuspensao,
permaneceu em repouso por mais 30 minutos.

3. O material foi centrifugado a 1000 rpm por 8 minutos e foi retirado o sobrenadante.

4. Foi acrescentado 1 ml do fixador (3 volumes de metanol para 1 de acido acético glacial) recém

preparado. O material foi homogeneizado e o volume foi completado para 10 ml.
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6. Posteriormente, foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos.

7. As etapas 4 e 6 foram repetidas pelo menos duas vezes, até se obter um botdo de células
limpido.

8. Ao sedimento final foi acrescentado 1 ml de fixador.

9. Duas gotas da suspensdo foram distribuidas em laminas, previamente lavadas e mantidas na
geladeira em élcool absoluto.

10. Apds a secagem, que ocorreu naturalmente, as laminas foram estocadas para obtengdo das

bandas G.

2.3.BANDEAMENTO CROMOSSOMICO GTG

Foi utilizada a técnica de Scheres (1972), com modifica¢Ges.
1. As laminas foram imersas em solugdo de tripsina 0,01% diluida em tampéo fosfato, pH 6,8, por
8 a 15 segundos, conforme o tempo decorrido desde a preparagdo citologica.
2. Foi interrompida a agdo da tripsina mergulhando a lamina rapidamente em solugdo fisiologica
0,9% por duas vezes.
3. As laminas foram coradas em solugdo de Giemsa diluida em tampio fosfato, pH 6,8, na
proporg¢do de 1:30, durante 7 minutos.

4. As laminas foram lavadas com agua destilada e secas ao ar.

2.4. ANALISE CROMOSSOMICA E OBTENCAO DOS NEGATIVOS

Apos o bandeamento G, as metafases foram analisadas em microscopio Optico comum.
Foram utilizados como critérios para a classificagdo, descricdo de possiveis rearranjos e para a
defini¢io de clonalidade cromossomica, aqueles recomendados pelo ISCN, 1995. Neste, define-se
como clone, a presenga de pelo menos duas células com a mesma aberragdo estrutural ou a
presenca adicional do mesmo cromossomo e a ocorréncia de pelo menos trés células com a

auséncia do mesmo cromossomo.
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No minimo duas metafases de cada clone foram selecionadas, fotografadas em

microscopio comum com camara fotografica automatica e posteriormente cariotipadas.
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3. RESULTADOS

Dos 15 pacientes cujas células foram submetlidas a cultura, em quatro ndo houve a
obten¢do de cromossomos metafasicos (casos de numero 2, 6, 11 e 13) e em um (caso 12) a
quantidade foi considerada insuficiente para analise ( 5 metafases). Esta freqiiéncia (33%) de ndo
obtencdo de metafases esta dentro do esperado devido as condi¢bes de aplasia medular dos
pacientes. As caracteristicas dos pacientes em relagdo a sexo, idade, caridtipo e evolugdo clinica
se encontram na tabela 1. e

Nos 10 pacientes em que se obteve cromossomos g@tlggi?gfs? %6?321%Ca,ﬁgl?s?(%g@&@rﬁgtéitjglw
de 173 metafases e observadas aberragdes clonais em 19 (10,98% ) células de 6 pacientes (60%)
(casos de numero 3, 5, 8, 10, 14 e 15). As aberragdes encontradas estdo demonstradas na figura
6. As aberragdes estruturais foram mais freqientes (67% - casos 4, 5, 8 e 15) do que as numéricas
(33% - trissomias dos cromossomos 21 e 11 observados nos casos 10 e 14). Entre as aberragdes
estruturais, as envolvendo o cromossomo 17 foram as mais frequentes, tendo sido encontradas em
3 dos 4 pacientes (75% - casos 6, 10 e 15) com este tipo de aberragdo. As envolvendo o
cromossomo 7 (caso 15) e 10 (caso 8) foram observadas em um dos quatro pacientes (33%,
respectivamente). Das 5 aberragdes estruturais observadas, 4 delas (80%) foram delegdes e 1
(20%) foi isocromossomo. No caso numero 4, foram vistas 2 quebras no cromossomo 5 em
diferentes metafases e uma trissomia do cromossomo 4 ndo clonal, tendo sido, portanto, o
cariotipo considerado como normal, mas com a recomendagdo de repeticio do mesmo em um
periodo maximo de 6 meses. Dos 14 pacientes com evolugao clinica conhecida (exce¢do do caso
12), 7 foram submetidos ao TMO. Destes, 3 (43%) ndo apresentaram météfases antes do TMO,
sendo que 2 (67%) apresentaram boa evolugdo clinica e 1 (33%) foi a obito, 3 (43%)
apresentaram aberragdes cromossomicas, sendo que 2 (67%) foram a o6bito e 1 (33%) apresentou
boa evolugdo clinica; 1 (14%) dos 7 pacientes apresentava caridtipo normal, tendo ido a ébito.
Dos 7 pacientes cuja evolugdo clinica refere a apenas pancitopenia, 3 (43%) apresentaram
cariotipo normal e 3 (43%) cariotipo anormal (1 dos quais foi a 6bito) e 1 (14%) ndo apresentou
metafases. Nenhum dos pacientes evoluiu para leucemia até o momento ou anteriormente ao

obito.
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Tabela 1 : Caracteristicas dos pacientes e respectivos cariotipos e evolugao.

N° |Sexo |Idade Cariétipo Evolucio clinica
(anos) (até 15/11/97)

1 M 04 46,XY [20] Pancitopenia

2 M |11 SM Obito apos TMO.

3 M 06 46,XY, del (17)(p12) [04] / 46,XY [09] TMO, boa evolugao.

4 F 02 46,XX [17] Pancitopenia
Aberragdes n3o clonais [03]

5 M 10 46,XY,1(17)(q10) [02] / 47,XY, Pancitopenia
+1(17) (q10) [02] / 46,XY [16]

6 M 07 SM Pancitopenia

7 F 13 46, XX [11] Pancitopenia

8 M 03 46, XY, del(10)(q24)[02] / 46, XY [19] Pancitopenia

9 M |09 46,XY [23] Obito ap6s 2° TMO nio

aparentado.
10 |F 09 47,XX,+21[02]/46,XX [18] Obito apés TMO ndo
| aparentado.

11 (M 06 SM TMO, boa evolugao.

12 |[F o5 QI [05] 27

13 |M 06 SM TMO, boa evolugdo

14 |M 08 47, XY, +11 [02]/ 46, XY [07] Obito apos 2° TMO

15 |F 04 46,XX, del(7)(q22),del(17)(p12) [0S}/ Pancitopenia severa,obito
46, XX [06] por sangramento no SNC.

M = masculino

F = feminino

SM = sem metafases

QI = quantidade insuficiente de metafases.




N° do CARIOTIPOS PARCIAIS
caso
3 , ,
& &
17 del (17)(p12)
5 ' x L5 ]
X : And
17 i (17)(q10) +1i(17)(q10)
8
P 3
10 del (10)(q24)
10
+ 21
14
313
+ 11
15
' & . Y
T del (7)(q22) 17 del (17)(p12)

Figura 6 - Cariotipos parciais ( banda G ) referentes aos casos 3. 5, 8. 10. 14 e 15.



18

4 . DISCUSSAOQ

Cerca de 15% dos pacientes portadores de AF desenvolvem LMA (Auerbach, 1992),
sendo que a presenca de aberragdes cromossOmicas € indicativa de evolugdo clinica para
leucemia. Apesar disto, analises citogenéticas em pacientes portadores de AF que desenvolveram
leucemias e mesmo mielodisplasias sd3o relativamente pouco freqiientes (Bourgeois e Hill, 1977,
Roosendall e Nelis, 1981; Rotzak e cols.,1982; Auerbach e cols., 1982; Stivrins e cols., 1984;
Nowell e cols., 1984; Woods e cols., 1985; Huret e cols., 1986; Thompson e cols., 1991; Berger
e cols., 1993; Butturini e cols., 1994; Ferti e cols., 1996). Sdo também relativamente raros os
estudos citogenéticos na fase de aplasia medular da doenga (Hirschman e cols., 1969; Lisker e
Cobo, 1974, Berger e cols., 1980; Carbone e cols., 1984; Huret e cols., 1986, Schindler e cols.,
1987, Huret e cols., 1988; Standen e cols., 1989), onde a presenga de aberra¢Ges clonais tém sido
correlacionada positivamente com um maior risco de desenvolvimento de leucemia.

Realizamos, neste estudo, a analise citogenética em células da medula Ossea de 15
pacientes portadores de AF, apos confirmagdo do diagnostico com o teste com DEB e em fase de
aplasia medular, sem evidéncias clinicas ou hematologicas de mielodisplasia ou leucemia. Destes,
5 (33%) pacientes ndo apresentaram ou tiveram numero insuficiente de metafases na preparagdo
citologica e, entre os 10 restantes, 6 (60%) apresentaram aberragdes cromossOmicas clonais
(tabela 1). Entre as aberragGes encontradas, as estruturais foram mais frequentes (67%) que as
numéricas (33%), sendo que o brago curto do cromossomo 17 esteve envolvido no cariotipo de
3 dos 4 pacientes com aberragdes estruturais (75%). Em um dos pacientes (caso 5), identificou-se
a presenga de dois clones relacionados portadores de um isocromossomo formado pelos bragos
longos do cromossomo 17, i (17q). Esta é uma aberragdo freqiientemente descrita em doengas
hematologicas, especialmente como aberragdo secundaria na evolugdo da leucemia mieldide
cronica (LMC), onde é encontrada em cerca de 10% dos casos (Heim e Mitelman, 1995). Cerca
de 20 casos de LMA foram descritos contendo i(17q) como aberragdo isolada (Mitelman e
cols., 1973, Mertens e cols., 1994), além de estar presente em cerca de 1 a 5% das mielodisplasias
(MDSs) e como aberragido secundaria ou em cariétipos hiperdiploides na LLA. Também ocorreu
em raros casos de mielofibrose idiopatica e em alguns tumores solidos como o neuroectodermico.
Na LMA, Becher e cols. (1990), sugeriram que a presenga isolada do i(17q) identifica um
subgrupo de pacientes com doengas displasicas, as vezes mieloproliferativas, caracterizadas por

rapida progressdo para LMA, pouca resposta a quimioterapia e curto tempo de sobrevida apos a



19

transformagdo. A formagdo deste cromossomo aberrante leva a auséncia (monossomia) de um dos
bragos curtos do cromossomo 17 e & trissomia (tetrassomia no segundo clone) do brago longo do
mesmo. Apesar dos estudos moleculares ndo terem fornecido informag¢des mais concretas, alguns
autores sugerem que a perda do brago curto possa ter um efeito importante, pois leva a perda de
um alelo de cada gene localizado em 17p, incluindo o gene supressor TP53, cujas mutagdes tém
sido descritas na maioria das doengas neoplasicas (Heim e Mitelman, 1995). A mesma
conseqiiéncia molecular poderia ser sugerida nos casos 3 e 15, onde uma deleg¢do no brago curto
do cromossomo 17, (17p-) foi detectada, como Unica aberragdo no caso 1 e concomitante com
uma delecio no brago longo do cromossomo 7 (7q-) no caso 15. O envolvimento de 17p tém sido
correlacionado a casos de LMA e MDS secundarias, assim como a maioria das aberra¢des
descritas em portadores de AF. O envolvimento do cromossomo 7, presente em nossa amostra no
caso 15, é o mais freqientemente citado na literatura, seja como monossomia total (-7) ou parcial
(7q-) e tém sido associado a um pior progndstico. Apesar de ndo haver relato clinico de evolugédo
para leucemia da paciente nimero 15, podemos observar que esta apresentou uma evolug@o
bastante desfavoravel, com pancitopenia severa e Obito por sangramento no sistema nervoso
central (SNC).

No caso 8, observamos uma delegdo no brago longo do cromossomo 10 (10g-). Esta ¢
uma aberra¢do pouco citada na literatura, com somente 9 casos descritos em LLA e 4 em LMA,
nenhum deles em pacientes portadores de AF (Mitelman e cols., 1997).

Dois pacientes (casos 10 e 14) apresentaram aberragdes numéricas isoladas. No caso
10 foi detectada uma trissomia do cromossomo 21, aberragdo encontrada com uma freqiéncia
relativamente alta em varias doengas hematologicas, especialmente LLAs, mas também em cerca
de 5% das LMAs e em 5 a 10% das MDSs, em geral como aberragdo secundaria e ja descrita
como associada a fase pré-leucémica da AF (Auerbach e Allen, 1991). No caso 14, uma trissomia
do cromossomo 11 foi identificada. S6 ha descri¢des desta trissomia em doengas hematologicas
mieloides, LMAs ou MDSs , sendo que em um ter¢o aparece como aberragdo isolada (Heim e
Mitelman, 1995).

Comparando as aberragdes cromossomicas encontradas em nossa amostra com as
descritas na literatura, notamos que, com exce¢do do envolvimento do cromossomo 7 em um
caso (numero 15), todas as outras aberragdes encontradas ndo foram ainda descritas em

portadores de AF, apesar de serem relativamente comuns em portadores de LMAs ou MDSs,
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especialmente secundarias. Este fato € teoricamente esperado, considerando que estes pacientes
apresentam uma hipersensibilidade a agentes genotoxicos conforme mencionado na introdugio
deste trabalho. |
Em relag@o a evolugdo clinica dos pacientes, podemos observar (tabela 1) que de 14
com evolucdo conhecida, 5 (35,7%) foram a ¢bito, sendo 4 por complicagdes decorrentes do
TMO (casos 2, 9, 10 e 14) e 1 por sangramento no SNC (caso 15). Destes, 1 ndo apresentou
metafases na analise citogenética (caso 2), 1 tinha caridtipo normal ( caso 9 ) e 3 tinham
cariétipos anormais ( caso 10 (+21), caso 14 (+11) e caso 15 (7q- e 17p-)). Entre os que
permanecem vivos, dois foram submetidos ao TMO e estdo apresentando boa evolugdo (casos 3
(17p-) e 11 (SM)) e os 6 restantes (casos 1, 4, 5, 6, 7 e 8) estdo pancitopénicos e aguardando
TMO. Nenhum deles apresentou, até a conclusdo deste trabalho, evolugdo para LMA ou MDS.
Com exce¢do do caso 15, onde o obito foi em decorréncia da propria doenga e ndo de
complicagdes do TMO e havia uma aberragdo cromossomica (7q-) indicada por diversos autores
como associada a um prognostico ruim, acreditamos que ndo podemos fazer uma correlagdo
direta entre o cariotipo e a evolugdo clinica dos pacientes, o que ja era esperado pelas poucas
informagdes disponiveis de estudos citogenéticos na fase aplasica da AF. Este fato, aliado ao alto
indice de aberragcGes cromossOmicas encontradas em uma amostra reduzida como a que
estudamos, justifica que os estudos citogenéticos devam ser intensificados na fase acima referida
da AF. Isto, ndo so6 pela aplicabilidade das informac¢Ges obtidas para fins terapéuticos e
prognosticos, como também para a identificacdo das regides cromossomicas envolvidas que

poderdo ser avaliadas com maior profundidade pelo emprego de metodologias moleculares.
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5. CONCLUSOES

e Neste trabalho, foram encontradas aberragdes clonais em seis pacientes dos dez que
apresentaram uma quantidade suficiente de metafases para analise, indice bastante alto,

considerando estudos anteriores similares.

e Entre as aberragcdes encontradas, somente em um caso (caso 15: del(7)(q22) ) houve
correlacdo com as aberragdes mais comumente descritas na literatura (envolvendo o cromossomo
7 e 1), além de um caso (caso 10) descrito com trissomia do cromossomo 21. As demais
aberragdes encontradas em nossa amostra nao haviam sido descritas anteriormente em pacientes

portadores de AF na fase pré-leucémica.

o Achamos relevante o envolvimento do brago curto do cromossomo 17, que foi encontrado em

75% dos casos com aberragdes estruturais.

¢ O fato de 7 pacientes terem sido submetidos ao TMO, dificultou uma correlagédo direta com a

evolugdo clinica.

e A alta frequéncia de aberragdes cromossdmicas indica a importancia dos estudos citogenéticos

em pacientes com AF, conforme os objetivos deste trabalho.
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