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GLOSSARIO

Anelamento: processo bioquimico em que ocorre a unido de duas seqii€ncias

complementares de DNA.

bp: o DNA ¢ formado por nucleotideos que se pareiam de acordo com as

regras da complementaridade, sendo cada par denominado “base pairs”ou pares de base.

Cromossomo: unidade do genoma, contendo um grande nimero de genes; uma
molécula de DNA de duplo filamento longa e linear e uma quantidade aproximadamente
igual de proteinas.

Desnatura¢do: ¢ a separagdo das moléculas de DNA dupla fita para fita
simples; geralmente obtida através da elevagdo da temperatura ou através da utilizagdo de
substancias alcalinas.

DNA: 4cido desoxirribonucléico, molécula que codifica os genes responsaveis
pela estrutura e fungdo dos organismos vivos e permite a transmiss3o das caracteristicas das

espécies para a progénie na forma de genes.

Exon: regiio do gene que contém a seqiiéncia que codifica um dado

polipeptideo.

Gene: Unidade hereditdria; em termos moleculares, uma seqiiéncia de DNA

cromossdmico, necesséria a formagédo de um produto funcional

Hibridiza¢do: € o pareamento complementar de fitas de DNA ou RNA para
produgdo de hibridos do tipo DNA-DNA ou DNA-RNA. Se o DNA dupla fita €
desnaturado, e as fitas irmas se encontram, elas se reassociam. Se, apos a separagdo da
dupla fita, adicionarmos um excesso de DNA denominado sonda, complementar a
seqiiéncia de interesse, devido & vantagem numérica, a sonda encontraré o alvo antes da fita

“irmd”, ocorrendo uma hibridizagdo e nio a reassocia¢do de duas fitas irmas.



Intron: segmento do gene que se localiza entre os exons. Essa regido ¢
eliminada no nivel de RNAm (responsavel pela codificagdo da proteina). Desta forma ndo

ha expressdo na proteina.

Nucleotideo: é a unidade formadora dos &cidos nucl€icos compostos por
grupos fosfatos, uma ribose ou deoxirribose, € as bases pirimidinicas (C,T,U) ou purinicas
(A,G).

Oligonucleotideo: pequena seqiiéncia de nucleotideos.

Oncogene: gene com a capacidade de transformar células normais em

neoplasicas.

PCR: “polimerase chain reaction”ou reagdo em cadeia por polimerase, que
permite a amplificagdo do DNA por meio de dois oligonucleotideos flanqueadores, ou
“primers”, e os ciclos repetidos de amplificagdo com DNA-polimerase. Permite a analise de
uma seqiiéncia curta de quantidades muito pequenas de DNA ou RNA sem a necessidade

de clonagem prévia.

“primers”: seqiiéncia iniciadora, geralmente curta (20 a 30 pb), que € pareada
a uma das fitas de DNA para dar inicio & sintese de uma nova cadeia de

desoxirribonucleotideos.

Sonda: pequeno fragmento de DNA utilizado para a detecgdo de outro
fragmento de DNA complementar que é o alvo, através de hibridizagdo molecular. A sonda

¢ marcada com substancias radioativas ou nfo radioativas.

Southern Blot: método de transferéncia de fragmentos de DNA, que foram
separados por eletroforese em gel de agarose, para uma membrana de nylon ou

nitrocelulose, onde podera ser hibridizado com um &cido nucléico complementar.

Translocagio cromossdmica: transferéncia de um segmento de um
cromossomo para outro cromossomo. Caso dois cromossomos homélogos troquem

fragmentos, a translocagdo € reciproca.

xxxi



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A Adenina

AT ataxia teleangiectasia

BFM grupo cooperativo alemdo Berlin, Frankfurt, Miinster

C citosina

DNA acido desoxirribonucléico

dNTPs deoxinucleosideos trifosfato

dTTP desoxitimidina trifosfato

G guanina

LLA leucemia linfoblastica aguda

LMA leucemia mieloide aguda

MLL gene Myeloid-Lymphoid Leukemia ou Mixed-Lineage Leukemia
PCR reacdo em cadeia por polimerase

QT quimioterapia

SNC sistema nervoso central

T timina

TCR receptor de c€lulas T

t-LMA termo utilizado para designar uma leucemia mieldide secundaria a agentes

quimicos ou fisicos

TS tumor solido
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RESUMO




Lopes LF - Instabilidade génica mediada pela V(D)J-recombinase e a
presenca do gene hibrido Vy/JB em pacientes pedidtricos oncolégicos expostos a

quimioterapia. Campinas; 2001. [ Tese de Doutorado- UNICAMP]

No presente estudo foi investigado um tipo de instabilidade especifica dos linfocitos que,
segundo dados de literatura, pode estar relacionado com o desenvolvimento de neoplasias
“de novo” ou associadas ao aparecimento de neoplasias secundarias. Esta instabilidade
estudada ¢ definida através da freqiiéncia de rearranjos que ocorrem entre o segmento V no
receptor de células T no locus gamma (7p14-15) e do segmento J do receptor de células T
no locus beta (7q 35). Desta forma, os objetivos deste estudo foram: 1) utilizando o gene
hibrido Vy/JB como marcador, estudar a instabilidade génica induzida pela quimioterapia
antineopldsica em pacientes pediétricos portadores de leucemia linfocitica aguda ou
tumores sélidos; 2) estudar o grau de reversibilidade desta instabilidade apés o final da
exposi¢io aos agentes quimioterapicos e 3) demonstrar a validade da abordagem de estudo
da recombinac@o, avaliando os produtos da “nested PCR” de DNA genémico dos pacientes
em gel de poliacrilamida, posteriormente revelado pela prata (abordagem ainda néo descrita

na literatura para o estudo do gene em quest&o).

Foram analisadas 210 amostras de DNA de individuos agrupados desta
maneira: sem neoplasia- 30 individuos, 90 pacientes com LLA ( 15 pré Qt, 15 com QT 3-6
meses e 15 com 9 a 12 meses, 15 pacientes apds término entre 6 ¢ 12 m, 15 ap6s 2 a 4 anos
e 15 ap6és 5 anos ou mais) e 90 pacientes com Tumor Sélido, também subagrupados da
mesma forma que os pacientes com LLA . Todos os 210 pacientes foram classificados com
resultado positivo ou negativo para o rearranjo, de acordo com a presenga ou auséncia da
banda esperada ap6s a segunda PCR. Para cada individuo foram estudadas 6 diferentes
quantidades de DNA (525ng, 350,175,35,17.4, ¢ 8.75) e, em cada uma delas, chamamos de
positivo ou negativo para o rearranjo de acordo com a presenga ou auséncia da banda
visualizada no gel revelado.

Foi determinada a média da freqiiéncia do rearranjo Vy/JB para cada grupo. O
grupo de pacientes durante a quimioterapia foi comparado com a média da freqti€ncia dos

rearranjos pré e pds-quimioterapia separadamente para o grupo de LLA e TS. As médias
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foram comparadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis. As comparagdes
multiplas foram feitas através do método Tukey-HSD. A média da freqiiéncia de rearranjos
foi de 10,2/10° células para os pacientes com LLA que estavam expostos aos

quimioterapicos no periodo de 3 a 6 meses e para o grupo em tratamento entre 9 a 12 meses
foi de 13,8/10°.

Para o grupo controle (30 individuos) e para o grupo com LLA pré-tratamento
os valores foram 1,3/10° e 3,1/10° . O estudo estatistico comparando grupos -controle, LLA
pré-QT e LLA durante QT - mostrou tratar-se de valores altamente significativos (p <
0,001).

No grupo de pacientes com Tumor Sélido, a média da fregiiéncia de rearranjos
durante o tratamento foi de 9,2 e 9,1:"10S células respectivamente para 3 a 6 meses de
tratamento e 9 a 12 meses. O grupo controle, sem neoplasia, foi 0 mesmo descrito acima € a
média de rearranjo foi de 1,3/10° e para os TS pré-quimioterapia foi de 0,6/10° células.
Novamente o estudo estatistico comparando grupos -controle, TS pré QT e TS durante QT-

mostrou tratar-se de valores altamente significativos (p < 0,002).

Desta forma pode-se concluir que: 1) o método utilizando gel de poliacrilamida
corado pela prata pode ser substituido pelo gel de agarose corado com brometo de etidio e
hibridizado pela técnica de Southern Blot, sem prejuizo dos resultados e com a vantagem
de ser mais rdpido, de menor custo e da ndo-necessidade de utilizacdo de material
radioativo e 2) os resultados do estudo indicam que os pacientes apresentaram instabilidade
génica onde a presenga do gene hibrido Vy/JB pdde ser observada em freqiiéncia mais

elevada durante a fase de tratamento com quimioterapia.
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1.1. INSTABILIDADE GENICA E CANCER

A instabilidade génica ocorre de forma natural na evolu¢io e no
desenvolvimento das espécies, estando presente também no desenvolvimento do céncer. O
risco de um individuo apresentar um tipo particular de cancer estd relacionado a sua
propensio de desenvolver mutagdes genéticas, delegdes, amplificagdes, insergdes ou
translocagdes, de maneira geral ou em uma linhagem celular especifica. Translocagdes
associadas a neoplasias, envolvendo linfécitos humanos, freqiientemente estéo relacionadas
a rearranjos associados aos receptores de células T (TCR) e imunoglobulinas. Estes genes
podem ter origem durante a fase de maturagéo dos linfécitos T e B, bem como no processo
de estimulagdo antigénica (MEYDAN D et al, 1999). Tem sido sugerido na literatura que
estes eventos sejam utilizados como marcadores de instabilidade génica, de exposi¢do

genotéxica e também do risco de céancer.

Individuos com historia de cancer na infincia apresentam 10 a 20 vezes maior
risco de desenvolver um segundo céncer em relagdo a populagdo normal. O tempo de
aparecimento deste segundo céncer ndo estd bem definido, mas 3 a 12% das criangas o
desenvolvem nos primeiros 20 anos (ANDRIEU JM et al, 1990; BLAYNEY DW et al,
1987; GLICKSMAN AS et al, 1982; HENRY-AMAR M et al, 1993; KALDOR JM et al,
1990; MEADOWS AT et al, 1989).Esta porcentagem varia de acordo com idade, tipo de
tratamento usado no primeiro cancer, diagndstico do primeiro céncer, condi¢des genéticas
propicias para o aparecimento etc. Pacientes conhecidos como de maior risco sdo os
portadores de linfoma de Hodgkin, mieloma multiplo, céncer de ovario, retinoblastoma,
tumor de Wilms com histéria genética, pacientes expostos a radioterapia e agentes
alquilantes, xeroderma pigmentoso, doenga de von Reicklinghausen, sindrome de
Klinefelter etc (ANDRIEU JM et al, 1990; BLAYNEY DW et al, 1987; GLICKSMAN AS
et al, 1982; HENRY-AMAR M et al, 1993; KALDOR JM et al, 1990; MEADOWS AT et al,
1989).

Os pacientes com linfoma de Hodkgin apresentam risco relativo para
desenvolvimento de leucemia de 37.4 e linfoma ndo Hodgkin 20.6 (TUCHER MA et al,
1987; van LEEUWEN FE et al, 1994). Alguns estudos mostram que o tempo de

aparecimento varia de 3 meses a 21 anos apés o diagndstico do primeiro cancer (média de

Introducio
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5.5 anos). Tumores ndo hematologicos surgidos nos pacientes que trataram de linfoma de
Hodgkin parecem mostrar relagdo direta com a radioterapia recebida (campo, dose etc). Os
segundos tumores mais comuns nestes pacientes foram tumores 6sseos, sarcomas de partes
moles, carcinoma de pele e carcinoma de tireéide (média de laténcia de 9.5 anos a 12 anos
com incidéncia atuarial de 5.8% em 12 anos)(ANDRIEU JM et al, 1990; BLAYNEY DW et
al, 1987; BOIVIN JF et al, 1984 ; DEVEREUX S et al, 1990; GLICKSMAN AS et al, 1982;
HENRY-AMAR M et al, 1993; KALDOR JM et al, 1990; MEADOWS AT et al, 1989).

1.2. LEUCEMIAS SECUNDARIAS ASSOCIADAS A QUIMIOTERAPIA

Das doengas malignas hematopoiéticas como segundo cancer, a mais freqiiente
¢ a leucemia mieléide aguda (LMA). Sugere-se que ha relagdo direta com exposigdo aos
agentes quimioterapicos (GREENE MH et al, 1982; KALDOR JM et al, 1987; PEDERSEN-
BJERGAARD J et al, 1985; REIMER RR et al, 1987; VALAGUSSA P et al, 1987). Estes
agentes indutores de LMA s3o divididos em dois grupos: agentes alquilantes e agentes
inibidores de topoisomerase II. Pacientes com tumores de ovario, gastrointestinais, tumores
germinativos que foram tratados com agentes alquilantes, tiveram LMA em incidéncia que
variou de 5 a 20% (GREENE MH et al, 1982; KALDOR JM et al, 1987; PEDERSEN-
BJERGAARD J et al, 1985; REIMER RR et al, 1987; VALAGUSSA P et al, 1987).

Dados de literatura mostram que a incidéncia de segundo cancer em pacientes
sobreviventes de leucemia linfocitica aguda (LLA) ¢ bastante baixa, na ordem de
62/100.000 pacientes por ano, comparado com 280/100.000 nos pacientes com linfoma de
Hodgkin, sendo o risco cumulativo estimado de 2,5% a 8% em 15 anos ap6s o diagndstico.
Entretanto, tem sido mostrado mais recentemente um risco maior de desenvolvimento de
LMA entre os pacientes com LLA expostos a epipodofilotoxinas (um dos agentes do grupo
das drogas inibidoras da topoisomerase II) cujo risco cumulativo em 6 anos foi de 3,8%.
Com estes dados tem-se observado que pacientes com tumores s6lidos expostos a esta
droga também desenvolvem LMA. A partir do conhecimento do efeito indutor de leucemia
das epipodofilotoxinas, alguns estudos mais recentes descreveram outras drogas do mesmo

grupo dos inibidores da topoisomerase II, tais como as antraciclinas e o mitoxantrone,
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levando a efeitos semelhantes e indutores de leucemias (ANDRIEU JM et al, 1990;
BLAYNEY DW et al, 1987; BOIVIN JF et al, 1984; GLICKSMAN AS et al, 1982;
HENRY-AMAR M et al, 1993; KALDOR JM et al, 1990; MEADOWS AT et al, 1989;
PEDERSEN-BJERGAARD J, et al, 1982; TUCKER MA, et al, 1988).

As leucemias relacionadas com tratamento sdo desordens hematopoiéticas
ocorridas nas c€lulas precursoras ou, em alguns casos, ligadas a uma linhagem progenitora
especifica. As que se originam de forma espontinea sdo chamadas de LEUCEMIA “DE
NOVO”. Chama-se de LEUCEMIA SECUNDARIA (t-LMA) aquelas que estdo
relacionadas ao tratamento de um primeiro cancer ou a exposicdo prévia de um agente
mielotéxico. A maioria das leucemias secunddrias estd relacionada a uma fase prévia de
mielodisplasia, relacionadas ao uso de alquilantes. Existe, entretanto, um mimero menor de
pacientes que desenvolvem as leucemias secundérias sem passar por uma fase prévia de
mielodisplasia, mesmo tendo sido expostos a um agente quimioterdpico relacionado aos
inibidores da topoisomerase II (THEIRMAN M]J et al, 1996).

1.3. LEUCEMOGENESE E DESORDENS GENETICAS ASSOCIADAS

Foi descrito que 80 dias sdo suficientes para provocar a transformagdo de uma
célula tronco-hematopoiética em clone leucémico através da agdo carcinogénica e
mutagénica in vitro. (KOEFFLER HP et al, 1984) In vivo, em estudos clinicos, o periodo
esperado mais aceito € de 5 a 7 anos para o aparecimento desta leucemia (sobreviventes da
Bomba de Hiroshima e Nagasaki apresentaram média de 7 anos)( LEVINE EG &
BLOOMFIELD CD, 1992). Mais recentemente, foi publicado estudo de pacientes com
cancer de mama e que receberam mitoxantrone (pertencente ao grupo da Topo II),
ciclofosfamida e fluoracil associada a radioterapia (LINASSIER C et al, 2000). Estes
pacientes apresentaram t-LMA 13 a 36 meses apdés o inicio do tratamento com

quimioterapia e 4 a 28 meses (mediana 10,5 meses) apds o término do tratamento.
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Os fatores que interferem no tempo de aparecimento das leucemias secundarias
podem estar ligados a especificidade dos agentes carcinogénicos tais como: farmacologia
da droga, dose e intensidade, exposi¢do a radiagdo ionizante, fatores biologicos que
exprimem a presen¢a da delecdo ou inativagdo de gene supressor previamente a exposicao

desses agentes (quimioterapicos, radioterapicos ou outras drogas leucemogénicas).

As alteragbes que envolvem tais leucemias se devem a vérias lesdes que
ocorrem no DNA (delegdes, inativagdes de genes supressores, mudangas de expressdes do
gene). As perdas de material cromossdémico ou translocagdes sdo descritas nos pacientes
que recebem agentes inibidores da topoisomerase Il (enzima que envolve a replicagdo do
DNA), sendo estes agentes: etoposide (VP16), tenitoposide (VM26) ou antraciclinas
(DAVIES SM, 1996; RUBNITZ JE et al, 1996; WINICK NI et al, 1993).

As t-LMA induzidas pela inibigdo da topoisomerase II expressam em 85% dos
casos a presenga de uma lesdo envolvendo o cromossomo 11, banda g23. O mesmo gene pode
ser encontrada em 10% dos pacientes com LLA e em 5% das LMA “DE NOVO”. Chamou-se

‘de gene MLL (myeloid-lymphoid leukemia ou mixed lineage leukemia) a esta alteragdo
cromossomica. Este mesmo gene também foi chamado por outros centros de pesquisa de:
ALL-1, HRX H-trx,etc (DAVIES SM, 1996; RUBNITZ JE et al, 1996; WINICK NI et al,
1993). Foram encontrados alguns dados clinicos associados a esta anormalidade: as leucemias
linfocfticas agudas em lactentes expressam este gene em 68 a 81% dos casos (CHEN CS et al,
1993; CIMINO G et al, 1993; PUI CH et al, 1994). O Pediatric Oncology Group publicou
trabalho mostrando que a média de leucdcitos para os pacientes que apresentam esta
anormalidade cromossdmica foi de 497.000/mm’ X 33.300/mm’ dos que nio tém esta
translocagdo.

Além do gene MLL descrito, varios genes associados a 1123 foram
demonstrados: AF-4 t(4;11) (q21;923); ENL t(11;19) (q23;p13.3); AF-9 t(9;11) (p22;q23) e
outros. As fungdes especificas destes genes ainda ndo foram totalmente definidas (GU Y,
NAKAMURA T et al,1992; MITANI K et al, 1995; MORRISSEY J et al, 1993;
NAKAMURA T et al, 1993; RUBNITZ JE et al, 1996; TKACHUK DC et al, 1992). Estas
translocagdes ja eram conhecidas nas leucemias agudas de novo e consideradas sinal de

mau prognostico. Outras alteragdes cromossomicas, além das relacionadas ao cromossomo
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11, tém sido descritas nas leucemias secundarias. Além de pacientes com 11g23, um
trabalho publicado em literatura recente descreve pacientes com inv(16)(p13g22),
t(15;17)(q22;q11), t(8;21)(q22;922) e del(20q)(q11).( LINASSIER C et al, 2000).

1.4. V(D)J RECOMBINASE E FORMACAO DO GENE HiBRIDO Vy/JB

A V(D)J (variable diversity-joining) recombinase, de forma fisiologica, catalisa
a recombinacdo de segmentos de DNA nas cadeias leves e pesadas em receptores de células
T (TCR) no processo de estimulag@io antigénica (TEWEY KM et al, 1984; WALDMANN
TA, 1987). Conhece-se também o seu papel nas translocagdes das doengas malignas
linfocitarias que resultam na desregulagio do gene, afetando as células em desenvolvimento
e em diferenciacdo. Algumas modificagbes génicas em que a V(D)J-recombinase atua
como desreguladora s3o conhecidas em genes j& estudados em linfécitos malignos. S&o
eles: 0 c-MYC, o BCL-2 ou o SCL (ADAMS JM et al, 1983; BERGER NA et al, 1991;
BOEHM T, & RABBITTS TH, 1989; GRIESSER H et al, 1989; SHOWE LC & CROCE
CM, 1987; WALDMANN TA, 1987).

Além das aberragdes encontradas nos linfocitos malignos, a V(D)J-
recombinase pode, também, gerar anormalidades citogenéticas vistas em linfocitos de
sangue periférico de individuos normais, tais como t(14; 18) em células B e inversdo do
cromossomo 7 em células T. A Inv(7) origina-se da recombinagdo entre o TCR beta
localizado no braco longo do cromossomo 7 (7q35) e o brago curto do cromossomo 7
(7p14-15). (Figura 1). Esta inversdo resulta em um gene hibrido ¥»/Jf que esta presente em
uma baixa freqiiéncia em células T de individuos normais (BEGLEY CG et al, 1989;
BODER E, 1985; BOEHM T & RABBITTS TH, 1989). Estas anormalidades ocorrem
através do V(D)J-recombinante entre 2 locus antigeno-receptor, resultando em um gene
hibrido antigeno-receptor (BAER R et al, 1985; BAER R et al, 1987; DENNY CT et al,,
1986; DENNY CT et al, 1986; LIPKOWITZ S et al, 1990; STERN MH et al, 1989; TYCKO
B et al, 1989).
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FIGURA 1 - Representagdo esquemitica do gene hibrido formado pela recombinagio entre
receptor de células Ty (TCRy) segmento V e receptor de céluas TP (TCRP)

segmento J. A recombinagio leva a inversio do cromossomo 7 nas regides

7q35 e Tp14-15.

A acdo da V(D)J-recombinase ¢ descrita por alguns autores como sendo
“ilegitima” (MEYDAN D et al, 1999). O estudo dos mecanismos envolvidos tem particular
interesse, pois os rearranjos cromossdmicos sdo associados as doengas hematolégicas
malignas. Virios estudos sugerem que xenobidticos podem induzir a recombinagdo
ilegitima, tais como tratamento in vitro de células linféides com cafeina e a elevacio na
freqi€ncia da recombinagio (MENETSKIP et al, 1990). In vivo, a exposi¢io a
quimioterapicos tais como VP16 e cisplatina também mostrou aumento na fregiiéncia de
recombinacdo no gene hprt (hypoxanthine phosphoribosyl transferase), mediado pela
V(D)J-recombinase (FUSCOE JC et al, 1992).

A freqiiéncia do gene Vy/J encontrado no receptor de células T dos pacientes
portadores de linfoma de Hodgkin foi estudado por Abdallah et al (1995). O gene foi
procurado no sangue periférico dos pacientes antes, durante e apdés o tratamento com
quimio e/ou radioterapia. O gene VyJfB encontrado foi chamado pelos autores de
rearranjo-trans, uma vez que o que se observou no estudo foi uma incidéncia aumentada
deste rearranjo de forma transitéria, sendo observado mais freqiientemente durante o
tratamento. Ap6s 1 a 5 meses do final do tratamento, a freqiiéncia do gene Vy/JB voltava a

indices normais.
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MEYDAN et al (1999) estudaram a presenga do gene V»/JB, chamado por estes
autores de gene “TCRpS/y ilegitmo”. Os autores correlacionaram a freqiiéncia deste gene
com a idade, exposi¢do ocupacional, tratamento citostatico, correlagdo com a translocagéo
t(14;18) e com a mutagdo do gene hprt. O gene V¥/JB foi encontrado em uma freqii€ncia 5
vezes maior entre individuos de 23-61 anos (chamados de “meia idade™) quando
comparados com recém-nascidos ou individuos acima de 81 anos. Pacientes com tumor de
testiculo expostos a VP16 ou a outros quimioterapicos citostaticos foram estudados e ndo se
observou aumento na freqiiéncia do gene, quando comparados com individuos controle, do

inicio do tratamento até 6 anos apos o seu término (MEYDAN et al, 1999).

Estudos feitos por SMITH et al (1998) mostram que pacientes com anemia de
Fanconi, que é uma doenga de cardter hereditdrio, apresentam quebras cromossomicas
espontineas ou induzidas e rearranjos anormais mediados pela V(D)J-recombinase. Estes
autores mostram que em linfocitos de pessoas normais a recombinagido ocorre de forma
precisa, enquanto em pacientes com Anemia de Fanconi ocorre um aumento significativo
de rearranjos aberrantes. HSIEH et al. (1993) descrevem pacientes com desordens
associadas a imunodeficiéncia tais, como pacientes com Sindrome de Bloom e Ataxia
Teleangiectasia, estando a V(D)J-recombinase envolvida no processo de reparo do DNA

nestas doengas.

1.5. ATAXIA TELEANGIECTASIA E O GENE HIBRIDO Vy/JB

Em pacientes com ataxia teleangectasia (AT), doenca associada a
imunodeficiéncia, de carater hereditério, a sindrome de instabilidade génica esta associada
com alta freqiiéncia a doengas malignas linfocitarias (DAVIES SM, 1996). Ataxia
teleangiectasia é caracterizada pela degeneragdo cerebelar progressiva, teleangiectasia
oculo-cutanea, imunodeficiéncia, radiossensibilidade, quebras cromossOmicas e risco
aumentado de desenvolvimento de doengas malignas, principalmente linféides. Nestes
pacientes sabe-se que o gene hibrido antigeno-receptor Vy/Jf ¢ formado pela recombinagéo

entre receptor de células T y (TCR y) segmento V e receptor de células T B (TCR B)
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segmento J. A especificidade deste gene recombinante entre TCR y e TCR B ndo tem sua
atividade transformadora bem definida, resultando na chamada translocagdo “inocente”. O
gene recombinante nos linfécitos do sangue periférico ocorre em uma freqgiiéncia de 10 a
100 vezes maior que o normal (DAVIES SM et al , 1990). Coincidéncia ou ndo, o risco de
os pacientes com AT desenvolverem cancer é também de 10 a 100 vezes maior (BODER E,
1985; GATTI RA & GOOD RA, 1971; DAVIES SM et al,1990). Esta fregiiéncia é
semelhante para esses individuos desenvolverem alteragdes malignas linfocitarias. Desta
forma, a freqiiéncia do gene hibrido encontrado no sangue periférico dos pacientes com AT
¢ paralela a predisposicdo destes pacientes a desenvolverem doengas malignas linfocitarias.
Ha também uma alta freqiiéncia de anormalidades citogenéticas mediadas pelo interlocus
recombinante entre pacientes ndo AT e linfoma ndo Hodgkin, sugerindo relagdo entre esta
translocacdo “inocente” e doencas malignas linfocitirias (CARRIER F et al 1997,
LIPKOWITZ S et al, 1992).

TAYLOR et al (1996) reforgam os dados de literatura de que o risco maior de
cancer em pacientes com AT ocorre entre 10 até 100 vezes. Estes autores referem nio haver
anormalidades no complexo da V(D)J recombinase entre os pacientes com AT, por isso
continuam utilizando o termo gene “inocente”. LOEB et al (2000) descrevem lactentes em
que o diagnéstico de AT foi feito posteriormente ao diagnostico de neoplasias de linhagem
linféide. Os casos de leucemias de lactentes mostravam sintomas ligados a neoplasia antes

dos sintomas ligados & AT.

1.6. O GENE HIBRIDO Vy/JB E TRABALHADORES RURAIS

LIPKOWITZ et al(1992) descreveram um grupo de trabalhadores rurais que
viviam no chamado “cinturo leucemia-linfoma” no sudoeste de Minnesota e noroeste de
Iowa, nos Estados Unidos. Neste estudo foi encontrado um aumento na freqiiéncia de
recombinag@o relacionada com exposicdo a herbicidas e pesticidas usados na produggo ou
estocagem de grdos. Encontrou-se alta freqiiéncia de anormalidades citogenéticas em
sangue periférico destes trabalhadores rurais, sendo que o padrio de anormalidade é
semelhante aos pacientes com AT (GARRY VF et al, 1989). O gene estudado foi também o
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gene V¥/Jp. Estes trabalhadores apresentam também elevado risco de desenvolver doengas
malignas de linfécitos T ou B (ALAVANJA, MC et al, 1990; BLAIR A et al, 1985;
BROWN LM et al, 1990; HOAR S et al, 1986; ZAHM SH et al, 1990). A base genética para
o aumento de freqiiéncia dos genes hibridos no sangue periférico entre agricultores e

pacientes com AT ¢é desconhecida.

A representacdo esquematica do gene estudado, originalmente descrita por
LIPKOWITZ et al (1990 & 1992) pode ser visualizada na figura 1.

No presente estudo foi investigado um tipo de instabilidade especifica dos
linfocitos que, segundo dados de literatura, pode estar relacionado com o desenvolvimento
de neoplasias “de novo” ou associadO ao aparecimento de neoplasias secundarias. Esta
instabilidade estudada € definida através da freqiiéncia de rearranjos que ocorrem entre o
segmento V no receptor de células T no locus gamma (7pl14-15) € do segmento J do
receptor de células T no locus beta (7q 35). Este rearranjo resulta na inversdo no
cromossomo 7 € ¢ mediado pela agdo da V(D)J-recombinase. Este rearranjo ¢ chamado de

gene V¥/Jp, como descrito anteriormente.
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2. OBJETIVOS
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1.

Utilizando o gene hibrido Vy.Jf como marcador, estudar a instabilidade génica induzida
pela quimioterapia antineoplasica em pacientes pediatricos portadores de leucemia

linfocitica aguda ou tumores solidos.

Estudar o grau de reversibilidade desta instabilidade ap6s o final da exposi¢do aos

agentes quimioterapicos.

Demonstrar a validade da abordagem de estudo da recombinagéo, avaliando os produtos
da “nested PCR” de DNA genémico dos pacientes em gel de poliacrilamida
posteriormente revelado pela prata (abordagem ainda nfo descrita na literatura).
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3. PACIENTES E
METODOS
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PACIENTES E METODOS. Resumo das etapas
1. Pacientes e delineamento do estudo
Este é um estudo transversal constituido de 3 grupos de pacientes

DNA de duas criancas com ataxia teleangiectasia fol utilizado como
controle positivo para padronizacio das técnicas utilizadas para os 210 pacientes do

estudo.

— LLA: ao diagnéstico, dois periodos durante a exposi¢do aos quimioterapicos

e trés periodos pos-término do tratamento
— Tumor Sélido: nos mesmos periodos Dos pacientes com LLA

— Controles : 20 pacientes de 0 a 20 anos sem neoplasia, matriculados no

Departamento de Pediatria e 10 voluntarios adultos

Material colhido de cada caso:
— Sangue periférico: colhido em tubo vacutainer com EDTA.

_ Estudo de DNA de leucécitos: com o objetivo de procurar e quantificar o

gene hibrido V#.J que foi utilizado como marcador de instabilidade génica.

2. Protocolos de tratamento: foram utilizados de acordo com a época da

admissdo no Hospital do Céancer e tipo de tumor.
3. Padronizacio da analise do gene V%/Jf em pacientes portadores de AT

— Amplificagdo do segmento TCR Vy/JB através da técnica de"nested PCR”

Pacientes ¢ Métodos
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— Revelagéo pela prata de produtos de PCR separados em gel de poliacrilamida,
método este inédito para pesquisa do gene hibrido Vy/Ip

Verificagdo da presenga do gene hibrido através da técnica de Southern-Blot

— Técnica convencional, habitualmente utilizada na literatura, nos estudos

feitos com o gene hibrido de nosso interesse.
Seqiienciamento automitico e anilise em bancos de dados

— Utilizagdo do seqiienciador automético a laser e comparagdo da seqiiéncia
obtida com outras, depositadas no “GeneBank”, para confirmagéo de que a
banda obtida ¢ realmente o gene de interesse do estudo.

Controle da reac¢do com diferentes quantidades de DNA

— O objetivo ¢ a confirmagio de que todas as quantidades de DNA propostas
para o estudo foram adequadas. E importante diferenciar a nio amplificagdo
resultante da auséncia do gene hibrido, da nio amplificagdo por haver
pequenas quantidades ou quantidade excessiva de DNA que inibe a reagdo
de amplificacdio. Nesta etapa introduzimos como controle uma reagdo
positiva para a amplificagdo do gene da gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase (GAPDH), presente em todas as amostras.

Controle da reagiio sem DNA, chamado de controle negativo

— Usado com a finalidade de descartar a possibilidade de contaminagdo das
amostras, 0 que poderia levar ao aparecimento de produto de PCR, mesmo
na auséncia do gene hibrido na amostra de DNA sob mvestigacdo. Este
controle consiste em um tubo com todo o “mix” de amplificagdo, em que, no

entanto, ndo ocorre a adigdo de DNA gendmico.
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4. Utilizagio de DNA gendmico das 210 amostras do estudo utilizando a técnica de
“pested PCR” e revela¢io pela prata de produtos de PCR separados em gel de

poliacrilamida.
5. Controle interno das amostras que ndo apresentaram a banda de interesse

Utilizamos os iiciadores do gene GAPDH para a realizagdo da PCR em todas as
amostras em que a banda do gene hibrido V¥ ndo foi visualizada, para confirmagao

de que ndo estava havendo inibigdo da PCR, ou algum problema com a extragdo de
DNA.

6. Interpretacio dos resultados obtidos na “nested PCR” e calculo do nimero de

células com o rearranjo.

7. Andlise estatistica dos resultados

3.1. PACIENTES

Com um estudo transversal, analisaram-se 210 amostras de DNA para
verificagdo da freqiiéncia do gene hibrido em linfocitos do sangue periférico. Entre eles,
200 eram pacientes do Departamento de Pediatria do Centro de Tratamento e Pesquisa,
Hospital do Céncer, Sdo Paulo e 10 amostras foram obtidas a partir do banco de DNA do
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, S&o Paulo. O ANEXO 1 exibe autorizagdo
dada em 30/09/97 pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Tratamento e Pesquisa do
Hospital do Cancer. No ANEXO 2 estdo listadas as caracteristicas dos 210 individuos
estudados, relacionados de acordo com as iniciais de seus nomes, data da coleta do sangue,
divisio por grupos do estudo, além da freqiiéncia de rearranjos encontrada para cada
paciente e a concentragdo minima necessaria de DNA que permitiu a visualiza¢do do
rearranjo esperado e o calculo da freqiiéncia. Foram recrutados pacientes do Ambulatorio
de Pediatria cujo termo de consentimento pos-informado foi assinado pelo paciente
(quando maior de 18 anos) ou por um de seus pais ou responsaveis apos esclarecimentos
sobre os objetivos do estudo. (ANEXO 3)

Este é um estudo transversal, constituido de 3 grupos de pacientes:
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— Controles : 20 pacientes de 0 a 20 anos sem neoplasia matriculados no

Depto de Pediatria e 10 voluntarios adultos

— LLA: ao diagnéstico, dois periodos durante a exposi¢do aos quimioterapicos

e trés periodos pés-término do tratamento

— Tumor Sélido: nos mesmos periodos dos pacientes com LLA

3.1.1. Individuos sem neoplasia

No grupo de individuos sem neoplasia, foram utilizadas 30 amostras de DNA
(10 pacientes de 0 a 10 anos de idade, 10 pacientes de 11 a 20 anos, 10 voluntarios > 20
anos). Amostras de 20 pacientes de 0 a 20 anos foram sendo coletadas na ocasifio em que os
pacientes eram matriculados no Departamento de Pediatria do Hospital do Cincer para
esclarecimento  diagnéstico, porém sugerindo doenga ndo neoplasica. Afastado o
diagnéstico de neoplasia, o0 DNA era extraido e estocado. Outras 10 amostras foram
aleatoriamente separadas no banco de amostras de DNA, colhidas entre os pesquisadores e
funcionédrios do Instituto Ludwig, todos com idade superior a 20 anos de idade, que
concordaram em que fosse colhido sangue para que houvesse um estoque de DNA de
individuos normais. Antes da utilizagdo para este estudo, todas as amostras do banco de

DNA normal foram codificadas e previamente utilizadas em outros experimentos.

3.1.2. Criancgas com leucemia linféide aguda

Neste grupo foram coletadas amostras de 90 pacientes: 15 com LLA ao
diagnéstico sem quimioterapia prévia, 15 em tratamento, expostas aos quimioterapicos
entre 3 a 6 meses, 15 em tratamento, expostas aos quimioterapicos entre 9 e 12 meses, 15
criangas fora de tratamento de 6 meses a 1 ano, 15 criangas fora de terapia de 2 a 4 anos e

15 criangas fora de terapia ha mais de 5 anos.
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3.1.3. Crian¢as com tumor sélido

Foram coletadas amostras de criangas portadoras de linfoma de Hodgkin,
osteossarcoma, sarcoma de Ewing ou rabdomiossarcoma. Neste grupo também foram
coletadas 90 amostras cujos subgrupos sdo iguais aos do grupo das leucemias, descritas

acima no item 3.1.2. A Tabela I resume os grupos e os periodos acima descritos.

TABELA I - Grupo de pacientes do estudo, subdivididos por periodo de exposi¢do aos
quimioteréapicos (pré, durante e pos) e diagnéstico (LLA vs Tumor S6lido).

DIAGNOSTICO EM TRATAMENTO POS-TERMINO
(1) Criangas sem neoplasia (4) LLA 3 a 6 meses (8) LLA 6 meses a 1 ano
n=30 n=15 n=15
(2)Criangas com LLA (5) LLA 9 meses a 1 ano (9)LLA 2 e 4 anos
n=15 n=15 n=15
(3) Tumor Solido (6) Tu sélido 3 a 6 meses (12) LLA apds 5 anos
n=15 n=135 n=15
(7) Tu sélido 9 a 12 meses (10) Tu sélido 6 meses a 1 ano
n=15 n=15
(11) Tu solido 2 a 4 anos
n=15
13) Tu sélido ap6s 5 anos
n=15
= 60 n= 60 o= 90

3.2. PROTOCOLOS DE TRATAMENTO
3.2.1. Pacientes com LLA

Pacientes com Leucemia Linféide Aguda (LLA) foram tratados de acordo com
o protocolo utilizado no departamento na data de admissdo, conforme descrito na tabela II.
Os Protocolos Brasileiros para LLA chamados de GBTLI-80, 82 e 85 foram previamente
descritos na literatura por BRANDALISE et al (1993). No GBTLI —85, foram utilizadas
epipodofilotoxinas (VP16 e VM-26). Os pacientes analisados ap6s terapia no periodo de 2 a
4 anos foram tratados com o protocolo brasileiro GBTLI-93 ou com o protocolo aleméo
BFM-86 (REITER A et al, 1994).
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3.2.2. Pacientes com tumor sélido

Nos pacientes com tumor sélido, os protocolos utilizados dependeram do tipo
de tumor que o paciente apresentava (osteossarcoma, sarcoma de Ewing,
rabdomiossarcoma ou linfoma de Hodgkin) e do periodo em que foram admitidos para
tratamento. As caracteristicas destes pacientes e do tratamento podem ser encontradas na
tabela II. Os pacientes com linfoma de Hodgkin foram tratados com MOPP e/ou ABVD
e/ou OPPA utilizando protocolos terapéuticos previamente descritos na literatura
(HUDSON MM, & DONALDSON S8, 1999).Todos os pacientes com sarcoma de Ewing
receberam altas doses de ciclofosfamida assim como vincristina e adriamicina. Pacientes
com osteossarcoma foram tratados com altas doses de MTX/CDDP/ADRIA
(methotrexate/cisplatina/adriamicina) entre 1985-1989. A dose cumulativa de MTX foi de
144g/m’, CDDP 840mg/m* e ADRIA 210mg/m>. No periodo de 1994-1995 os pacientes
foram tratados com IFO/ADRIA/CDDP/VP-16. A dose cumulativa foi de 54g/m’ para IFO
(ifosfamida), 375mg/m’ para ADRIA, 720mg/m’ para CDDP e 2.7g/m’ para VPI6.
Durante o periodo de 1997-1999 o tratamento utilizado foi IFO/ADRIA/CARBO/CDDP
com doses cumulativas de 45g/m’ para IFO, 360mg/m” para ADRIA, 2.5g/m’ para CARBO
(carboplatina) e 500 mg/m’ para CDDP. Pacientes com rabdomiossarcoma foram tratados
por 50 semanas utilizando VAC quando eram ndo metastaticos ou VAC +
IFO/ADRIA/VP16 se metastaticos ou com doenca parameningea. A dose cumulativa de
ADRIA foi de 360 mg/m®, IFO 81g/m” e VP-16 2g/m’.
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TABELA II — Caracteristicas dos protocolos de tratamento das LLA e dos Tumores

solidos .
Pré-tratamento Periodos durante QT Periodos pés QT
Ano de admissdo Anos do tratamento / Anos do tratamento/
Protocolos utilizados Protocolos utilizados
LLA 1998 3-6m: 1997 a 1999/ LLA-93 6-12m: 1995 a 1998/ LLA-93
9-12m: 1996 a 1998/ LLA-93 2-4 anos: 1991 a1994/LLA-93 ou
BFM-86
> Sanos: 1980 a1990/ LLA-80 ou
LLA-82 ou
LLA-85
TS 1998 3-6 m: 1997 a 1999/ * 6-12 m: 1997 a 1998/ *
9-12 m: 1997 a 1999/ * 2-4 anos:1994 a 1995 /**

5 anos:1985 a 1991/ ***

LLA 93 — Grupo Cooperativo Brasileiro- GBTLI-93
LLA —BFM 86 — Estudo Cooperativo Alemio — BFM 86

LLA 80 /LLA 82/ LLA 85 —~Grupo Cooperativo Brasileiro- GBTLI-80, -82 e-85

* Protocolos para Tumores Solidos utilizados entre 1997 e 1999:
Hodgkin : ABVD/ OPPA,

Sarcoma Ewing — CICLO, ADRIA,VCR com ou sem IFO, VP16
Osteossarcoma — IFO/ADRIA/CARBO/CDDP

Rabdomiossarcoma-VAC ou VACHFO/ADRIA/VP1 6

** Protocolos para Tumores Soélidos utilizados entre 1994 e 1995
Hodgkin : ABVD/ OPPA
Sarcoma de Ewing — CICLO, ADRIA,VCR com ou sem IFO, VP16

Osteossarcoma - IFO/ADRIA/CDDP/VP16

Rabdomiossarcoma- VAC ou VAC+IFO/ADRIA/VP16
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*** Protocolos para Tumores Sélidos utilizados entre 1985 e 1991
Hodgkin : 1985-1987 ABVD , 1988-1991 ABVD/MOPP

Sarcoma de Ewing — 1985 — 1989 CICLO, ADRIA,VCR , MTX , 1990-1991
CYCLO, ADRIA, VCR

Osteossarcoma - HD MTX/CDDP/ADRIA

Rabdomiossarcoma- VAC ou VAC+IFO/ADRIA/VP16

3.3. PACIENTES COM ATAXIA TELEANGIECTASIA (CONTROLE POSITIVO)

Foi coletado sangue de dois pacientes com Ataxia Teleangiectasia (AT),
registrados e acompanhados na Disciplina de Alergia, Imunologia Clinica e Reumatologia
do Departamento de Pediatria da UNIFESP-EPM. O DNA destas criangas foi extraido e as
amostras codificadas como AT1 e AT2. O DNA destes pacientes foi utilizado como
controle positivo para a padronizagio das técnicas utilizadas no estudo.

3.4. METODOS E PADRONIZACAO DOS EXPERIMENTOS

3.4.1 Coleta de sangue e extracio do DNA

Foram colhidas amostras de 10 ml de sangue periférico, em EDTA (250mM,
pH=8.0), de criangas entre 0 e 18 anos de idade que estivessem incluidas em um dos 3

grupos descritos nos itens 3.1.1, 3.1.2 e 3.1.3.

As células mononucleares foram separadas por gradiente de densidade
utilizando-se Ficoll Hipaque e, em seguida, centrifugadas. A extracio do DNA foi feita
com a ressuspensdo e digestdo das células mononucleares em TES (Tris’EDTA/SDS, Tris
10mM, pH=8.0; EDTA 1mM, pH=8.0 e proteinase K (20 mg/ml) a 37°C. A seguir, o DNA

foi purificado das proteinas e lipideos, por extracdo orginica com fenol e cloroférmio-
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alcool isoamilico (24:1) e precipitado com a adi¢@o de etanol e acetato de sodio, de acordo
com protocolo padrdo (BOYUM , 1968). Ressuspendeu-se 0 DNA em TE e entdo, foi
estocado em freezer a -20°C em tubos Ependorff até o momento de ser analisado.

3.4.2. Quantifica¢io do DNA

1. Colocagdo em microtubos de polipropileno tipo Eppendorf de 1,5 ml, 1 ml
de dgua Milli-Q e 5 ul de DNA. Agitagio em vortex.

2. Repouso em geladeira por uma noite para permitir total dissolugZo.

3.  Leitura em espectofotometro apos calibragdo com a mesma agua utilizada
para as dilui¢cdes, em 260 nm (UV).

4. Célculo: concentragdo de DNA em pg/mi= densidade 6ptica em 260 nm x
10.

5. Ajuste das concentragdes de DNA das amostras para as reagdes de PCR para
0,1 pg/ml, pela formula N ; x Vi=Nox V, ] V; = Hi% onde N, é o
resultado do calculo do item anterior, N> é a concentragio desejada (0,1
ug/ml), V2 € o volume final desejado (100 pl), e V, é a quantidade de 4gua
em pl necessiria para completar 100 ul, ajustando a concentracdo da

amostra para 0,1 pl.

3.4.3. Amplificacio do segmento TCR Vy-JP através da técnica de PCR

A reagdo de amplificagdo tem como objetivo a anilise de rearranjos entre
segmento V dos TCRy e segmento J dos TCRp. Os iniciadores utilizados neste trabalho
foram sintetizados de acordo com o trabalho original de Stanley LIPKOWITZ et al (1990,
1992). Estes iniciadores amplificam uma porgdo do exon 2 do segmento Vyl V (5) e
segmento J B1,6(3°) ilustrados na Figura 1.

A seqiiéncia nucleotidica dos iniciadores utilizados encontra-se na Tabela I1I.
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TABELA III — Seqiiéncia de oligonucleotideos utilizados como iniciadores ou sondas nas
PCRs dos experimentos do estudo.

Vya TACATCCACTGGTACCTACACCAG

Vyb CTAGAATTCCAGGGTTGTGTTGGAATCAGGA
Vye TCTGGGGTCTATTACTGTGCCACCTGG

JBla TTCCCAGCAACTGATCATTG

JBIb CCAGGATCCCCCGAGTCAAGA

JBlc CATACCTGTCACAGTGAGCC

GAPDHS TTCATCCCTTCTCCCCACACAC

GAPDHA AGTCCCAGGCTTTGATTTG

Os oligonucleotideos identificados como a foram utilizados como iniciadores externos na
primeira PCR, os identificados como b foram utilizados como iniciadores internos na
segunda PCR; aqueles chamados de ¢ foram utilizados como sondas nos experimentos em
que a técnica utilizada foi Southern-Blot. Os iniciadores utilizados no experimento para
identificacdo do gene GAPDH foram identificados como GAPDHS e GAPDHA.

3.4.3.1. Diluiciao e quantificacio dos iniciadores
1. Dilui¢do do iniciador liofilizado em 1 ml de agua Milli-Q estéril

2. Diluigdo para leitura- 20 pl do iniciador diluido -980 pl de agua Milli-Q
estéril

3. Leitura da Densidade Optica (DO) em 260 nm

4. Calculo da Densidade Optica ajustada por volume (ODU): VT x DO onde
VT= 1000 pl (ver passo 2 acima) #4

5. Calculo da concentragdo do iniciador (CP): ODU x 1000 comprimento do

iniciador (n° de bases) x10
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6. Preparo da solugéo do iniciador para uso (10 pg/ pl, 200 ul de volume final):
= — 10x200 = a

N xVi=Nox V.1V, iy i sendo V, - volume da solugo estoque

do iniciador, e 200 - V| = volume de 4gua para completar a solugdo do

iniciador para uso.

3.4.3.2. Condigdes da PCR

Para verificar a presenga da recombinagdio entre os segmentos Vy e Jp foi
padronizado um protocolo para PCR do tipo “nested”, utilizando os iniciadores V7a, Jpla,
Vyb e JBIb como descrito anteriormente e diferentes quantidades de DNA gendmico. Na
primeira PCR 525, 350, 175, 35, 17,4 ou 8,75 ng de DNA foram utilizados como molde em
uma reagdo contendo 0.125 mM de dNTPs (deoxinucleotideos trifosfato), 1,25 unidades de
Taq DNA polimerase (Gibco/BRL), 1,5mM de MgCF e 5 pmoles dos iniciadores Vya e
JPla denominados iniciadores externos, em uma solugio tampdo /0 X (20 mM Tris-HCl-

pH 8.0 ¢ 50 mM KClI). O volume final para amplificagio foi de 25pul/amostra.

3.4.3.3. Programacio do termociclador

a- Desnaturag@o inicial a 95°C por 3 min,

b- Anelamento a 58° C por 1 min,

c- Extensdo dos iniciadores a 72° C por 2 min,
d- Desnaturagdo a 95° C por 1 min,

e- 35 ciclos (passo b ao d),

f- Um ciclo final com anelamento a 58°C por 1 min e extensdio a 72°C por 5

min.
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Do produto final da PCR foram retirados 2ul que foram utilizados como molde
de amplificagdo em tubos novos. Esta segunda reacdo continha os mesmos componentes da
reagdo anterior (nas mesmas concentragdes), com exce¢do do uso de novos iniciadores (Vyb
e JPI1b), mais internos que os anteriores, € que permitiram a execugdo de uma PCR do tipo

“nested”. As condi¢cdes de amplificagdo foram idénticas as da primeira PCR.

3.44. Coloracao pela prata de produtos de PCR separados em gel de

poliacrilamida

Um volume de 3ul do produto da segunda PCR derivada das diferentes
quantidades de DNA molde inicial foi aplicado em gel de poliacrilamida a 6% ou 8%.

A seguir as amostras foram submetidas a eletroforese por cerca de 45 minutos.
Apos a eletroforese, o gel foi fixado em 10% de etanol, acido acético 0.5% por 3 minutos.
A seguir foi corado em solugdo de nitrato de prata 0.2% e lavado com agua-Milli-Q. O gel
entdo foi revelado com 3% de Hidréxido de Sédio e 0.1% de formaldeido e lavado em
agua-Milli-Q. O gel foi fixado para secar em celofane hidrofilico com poro
(SANGUINETTI CJ et al, 1994). Na Figura 2 pode-se visualizar o gel contendo os produtos
amplificados do fragmento TCR Vy/J B para os pacientes com Ataxia Teleangiectasia.
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pm ATI AT2

Gel poliacrilamida ( 8%)

FIGURA 2 — Amplificagdo por “Nested PCR” do fragmento TCR Vy-JB a partir de

leucdcitos de 2 pacientes com Ataxia Teleangiectasia (AT1 e AT2).

Apos amplificagdo por PCR com iniciadores externos e internos para o
rearranjo mediado pela V(D)J recombinase, foi obtido o fragmento TCR Vy-JB. Os
produtos da PCR foram aplicados em gel de polacrilamida 8% e posteriormente corados
com prata. Nas canaletas AT1 e AT2 foram aplicados 3 ul do produto de PCR e na canaleta
PM foi utilizado o marcador de peso molecular 100 bp. A seta indica o fragmento de

interesse.

3.4.5. Utilizac@o da técnica de Southern-Blot

Para padronizacdo do experimento, utilizou-se DNA derivado dos dois
pacientes com Ataxia Teleangiectasia, como controles positivos. Uma “nested” PCR foi

realizada. Na primeira PCR 100ng de DNA foram utilizados como molde em uma reacgio
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1.5 10 0.5 deDNA

pm 15 1.0 0.5 deDNA

pb
603
603 1
1
310 2
310 2 3
3
194 e
Gel de agarose Hibridizacdo com sonda
com brometo de etidio radioativa

FIGURA 3 — Amplificacdo por “Nested”” PCR do fragmento TCR V, J, Southern-Blot.

3.4.6. Seqiienciamento automatico

Apé6s a obtengdo das amostras descritas no item anterior, 0s produtos
amplificados nos experimentos foram seqiienciados no seqiienciador automatico a laser, do
tipo ABI 377, disponivel no Laboratério de Genética do Cancer do Instituto Ludwig. A
seqiiéncia obtida foi comparada com outras depositadas no “GenBank”, utilizando-se o
programa BlastN. Os resultados obtidos confirmaram tratar-se da banda de interesse do
estudo: “Human T cell receptor beta chain, V-D-J junction”. A seqii€ncia gerada no

experimento ilustrado, contendo os primeiros 327 nucleotideos, pode ser vista na Figura 4.
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Version 3.3 DT (BD Set Any-Primar} Man, Mar 1, 18988 334 PM
ABlzoo LUISF 18 .B1b BD matrix 28/07/98 Man, Mar 1, 1899 12112 PM
PHSM Version 3.2 Lane 1 Points 30010 7216 Pk 1 Loc: 300 Spacing: 8.97(5.97)

ANCA TANATANGGANNNA ANIANA WNT ANCNA NNNANNNGNNNA NNAAT NNTGAC C NANTNN AN GNNAGA AG AGANNCAGN NN
1 30 40 S50 60 { a0

"
; il
bt b o Al L e e TR T 2. -y i £ - L B i 'MM&;.-;.« llt"_baL.

G NNG TNNN T NGANAACNCNT GG AACN CCCACAGNGACNCTGGNCCCST TCCCAAAGT GG AGGGGTGAATT AT AGG AGCACTAGT T&K

10 120 130 14( 151 le0 170
| | || { \

—

|
'/\

x JLMMM“" Wl mmuwc

AGAGGC TATATAABLC NCAGAGGGCAAGTC T GACAGCAGGANGGC TGC
15 290 2 210 220 23 24

!’L\f X T”"“)”M[ U\'ﬂ&nkﬂf\uirx‘l\{\ ’*L\/'\f

GCCrGGATTCATGSCGCTCNGGACCAAAGGGAT TC TGTTAGGAAAA
260 27C 280

P,

i M s L)
‘J\_\{JII\W KL"\{LU\\L\Kiiii\&j\\l\\ [\.LJ..M-A. L

- ,Pl I q, N f J"\_f\f \\ A/ \,\I

- \_&J—u‘: T AL

“Cromatograma representando a seqiiéncia dos primeiros 327 nucleotideos provenientes do
fragmento do rearranjo obtido por “Nested PCR”. A amostra do paciente AT1 foi seqiienciada no
seqiienciador automético ABI 377 (Perkin-Elmer) utilizando o kit big dye terminator (Perkin-
Elmer), segundo instrugdes do fomecedor. A figura acima representa uma terca parte da

seqiiéncia gerada, analisada e submetida ao “gen bank” correspondendo a “Human T cell receptor

beta chain V-D-J junction”,

FIGURA 4 - Sequenciamento automatico do fragmento TCR Vy-JB de um paciente com

Ataxia Teleangiectasia.

3.4.7. Controle da rea¢do de PCR utilizando diferentes quantidades de DNA dos

pacientes

Como controle de funcionamento da PCR, principalmente visando a um
controle da auséncia de inibi¢do da reagio devido as altas concentracdoes de DNA

utilizadas, as amostras também foram amplificadas com iniciadores dirigidos para o gene
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codificador da Gliceraldeido 3 Fosfato Desidrogenase, presente em todas as amostras
(Figura 5). Utilizando este controle, permitiu-se, desta forma, determinar as concentragoes
méximas e minimas de DNA que poderiam ser utilizadas neste estudo sem que houvesse
inibi¢ao da PCR. Neste experimento utilizaram-se concentracdes de 525 ng, 350ng, 175ng,
35ng, 17.4 ng e 8.75ng para um produto final de 25ul de mix/tubo com os mesmos volumes
de dNTP, tampdo, polimerase e MgCl* além de 5 pmols de cada iniciador chamados de
GAPDHS e GAPDHA, descritos na tabela III.

A mistura foi submetida a uma ciclagem térmica a 95°C por 3min, 58°C por
Imin, 72°C por 2min. Apés esta etapa, 30 ciclos de 1min a 95°C, 1min a 58°C e 30seg a
72°C foram realizados seguidos, de um ciclo final por 1min a 95°C, 1min a 58°C e Smin a
T2C,

525ng 350 175 35 174 8,75 525 350 175 35 17,4 8,75
pm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Gel poliacrilamida (8%)

(A) AT1 AT2
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‘Gel poliacrilamida (8%)

(B) A2 B4

a) Os fragmentos de PCR obtidos a partir do paciente com AT (AT1 e AT2) foram
fracionados em gel de poliacrilamida 8% e posteriormente corados pela prata. As reacoes de
PCR foram feitas com diferentes concentracdes de DNA (525, 350, 175, 35, 17,4 e 8.75
nanogramos de DNA) utilizando-se na PCR iniciadores para GAPDH. Nas canaletas de 1 a 6
estio aplicados 3 ul/canaleta dos produtos obtidos do paciente AT1 e nas canaletas 7 a 12 do
paciente AT2 com concentra¢des de DNA iniciando com 525ng (canaletas 1 e 7) até 8.75ng

(canaletas 6 e 12) dispostos em ordem decrescente de concentracio.

b) Os fragmentos de PCR obtidos a partir do paciente sem neoplasia (controle
negativo A2) e paciente com leucemia linfocitica aguda (B4). Os produtos da PCR foram
fracionados em gel de poliacrilamida 8% e posteriormente corados pela prata. As reagdes de
PCR foram feitas com diferentes concentracoes de DNA (525, 350, 175, 35, 17,4 e 8.75
nanogramos de DNA) utilizando-se na PCR iniciadores para GAPDH. Nas canaletas de 1 a 6
estao aplicados 3 ul/canaleta dos produtos obtidos do paciente A2 e nas canaletas 7 a 12 do
paciente B4 com concentracdes de DNA iniciando com 525ng (canaletas 1 e 6) até 8.75ng

(canaletas 6 e 12) dispostos em ordem decrescente de concentragao.

FIGURA 5 — Padronizacdo das condi¢des de PCR para amplificacio do DNA dos
pacientes com ataxia teleangiectasia (AT1 e AT2), paciente sem neoplasia
(A2) e paciente com leucemia linfocitica aguda antes do inicio da

quimioterapia (B4)
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3.4.8. Investigacdo da presenca do gene hibrido vyjf para os 210 pacientes do
estudo, utilizando as 6 diferentes concentracoes de DNA.

Apos a verificagdo feita no experimento anterior, item 3.4.7, e apés a
confirmagdo de que era possivel utilizar as 6 diferentes concentragdes de DNA sem que
houvesse inibi¢do da reacdo, mesmo com altas concentragdes de DNA, foram utilizados
iniciadores externos e internos para o gene hibrido Vy/JB, amplificando com “Nested PCR”
a regido de interesse do estudo. Na Figura 6, a seguir, estd ilustrado o caso de um paciente

com tumor s6lido exposto a quimioterapia entre 9 e 12 meses do inicio do tratamento.

pm 525ng 350 178 35 174 8.75

700

400

200

100

Gel poliacrilamida (6 %)

Paciente G5 (solido 9 a 12 m com QT)
FIGURA 6 — Gel de polyacrilamida (6%) corado pela prata onde se pode visualizar o

rearranjo Vy/JB apés DNA amplificado pela técnica de “nested” PCR.
Paciente com tumor sélido exposto a quimioterapia entre 9-12 meses do
inicio do tratamento. Os resultados positivos obtidos encontram-se
visualizados com as dilui¢des de 525ng,350,175,35 e 17.4ng de DNA. Para

este paciente, nenhuma amplifica¢io foi obtida utilizando 8.75ng de DNA.
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3.4.9. Controle interno das amostras que nao apresentaram a banda de interesse
As amostras que nao apresentaram as bandas de interesse chamadas de
fragmento TCR Vy/J, mesmo nas concentracdes mais altas de DNA, foram submetidas a
PCR com os iniciadores do gene GAPDH, como controle interno da reagado e extracdo do
DNA. Desta forma, havendo o aparecimento da banda do gene de GAPDH e ndo havendo a
banda do fragmento TCR V7/J confirmdvamos ndo ter havido inibi¢do da PCR ou algum
problema com a extragdo de DNA a partir do sangue do referido paciente. Na figura 7

exemplificamos o controle interno com o produto da PCR do paciente com Tumor Sélido.

Dm 525na 35 8.75 525 35 8.75 pm 525na35 8.75 525 35 8.75
pb pb
700 700
200
200
100
100

(A) C3 c4 () C3 ca
(A) Amplificagdo por "Nested" PCR do fragmento TCR Vy/JB utilizando 3
diferentes quantidades de DNA (maior, menor e intermedidria) sem visualiza¢do da banda
de interesse
(B) Amplificagdo por PCR do gene GAPDH para confirmagio da presenga do
DNA , utilizando-se as mesmas quantidades de DNA dos mesmos pacientes utilizados na
figura A
FIGURA 7 - Controle interno quando o gene hibrido Vy/JB ndo € visualizado,
exemplificado pelos pacientes com LLA ao diagnostico, sem

quimioterapia, designados de B1 e B2.
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3.5. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DAS BANDAS
GERADAS COM PRODUTO DE PCR DOS DNAS DOS 210 PACIENTES DO
ESTUDO

Cada dilui¢do utilizada foi considerada positiva ou negativa de acordo com a
presenca ou auséncia da banda apés a amplificagdo da segunda PCR. Para cada paciente
foram estudadas e analisadas 6 diferentes quantidades de DNA (de 525 ng, 350ng, 175ng,
35ng, 17.4 ng e 8.75ng).

Supondo que a presenga de uma banda de produto amplificado representa a
existéncia de um unico rearranjo Vy/JB na amostra inicial, foi utilizada para o célculo da
freqliéncia do rearranjo a menor quantidade de DNA que se mostrava positiva,
considerando que cada célula contém 6pg de DNA. Obteve-se a quantidade de leucécitos
com rearranjo a partir da observagdo da menor quantidade de DNA em que o rearranjo foi
positivo utilizando a férmula:

N°rearranjo =1 x 100
diluicdo
6

Por exemplo, se a menor quantidade positiva foi de 17,4ng, isto indica uma

freqiiéncia do rearranjo de 34,48/10° leucécitos do sangue periférico

— (6x10°x10%)
17.4

3.5.1. Analise Estatisica dos Resultados

Os resultados foram obtidos para os pacientes chamados de controle (sem
neoplasia), para os pacientes com leucemia linfoide aguda (LLA) e pacientes com tumor
sélido (TS). O grupo de pacientes com LLA foi analisado separadamente em relagio ao
grupo de TS e ogrupo controle foi comparado com ambos os grupos.
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Utilizando estatistica descritiva, obteve-se a freqiiéncia do rearranjo Vy/JB para
cada grupo de pacientes do estudo, a média, a mediana, o intervalo de confianca, os valores

minimos e maximos de leucdcitos com rearranjos dentro de cada grupo estudado.

O grupo de pacientes durante a quimioterapia foi comparado com a freqgiiéncia
dos rearranjos pré e pos-quimioterapia separadamente para o grupo de LLA e TS. Esta
comparagdo foi feita utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis. As comparagdes multiplas
foram feitas através do método Tukey-HSD.

Foram elaborados graficos que mostram os valores das médias e seus

respectivos intervalos de confianga (95%), de acordo com a formula a seguir:

IC(X)=X 41,22 =X +1 SE

H n-1 , onde Sx = desvio padrio da

variavel, SE € o erro padrdo da médiaet, , é o valor critico de uma distribuicgo t-studente,

com n-1 graus de liberdade e 95% de probabilidade de ocorréncia.

Em todas as andlises foi utilizado o nivel de significancia a=5%

Pacientes e Métodos
84



4. RESULTADOS
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4.1. IDADE DOS PACIENTES NO MOMENTO DA COLETA DE DNA

A média das idades, para os diferentes grupos, considerando-se a data da coleta
da amostra para extragdo de DNA, pode ser observada na Tabela IV.

TABELA IV — Média das idades dos pacientes no momento da coleta de sangue para
extracio de DNA de acordo com os diferentes grupos.

Grupo N° Média IC 95% Idade  Idade

pacientes idade Min. Mix.

Controle 20 8,5 5,47 - 11,67 0,39 18,43
LLA diagnéstico 15 7,0 4,92-9,15 2,37 13,59
LLA 3-6 meses de QT 15 58 2,67 8,97 0,72 16,57
LLA 9-12 meses de QT 15 7.8 4,65 —11,00 1,07 16,92
LLA 6-12 meses pés Tto 15 8.6 6,64 — 10,55 3,02 13,91
LLA 2-4 anos pé6s Tto 15 122 10,02 — 14,54 7,16 20,42
LLA 25 anos pés Tto 15 17,8 15,14 — 20,48 9,71 26,45
TS diagnéstico 15 13,0 9,46 — 16,62 0,2800 17,04
TS 3-6 meses de QT 15 14,1 12,09 — 16,11 52900 17,17
TS 9-12 meses de QT 15 12,9 10,60 — 15,30 4,7600 19,43
TS 6-12 meses pos Tto 15 14,1 11,57 - 16,68 51900 20,90
TS 2-4 anos pés Tto 15 15,8 13,61 — 18,02 7,9100 21,49
TS > 5 anos pos Tto 15 20,0 17,79- 22,34 10,0500 25,27

Para as 20 amostras de criangas, consideradas controle negativo, entre 0 a 20
anos, a média da idade foi de 8,5 anos, sendo que os 10 voluntarios foram maiores de 20
anos de idade. Pelo fato de o DNA ter sido retirado do banco, a escolha destas 10 amostras
foi aleatéria, ndo sendo possivel identificar a idade exata dos doadores. Para os demais
grupos, o nimero de pacientes em cada grupo era igual a 15. Para os pacientes com LLA ao
diagnéstico, sem tratamento prévio, a média de idade foi de 7,0 anos. Naqueles com LLA
expostos ao tratamento no intervalo entre 3 e 6 meses, a média da idade a época da coleta
foi de 5,8 anos. Para aqueles expostos aos quimioterapicos entre 9 e 12 meses, a média foi
de 7.8 anos. Os que estavam fora de terapia entre 6 e 12 meses tiveram idade média de 8,6
anos. Aqueles com término do tratamento entre 2 e 4 anos tiveram idade média de 12,2

anos e no grupo com término maior ou igual a 5 anos a média foi de 17.8.
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Os pacientes com tumor s6lido, em geral, foram mais velhos, devido a diferente
faixa de idade de aparecimento destas neoplasias. Ao diagndstico, os 15 pacientes com TS
apresentaram média de idade de 13,0 anos. Para os dois grupos de pacientes com TS expostos
20s quimioterapicos, as médias foram 14,1 e 12,9 anos para os periodos de 3 a6 mesese 9a 12
meses respectivamente. Para os trés grupos pés-término de terapia, as medias foram
respectivamente de 14,1, 15,8 e 20.,0.

4.2. FREQUENCIA DE REARRANJOS DO GENE Vy/JB

Na Tabela V, pode-se observar a freqgiiéncia de rearranjos para cada grupo de
pacientes do estudo. Quando comparados aos controles, os pacientes com tumor solido sem
tratamento apresentaram freqiiéncias semelhantes de rearranjo. Embora os pacientes com LLA
tivessemn uma freqiiéncia maior, esta diferenca ndio foi estatisticamente significativa. A média
diferente se deveu a 1 paciente com alta freqiiéncia de rearranjo. Nos grupos analisados durante
a quimioterapia, a freqiiéncia do rearranjo foi maior, tanto para os pacientes com LLA como
para os portadores de TS (Figura 8). Nos grupos analisados apés o final da quimioterapia, a
freqtiéncia do rearranjo foi semelhante a0 do grupo controle.

Nos grupos de LLA pds-quimioterapia, observou-se, porém, que a freqiiéncia
foi um pouco maior nos 2 primeiros grupos, retornando a niveis semelhantes aos controles
apenas no grupo com 5 ou mais anos do término do tratamento. Embora a diferenca para o
grupo como um todo nio tenha sido significativamente diferente do grupo controle,
observou-se, porém, que ha entre eles alguns pacientes com freqiiéncia alta de rearranjo,
semelhantemente ao observado no grupo de pacientes estudados durante a exposicdo aos

quimioterapicos.
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TABELA V - Freqiiéncia do rearranjo Vy/JB por 10° leucocitos de sangue periférico de

acordo com os grupos de pacientes e o periodo da quimioterapia.

A) Leucemia Linféide Aguda (LLA) e grupo controle (sem neoplasia).

(B) Tumor Solido (TS) e grupo controle sem neoplasia.
(A)
IC 95% (média)
Grupo N° Meédia p* Limite Limite Minimo Maiaximo Mediana
pets inferior  superior

Controle 30 1.35 0.88 1.81 0.00 3.43 1,14
LLA pré QT 15 3.08 >0.05 080 5.35 0.00 17.14 1,71
LLA QT (3-6m) 15 1021 <0.05 2.95 17.46 1.71 34.48 3,43
LLA QT (9-12m) 15 13.84 <0.05 5.97 21.70 0.00 34.48 343
LLA pés (6-2m) 15 220 >005 -0.16 4.57 0.00 17.14 1,14
LLA pés (2-4 anos) 15 344 >0.05 -1.38 8.26 0.00 34.48 0,00
LLA pés (>5anos) 15 038 >005 0,0091 0.75 0.00 1.71 0,00

p* : comparado com grupo controle

(B)
IC 95% (média)
Grupo N° Média p* Limite Limite Minimo Maximo Mediana
pcts inferior  superior

Controle 30 135 0.88 1.81 0.00 343 1,14
TS pré QT 15 0.64 >0.05 0.10 1.19 0.00 343 0,00
TS- QT (3-6m) 15 9.18 <0.05 -0.60 18.96 0.00 68.57 3,43
TS-QT (9-12m) 15 9.06 <0.05 1.42 16.70 0.00 34.48 1,71
TS pos (6-12mo) 15 1.10 =>0.05 0.36 1.84 0.00 343 1,14
TS p6s (2-4anos) 15 1.06 >0.05 0.42 1.70 0.00 343 1,14
TS pés ( > 5anos) 15 1.06 =>0.05 0.42 1.70 0.00 3.43 1,14

P* : comparado com grupo controle
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FIGURA 8 - Freqiiéncia do rearranjo do gene hibrido VYIB em linfécitos de sangue
periférico dos pacientes com leucemia linf6ide aguda (LLA) e Tumor Sélido
(TS)
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4.3. EXPOSICAO AOS ANTRACICLICOS E/OU AOS INIBIDORES DA TOPO II E
SEGUIMENTO CLINICO

Todos os pacientes estudados (dos grupos durante-QT e dos grupos p6s-QT)
receberam antraciclicos;, entretanto, somente 52 pacientes receberam epipodofilotoxinas,
sendo 23 com LLA (nenhum deles nos grupos de pacientes durante a quimioterapia), 2
deles do grupo de pacientes pos-término entre 6-12 meses, 9 no grupo de 2 a 4 anos € 12 no
grupo apos 5 anos ou mais pés-término do tratamento. Para o grupo de TS que recebeu
epipodofilotoxinas (29 pacientes), 11 deles estavam no grupo de pacientes durante o

tratamento e 7, 8 e 3 respectivamente, apos o término do tratamento, de acordo com os

grupos.

Dos 45 pacientes estudados com LLA nos grupos pos-término de tratamento
(com os DNAs coletados no ano de 1998), todos tém um periodo de observagdo de 2 a 3
anos (da data da coleta de DNA até novembro de 2000). Apenas um destes pacientes teve
recaida e morreu. Todos os outros encontram-se vivos, com contagem sangiiinea normal e

sem evidéncias de neoplasia secundaria.
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5.1. UTILIZAGAO DA TECNICA DA REVELACAO PELA PRATA EM
SUBSTITUICAO A TECNICA DE SOUTHERN-BLOT.

A anilise dos produtos da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ realizada
rotineiramente em gel de agarose.Uma alternativa, entretanto, € a revelagdo pela prata em
gel de poliacrilamida, que € cerca de 100 vezes mais sensivel € pode detectar maior niimero
de copias. Submetemos as amostras dos pacientes com ataxia teleangiectasia a eletroforese
em gel de poliacrilamida, posteriormente corado pela prata. Nosso objetivo nesta etapa da
padronizag@o era comparar ambas as técnicas. A conclusdo obtida com este experimento foi
que, para os pacientes com AT, foi possivel visualizar o rearranjo de interesse com o
método de gel de poliacrilamida revelado pela prata, como foi desenvolvido por
SANGUINETTI et al(1994), sem prejuizo em relagdo ao experimento feito com gel de
agarose corado com brometo de etidio e hibridizado pela técnica de Southern-Blot,
amplamente divulgado na literatura e proposta para a visualisagio do gene hibrido Vy/JB.
Deste passo em diante, todos os DNAs dos pacientes pediatricos de todos os grupos do
estudo foram amplificados e posteriormente submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida e corados pela prata, reduzindo o tempo de experimento, evitando o
manuseio de material radioativo e maior rapidez de resultados. De acordo com o que se
conhece, este € o primeiro trabalho que utiliza tal técnica para o estudo da freqiiéncia do
gene hibrido Vy/JB.

5.2. ESTUDO DO GENE HiBRIDO Vy/J§ E QUIMIOTERAPIA

LesGes gencticas que ocorrem em individuos expostos a agentes quimicos ou
fisicos foram descritas, entre outros, por LEVINE & BLOOMFIELD (1992) e por TATES
et al (1994). Pacientes com céncer, recebendo tratamento quimioterapico, estdo expostos a
altas doses de drogas citotéxicas que muitas vezes sdo também genotdxicas. Estes pacientes
tratados com quimioterapia tém um risco maior de desenvolver cancer secundario alguns
anos depois da exposi¢do as drogas quimioterapicas (SMITH et al, 1994; van LEEUWEN
et al, 1994 ; WOLDEN et al,1998).
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Adriamicina (ADRIA) ¢ uma potente droga anti-tumoral, bastante utilizada no
tratamento oncolégico. Ela interage com os acidos nucléicos e as membranas celulares. O
mecanismo molecular envolvido, entretanto, ¢ ainda desconhecido mas, freqiientemente é
descrita como sendo responsavel por induzir a quebra na dupla hélice de DNA As
epipodofilotoxinas, representadas mais freqiientemente pelos quimioterdpicos VP-16 e
VM-26, tém um modo de ag¢dio semelhante. As epipodofilotoxinas sio descritas e
conhecidas por provocar, por si s6s, danos extensos ao DNA, levando a delegbes e/ou
rearranjos (BERGER et al, 1991 ; HAN et al., 1993 ; RELLING et al, 1998). CHEN et al
(1996) descreveram delegdes especificas que ocorrem apés o uso de drogas da familia dos
inibidores de Topo II, tais como do gene Aprf, que é mediado pela agdio da V(D)J
recombinase. Segundo estes autores, estas delegSes ocorrem em sitios conhecidos e
bastante especificos do DNA. Estudos clinicos com pacientes adultos e pediatricos tratados
com epipodofilotoxinas e observados por longo periodo de tempo sugerem que estas drogas
sdo responsaveis pelo aparecimento de leucemias secundérias, fregiientemente mieldides,
chamadas de t-AML (PUI et al, 1991 ; SMITH et al, 1994). Niveis de lesdes ocorridas em
células do sangue (linfocitos ou ndo), mediadas pela aglio da V(D)J recombinase, foram
estudadas em pacientes pedidtricos com LLA tratados no Hospital St Judes e descritas por
FUSCOE et al (1998). Este estudo mostrou (através de linfécitos do sangue periférico) que
a freqiiéncia de translocagéo t (14;18) encontrada antes do tratamento era pequena. Durante
O tratamento ndo houve aumento desta alteragdo cromossdmica, sugerindo que a droga
quimioterapica etoposide (VP16) ndo foi responsavel por produzir rearranjos gendmicos
nestes pacientes. Contrariando estes dados, outros autores estudaram a mutagénese em
pacientes tratados com etoposide e alguns resultados alertaram para o fato de que esta droga
levava a mutagdes, alteragdes em microniicleos ou até recombinagdes anormais mediadas
pela V(D)J recombinase (ABDALLAH et al, 1995).

Pacientes adultos portadores de tumor de pulmdo que receberam etoposide foram
estudados por KARNAOUKHOVA et al (1997) para a investigagdo da freqiiéncia de
mutagGes do gene Aprt. Foram colhidas amostras de sangue antes, durante e apés a exposi¢io
a0 quimioterdpico € os resultados mostraram que ndo houve aumento significativo da
freqliéncia de mutagdes do gene estudado. Em nossos pacientes, entretanto, ao analisar a

freqliéncia de rearranjos do gene Vy/JB, verificamos que os pacientes apresentavam aumento
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da freqiiéncia deste gene enquanto expostos ao tratamento quimioterdpico. Todos os
pacientes com LLA ou TS, em que o DNA foi colhido na fase de tratamento, receberam
doses maiores ou menores de ADRIA e/ou DAUNO, enquanto somente os pacientes com TS

nesta fase receberam epipodofilotoxinas VM-26 e/ou VP-16.

Leucemias secunddrias mieloides (t-LMA) que ocorreram ap0s tratamento com
Cisplatina-CDDP  (Cis-Diamminedichloroplatinum-II) tém sido mais freqlientemente
descritas na literatura em pacientes pediatricos com osteossarcoma. JEHA et al (1992)
descreveram 66 pacientes tratados no “M.D.Anderson Cancer Center” com CDDP/ADRIA
ou CDDP/CICLO. Dois pacientes apresentaram leucemia secundaria tipo mieldide. Entre
estes 66 pacientes, a dose acumulada de CDDP variou de 150 a 3.000 mg/m?. A dose dos
dois pacientes que desenvolveram leucemia foi de 900 mg/m’ e 1.500 mg/m?. De acordo com
estes autores, a CDDP € considerada como tendo atividade alquilante, muito embora se
conhega pouco 0 mecanismo que provocaria estas leucemias. Também utilizando a CDDP,
REED et al (1996) descreveram que o aumento de “adducts” no DNA ¢é proporcional ao
aumento da dose de CDDP recebida.

Pacientes com tumores de células germinativas, cancer de pulmio ou ovariano,
tratados com esquemas quimioterapicos que contém CDDP e estudados apés varios anos do
término do tratamento e que desenvolveram t-LMA, foram descritos por RATAIN et al
(1987) e por CHAMBERS et al (1989).

Leucemias secundarias apés a utilizagdo de Ciclofosfamida (CICLO) também
tém sido relatadas, porém, o risco € descrito como menor, em comparagdo com outros
alquilantes. O efeito leucemogénico da CICLO € descrito como dependente das doses
acumuladas da droga. SMITH et al (1999) descrevem que pacientes com cancer de mama que
receberam doses regulares de CICLO como tratamento coadjuvante nio mostraram maior
risco de leucemia e/ou mielodisplasia quando comparados com a popula¢do controle. Ja
CURTIS et al (1992) haviam descrito anteriormente que quando a dose acumulada era maior
que 20gr, o risco de leucemia secundaria era 5,7 vezes maior. CUTULI et al (2000),
estudando 121 pacientes francesas com cancer de mama, descrevem varios protocolos em
que a CICLO era droga integrante da maioria dos esquemas utilizados, sempre em doses

regulares. Estes autores descrevem pacientes que desenvolveram mielodisplasia e leucemias
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(linfociticas e ndo linfociticas) mostrando que o tempo médio para o aparecimento destas
alteracdes hematolégicas secundérias foi de 37 meses, enquanto as pacientes que ndo
receberam quimioterapia, também portadoras de cancer de mama mas que receberam outra
modalidade de tratamento diferente da quimioterapia, tal como radioterapia, também as
desenvolveram ¢ o tempo médio de aparecimento foi de 65 meses. Pacientes pediatricos
portadores de rabdomiossarcoma foram estudados por SCARADAVOU et al (1995). Trés
casos de leucemia secundaria foram descritos entre 68 pacientes que receberam dose de
CICLO maior que 16,8g/m> enquanto nenhum caso foi observado entre 62 pacientes tratados
com dose menor. MISER et al (1997) descreveram 5 criangas com leucemia secundaria,
observando 60 pacientes pedidtricos que receberam altas doses de Ifosfamida e
Ciclofosfamida associadas a etoposide e doxorrubicina. O Intergroup Rhabdomyosarcoma
Study III, descrito por Smith e cols. utilizaram doses cumulativas de Ciclofosfamida entre 25
a 35g/m’ (com doses equivalentes de Ifosfamida).

Em nosso estudo, pacientes com tumor sélido eram portadores de linfoma de
Hodgkin, osteossarcoma, sarcoma de Ewing ou rabdomiossarcoma. Todos 0s pacientes com
sarcoma de Ewing receberam altas doses de ciclofosfamida, assim como vincristina e
adriamicina. Pacientes com osteossarcoma foram tratados com altas doses de
MTX/CDDP/ADRIA (methotrexate / cisplatina / adriamicina) entre 1985-1989. A dose
cumulativa de MTX foi de 144g/m*, CDDP 840mg/m” e ADRIA 210mg/m’. No periodo de
1994-1995 os pacientes foram tratados com IFO/ADRIA/CDDP/VP-16. A dose cumulativa
foi de 54g/m’ para IFO (ifosfamida), 375mg/m’ para ADRIA, 720mg/m® para CDDP e
2.7g/m’ para VP16. Durante o periodo de 1997-1999 o tratamento utilizado foi IFO / ADRIA
/ CARBO / CDDP com doses cumulativas de 45g/m® para IFO, 360mg/m* para ADRIA,
2.5¢/m’ para CARBO (carboplatina) e 500 mg/m’> para CDDP. Pacientes com
rabdomiossarcoma foram tratados por 50 semanas utilizando-se VAC quando eram nio
metastaticos ou VAC + IFO / ADRIA / VP16 se metastaticos ou com doenga parameningea.
A dose cumulativa de ADRIA foi de 360 mg/m’, IFO 81g/m’ ¢ VP-16, 2g/m’. Para a maioria
dos protocolos acima descritos, a dose acumulada dos diferentes tipos de quimioterapicos
estava dentro da dose habitual. Para o quimioteréapico Ifosfamida, os esquemas foram de altas
dosagens porque as doses chegaram até a 81gr/m’, como por exemplo no protocolo de

osteossarcoma no periodo de 1997-1999 em que a dose foi de 45g/m®* ou nos
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rabdomiossarcomas, cuja dose acumulada foi de 81 gr/m”. A dose elevada de CDDP foi feita
para 0s pacientes com osteossarcoma tratados no periodo de 1985 a 1989, cuja dose méxima
chegou a 840mg/m’.

Trabalhadores rurais que viviam no cinturdo “leucemia-linfoma” e que
trabalhavam no sudoeste de Minnesota ou no noroeste de Iowa, nos Estados Unidos, foram
estudados por LIPKOWITZ et al (1992). Estes autores encontraram um aumento transitério
de um gene recombinante nestes pacientes expostos a herbicidas e pesticidas. O aumento
observado foi correlacionado ao grau de exposi¢do a estes agentes. Quando comparados
estes agricultores com grupo controle, os autores observaram aumento da fregiiéncia do
rearranjo 15 a 30 vezes maior entre o grupo exposto aos agentes toxicos. Estes mesmos
agricultores mostraram uma freqiiéncia 3 a 7 vezes maior de desenvolver doenga maligna
de linhagem linféide. Recentemente BUCKLEY et al (2000) publicaram estudo mostrando
correlagdo entre exposicdo materna a pesticidas e filhos com Linfoma Nzo-Hodgkin de
células T e células B. Os autores mostraram que, quando as mdes foram expostas a
pesticidas para uso doméstico diariamente, houve um risco de 7,3. Quando expostas
durante dedetizacdo doméstica, de forma esporadica, o risco foi de 3,0.

ABDALLAH et al (1995) estudaram a fregiiéncia do gene Vy/JB encontrado no
receptor de células T dos pacientes portadores de Doenga de Hodgkin. O gene foi procurado
no sangue periférico dos pacientes antes, durante e apds o tratamento com quimioterapia e/ou
radioterapia. O gene Vy/JP encontrado foi chamado pelos autores de rearranjo-trans uma vez
que o que se observou no estudo foi uma incidéncia aumentada deste rearranjo de forma
transitoria, sendo observado mais freqiientemente durante o tratamento. Apés 1 a 5 meses do

final do tratamento, a freqiiéncia do gene Vy/JB voltava a indices normais.

Em nosso estudo observamos um aumento transitério da fregiiéncia do gene
TCRB/y para os pacientes portadores de LLA e TS quando o DNA foi colhido durante o
periodo em que estavam recebendo quimioterapia. Os pacientes foram subdivididos entre um
periodo de exposigéo as drogas entre 3 a 6 meses e um grupo entre 9 a 12 meses de exposicio.
Encontramos uma freqiiéncia de rearranjo semelhante entre estes subgrupos tanto para
pacientes com LLA quanto com TS. Nestes pacientes acima descritos, todos receberam
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antraciclinas. Entretanto, em nosso estudo, ndo temos como correlacionar seu uso aos achados
de rearranjos. Os inibidores da Topo II ndo foram utilizados para os pacientes com LLA em
que o DNA foi colhido no periodo durante a QT (3 a 6 meses ou 9 a 12 meses) mas assim o
foram para os pacientes com TS. Apesar do grupo de LLA n#o ter recebido inibidores da Topo
II e o grupo de TS sim, encontramos freqiiéncia de rearranjos do gene Vy/JB semelhante em
ambos os grupos. Para os grupos analisados depois do término do tratamento, desde 6 meses do
térmmo até 4 anos, a freqiiéncia do gene Vy/JP dos pacientes que receberam mibidores da Topo
Il também foi similar entre o grupo de LLA e TS. Deste modo, tanto alquilantes quanto
mibidores da Topo II foram capazes de aumentar a freqiiéncia do gene hibrido Vy/JB.

Nos pacientes estudados pés-término de tratamento hd 5 anos ou mais, os
inibidores da Topo II foram utilizados para a maioria dos pacientes com LLA e somente
para 3 dos 15 pacientes do grupo de TS. A freqiiéncia do gene Vy/JB encontrada nos grupos
acima descritos ndo pode ser diretamente atribuida ao fato de haver maior ou menor
numero de pacientes que utilizaram os inibidores de Topo II. No entanto, os nossos achados
sdo semelhantes aos de Lipkowitz, de Buckley e de Abdallah onde, durante a exposi¢io, ha
aumento da freqiiéncia do gene Vy/JB, o que parece ser transitério, mas, no entanto, mesmo
cessada a exposigdo, ha mais tarde um aumento ocorréncia de leucemias agudas e linfomas.
E de se esperar que no nosso grupo estudado também venha a ocorrer uma freqiiéncia
maior de neoplasias secunddrias.Por isso pretendemos observar nossos pacientes por um

periodo de 5 a 10 anos.

A ocorréncia de leucemias secundarias em pacientes pediatricos estudados apds
o tratamento utilizando agentes alquilantes foi descrita na literatura pelo “Late Effects
Study Group” por TUCKER et al (1987). Estes estudiosos publicaram uma casuistica de 22
criangas com leucemia apds 2 ou mais anos do término do tratamento entre 9.170 criangas
com céncer. O tratamento com alquilantes foi associado a um risco de aparecimento de
leucemias de 4.8 com intervalo de confianga de 95% de 1.2-18.9. A radioterapia, neste
grupo estudado, ndo mostrou aumento no risco de leucemias secundarias. Neste estudo de
coorte, os autores mostraram maior risco de leucemias secunddrias para pacientes mais
velhos, o que poderia ser explicado pelo aumento das doses de antraciclicos

proporcionalmente utilizados. De forma semelhante, neste mesmo grupo, os antraciclicos
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podem ser os responsaveis pelo aparecimento de leucemias secundérias entre os pacientes

portadores de doenga de Hodgkin e Sarcoma de Ewing.

MEYDAN et al (1999) estudaram a presenga do gene ¥%/JB, chamado por estes
autores de gene “TCRpB/y ilegitimo”. Os autores correlacionaram a freqiiéncia deste gene
com idade, exposi¢do ocupacional, tratamento citostético, presenga da translocacgdo t( 14:18)
e com a mutag¢do do gene Aprt. Em nosso estudo, a idade da coleta de DNA, na maioria dos

pacientes estudados, se situou abaixo da idade citada nesse trabalho.

Van LEEUWEN et al (2000) estudaram 1.253 pacientes abaixo de 40 anos
tratados entre 1966 ¢ 1986 na Holanda. Abaixo de 20 anos, foram estudados 326 pacientes
e entre eles o nimero de pacientes com leucemia secundéria foi de 18, sendo 15 delas t-
LMA. O risco relativo foi de 37.5 (95% IC: 22.2-59.2) e 66.7 (95% IC: 37.4-110)

respectivamente.

Leucemias secunddrias associadas a exposi¢do de VP16 foi associada a
intensidade da dose utilizada (PUI et al, 1991; PEDERSEN-BJERGAARD et al., 1991)
assim como a utilizagdo em dose “standard” (NICHOLS et al, 1993). Nichols e cols.
trataram pacientes com tumores de células germinativas e observaram 2 pacientes que
desenvolveram leucemia secundéria entre 315 pacientes tratados. A dose cumulativa de
VP16 variou entre 1500-2000 mg/m’ e foram associadas ao uso de CDDP e Ifosfamida ou

Bleomicina.

Em nossos pacientes, em todos os grupos estudados, desde a coleta de DNA até
a presente data, passaram-se 2 anos. Nenhum deles desenvolveu mielodisplasia ou leucemia
aguda neste periodo, que € ainda bastante curto. Nosso planejamento para estes pacientes é
prolongar o periodo de observagdo, com estudo longitudinal destes casos, principalmente

para aqueles pacientes em que a freqiiéncia de rearranjo foi elevada.

Discussdo
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1. O método que utiliza gel de poliacrilamida corado pela prata pode substituir plenamente
0 método classico do gel de agarose corado com brometo de etidio e hibridizado pela
técnica de Southern-Blot, sem prejuizo dos resultados e com a vantagem de ser mais

rapido, de menor custo ¢ da nfo-necessidade de utilizacio de material radioativo.

2. Os resultados de nosso estudo indicam que os pacientes apresentaram instabilidade
génica onde a presenga de gene hibrido Vy/JB pbde ser observada, em freqiiéncia mais

elevada durante a fase de tratamento com quimioterapia.

Conclusdes
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LOPES LF GENETIC INSTABILITY: ILLEGITIMATE GAMA/BETA (y/B) GENE
IN PATIENTS EXPOSED TO CHEMOTHERAPY.

The frequency of the hybrid Vy/JB trans-rearrangement in peripheral blood
lymphocytes (PBL) was analysed in a transversal study of pediatric patients (n=210) with
acute lymphoblastic leukemia (ALL) and solid tumours (ST). Different amounts of DNA
were used as template for a nested PCR in order to evaluate the frequency of hybrid Vy/JB
genes, using silver-stained gels. The frequency of the rearrangement was evaluated in
groups before, during and after therapy. A greatly increased frequency of Vy/JB trans-
rearrangement was found in PBL of both groups of patients during exposure to
chemotherapeutic agents as compared to patients before chemotherapy. In patients that had
finished treatment, the frequency of the rearrangement fell promptly to the baseline levels
in ST but showed a slow decrease in ALL, where increased levels could be found until 4
years after the end of treatment. We hypothesize that the chemotherapeutic agents are able
to induce the Vy/JB trans-rearrangement, but this is transient in most cases. It remains to be
determined the exact relation between the persistence of the rearrangement and the

occurrence of secondary leukemia.

Summary
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Summary. The [requency of the hybrid V+/JB trans-
rearrangement in peripheral blood lymphocvtes (PBLs)
was analysed in a transversal study of paediatric patients
(n = 210) with acute lymphoblastic leukaemia (ALL) and
solid tumours (ST). Different amounts of DNA were used as
the template for a nested polymerase chain reaction to
evaluate the frequency of hybrid Vv/]B genes, using silver-
stained gels. The frequency of the rearrangement was
evaluated in groups before, during and after therapy. A
greatly increased frequency of Vy/JB (rans-rearrangement
was found in PBLs of both groups of patients during
exposure to chemotherapeutic agents compared with
patients before chemotherapy. In patients who had finished

treatment, the frequency of the rearrangement fell promptly
to the baseline levels in ST but showed a slow decrease in
ALL in those in whom increased levels could be found until
4 years after the end of treatment. We hypothesize that the
chemotherapeutic agents are able to induce the Vy/]@ trans-
rearrangement, but this is transient in most cases. The exact
relationship between the persistence of the rearrangement
and the occurrence of secondary leukaemia remains to be
determined.

Kevwords: Vvy/[B gene, paediatric cancer, childhood
secondary leukaemia. Vy/JB gene chemotherapy, Vv/jp
trans-rearrangement.

Advances in cancer therapy. particularly in the treatment of
paediatric cancers. have produced long-term survivors.
These survivors have an increased risk of developing a
second (iatrogenic) or treatment-related cancer, which may
be linked to the genotoxic effects of the initial chemother-
apeutic agents (De Benedetti et al. 1996). Tumour-specific
chromosomal translocations in human lymphoid malig-
nancies often involve aberrant T-cell receptor (TCR) and
immunoglobulin gene rearrangements. which probably
arise during maturation of B and T lymphocytes (Meydan
et al. 1999). It has been suggested that these events may be
used as markers of genomic instability, genotoxic exposure
and cancer risk (Kirsch & Lipkowitz, 1992; Fuscoe et al,
1996. 1997). TCR genes are rearranged in developing T
cells by site-specific recombination between clusters of
variable V(D)] segments. This process is catalysed by the
V(D)] recombinase that makes use of specific recombination
signal sequences, heptamers and nonamers flanking the
segments to be recombined. Occasionally, illegitimate V(D)]
recombinase-mediated events occur between regions similar

Correspondence: Luiz Fernando Lopes, Centro de Tratamento e
Pesquisa. Hospital do Cancer. Pediatric Department. Rua Prol
Antonio Prudente 211, BR — 01309-900 Sao Paulo, SP. Brazil. E-
mail: If lopes@sti.com.br

@ 2001 Blackwell Science Ltd

to recombination signal sequences in other parts of the
genome and may give rise to translocations or deletions.
resulting in oncogene activation (Rabbits, 1994). Thus. a
specific form of instability can be defined by the frequency of
the occurrence of variable (V), diversity (D), joining (])
recombinase-mediated trans-rearrangements between a V
segment from the TCR gamma locus and a | segment from
the TCR beta locus. Interlocus recombination involving
immunoglobulin or TCR loci can occur at low frequency in
peripheral blood lvmphocytes (PBLs) of normal individuals:
i.e. t{14:18) in B-cells (Rabbits, 1994; Fuscoe et al, 1996)
and inversion of chromosome 7 in T cells (Lipkowitz et al,
1990). Inv (7) is caused by illegitimate recombination
between the TCR 8 gene located at 7935 and the TCRy gene
at 7pl4-15. This inversion results in a functional hybrid
TCRPB/y gene (Davodeau et al. 1994), which is present at
low frequency in normal T cells (Lipkowitz et al, 1990).

In malignant lymphocytes it has been suggested that
V(D)] recombinase can play a central role in the generation
of genetic changes that dysregulate certain growth-affecting
genes. such as c-MYC, BB/vy CL-2 or SCL (Waldmann, 1987-
Begley et al. 1989: Griesser et al, 1989). In patients with the
inherited disease ataxia telangiectasia (AT), a genomic
instability syndrome associated with a high frequency of
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lvmphoid malignancies (Boder, 1985). the recombination of
TCRy segment V and TCRB segment | occurs in PBLs at a
frequency 50-100-fold higher than normal (Lipkowitz et al,
1990). Patients with Hodgkin's disease have also been
studied for this particular type of genetic instability
{Abdallah et al, 1995). An increased level of Vy/]B trans-
rearrangements in PBLs of patients with Hodgkin's disease
was observed during exposure to chemotherapeutic agents.
These trans-rearrangements were transient, returning to
baseline levels 1-5 months after completion of treatment.
In the present study paediatric patients with acute
leukaemias and solid tumours were examined at diagnosis,
during and after chemotherapy in order to trace the
frequency of the V+/]B trans-rearrangements. Non-neoplas-
tic patients and children with ataxia telangiectasia were
used as negative and positive controls respectively. To
further evaluate the use of TCRB/y gene rearrangements,
we studied the possible effects of chemotherapy in paediatric
patients with ALL and solid tumours on its percentage of
positivity.

PATIENTS AND METHODS

Studied population. We analysed 210 patients from the
Paediatric Department of the Centro de Tratamento e
Pesquisa Hospital do Cancer, Sao Paulo, Brazil. for the
frequency of the Vy/JB hybrid genes in peripheral blood
lvmphocytes (PBLs). For patients with both acute lvmpho-
hlastic leukaemia (ALL) and solid tumour (ST), blood was
collected from 15 patients before chemotherapy. from 30
during treatment (15 patients 3-6 months [rom the
beginning of treatment and 15 patients 9-12 months

from the beginning of treatment) and from 45 patients
after the completion of therapy (15 cases 6—12 months
after therapy, 15 patients after 2-4 vears after therapy and
15 children = 3 vears alter therapyi. As a negative control
group, blood was also collected from 20 children with non-
neoplastic diseases scen at the same institution and 10
healthy adults from the laboratory staff. Two patients with
ataxia telangiectasia were used as the positive control group
for the nested polymerase chain reaction (PCR) assay.

Patients with ALL were treated according to protocols
used at the time of admuttance, as shown in Table I. The
Brazilian protocols for ALL, GBTLI (Grupo Brasileiro de
Tratamento de Leucemias Na Infancia) 80, 82 and 85 have
been previously described (Brandalize et al. 1993). In
GBTLI-85, epipodophyllotoxins etoposide (VP-16) and teni-
poside (VM-26) were used. The ALL patients analysed after
therapy (2-4 vears) had been submitted to the Brazilian
protocol GBTLI-93 or the German protocol Berlin—-Frank-
furt—-Miinster (BFM) 86 (Reiter et al, 1994). The GBTLI-93
protocol contains vincristine and daunorubicine.

For ST patients the protocols used depended on tumour
type (osteosarcoma. Ewing’s sarcoma. rhabdomyosarcoma
or Hodgkin’s lvmphoma) and the time of admittance for
treatment. The characteristics of the treatments are shown
in Table I. Patients with Hodgkin's lymphoma were treated
with MOPP (mechlorethamine, vincristine, procarbazine.
prednisone and/or ABVD (adriamycin. bleomycin. vinblas-
tine. decarbazine) and/or OPPA (oncovin, procarbazine.
prednisone, adriamycin) using the chemotherapy protocols
described previously (Canellos et al. 1992 Hudson &
Donaldson, 1999). All patients with Ewing's sarcoma
received high doses of cyclophosphamide (CYCLO) as well

Table 1. Characteristics of acute lymphoblastic leukaemia (ALL) and solid tumour (ST} treatment.

Pre-treatment Duration of

—_— chemotherapy Year of treatment/ Time after Year of treatment/
Year of admission {months) Protocol used Chemaotherapy protocol used
ALL 1998 3-6 1997-99/ALL-93 6-12 month 1995-98/ALL-93
9-12 1996-98/ALL-93 2-4 years 1991-94/ALL-93 or BFM-86
= 5 years 1980-90/ALL-80 or ALL-82 or ALL-85
ST 1998 3-6 1997-99/* 6-12 month 1997-98/*
9-12 1997-99/* 2—4 years 1994-95/1
= 5 years 1985-91/%

*Solid tumour protocols used from 1997 to 1999:

Hodgkin's lymphoma, ABVD/OPPA: Ewing sarcoma, CYCLO. ADRIA.VCR with or without [FO. VP16: Osteosarcoma, [FO/ADRIA/CARBO/

CDDP: Rhabdomiossarcoma, VAC or VAC + [FO/ADRIA/VP16.
+Solid tumour protocols used from 1994 to 1995:

Hodgkin's lymphoma, ABVD/OPPA; Ewing sarcoma,CYCLO, ADRIA VCR with or without IFO, VP16; Osteosarcoma, IFO/ADRIA/CDDP/

VP16: Rhabdomiossarcoma. VAC or VAC + [FO/ADRIA/VP16.
4Solid tumour protocols used from 1985 to 1991:
Hodgkin's lymphoma: 1985-87 ABVD. 1988-91 ABVD/MOPFE.

Ewing sarcoma: 1985-89 CYCLO. ADRIA.VCR, MTX: 1990-91 CYCLO, ADRIA. VCR.
Osteosarcoma: HD MTX/CDDP/ADRIA: Rhabdomiossarcoma,VAC or VAC + [FO/ADRIA/VP LA

ALL 93. Brazilian Cooperative Study. GBTLI-9 3
ALL -BFM 86, German Cooperative Study, BFM 86.

ALL 80/ ALL 82/ ALL 85, Brazilian Cooperative Study, GBTLI-80, -82 and -85.

@ 2001 Blackwell Science Ltd, British Journal of Haematology 113

: 1001-1008
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as vincristine (VCR) and adriamycin (ADRIA). Osteosar-
coma patients were treated with high-dose methrotrexate
(HD MTX)/CDDP(cis-diammunedichloroplatinum-11/ADRIA
from 1985 to 1989. The cumulative dose of MTX was
144 ¢/m’, CDDP 840 mg/m’ and ADRIA 210 mg/m"’.
From 1994 to 1995 patients were treated with ifosfamide
(IFO)/ADRIA/CDDP/VP16. The cumulative doses were
54 g/m? for IFO, 375 mg/m” for ADRIA, 720 mg/m” for
CDDP and 2-7 g/m~ for VP16. During the period between
1997 and 1999 the treatment used was IFO/ADRIA/
carboplatin(CARBO)/CDDP.  with cumulative doses ol
45 g/m* for IFO. 360 mg/m* for ADRIA. 25 g/m” for
CARBO and 500 mg/m® for CDDP. Patients with
rhabdomyosarcoma were treated for 50 weeks with VAC
(vincristine, adriamycin, cyclophosphamide) if thev were
non-metastatic. VAC + [FO/ADRIA/VP16 was used il the
natients were metastatic or parameningeal. The cumulative
dose for ADRIA was 360 mg/m”, for IFO 81 g/m” and for
VP16-2 g/m>.

Blood sampling. Informed consent and ethical approval
from the hospital ethical committee was obtained for this
study of the 210 individuals from the Centro de Tratamento
¢ Pesquisa do Hospital do Cancer, Sdo Paulo. Brazil. Blood
(10ml) was collected from each individual in EDTA-
Vacutainer blood collection tubes (Becton-Dickinson, Ply-
mouth, UK) according to the manufacturer’s instruction
and used for PBL extraction within 6 h. PBLs were isolated
using Ficoll Hypaque (Pharmacia, Uppsala. Sweden) den-
sity-gradient centrifugation from the heparinized blood
(Boyum. 1968). For DNA extraction, pellets of lymphocytes
were incubated in TE buffer (Tris 10 mmol/l pH 8-0. EDTA
1 mmol/1) plus proteinase K (20 mg/ml) at 37°C overnight.
The lysate was then extracted with phenol/chloroform, and
the DNA recovered alter ethanol precipitation using
standard methods (Blin & Stafford, 1976).

PCR conditions. To assay for recombinations between Vv
and Jp segments, a two-step nested PCR protocol was
performed for each patient using primers Vya, Vyb. JBla
and the JB1b as described in Table 1. Briefly. in the first
PCR. 525. 350, 175. 35, 17-4, or 875 ng of DNA was used
as the template in a solution containing 0-125 mmol/l
dNTPs (deoxynucleotide triphosphate), 0-25 ul of polymer-
ase (5 U/ul-Gibco/BRL, Rockville, MD, USA). 0-75 ul of
MgCl; (50 mmol/l), 13 pl of Milli-Q water and 5 pmols of
the primers Vya and JBla in 10X PCR buffer (20 mmol/l
Tris-HCl pH 8:0 and 50 mmol/l KCl). The final amplifica-
tion volume was 25 pl. The amplification cycle was: 95°C
for 3 min, 58°C for 1 min, 72°C for 2 min: followed by 35
cycles of 1 min at 95°C. 1 min at 58°C and 1 min at 72°C
with a final cycle of 1 min at 95°C, 1 min at 58°C and
5 min at 72°C. In the second amplification step, 2 pl of the
first amplification reaction was diluted into 25 pl of an
identical solution containing 5 pmols of each of the nested
primers Vb and JB1b in an identical amplification cvcle. All
molecular studies were performed at the Laboratory of
Cancer Genetics of the Sdo Paulo branch of the Ludwig
Institute for Cancer Research.

Analysis of PCR products usig sil ver-stained polyacrilamide
gels. Nested PCR products (2 ul) resulting from every DNA

Table 11. Sequence of oligonucleotides used as PCR primers or

probes.

Oligonucleotide Sequence

Vya TACATCCACTGGTACCTACACCAG

Vv b CTAGAATTCCAGGGTTGTGTTGGAATCAGGA
Vy ¢ TCTGGGGTCTATTACTGTGCCACCTGE

IBla TTCCCAGCAACTGATCATTG

IB1b CCAGGATCCCCCGAGTCAAGA

JBle CATACCTGTCACAGTGAGCC

GAPDHS TTCATCCCTTCTCCCCACACAC

GAPDHA AGTCCCAGGGCTTTGATTTG

The oligonucleotides labelled a were used as primers in the first
PCR reaction: those fabelled b were used as internal primers in the
second nested reaction: and those labelled ¢ were used as
hybridization probes. The Vy oligonucleotides correspond to the
coding strands. The JB oligonucleotides correspond to the inverted
complement of the coding strands. The primers used for the GAPDH
gene are those labelled GAPDHS and GAPDHA.

dilution of each individual were analysed using 6% silver-
stained polyacrylamide gels (Sanguinetti et al, 1994). This
methodology is approximatelyv 100 times more sensitive
than ethidium bromide agarose gel staining, has a greater
resolving power and provides a permanent copy of the
experiment after drying the gel.

Amplification control using the GAPDH gene. To exclude the
pussibility that absence of an amplification product in the
analysis of the hybrid gene was not caused by PCR
inhibitors co-extracted together with template DNA, or the
absence of the DNA itself, PCR was performed using primers
directing GAPDH amplification (Table IT) and the same DNA
dilutions as used before. The mixture was heated to 95°C for
3 min, 58°C for 1 min, 72°C for 2 min: it then underwent
30 cycles of 1 min at 95°C. 1 min at 58°C and 30 s at 72°C.
followed by a final cycle for 1 min at 95°C, 1 min at 38°C
and 5 min at 72°C. The PCR products were analysed on
silver-stained polyacrylamide gels as described above.

Confirmation of product specificity. Specific PCR products
from the second Vv/]P specific amplification reaction were
separeted in 1-2% agarose gels. PCR products were South-
ern-blotted to a positively charged nylon membrane and
hybridized to [a-*2P]-labelled oligonucleotide internal to the
amplification primers.

Two microlites of PCR products were used as the template
for sequencing, using standard methodologies and con-
firmed the amplification of the expected gene.

Analysis of results. All patients were determined as positive
or negative for the rearrangement according to the presence
or absence of detectable amounts of the specific amplifica-
tion product after nested PCR. Each patient was studied
using six different amounts of DNA (525 ng, 350 ng.
175 ng. 35 ng, 7-4 ng, §75 ng). We assumed that positive
amplification reflected the presence of a single Vvy/[B
template in the starting amplification mixture. Thus. we
used the lowest quantitv of DNA that resulted in positive
amplification to estimate the rearrangement frequency for

© 2001 Blackwell Science Ltd. British Journal of Haematology 113: 1001-1008
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each patient. For example: for the patient shown in Fig 1,
the lowest quantity of DNA that was positive was 17-4 ng.
This correlated to a frequency 34-48/10° PBLs with the
rearrangement, assuming each cell contains 6 pg of DNA.

Results of samples were obtained for non-neoplastic
control patients, ALL and ST patients. The rearrangement
frequencies were analysed during therapy and compared
with the rearrangement f[requencies belore and alter
therapy. The cases with ALL were analysed separately
from the ST groups, using the same non-neoplastic patients
as the negative control group.

Statistical analysis. The means of Vy/]B rearrangements
frequencies for each group of patients were determined. The
group of patients during therapy was compared with the
means of rearrangement [requencies before and alter
therapy separately for ALL and ST. Means were compared
using the Kruskal-Wallis test and multiple comparisons
were performed using the Tukey-HSD test.

RESULTS
The mean age of the control group was 8-5 years (Cl 95%
5:4—11-6). The patients with ALL at diagnosis had a mean
age of 7-0 vears (CI 95% 4-9-9-1); those exposed to 3 and
& months of chemotherapy were 5-8 years old (CI 95%
2:6—8-9): those exposed between 9 and 12 months were
7-8 years old (CI 95% 4-6-11'0). Patients tested 6—
12 months after the end ol treatment had a mean age of
8-6 years (CI 95% 6-6-10-5 years); those 2—-4 years alter
therapy were 122 years old (CI 95% 10-5-14-5 years) and
those more than 5 years alter treatment were 17-8 years
old (CI 95% 15-1-20-4 years). For the groups ol patients
with ST those values were respectively: 13-0 years (Cl 95%
9:4-16-6 years); 14-1 years (CI 95% 12:0-16-1 years):
129 years (Cl 95% 10-6-15-3 years); 141 years (CI 95%
11-5-16-6 years); 158 years (CI 95% 13-6-18-0 years)
and 20-0 years (CI 95% 17-7-22-3 years)

The mean frequency of rearrangments for each group of

M 525ng 350 175 35 174 875

P ; ‘rJ ;
700 | T . —
400 e

. o
200 T

Fig 1. Six percent silver-stained polyacrylamide gel analysis of Vy/
JB trans-rearrangement gene fragments produced by nested PCR
amplification. The patient had a solid tumour and was tested 9-
12 months after initiation of treatment. A positive amplification
was obtained with 525 ng, 350 ng, 175 ng, 35 ng and 17-4 ng of
DNA. No amplification was obtained using 8:75 ng of DNA. The
arrow on the right indicates the position of the specific amplification
product. M, molecular size markers

patients revealed an increase in Vy/] trans-rearrangements
in PBLs of patients with ALL and ST during exposure to
chemotherapeutic agents compared with patients pre- and
post-chemotherapy and the non-neoplastic group (Table -
[1).

The mean rearrangment [requency was 10-2/10° cells
and 13-8/10° cells for patients with ALL receiving
chemotherapy for 3-6 months and 9-12 months respec-
tively. For the non-neoplastic group and ALL pre-che-
motherapy group the values were 1:3/10% cells and 3-1/
107 cells (P < 0-001). In the ST group, the respective
values for patients receiving chemotherapy were 9:2/10°
cells and 9:1/10° cells (3-6 months and 9-12 months)
and for the non-neoplastic group and ST pre-chemotherapy
group were 1-3/10° cells and 0-6/10° cells respectively
(P <2 0-002). Therefore, as shown in Fig 2, the baseline
frequency of rearrangements was higher in ALL than the
control group. It increased markedly during chemotherapy
and decreased slowly after the end of chemotherapy.
However, in ST the baseline frequency of the rearrangement
was similar to that of the control group. There was also an
increase during chemotherapy but alter the end of
treatment the levels fell quickly to the baseline values.

All patients studied during or after chemotherapy
received anthracyclines (Table [). However, only 52 patients
received epipodophyllotoxins, 23 with ALL: none of the
patients in chemotherapy, two in the group 6-12 months
after treatment, nine in the group 2-4 years alter therapy
and 12 at least 5 years after treatment. Among ST (29
patients) these agents were given to 11 patients studied
during treatment and seven, eight and three patients,
respectively. after chemotherapy according to the groups.

The 45 patients with ALL who were studied after the end
of chemotherapy (DNA collected in 1998) had a follow-up
period of 24-36 months from the date the DNA was
collected. Only one had a bone marrow relapse and died.
All the others are well, with normal blood counts and no
evidence of a secondary neoplasia.

DISCUSSION

Evidence for increased genetic damage in human popula-
tions exposed to physical or chemical agents has been
widely documented (Levine & Bloomfield, 1992; Tates et al,
1994). Cancer patients receiving chemotherapeutic treat-
ment are exposed to high doses of cytotoxic and often
genotoxic drugs. These patients are at risk ol developing
secondary cancers several years after the initial successful
treatment (Smith et al, 1994; Van Leeuwen et al, 1994:
Wolden et al, 1998). It is generally accepted that this second
malignancy is related to the first chemotherapy.
Adriamcycin (ADRIA), a potent anti-tumour drug in
clinical use, interacts with nucleic acids and cell membranes
but the molecular basis of its anti-tumour activity is still
unknown. Similar to a number of intercalative anti-tumour
drugs and non-intercalative epipodophyllotoxins (VP-16
and VM-26), adriamycin has been shown to induce single-
and double-strand breaks in DNA. These strand breaks are
unusual because a covalently bound protein appears to be

© 2001 Blackwell Science Lid, British Jowrnal of Haematology 113: 10011008
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Table III. Frequency of Vy/]p rearrangment per 10° PBLs according to the group of patients.

95% Confidence Interval for Mean

Number of
Group patients Mean P Lower bound Upper bound Minimum Maximum
(A) ALL and non-neoplastic patients
Control 30 1235 ()-8¥ 1-81 0-00 3-43
ALL pre-CT 15 308 > (0-05 0-80 5-35 0-00 17-14
ALL CT (3-6 months) 15 10-21 < 005 2:95 1746 1-71 34-48
ALL CT (9-12 months) 15 1384 = 005 5-97 21:70 0-00 34-48
ALL post (6—2 months) 15 2:20 = (-05 - 116 4-57 0-00 17-14
ALL post (2-4years) 15 344 = 005 - 1-38 3-26 0-00 3448
ALL post (> Syears) 15 0-38 = 005 9-1E-03 0-75 G-00 1-71
Total 120
(B) ST and-non-neoplastic patients
Control 30 1-35 0-88 181 0-00 343
ST pre-CT 15 0-h4 = (0-05 010 1-19 0-00 3-43
ST-CT (3-6 months] 15 9-18 < 005 - 060 18-96 0-00 6857
ST-CT (9-12 months) 15 906 < 0-05 1-42 167 0-00 34-48
ST post (6—12 months) 15 1-10 > 0-05 0-36 1-84 0-00 343
ST post (2—4years) 15 106 = 0-05 042 )7 0-00 343
ST post (> Syears) 15 1-06 = 0-05 0-42 { ¢ 0-00 3-43
Total 120
*P compared with control group.
CT. chemotherapw
AT associated with each broken phosphodiester bond. In in vitro
N studies, mammalian DNA topoisomerase II mediates DNA
damage caused by adriamycin and other related anti-
" tumour drugs (Tewey et al. 1984]. The epipodophyllotoxins
Eg are known to cause large DNA deletions and rearrange-
5 g i ments (Berger et al, 1991; Han et al. 1993) but, more
5 5 recentlv, increased site-specific V(D] recombinase-mediated
a% deletions in the HPRT gene have also been shown (Chen
;‘E I I et al. 1996). Follow-up studies of cancer patients treated
29 . - _ with epipodophyllotoxin therapy. including children with
s ALL, have suggested that these drugs may contribue to the
e e gy TRy development of secondary acute myeloid leukaemia (t-AML)
e Huapam Al (Pui et al, 1991; Smith et al, 1994). The level of illegitimate
o V(D)] recombination changes in lymphocyte and non-
lymphocyte blood cell DNA was measured in paediatric
x - patients with ALL who received etoposide (Fuscoe et al.
1998). In this study. a low level of t{14:18) was found in the
syt ™ lymphocytes before treatment that was not increased during
ﬁE therapy, suggesting that etoposide-based chemotherapy was
22 " not able to produce genomic rearrangements mediated by
g illegitimate V(D)] recombination. Despite the limitations of
%g ' this and other studies, several investigations have examined
~E | &= o= 1 O T mutagenesis in patients treated with etoposide. Little
ég - evidence for mutation induction by this agent was found
e ey — — with endpoeints measuring gene mutations, micronuclei or
stom i St cton) inappropriate V(D)] recombination (Abdallah et al, 1995).

Fig 2. Frequency of TCR Vy/JB rearrangement in PBL for patients
before, during and after chemotherapy. The TCR Vy/[B i group
during chemotherapy was significantly higher than in group before
(pre-) or after (post-) chemotherapy. (A) Patients with ALL. (B)
Patients with ST m. months; y. vears.

The frequencies of hprt mutations in the peripheral blood of
12 elderly adult patients receiving etoposide chemotherapy
for small cell lung cancer was measured (Karnaoukhova
et al, 1997). However. when samples were obtained before.
during and after therapy there was no significant increase

© 2001 Blackwell Science Ltd, British Journal of Haematology 113: 1001-1008
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m hprt mutation frequency. Our results using TCRB/y gene
rearrangements show a transient increase of these muta-
tions during chemotherapy with doxorubicin (ADRIA or
DAUNQ) and epypodophyllotoxin (VM-26 and/or VP-16).

Secondary acute non-lvmphocytic leukaemia (t-ANLL)
after treatment with a CDDP-based regimen for osteosar-
coma was described in a paediatric osteosarcoma population
of the M.D. Anderson Cancer Centre (Jeha et al. 1992).
These authors described 66 patients treated with CDDP/
ADRIA and CYCLO. Two patients presented t-ANLL. Among
the 66 patients. the cumulative dosages of CDDP varied
from 150 te 3000 mg/m>. The dosages related to t-ANLL
were 900 mg/m~ and 1500 mg/m~. According to Jeha et al
(1992). CDDP is considered to have alkylating actvity and
is highly suspect as a causative agent of t-ANLL with an
unknown mechanism. A marked difference in the ability of
individual patients to form DNA adducts after treatment
with CDDP was suggested (Reed et al. 1996). The
accumulation of DNA adducts increases with increasing
cumulative doses of CDDP.

Reports of t-AML in survivors of germ cell tumours. lung
cancer and ovarian cancer treated with CDDP-based regi-
mens are also increasing (Ratain et al, 1987: Chambers et al.
1989). In our study, the patients with osteosarcoma were
treated with different protocels. The cumulative dosage of
CDDP varied from 500 mg/m” to 840 mg/m” according to
the protocol used. In the three periods ol treatment (1985-
89, 1994-95 and 1997-99) ADRIA was added. and in the
period 1994-95 VP16 was also included.

In a group of agricultural workers from the ‘leukaemia-
lvmphoma’ belt of Southern Minnesota and Northern [owa.
a transient increase in the frequency of interlocus recombi-
nation was found that correlated with the exposure to
herbicides. pesticides and fumigants (Lipkowitz et al. 1992).
The observed increase seemed to be correlated with the
degree of exposure to these agents. A seasonal variation in
the level of trans-rearrangements was also documented.
When compared with a matched control group, a 15-30-
fold increase in the frequency of interlocus recombination
was observed (Lipkowitz et al, 1992). These agricultural
workers also had a three- to sevenfold increased risk of
developing lymphoid malignancies.

In our study we observed a transient increase in the
frequency of TCRB/vy gene for the ALL and ST patients
receiving chemotherapy. Patients were divided into groups
of 3-6 months and 9-12 months of exposure. This
approximately relates to the number of cycles of chemother-
apy received. We found that the frequency of the rearrang-
ment was similar for both treatment periods for ALL and ST.
All patients had received anthracyclines. Therefore.
although thev participate in the occurrence of the trans-
rearrangements, they may not be responsible for the
differences observed in ALL and ST. Epipodophyllotoxins
were not included in the chemotherapy protocols for the
ALL patients analysed during treatment, but were part of
the polychemotherapy administered for ST. The [requency of
the trans-rearrangement. however, was similar in both
groups. In the groups analysed alter the end of treatment.
the frequency of patients that received epipodophyllotoxins

was similar for ALL and ST in those observed between
6 months and 4 vears. In the groups analysed =5 years
alter the end of chemotherapy, these drugs were used in
most patients with ALL but only in 3/15 cases of ST.
Therefore the differences in the behaviour of the trans-
rearrangement cannot directly be attributed to them. The
increased {requency of the rrans-rearrangement observed in
ALL before and immediately after treatment may be caused
by intrinsic factors of the disease (the gene analysed belongs
to the lymphoid tissue) and also the longer duration of the
treatment for ALL.

The occurrence of leukaemia after treatment with
alkylating agents for childhood cancer has been reported
in the literature for many vears. The Late Effects Study
Group described 22 children with leukaemia after following
a group of 9170 survivors of childhood cancer for 2 or more
years (Tucker et al. 1987). Treatment with alkylating agents
was associated with a significantly elevated risk of
leukaemia (RR = 4'8; 95% CL 1-2-189). Radiation
therapy in this study did not increase risk. In this cohort,
the authors showed an elevated risk of leukaemia at older
ages that could be explained by the higher doses of
alkvlating agents received. Similarly, the excess leukaemia
after Hodgkin's lymphoma (HD) and Ewing's sarcoma could
be explained by treatment with alkylating agents. Van
Leuwen et al (2000) studied 1253 patients. aged below
40 vears and treated at two Dutch cancer centres between
1966 and 1986. Among patients under 20 vears of age
(326), leukaemia as a secondary malignancy was found in
18 patients with 15 AMLs. The relative risk for these was
37-5 (95% CI: 22:2-59-2) and 66-7 (95%CI: 37-4-110)
respectively.

Secondary leukaemia associated with etoposide was not
only related to high-dose epipodophyllotoxin protocols
(Pedersen-Bjergaard et al, 1991; Pui et al. 1991) but also
with conventional doses (Nichols et al. 1993). These authors
studied patients treated with germ cell tumour protocols
and described two cases among 315 survivors with
cumulative etoposide doses of 1500-2000 mg/m” in
combination with cisplatin plus either ifosfamide or
bleomycin.

Our patients studied after treatment have a follow-up of at
least 2 years. However. none of them developed myelodys-
plastic syndrome (MDS)/AML. This may be as a result of the
small number of cases compared with the above-cited
studies. A long follow-up is needed to ensure that they will
not develop a secondary leukaemia.

The results of our study indicate that the analysis of the
TCRB/y gene rearrangement is a useful biological marker
for genotoxicity. The DNA damage observed was transient.
However, it would be interesting to re-examine the patients
analysed during treatment several years later in a long-
itudinal study.
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ANEXO 2 - Lista de identificagdo dos pacientes do estudo: nimero no grupo de tratamento,
data da coleta do sangue e extragdo de DNA, iniciais do nome, concentragdo
minima de DNA (em ng) onde o rearranjo foi visualizado no gel de

poliacrilamida, freqiiéncia de rearranjo x 10° leucécitos de sangue periférico

GRUPO DATA DA INICIAIS | CONC.DNA | FREQ.REAR. | GRUPO DATA DA INICIAIS | CONC.DNA | FREQ REAR.
COLETA (ng) x 10° leuc COLETA (ng) x 10° leuc

A- B

el GRUPO LLA-Disg GRUPO

Neoplasia 1 2

Al 30-06-98 PSG 525 1,14 Bl 30-01-98 WET 175 343

A2 15-09-98 RDL 175 343 B2 20-02-98 MA 175 3.43

A3 21-05-99 SL 350 1,71 B3 24-03-98 RF 350 1,71

A4 28-01-00 FMA 175 343 B4 20-03-98 SM 175 343

AS 12-02-00 EB 175 343 B6 06-05-98 RSM nv 0,00

Ab 15-02-00 GFC 175 343 B7 22-05-98 RSM 350 1,71

A7 22-02-00 LDS 525 1,14 B8 30-05-98 DL 175 343

A8 10-03-00 WFPS nv 0,00 B9 01-06-98 SCB 350 1,71

A9 24-03-00 AOR 350 1,71 B10 15-06-98 VXS 350 1,71

AlD 29-03-00 ENS nv 0,00 Bl11 29-06-98 BMS 175 343
B13 14-07-98 TA 350 1,71

A21 13-11-98 AOJ nv 0,00 B16 14-08-98 JLF nv 0,00

A22 12-05-99 VES nv 0,00 B17 17-09-98 LLT 175 343

A23 21-05-99 ICPS 350 1,71 B18 11-10-98 DFG 35 17.4

A24 25-06-99 SFA 175 343 B20 20-11-98 ACP nv 0,00

A2S5 06-07-99 KQS 350 1,71

A26 05-12-99 1A 350 1,71

A27 05-12-99 MCB 525 1,14

A28 20-01-00 ARR 350 1,71

A29 12-02-00 AEB 175 343

A30 29-03-00 ocrI nv 0,00

N9 * ** 525 1,14

NI10 i - 350 1,71

NI1 . - 525 1,14

Ni12 . - 525 1,14

N13 ® L 525 1,14

NI8 * Gl nv 0,00

N32 x oot nv 0,00

N36 " - nv 0,00

N41 * ey nv 0,00

N47 . - nv 0,00

No grupo sem neoplasia N9 a N47 sdao amostras de DNA normais. Estes DNAs foram
estocados como sendo de boa qualidade (testadas em experimentos anteriores). Estas
amostras foram colhidas de voluntdrios maiores de 20 anos de idade, pesquisadores e
funcionarios do Instituto Ludwig, sem nenhuma doeng¢a no momento da coleta. Estas
amostras foram utilizadas aleatoriamente ndo sendo possivel identificar a data da coleta
(*) ou 0 nome do voluntario (**).

nv = rearranjo ndo visualizado no gel
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25 GRUPO 3 D- LLA | GRUPO 4
Sdlidos ao 3-6 m trat
| diagndstico
C1 05-02-98 ASS v 0,00 D1 09-02-98 HSR 175 343
Cc2 19-02-98 LSS 525 1,14 D2 04-02-98 AHLS 174 34,48
C3 04-03-98 LDLL nv 0,00 D3 05-02-98 DA 174 3448
Cc4 25-03-98 IL v 0,00 D4 04-02-98 RR 175 343
C5 15-04-98 JCC nv 0,00 Ds 02-02-98 GF 175 343
Ccé 13-04-98 PP nv 0,00 Dé 17-02-98 AIB 174 34,48
Cc8 21-07-98 FL 525 1,14 D7 25-02-98 PAF 175 343
c9 28-07-98 AM nv 0,00 D8 23-03-98 LPN 175 343
C10 20-08-98 WNC nv 0,00 D13 23-09-98 DML 175 343
C11 19-08-98 ASS nv 0,00 D14 22-09-98 SCB 175 343
Cl12 14-08-98 IN 525 1,14 D15 06-11-98 TFA 35 17,14
C13 01-09-98 JBO 350 1,71 D16 17-12-98 LLT 175 343
Cl4 07-10-98 PSC 525 1,14 D18 19-03-99 KCS 350 1,71
Cls 05-11-98 LMS 175 343 D19 12-03-99 BRB 350 1,71
C17 20-01-99 TCM nv 0,00 D20 26-05-99 ROS 350 1,71
E-LLA GRUPO 5 F Tu | GRUPO 6
Sm 1 ano solido
trafio 3- m
trafio
El 12-02-98 MS 174 3448 F1 09-0298 CF 175 343
E2 25-02-98 FBL 35 17,14 F2 04-02-98 MA 35 17,14
E3 02-03-98 WT 17,4 3448 F3 03-02-98 RPA 175 343
E4 12-03-98 TASS 35 17,14 F4 04-02-98 CMP 35 17,14
ES 10-06-98 JG 17,4 34,48 F5 04-02-98 HTOV 350 1,71
E6 16-06-98 DAS 35 17,14 Fé6 25-02-98 RPM v 0,00
E7 16-06-98 GF 17,4 34,48 F7 25-02-98 MCS 175 343
E8 09-06-98 RFR 525 1,14 F8 19-02-98 LCCG nv 0,00
E9 15-06-98 PAF 175 3,43 F9 26-02-98 KMC 175 343
E10 17-09-98 LPN 175 343 F10 17-03-98 sC 525 1,14
Ell 15-10-98 AJB 175 343 Fl11 17-03-98 WM nv 0,00
El12 30-03-99 GSS nv 0,00 Fi12 15-05-98 TDR 8,75 68,57
E13 18-02-99 ASS 175 3,43 Fi3 26-05-98 RPR 525 1,14
El4 23-02-99 SAM 175 343 Fi14 27-05-98 MMM 35 17,14
El5 24-02-99 EWT nv 0,00 F15 27-05-98 LSS nv 0,00
Anexo 2




G- TuSolido | GRUPO 7 H- GRUPO 8
9 mal ano LLA —pés
rrat 6m a 1

ano trat
Gl 27-03-98 IL 350 1,71 HI 10-02-98 LSV 525 1,14
G4 30-04-98 ACS 17.4 34 48 H2 03-03-98 TOP ov 0,00
G5 16-06-98 KMC 17.4 34,48 H3 11-03-98 RHCR nv 0,00
G6 08-06-98 AAR 350 1,71 H4 19-03-98 MAS nv 0,00
G7 22-06-98 RPA 35 17,14 HS5 14-08-98 RGA 525 1,14
Gl1 31-07-98 JESB 350 1,71 Hé6 14-05-99 LSS nv 0,00
Gl12 28-08-98 JTS 350 1,71 H7 27405-99 TDS 350 1,71
G13 08-09-98 TDR nv 0,00 HE 15-06-99 FRB ov 0,00
Gl4 14-09-98 MMM 175 343 H9 08-12-99 PCS 175 343
Gl5 17-09-98 ASS nv 0,00 H10 09-12-99 SFS 35 17,14
Glé 17-09-98 CEE nv 0,00 HI11 05-01-00 FBL 525 1,14
G17 29-09-98 RPR 17.4 3448 H12 07-01-00 DSV 350 1,71
G18 24-03-99 LC 350 1,71 HI13 20-01-00 KFO 525 1,14
G19 11-06-99 TO 175 343 Hi4 12-02-00 GFH 175 343
G20 06-07-99 ASL v 0,00 HI15 29-03-00 MS 525 1,14
I -LLA pos| GRUPOY J GRUPO 10
or TS pés OT
2 a4 anos 6m a 1

ano
11 29-01-98 BD nv 0,00 1 16-05-98 JAV nv 0,00
12 28-01-98 KsSS 175 3,43 12 08-06-98 LAN av 0,00
I3 25-02-98 VR nv 0,00 I3 05-07-99 LSS 525 1,14
14 05-03-98 HLSC 175 343 J4 08-07-98 MBW 175 343
s 11-03-98 FFR 175 343 I5 13-07-98 AAR 525 1.14
16 13-03-98 RCS nv 0,00 J6 31-08-98 MCAB v 0,00
17 18-03-98 WRL 350 1,71 J7 05-11-98 RPM 525 1,14
18 16-03-98 SCSM 350 1,71 J8 01-06-99 ACS nv 0,00
19 01-04-98 IRS nv 0,00 J9 13-07-99 RPR nv 0,00
110 13-03-98 MGS 17.4 3448 J10 22-06-99 LSC nv 0.00
11 08-04-98 DS nv 0,00 J11 22-06-99 WM 175 343
112 14-04-98 MPQ 175 343 J12 05-01-00 JBN 525 1,14
113 30-04-98 CAS nv 0,00 J13 06-07-99 PSC 350 1,71
114 26-05-98 GM nv 0,00 114 05-07-99 FFS 175 3,43
115 27-05-98 FCM nv 0,00 nz 08-12-99 ASS nv 0,00
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K- GRUPO 11 L GRUPO 12
TS pds OT- - LLa pds
2a4anos or
> § anos

Kl 28-01-98 AC v 0,00 L1 04-02-98 BP 525 1,14
K2 19-02-98 BAV 350 1,71 L2 18-02-98 ™ nv 0,00
K3 12-03-98 DS nv 0,00 L3 18-02-98 TC v 0,00
K4 28-03-98 ARM 175 343 L4 04-02-98 BT 525 1,14
K5 12-04-98 VK 350 1,71 L5 2502-98 FLP 350 1,71
K6 06-07-98 RLBJ nv 0,00 L6 250298 DLA ny 0,00
K7 06-07-98 LRV nv 0,00 L7 04-03-98 RVG nv 0,00
K8 15-07-98 RATK nv 0,00 L8 04-03-98 EOS ov 0,00
K9 03-09-98 ASB 525 1,14 L9 04-03-98 HSS ov 0,00
K10 18-09-98 RAB ov 0,00 L10 05-03-98 DG nv 0,00
Kll 17-09-98 MBM 175 343 L11 02-03-98 LFS nv 0,00
Ki2 26-05-99 FAL 525 1.14 L12 11-03-98 AG] nv 0,00
K13 09-06-99 LFM 525 1,14 L13 11-03-98 AlB 350 1,711
K14 23-06-99 MAS 525 1,14 L14 18-03-98 LHSP nv 0,00
K15 22-12-99 VFB 525 1,14 L15 18-03-98 RCF ov 0,00
M- Sélido pés | GRUPO 13
QT -> 5 anos
M1 06-02-98 SPSS 350 1,71
M2 15-07-98 SCA v 0,00
M3 16-07-98 AP 350 1,71
M4 16-07-98 BSD 525 1L14
M5 17-07-98 VAC 525 1,14
M6 23-07-98 IMN nv 0,00
M7 28-07-98 CGS nv 0,00
M3 25-10-98 DCO nv 0,00
M9 27408-98 FAP nv 0,00
Mi10 23-10-98 AG 525 1,14
MI11 03-02-99 RMG 175 343
Mi12 26-05-99 RF nv 0,00
M13 28-05-99 RS 175 343
Mi14 01-06-99 AMO 525 1,14
Mis 01-06-99 IDS 525 1,14
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Hospital A.C. Camargo - Fundacao Antonio Prudente |
R_ Prof. Antonio Prudente. 211- Tel. 242-5000 - FAX 242-5088 B

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO |

(Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos - Resolucio N° 196 de 10.10. 1996 - CNSY

L DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

NOME DO PACIENTE. ....coiiiieiiinninasnenrsassnmmenessenses

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°...ooovurimnuseusanenss SEXO M F NASCIMENTO /
ENDERECO ..o eeeemmessssmssssassasossassramasssomsssasassammassesseasesss N oo CEIMP L CER commmenons
CIDADE. ..ooooooooeoeseeeseveeeeeeerrereeseens ESTADO . coooooorrereeennee TEL (oorreeet)

RESPONSAVEL (PACTENTES MENORES DE 18 ANOS)

GRAU DE PARENTESCO..coucurmnssss sssssssssssssss ssssssssssssssssss sussssssrescesess

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NC i SEXO M F NASCIMENTO
ENDERECON ............. COMPL........CEP.oriieinn.
CIDADE oo ESTADO TEL.(oooonnnnt)

S ESQUISADOR . DEPARTAMENTO s
CARGO oo e R —

APROVACAO PELO COMITE OF ETICA E PESQUISAEM  /
INICIO DO ESTUDO :

. EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL
| JuStifiCAtivas € ObJETiVOS G2 PESQUISA..-rrrormmsssrrsesesssssssssssssssss msssessss s
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3. Complicasoes e Tistos esporidds . cosmiemnaumommmasms s sssssarassenssosmms

5. Fui esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento, acerca
dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa € O tratamento
do individuo.

SIM NAO

6. Fui esclarecido sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento. sem que isso
traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento.

SIM NAO

7. Fui esclarecido de que ndo havera remuneragio financeira além do previsto para as despesas do
estudo.

SIM NAO

8. Fui esclarecido de que ndo havera indenizagdo além das previstas pela lei, em repara¢do a dano
imediato ou tardio. causado pela pesquisa em questdo.

SIM NAO

9. Fui esclarecido sobre a seguranca de que minha identidade sera preservada, mantendo-se todas
infornmacdes em carater confidencial.

SIM NAO

IV. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo clinico,
conforme definido nos itens 1 a 9, do inciso III, consinto em participar, na qualidade de paciente,
do Projeto de Pesquisa referido no inciso II.

Sio Paulo, de de 199

Assinatura do paciente ou Responsavel Legal ~ Assinatura e Carimbo do Pesquisador
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