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RESUMO

Do ponto de vista citogenético, as associacbes entre alteracbes
cromossdmicas especificas e diferentes tipos de neopiasias hematoldgicas
estdo bem estabelecidas. Porém, as associagdes teloméricas (tas), que sdo
associagbes que envolvem as regiées terminais dos cromossomos, conhecidas
como teldmeros, sdo observadas esporadicamente em processos neoplasicos,
questionando-se seu potencial como indicador biolégico de exposi¢cao
ocupacional a agentes genotéxicos do meio ambiente. Tais associagbes
podem ser derivadas da reducdo do comprimento do teldmero e da inibicdo da
telomerase, refletindo-se em instabilidade cromossomica.

Com o objetivo de analisar o cariotipo e verificar a ocomréncia das fas em
SMD e leucemias mieldides, foram analisadas metafases de células de
aspirado de medula éssea de 30 pacientes (10 SMD, 10 LMA e 10 LMC), em
sua maioria, provenientes da zona rural. A comparagao dos dados relativos a
freqliéncia de fas nos diferentes grupos de neoplasias hematoldgicas foi
realizada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, adotado o nivel de
significancia de 5%.

Na andlise do cariétipo das SMD, as alteragbes clonais encontradas
foram a monossomia do cromossomo 7, associada @ monossomia dos
cromossomos 13 e 20, a trissomia dos cromossomos 21, 15 ¢ 19 e 3
tetrassomia do cromossomo 22. Também foram observados novos reamranjos
estruturais envolvendo as regides 2q37, 4935, 7p22, 9p11, 12p13, e 12q24.
Dentre as alteracGes cromossdmicas de natureza clonal encontradas em LMA,
destacaram-se a trissomia do cromossomo 14 e as monossomias dos
cromossomos 1, 7 e 22, a delecdo do braco longo do cromossomo 7 e a
presenca do cromossomo Philadelphia. Nas LMC, os resultados da analise do
cariétipo revelaram a presenca do cromossomo Philadelphia (Ph), como
principal alteracdo de natureza clonal, sendo observado também, um segundo
cromossomo Ph e a nulissomia do Y como alteragcbes cromossémicas



secundarias em alguns pacientes. Outras alteragbes de natureza nao-clonal
foram observadas ocasionalmente, como poliploidias, hipo e hiperdiploidias,
cromossomos marcadores, quebras cromatidicas e separaciao precoce de
centrémero.

Em relacdo as tas, nossos resuitados mostraram a presenca desse
fendmeno em todos os pacientes com SMD e LMA e em 8 dos 10 pacientes
com LMC. A freqiiéncia de fas foi mais elevada nas SMD; as LMA
apresentaram freqiiéncia intermediaria e as LMC apresentaram freqiiéncia
mais baixa. A comparacdo das freqiiéncias de metafases com associactes
teloméricas entre os trés grupos de neoplasias hematoldgicas apresentou
diferenca significativa entre SMD e LMC (p <0.01), enquanto nao foram
observadas diferencas significativas das LMA em relacéo as SMD (p > 0.05) e
das LLMA em relacéo as LMC (p > 0.05).

Tendo em vista os resultados obtidos, é possivel que os agroquimicos
possam ser inibidores da atividade de telomerase, atingindo preferencialmente
as celulas tronco da medula 6ssea, desencadeando assim uma perda de
repeticdes telomeéricas, cuja expressao citogenética inicial seria representada
pelas fas. Desse modo, as tas poderiam ser consideradas indicadores de
instabilidade cromossdmica relacionada a exposicdo aos genotoxicos do meio
ambiente. No entanto, nossos dados s3o apenas indicativos, pois na casuistica
por n6s examinada ha um predominio de individuos do meio rural, ndo sendo
possivel comparar os dados com individuos n&o-expostos ocupacionalmente a
esses produtos, sendo necessario posteriores estudos citogenéticos e
moleculares para a investigacdo do encurtamento dos telémeros e da atividade
da telomerase nas fas, em individuos expostos e néo expostos a agroquimicos.
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ABSTRACT

The associations between specific chromosomal abnormalities and
different types of hematological neoplasias are well estabiished. However,
telomeric associations (tas), which are associations between termini regions
of chromosomes (telomeres), are Sporadicly observed in neoplasias, leading
to the question about their roje as a biological indicator of occupational
eXxposure to environmental genotoxic agents. These associations can arise
in consequence of shortening telomere length and the inhibition of
telomerase activity, reflecting in chromosomal instabiblity.

The objective of this work was to determine the karyotype and to verify
the occurrence of tas in MDS and acute or chronic myeloid leukemias (AML
and CML). Metaphases of bone maitow cells of 30 patients (10 with MDS,
10 with AML and 10 with CML) were analyzed. The comparison of tas
frequency data in these different hematological neoplasias was realized by
the Kruskal Waliis test with significance level of 5%,

In the MDS patients, the clonal cytogenetic abnormalities findings
were: monosomy of chromosome 7 in association with monosomy of
chromosomes 13 and 20, trisomy of chromosomes 15, 19, 21, and
tetrasomy of chromosome 22. New structural rearrangements were
observed involving the 2q37, 4935, 9p1 1, 12p13, 7p21 and 12924 regions.

Non-clonal chromosomal abnormalities were observed in AML,such as
the trisomy of chromosome 14 and monosomy of chromosomes 1,7 and 22,
deletion of short arm of chromosome 7 and the presence of Philadelphia
(Ph) chromosome. In CML, the results showed the presence of Ph
chromosome as the principal clonal abnormality, as expected. An extra Ph
chromosome and monosomy of chromosome Y, which are secondary
chromosomal abnormaiities, were also observed in some patients. Other

Xii



non-clonal abnormalities such as polipicidy, hipodiploidy, hiperdiploidy,
marker chromosome, chromatid break and precoce centromere division
were occasionally observed.

With regard to tas, our results showed the presence this phenomenon
in all patients with MDS, AML and in eight among ten patients with CML. The
frequency of metaphases with fas was higher in MDS; AML showed
intermediate frequency and CML lower frequency. The comparison of these
data showed significative difference between MDS and CML (p<0.01),
whereas no significative levels between AML regard to MDS (p>0.05) and
CML (p>0.05) were detected.

Considering our results, it's possible to suppose that agrochemicais
can be inhibitors of telomerase activity, preferentially attaining the stem cells
of bone marrow, ieading to the loss of telomeric sequences and to the
cytogenetic expression of tas. Thus, tas can be considered an indicator of
chromosomal instability, related to environmental exposure to pesticides.
However, our data are only indicative, because in the present study, there
was a predominancy of individuals from rural Zzcne, not allowing us to
compare these data with occupational non-exposed individuals. Additional
cytogenetics and molecular studies should be performed to investigate the
relationship between telomerase activity and shortening telomere length
with fas, in patients with hematological disease, exposed or non-exposed to
environmental genotoxic agents such as pesticides.
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I. INTRODUGAO

Todas as células possuern um sistema de regulacdo de seu
crescimento e proliferagéo, controlado pelos sistemas de checagem do ciclo
celular. Durante o desenvolvimento, as células se proliferam, fazendo com
que os Orgaos crescam até atingirem seu tamanho adequado, parando seu
crescimento. Eventualmente, algumas células escapam desse sistema de
reguiacdo e comegam a proliferar descontroladamente, desencadeando um
processo chamado neoplasia.

As neoplasias classificam-se em benignas ou malignas. As benignas
possuem crescimento limitado, e portanto nio se disseminam em tecidos
adjacentes nem formam metastases, podendo entretanto, através de
press@o mecanica, causarem problemas ao individuo. As neoplasias
malignas, por outro lado, apresentam crescimento ilimitado, podendo invadir
tecidos vizinhos e também entrar na corrente sanglinea ou linfatica,
atingindo outros 6rgéos e desenvolver um novo foco do tumor {metastase)
(BORGES-OSORIO & ROBINSON, 1993).

As leucemias s&o neoplasias malignas, caracterizadas pela
proliferacéo descontrolada de células do tecido hematopoiético em estagios
diferentes de maturagdo, que vdo substituindo gradativa e progressivamente
os elementos celulares normais. S&o doengas universais, cuja incidéncia
varia entre as diferentes nacgdes, estando no nosso meioc em torno de 5
casos novos por 100.000 habitantes por ano (MARINHO,1983). Classificam-
se de acordo com a linhagem celular afetada, em linféides ou mieldides e,
segundo a maturidade das células em agudas (células imaturas com
aumento da atividade proliferativa) ou crénicas (células diferenciadas).
Dessa forma, as leucemias podem ser classificadas em quatro grandes



grupos (a) Leucemia mieldide aguda (LMA); (b) Leucemia mieléide cronica
(LMC); (c) Leucemia linféide aguda (LLA) e (d) Leucemia linféide crénica
(LLC). (ROBBINS et al., 1996).

Outras caracteristicas também podem ser utilizadas para a
classificacdo das leucemias, entre elas citam-se g morfologia celular, a
imunohistoquimica, a presenca de marcadores de membranas ou de
enzimas, a analise citogenética e a andlise direta de DNA (HEIM &
MITELMAN, 1995).

Uma outra categoria de doencas hematoldgicas s&o as sindromes
mielodisplasicas (SMD) que formam um grupo heterogéneo de doencas
hematopoiéticas monoclonais, originadas de uma célula-tronco da linhagem
mieloide (PELLIER et al., 1996, MARTINEZ-CLIMENT, 1997), com um aito
poder proliferativo

A analise citogenética das doencas neoplasicas ou tumores é uma
das areas que mais tem se desenvolvido nos Gltimos anos. Essa rapida
progressao teve inicio em meados de 1970, apos a aplicacéo das técnicas
de bandamento cromossémico para o estudo do caridtipo. Antes desse
periodo, a interpretacdo dos caridtipos nas doencas hematoldgicas era
desanimador, por ser impossivel ga identificacdo dos marcadores
cromossOmicos e também por ndo se encontrar uma explicagdo do porque
células leucémicas apresentavam caridtipos aparentemente normais
(WIERNIK et al., 1991).

A compreensdo das aberragbes cromossdmicas especificas,
presentes em cada tipo de neoplasia, resultou de um esforco colaborativo
internacional entre citogeneticistas, clinicos e morfologistas, sendo o



reconhecimento do cariétipo de grande importancia para o estabelecimento
do diagnéstico da doenca, do prognostico clinico e do direcionamento da
terapia (RAIMONDI, 1993).

A descrigéo do cariétipo € realizada por meio de especificacdes das
alteracGes clonais, sendo um clone definido como uma populagdo celular
derivada de uma célula progenitora comum (HEIM & MITELMAN, 1995).

1.1 Sindromes Mielodispiasicas (SMD)

Sindromes Mielodispiasicas (SMD) sédo alteracoes hematolégicas
adquiridas com defeitos na maturacé&o, na divisdo celular e na proliferacéo
das series eritroblasticas, granulociticas e megacariociticas, que podem ser
identificadas em cerca de 25 a 50% dos pacientes que desenvolvem
leucemia mielbide aguda (LMA). As SMD ocorrem predominantemente em
individuos do sexo masculino com idade superior a 50 anos, sendo de
evolucdo cronica e refrataria a varias modalidades de tratamento
(OLIVEIRA, 1988).

As alteracbes mielodisplasicas mais notaveis no hemograma séo: 1}
anemia macrocitica, sem sinais de regeneracao, 2) trombocitopenia com
plaquetas dismérficas; trombocitose na sindrome 5g-, 3) neutréfilos com
hipersegmentacéo, formas agranuladas, segmentacdo nuclear pelgerdide,
excesso de baquetas, pode haver neutrocitose ou neutropenia, 4)
monocitose; quando acentuada, progressiva e com formas intermediarias
entre monocitos e precursores mieloides, designa-se leucemia monocitica
subaguda ou cronica (LMMoC), 5) blastos no sangue: raros iniciaimente,



aumentando com a leucemizacso, 6) anemia sideroblastica, e 7)
megacariocitos, ou restos no sangue (FAILACE, 1995).

As alteragdes citolégicas encontradas na medula 6ssea de portadores
de SMD, a qual pode ser hiper ou hipocelular, sso muito dificeis de
Caracterizar, podendo incluir :1) aspectos megaldides, 2) hipoplasia
eritroide, com células binucieadas e mitoses anormais, 3) aumento de
mieioblastos e promielacitos, 4) monobiastos e promonocitos em alta
percentagem; 5) megacariocitopenia com ou sem formas anormais, 6)
megacariocitose, com micromegacaridcitos com hipoploidia na sindrome 5q
e 7) aumento das reservas de ferro e presenca de siderobiastos em ane| (na
anemia sideroblastica) (FAILACE, 1995).

HEIM & MITELMAN (1995) relatam que as SMD foram inicialmente
descritas como anemia pré-leucémica por Hamilton-Paterson, em 1948, e
pré-leucemia por Block e colaboradores em 1953. Desde entdo, esses
termos passaram a ser utilizados como sinénimos por Saami & Linman em
1973, entre outros. Thiele e colaboradores e Georgi e colaboradores na
década de 80, propuseram a substituicdo das designacdes anteriores por
displasia mieléide, uma vez que os estudos realizados por esses autores
permitiram constatar a existéncia de alteracdes morfolégicas comuns na
medula ¢ssea de pacientes que evoluiram para LMA ou LMC. Em 1982, o
grupo cooperativo francés - americano - britanico (FAB) introduziu o termo
sindrome mielodispiasica, que Passou a ser utilizado pela maioria dos
pesquisadores. Esse mesmo grupo FAB, também propés um critério
diagndstico para as SMD, que reconhece cinco diferentes subgrupos
mielodisplasicos :

a) anemia refrataria sem excesso de blastos (AR),



b) anemia refrataria com sideroblasios em anel (ARSA) ou anemia
sideroblastica idiopatica adquirida (ASIA),

¢) anemia refrataria com excesso de blastos (ARER)
d) anemia refrataria com excesso de blastos em transformacéo (AREB-t) e,
€) leucemia mielomonocitica crénica (LMMC).

A classificac&o FAB temn sido a mais aceita atualmente (BENNETT, 1982,
HEIM & MITELMAN, 1995). Os critérios de classificacdo das SMD se
encontram na Tabela |.

Duas classificacbes citogenéticas sdo normalmente usadas: uma,
baseada na complexidade do cariétipo (normal, com alteracdes tnicas,
duplas ou complexas) e outra baseada no “status” clonal (todas as
metéfases normais, anormais ou misturadas, normais e anormais). A
presenca de defeitos complexos estda associada com a reducdo da
sobrevida e um alto risco para transformacao leucémica. A presenca de dois
defeitos cromossOmicos pode constituir uma entidade citogenética
independente, provaveimente associada com um pior prognéstico. A
evolucdo cariotipica geralmente, representa um pior fator de risco
(JOTTERAND & PARLIER, 1996). Na maioria dos casos de SMD, sdo
observadas perdas ou ganhos de material genético, representados por
monossomias e firissomias totais ou parciais, embora existam alguns
rearranjos estruturais recorrentes (Tabela 1).



Tabela I: Classificacdo FAB das Sindromes Mielodisplasicas, descrito por
WOOD & BUNN (1996).

Sangue Periférico

R

Medula Ossea

% blastos % mondcitos % blastos % siderobiastos
circulantes em anel
Anemia Refrataria <1 Nao <5 <15
(AR) aumentados
Anemia Refrataria Nao
com sideroblastos <1 aumentados <5 > 15
em Anel (ARSA)
Leucemia
Mielomononictica <5 >10°/L > 20 Insignificante
cronica (LMMC) = gniticantes
Anemia Refrataria Né&o
com excesso de <5 aumentados 520 Insignificante
Blastos (AREB) 'gniticantes
Anemia refrataria 20 -30
com excesso de 25 Nao B e/ou insignificantes
Blastos en'l aumentados astoes
transformacao de Auer

(AREB-t)




Tabela ll: Alteragcbes cromossdmicas numeéricas e estruturais recorrentes

em SMD.
%

Alteracoes Estruturais

W

Alteracoes Delegbes Translocagdes e outros rearranjos
Numéricas
W
+6 del(5q) t(1,3)p36;921) inv(16)(p13g22)
+8 del(7q) t(1,7)Xq10;p10) t(3;3)(g21;926)/
inv(3)(g21926)
+9 del(11q) t(6;9)(p23;q34) t(5;12)(933;p12-
13)/
t(10;12)(q24;p13)
+ 11 del(12p) t(9;22)(q34;q11) ins(3;3)(921;92192
6)
+ 14 del(13q) t(16;16)(p13;922) i(17q)
+19 del(16q) 1(2;11)(p21;923) idic(X)(q13)
+ 21 dei(20q) {(11,21X924;911)  der(1,7)(q10;p10)
-5 del(21q) der(1;3)(gq10;q910)
-7 der(1;5)(g10;q10)
-X der(16)t(1;16)(q11;
q11)
-Y der(Y)¥(1;Y)q12:91
2)
Trissomia 1q

%

Fonte: Adaptado de HEIM & MITELMAN (1995) e JOTTERAND & PARLIER (1998)



Existem alteragbes cromossémicas comuns aos 5 subgrupos, mas
aigumas aberragdes sio Caracteristicas de cada subgrupo. Em pacientes
com AR, €& dificii estabelecer a freqliéncia de caridtipos com anomalias
cromossomicas, uma vez que a maioria dos estudos descreve somente os
achados anomais (HEIM & MITELMAN, 1995). As aiteracbes
cromossomicas mais freqlientemente detectadas szo delecéo do braco
longo do cromossomo 5 (delegdes intersticiais entre q11 e g35),
monossomia do cromossomo 7 e trissomia do cromossomo 8.

A delecao de 5q em pacientes com AR foi primeiramente relatada em
1974, por van den Berghe e colaboradores, e 0 mesmo grupo, 10 anos mais
tarde, revisou extensivamente as Caracteristicas clinicas, hematoldgicas e
citogenéticas desse subtipo hematoldgico (HEIM & MITELMAN, 1995). Esta
alteracéo também ocorre em outras doencas tais como LMA, mas a refacéo
desta alteragdo com SMD, especialmente com AR €, sem davida, a mais
consistente. Isso resultou no uso comum do termo “Sindrome 5q9™ para o
conjunto de caracteristicas clinico-hematologicas em que o marcador
citogenético é mais freqlientemente encontrado.

Ja nos casos de ARSA, existemn poucos dados disponiveis em relacao
a proporgéo de pacientes com este subtipo de SMD com anormalidades
citogenéticas clonais de medula 6ssea (HEIM & MITELMAN, 1995). Em
uma série de 174 casos estudados por KNAPP et al.(1985), apenas 20%
dos pacientes com ARSA exibiram clones anormais, em oposicéo a quase
40% em SMD como um todo. Até 1995, somente 150 pacientes com ARSA
& anormalidades cromossémicas haviam sido relatados na literatura (HEIM
& MITELMAN, 1995).



As alteracgtes cariotipicas que ocorrem em ARSA, nao diferem
essencialmente das observadas nos outros tipos de SMD, havendo
predominio de 5 aberracées : trissomia do 8, delecdo do brago longo do
cromossomo 5, a monossomia do cromossomo 7, a delecso do braco longo
do cromossomo 11 e deleco do braco longo do cromossomo 20 (HEIM &
MITELMAN, 1995. Para g monossomia do cromossomo 7, esse valor se
encontra abaixo da média das SMD Como um todo, mas para 119" e 20q
essa incidéncia em ARSA é mais alta do que para outros subgrupos de
SMD. Além disso, ha relatos de pacientes com ARSA exibindo delecdo do
braco longo do 8 e trissomia do Ccromossomo 9 (MANSOOR ef al., 1993)

Como nas outras categorias de SMD, a frequéncia real de anomalias
cromossdmicas em cariotipo de pacientes com AREB ou AREBt ainda nao
foi estabelecida (HEIM & MITELMAN, 1995). Em estudos realizados por
KNAPP et al.(1985), 45% dos pacientes com AREB e 60% dos pacientes
com AREBt tem aberragées cromossdmicas, em oposicéo a 30% e 20% de
AR e ARSA, respectivamente.

A distribuicdo das aberractes cromossémicas em AREBt &
claramente ndo casual. As mesmas aberrages que dominam em outras
SMD também ocorrem em AREBt. A delecio do bragco longo do
cromossomo 5, a mais freqiiente alteracdo estruturali em ARSA e, em
particular em AR, estd presente em 25% dos casos de AREBt A
monossomia do cromossomo 5 & comum nas diversas SMDs (10%) mas é
rara em AREBt como aberracéo isolada. A monossomia do cromossomo 7,
por outro lado, € mais comum em ARERt (25%) do que em outras SMD. A
freqiiéncia de monossomia parcial do cromossomo 7 & semelhante a
monossomia completa, sendo mais comumente encontrada associada a



outras aberracbées (5%) do que como a Unica alteragdo (HEIM &
MITELMAN, 1995).

Finalmente, a trissomia do cromossomo 8 € comum em AREBt como
em outras categorias de SMD diagnosticadas, embora menos do que em
ARSA. A trissomia do cromossomo 8 pode ser particularmente freqliente em
pacientes com Sindrome de Down que desenvolvem mielodisplasia com
subseqUente transformacdo para leucemia megacarioblastica aguda
(ZIPURSKY et al.,1994; HEIM & MITELMAN, 1995).

Em relacdo aos casos de LMMC, embora mais de 200 casos,
citogeneticamente anormais, ja tenham sido relatados, as freqiéncias de
anormalidades cromossémicas detectadas neste subgrupo séc variaveis.
Em um grande estudo retrospectivo colaborativo realizado pelo Groupe
Francais de Cytogénétique Hématologique, em 1991, as alteragtes
citogenéticas clonais foram encontradas em 36 de 120 pacientes com
LMMC (30%) (HEIM & MITELMAN, 1995) e segundo uma revisao feita por
JOTTERAND & PARLIER (1996), de 266 casos de LMMC relatados, 36%
desses apresentavam caridtipos com aberracdes cromossémicas clonais.

As aberracbes cromossémicas correspondem aquelas vistas em
SMD em geral. As mais comuns sdo a monossomia do cromossomo 7 e a
trissomia do cromossomo 8, ocorrendo em 1/5 dos cariétipos anormais. A
terceira aiteracdo mais comum é perda do cromossomo Y, que é duas
vezes mais frequente neste grupo do que nos outros subtipos de SMD
(HEIM & MITELMAN, 1995). Além disso, translocacdes ou delegdes
envolvendo o brago curto do cromossomo 12 parecem ser mais
freqlientemente observadas em LMMC (HEIM, 1990).
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E de grande valor enfatizar que 3 aberracdo cromossomica mais
caracteristica associada 4 SMD, dei(5q), é pouco freqlente em LMMC (<5%
dos casos anormais). Esta relativa falta de envolvimento do cromossomo 5
em LMMC, diferente dos outros grupos de SMD, € um ponto de muita
relevancia a ser levado em consideracdo, na continua discussao sobre se &
mais apropriado considerar estes pacientes como tendo uma mielodisplasia
ou uma doenca mieloproliferativa (HEIM & MITELMAN, 1995).

1.2. Leucemia Mieldide Aguda

A hematopoiese em LMA é Caracterizada pelo actimulo de blastos
imaturos, que falham na diferenciacdo para granulécitos e mondeitos
(GRIFFIN & LOWENBERG, 1986). E uma doengca com predominio em
adultos, tendo um risco de incidéncia aumentado a partir da idade de 55-60
anos. A incidéncia total de LMA, em todas as idades combinadas, é de 2.5
casos por 100.000 por ano. Os homens s3o mais freqlientemente afetados
do que as mulheres (HEIM & MITELMAN, 1995).

Os fatores patoldgicos mais salientes da LMA, sdo o acumulo
excessivo de células precursoras de medula 6ssea ndo-linfaticas imaturas,
na propria medula, em sangue periférico e algumas vezes, também em
outros tecidos. Isto se deve ao aumento da atividade proliferativa ou a
reducdo da morte celular. Estudos cineticos, indicam que o ultimo
mecanismo € mais importante na Mmaioria dos casos (HEIM & MITELMAN,
1995).

Varias tentativas tem sido feitas, para classificar a LMA com base na
similaridade entre as células leucémicas € as celulas precursoras que




podem ser identificadas nos varios estagios de desenvolvimento na
hematopoiese normai. O grupo cooperativo FAB, em 1976 propds uma série
de critérios, que tem subseqlientemente sido aceitos na classificacdo das
LMA. Originalmente seis subtipos foram reconhecidos, todos dependendo
do caminho de diferenciacio predominante e do grau de maturacdo
apresentado pelas células leucémicas. Nos subgrupos M1-M3, predomina a
diferenciagéo granulocitica, diferindo somente com respeito a maturacso.
Em M4 a diferenciacdo é em parte granulocitica, e em parte monocitica,
enquanto se observa um predominio da diferenciacdo monocitica em M5,
Em M6 o quadro é dominado nao apenas por mieloblastos, mas também
por um componente eritroblastico proeminente.

A classificacdo FAB das LMA encontra-se explanada na Tabela i,
descrita por WOOD & BUNN(1996).

Tabela llI: Classificacdo da Leucemia Miei6ide Aguda

MO Leucemia Mieldide Aguda com diferenciacéo minima
M1 Leucemia Mieléide Aguda sem maturacgao

M2 Leucemia Mieldide Aguda com maturacdo

M3 Leucemia Promielocitica Hipergranular Aguda

M4 Leucemia Mielomonocitica Aguda

M5 Leucemia Monocitica

M6 Eritroleucemia

M7 Leucemia Megacarioblastica Aguda
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As primeiras descrictes de alteracbes cromossémicas em LMA foram
feitas por voita de 1950, quando ainda ndo haviam boas condicoes para
avaliar individualmente os cromossomos anormais. Quando 0s primeiros
bandamentos foram realizados, no inicio de 1970, aproximadamente 50%
de todos os pacientes com LMA mostravam aberracbes clonais. Uma
estimativa conservativa poderia ser de que no minimo 2/3 dos pacientes,
mas ndo todos, com LMA exibem anormalidades cromossémicas ao
diagnoéstico (HEIM & MITELMAN, 1995).

As aberracbes numéricas mais freqiientes nas LMA s&o trissomia do
cromossomo 8 (13% dos casos), monossomia do cromossomo 7 (9%), e
monossomia do cromossomo 5 (6%). Rearranjos cromossdmicos estruturais
recorrentes, tem sido identificados em diferentes subtipos de LMA, que
representam diferentes iinhagens na diferenciacdo de celulas mieldides
(HEIM & MITELMAN, 1995).

A TabelalV apresenta os principais reamanjos cromossémicos
estruturais relatados em LMA.
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Tabela IV: Rearranjos estruturajs reécorrentes em LMA

TIPOS DE REARRANJOS

Subtipo Delegoes Translocagées Outros Rearranjos
de LMA Estruturais
MO t(15;17)(q22;q12—21)
M1 dei(5)(g22;q23) (6:;9)(p23;934)
del( 7)(933;936) t(15;1 7)(922:912-21 )
t(9;22)(q34;q1 1)
M2 del(5)(q22;q23) 1(8;21 )(922;922)

def(?)(q33;q36) t(15;1 7)(922:q912-21 )
(6;9)(p23,934)

M3 t(15,17)(q22;912-21) i(17q)
M4 del(16)(g22) (8;21)(q22;q22) iNv(16)(p13;q22)
del(11q) 15;17)(q22;912-21)
del(5)(922;q23) Y6;9)(p23,q34)
del(7)(433;936) (10;11)(p14,913-14)

t(16;16)(q13;q22.1)
H1;7)p11;p11)
(3:5)(921;931)

M5 del(5)(g22;423) 1(6;11 X427,q23)

del(7)(933,936) 1(S;11)(p21 122;q923)

del(11)}(q13-g14) t(8;16)(p11;p13)
{(10;11)(p14;q13-1 4)

M6 del(S)(q22;q23)

del(7)(q33;936)

del(20q)

M7 (1;3Xp36;921) ins(3;3)(q26,921g26)

Inv(3)(p21 Gq26)
Fontes: Adaptado de HEIM (1990), SHEER (1990). SANDBERG (1991) e WILLIAMS (1991),
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1.3. Leucemia Mieléide Crénica

A leucemia mieldide crénica é uma doenca clonal, causada pela
transformacéo neoplasica de uma célula tronco do sistema hematopoiético,
caracterizada por uma alta producdo de granuiécitos. Os eventos da
leucemogénese da LMC ocorrem a partir de uma célula-tronco pluripotente
(stem cell). No inicio da doenca, estabelece-se uma fase cronica,
relativamente benigna, que pode durar cerca de 3 anos. Essa fase e
substituida por uma fase acelerada maligna, que eventualmente resulta na
crise blastica terminal. Essa altima se caracteriza por aumento no numero
de células imaturas na medula 6ssea e no sangue periférico, pela anemia
progressiva e trombocitopenia, e muitas vezes pelo acamulo extramedular
de celulas blasticas, e por uma resposta reduzida a terapia citostatica
(MARINHO, 1983, KANTARJIIAN et al, 1993, HEIM & MITELMAN; 1995),

No mundo ocidental, a LMC compreende aproximadamente 1/4 de
todos os casos de leucemias, isto €, uma incidéncia de 1 caso por 100.000
pessoas por ano. A contagem de leucdécitos é alta, tipicamente cerca de 200
x10%itro. A morfologia da medula éssea € caracterizada por hiperplasia
granulocitica e megacariocitica. Eosinofilia e, especiaimente, basofilia sdo
comuns, e em 1/3 de todos os casos uma certa quantia de mielofibroblastos
estdo presentes (MARINHO, 1983)

Segundo MARINHO (1993), apesar de ter sido a primeira forma de
leucemia a ser reconhecida por Bennett & Virchow em1845, ainda possui
uma evolugdo inexoravelmente fatal. A LMC compromete os dois sexos,
com ligeira predominancia do masculino. Incide em todas as racas, sendo
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mais rara NOS negros e pode ser observada em todos os grupos etarios,
com maior freqiiéncia na 2" e 3° décadas de vida.

Em 1960, Nowell & Hungerford descreveram a primeira neoplasia
associada a anormalidades cromoss6émicas em humanos, quando relataram
a presenca de um pegqueno cromossomo do grupo G em células leucémicas
de pacientes com LMC. Este novo marcador detectado foi denominado de
cromossomo Philadelphia (Ph), em homenagem a cidade em que ele foi
descoberto (SHEER, 1990). De acordo com BEIGUELMAN (1982), no
Brasil, os primeiros pesquisadores a se dedicarem ao estudo do
cromossomo Philadelphia foram Bottura e Coutinho, da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto - SP .

Primeiramente acreditava-se que o cromossomo Ph fosse derivado de
um cromossomo do par 21, em decorréncia de uma simples delecdo. Apés
a descoberta das técnicas de bandamento, em 1970, permitindo a
identificacdo de cada par de cromossomos homologos pelo padrao
especifico de bandas, foi possivel identificar que o cromossomo Ph origina-
se, na verdade, de um cromossomo 22. Em 1973, Rowley demonstrou que
nao ocorre uma delecdo, mas sim uma translocagdo reciproca envolvendo
as regides terminais dos bragos longos (q) dos cromossomos 9 e 22, isto é,
1(9;22)(q34;911).

Segundo reviséo feita por THOMPSON ef al. (1993), o ponto de
quebra na banda q34 do cromossomo 9, é um dos sitios frageis ja
identificados no genoma humano que exibe heran¢ca mendeliana. No caso
da translocag&o que da origem ao cromossomo Philadelphia, o oncogene
abl (de “Abelson leukemia”), localizado em 9q34, passa a situar-se no
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cromossomo Ph na regido 22911, ficando proximo ao gene da cadeia leve
lambda da imunoglobulina (deKLEIN et al., 1982), em um Jocus denominado
ber (de “break cluster region”). A conseqléncia patogenética crucial da
translocag&o € a criagdo de um novo gene quimeérico ber/abl, na regido do
ponto de quebra do cromossomo 22 derivado. A proteina-produto do gene
ber/abl € uma quinase tirosina-especifica. Como esse novo polipeptideo é
leucemogénico ainda ndo se sabe, mas supbe-se que o gene quimérico
altere a expressio e funcdo da proteina abl nas células hematopoiéticas
malignas, pois quando se introduziu uma composicao retroviral contendo o
gene quimérico em medula &ssea de camundongos sadios, os
camundongos infectados apresentaram neoplasias hematolégicas, incluindo
a LMC, o que sugere que o proprio cromossomo Ph causa o cancer.

Embora seja um cromossomo Mmarcador para a LMC, em cerca de 5 a
10% dos casos de LMC o cromossomo Philadelphia n&o € encontrado (Ph"),
mas esses casos sao hematologicamente indistinguiveis da LMC classica
(Ph™) (HEIM & MITELMAN,1 995). A presenca ou auséncia do cromossomo
Ph em LMC se mostrou clinicamente relevante, ja que pacientes com LMC
Ph-positivo t8m uma sobrevida maior (42 meses) quando comparados a
pacientes com LMC Ph-negativo (15 meses) (SHEER, 1990).

Pacientes com LMC podem, ocasionalmente, apresentar outras
alteragbes no inicio da doenca, sendo a (9:22)(q34;q911) exclusiva da fase
cronica. Quando a doenca progride, aberragbes cromossémicas adicionais
sao observadas em 75 a 80% dos casos. Estas alteracbes secundarias
geraimente precedem as manifestacées hematologicas e clinicas da fase
aguda da doenga por muitos meses e podem servir como valiosos
indicadores prognosticos.
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Nas ditimas duas décadas, o estudo citogenético do cancer tem
confirmado a hipétese de Boveri de uma intima relagdo entre mutacdes
cromossdmicas e progressio turnoral. Hoje, trés classes de alteracbes
cromossomicas adquiridas em céncer sdo reconhecidas: (a) alteracbes
cromossomicas primérias, que manifestam-se inicialmente na tumorigénese.
(b) alteragBes cromossémicas secundarias, que manifestam-se no curso da
progressao tumoral e a presenca dessas alteracbes em tumores, sio
frequentemente um indicador de maior avango da doenca, € (c) alteragbes
cromossémicas tercidnas, que sao mutacées que provaveimente
manifestam-se por disrupcdes ao acaso no processo mitético e s&o, por
definicdo de efeito genético, neutras. Um aumento no ndmero de alteracées
cromossomicas primarias em malignidades humanas tem sido identificada.
Elas s&o consideradas como sendo marcadores tumorais sensitivos e
especificos(HEIM & MITELMAN, 1987, BATTAGLIA etal., 1989).

1.4. Exposicao a defensivos agricolas e achados citogenéticos

GOLOMB et al. (1982), apds um estudo envoivendo pacientes
portadores de leucemia mieléide aguda expostos e nao-expostos 3
pesticidas, concluiram que as perdas totais ou parciais dos cromossomos 5
ou 7 sao alteracdes especificas resultantes de mutagénese/leucemogénese
associada com varios quimicos, incluindo inseticidas, produtos de petréleo e
agentes alquilantes. Esta interpretacéo é compativel com evidéncias em
experimentos com animais, onde alteracGes cariotipicas consistentes sao
estritamente correlacionadas com agentes etiologicos especificos como o
dimetilbenzeno(a) antraceno ou virus do Sarcoma de Rous.
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FAGIOLI ef a/.(1992), por meio de estudos citogenéticos em pacientes
com LMA que foram expostos a pesticidas e a solventes organicos,
observaram que esses pacientes apresentavam irés ou mais eventos de
translocagdo ou néo-disjungdo no mesmo clone, que foram definidas por
estes autores como aberracSes cariotipicas principais. As aberracbes
cromossdémicas recorrentes em pacientes expostos foram monossomia total
ou parcial do 5, delec&o ou translocagéo de 17p, delecéo ou translocacédo
de 16922, monossomia total ou parcial do 7, trissomia de 21q, e trissomia
de 119. Quebras nas bandas 6p23, 7914, 11p14-15 e 11913 foram
encontradas em pacientes com leucemias agudas. A associagdo de
anormalidades cromossdmicas, especialmente as consideradas principais,
com a exposicdo ocupacional pode ter influéncia clinica, de acordo com as
diferencas observadas entre cariétipos de pacientes expostos e de
pacientes ndo-expostos.

RICHARDSON et al(1992) também relataram que a incidéncia de
leucemias agudas € maior em pacientes expostos a pesticidas do que aos
nao-expostos. Segundo CICCONE ef al.(1993), existe uma incidéncia mais
elevada de leucemias entre fazendeiros do que em outros grupos de risco
(95%), sugerindo-se que aiguns peétic%das, tais como o Dichlorvos e
Crotoxyphos, possam aumentar esse risco.

VIEL & RICHARDSON (1983) consideram que, embora os
fazendeiros estejam expostos a muitos agentes potenciaimente prejudiciais
a saude, uma atencdo especial deve ser dada a exposicdo aos pesticidas
(i.e. inseticidas, herbicidas e fungicidas), concluindo que seus achados sdo
consistentes com a hipdtese do aumento do risco de leucemia em pacientes
expostos a estas substancias.
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LEVIGNE & BLOOMFIELD (1992) afirmam que em pacientes
portadores de SMD primaria com exposicdo ocupacional a solventes
quimicos, inseticidas ou derivados de petréleo apresentam anormalidades
cromossomicas envolvendo os cromossomos 5 e 7 (cerca de 70%),
enquanto pacientes com SMD primaria, mas né&o expostos tem uma
frequéncia bem menor dessas alteracdes (cerca de 20 a 30%). Segundo
esses autores, as ocorréncias ndo-casuais de anormalidades similares dos
cromossomos 5 e 7 em pacientes com sindromes mielodisplasicas
secundarias ou leucemias agudas e pacientes com sindromes
mielodisplasicas primarias ou LMA de novo ocupacionalmente expostos 3
solventes quimicos, inseticidas ou produtos derivados de petréleo, s&o
evidéncias de que esses agentes s30 mais leucemogénicos do que se tem
pensado. Esses achados levam a crer na hipétese de que pesticidas szo
agentes leucemogénicos, influenciando na terapia e na avaliagdo
prognostica.

1.5.Telébmeros

Os teldbmeros sdo elementos da perc;éo terminal dos cromossomos
eucaridticos, compostos por DNA e proteinas. Na espécie humana, o DNA
dessas estruturas é constituido por sequiéncias de hexanucleotideos
TTAGGG que se repetem in tandem, com tamanho de até 15 kb, altamente
conservadas através da evolugdo, sendo essenciais para a manutencéo da
estrutura e funcdo dos cromossomos (MOYSIS et al., 1988, OHYASHIK]I ef
al., 1994a, KIM et al, 1994, HIYAMA ef al., 1995, GREIDER &
BLACKBURN, 1986, BOULTWOOD et al., 1997).
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Os telGmeros atuam como estruturas de protecdo das terminacdes
cromossdmicas contra degradacdo, fusio e recombinacdo; também sao
importantes, juntamente com os centromeros, para a replicacdo dos
cromossomos & estdo provaveimente envolvidos na manutencdo da
arquitetura do nicleo (ADAMSON ef al., 1992, ENGELHARDT et al., 1897).

Recentes observagbes, demonstraram que as repeticdes teloméricas
das células somaticas humanas, agem como um ‘reldgio celuiar’, pois
diminuem com o enveithecimento, podendo causar ou contribuir para o
desenvolvimento de doencas relacionadas com este processo (HARLEY,
1991, KIM et al, 1994, SHAY et al, 1897). Recentes pesquisas
demonstraram que ocorre uma perda maior de pares de base (pb) nas
regides telomericas, tanto em fibroblastos como em sangue periférico, em
experimentos /n vitro do que in vivo (IWAMA et al., 1997).

Este encurtamento ocorre devido a perda do DNA telomérico durante
cada divisdo celular pela incapacidade da DNA polimerase de replicar
totaimente a fita de DNA na nova porgdo 5°da extremidade do cromossomo
linear (SEOL. et al., 1998).

Esse encurtamento progressivo provoca erosdo no teldbmero que
como consequeéncia exerce pressfo seletiva para a ativacdo de uma
ribonucleoproteina chamada Telomerase, que adiciona novas repeticbes
teloméricas nas extremidades cromossémicas. Tal processo € normalmente
ativado, em vertebrados, somente em linhagens germinativas e em
embrides, nos estagios iniciais do desenvolvimento. Quando esse
procedimento se desenvolve em células somaticas in vitro ou in vivo, as
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células tormam-se imortais (COUNTER et al, 1992, HEALY, 1995,
OHYASHIKI ef al., 1997).

A redug&o do comprimento do teldbmero também ocorre em varias
células tumorais humanas, embora o significado biolégico desta reducéo
ainda ndo seja totaimente conhecido. Porém, como a atividade da
telomerase foi detectada em 85% das doencas malignas humanas primarias
estudadas, existem evidéncias que, embora a telomerase nao seja
essencial para a formacéo inicial do tumor, a progressdo e o crescimento
celular, a longo prazo, sdo associados com a atividade da telomerase
(OHYASHIKI et al., 1999).

1.6. Telomerase e cancer

A enzima Telomerase &€ uma DNA poiimerase, que pode ser
classificada como uma transcriptase inversa, uma vez que seu mecanismo
de acéo envolve a copia de uma fita molde de RNA em DNA. A telomerase
caracteriza-se por possuir uma fita molde de RNA fazendo parte integral da
enzima, sendo assim uma ribonucleoproteina (BLACKBURN, 1992).

Essa enzima tem como funcdo a sintese de repeticoes teloméricas
(fita rica em Guanina) na porcéo final 3'da fita do DNA de cada espécie,
estabilizando e alongando as exiremidades teloméricas nos cromossomos
(HOHAUS et al., 1997).

Recentes estudos confirmaram que a acéo da telomerase é reprimida
em celulas somaticas normais, sugerindo que a progress&o maligna de

22



neoplasias pode depender da ativacdo da telomerase.(KIM et al., 1994,
IWAMA ef al., 1997).

Muitos autores relatam g presenca da atividade de teiomerase em
Células de neoplasias hematologicas, inclusive fazendo distincdo da
expressdo dessa atividade, relacionando-a com as fases do
desenvolvimento e progressao da doenca (NILSSON etal, 1994, ZHANG ef
al., 1996, OHYASHIK! & OHYASHIKI, 1997, HOHAUS et al, 1997, XU et
al., 1998, OHYASHIK| ef al., 1999, DALLA TORRE, 1999).

de telomerase (SEOQL et al., 1998).

Os teldémeros das células tumorais s3o Pequenos, ja que as células s6
sintetizam a teiomerase apos a perda do controle da divisio celular. Antes
da perda do controle, o Comprimento dos telémeros vai diminuindo a cadg
ciclo celular. Quando a telomerase ¢, entdo, finaimente ativada, ocorre a
estabilizacdo telomérica permitindo a proliferacao celular, e assim, tornando
as ceélulas imortalizadas. Essa hipétese de ativacio da telomerase, infere
Que a enzima € produzida rotineiramente pelas células da linhagem
germinativa e em desenvolvimento embrionario. Apés 1 formacdo do
organismo, a telomerase & reprimida na maioria das células somaticas e os
teldbmeros iniciam o processo de encurtamento a cada divisdo cejular
(GREIDER & BLACKBURN, 19986).
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celulas tronco do tecido hematopoiético possuem atividade de telomerase,
para prevenir © encurtamento progressivo dos teldmeros que resultariam em
morte celular (HIYAMA et al., 1995, BROCCOL]| ef al., 1995, OHYASHIKI &
OHYASHIKI, 1997). Apesar disso, ENGELHARDT ¢t a/ (1997) sugerem
que a atividade de telomerase em células hematopoiéticas reduz, mas ndo
impede completamente, o encurtamento telomérico na proiiferagéo celuiar.

Assim, estas observacdes sugerem que o encurtamento dos
telomeros e o aumento da atividade da telomerase, podem ser necessarios
para que as celulas neoplasicas sofram evolucéo clonal para fenétipos mais
malignizados em estagios avangados da doenca (TATEMATSU el al,
1996). Uma vez que a perda telomérica e g ativacdo da telomerase estao
envolvidas nos processos de envelhecimento e imontalizacdo celular e que
estes eventos contribuem Para o desenvolvimento de processos
neoplasicos, as investigactes sobre a inibicdo da telomerase poderso
tornar-se um novo alvo para o tratamento dessas doencas (KIM et al., 1994,
COUNTER et al., 1995, HARLEY & VILLEPONTEAU, 1995).

1.7. Associagdes Teloméricas (tas)

Segundo OHYASHIKI et af. (1994b) e OHYASHIKI & OHYASHIKI,
(1997) a reducdo do comprimento do teldomero, tambem pode induzir a
formacédo de associagbes telomeéricas, refletindo-se em instabilidade
cromossémica.
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Associacgbes teloméricas (tas), segundo THERMAN & SUSMAN
(1996), séo associacdes reversiveis oy mais ou menos estaveis entre as
partes terminais dos cromossomos (teldmeros).

Normalmente, as regides terminais intactas dos cromossonios nao
possuem a tendéncia de associacdo com outras regidbes ou com as
extremidades de outros Cromossomos, porque essas sio “protegidas” por
estruturas denominadas de teldmeros. Em casos raros, os cromossomos
humanos, sdo encontrados ligando-se pela associacéo das extremidades
normais de dois cromossomos, para formarem um cromossomo composto
parecido com um dicéntrico (MORGAN et al, 1986).

De acordo com THERMAN & SUSMAN, (1996) foi Dutrillaux e
colaboradores, em 1977, que descreveram um interessante fenémeno de
associacoes teloméricas mattiplas na Sindrome de Thiberge-Weissenbach:.
Nos portadores desta sindrome, eles demonstraram que as extremidades
cromossOmicas tem a tendéncia de unirem-se entre si, originando a
formacéo de cormrentes e anéis, que muitas vezes afetam todos os
cromossomos. N&o se achou nenhum fragmento acéntrico que indicasse
que este fendmeno poderia ser devido a translocagdes nao-reciprocas.
Estas associagbes foram descritas em baixissima porcentagem. Tem-se
descrito unides terminais similares, mais ou menos estaveis, em linhagens
celulares de mamiferos e em varias enfermidades malignas (FITZGERALD
& MORRIS, 1984; MANDHAL et af., 1988; HASTIE & ALLSHIRE, 1989;
ABRUZZO et a/,1991).

Associacdes teloméricas ja foram descritas em cromossomos de
células de mieloma de camundongos e também foram observadas entre



Cromossomos normais com organizadores nucieolares localizados
terminaimente (PATHAK et al, 1982;, PATHAK et al,, 1988). Embora sejam
considerados fenémenos raros, as associagdes teloméricas ou terminais de
cromossomos humanos foram observadas em linfécitos anormais de
pacientes com ataxia talangiectasia, em culturas de fibroblastos e de céiulas
renais de origem normal, mas subseqiientemente infectadas pelo virus
SV40, em fibroblastos heteropléides oy senescentes, em mixomas
cardiacos, em tumores de células renais, em casos isolados de leucemis
prolinfocitica de células B e de histiocitoma mailigno, em gliomas,
carcinomas de ovario e neoplasias mesenquimais (FITZGERALD &
MORRIS, 1984, RAIMOND! et al, 1987, MANDHAL et al.,1985; DEWALD ef
al., 1987, KOVACS et al,, 1987, PATHAK et al., 1 988; HOWELL et af, 1993;
PARK et al, 1996).

As tas s&o consideradas CoOmo uma origem potencial de novas
combinacdes citogenéticas, que podem ter um Papel na etiologia dos
tumores ou podem conferir Uma vantagem de crescimento seletivo nas
células tumorais; um Papel similar as translocacdes cromossOmicas, muitas
das quais estdo fortemente implicadas na transposicdo de oncogenes
(ROWLEY, 1983; YUNIS, 1983, FITZGERALD & MORRIS, 1984).

A ocorréncia de associacéo telomeérica ou de configuraco em anel
com minima ou nenhuma perda de DNA, pode ser explicada pela estrutura
singular dos teldémeros. Qs teldmeros dos Cromossomos eucariéticos
contém sequéncias de bases repetidas, onde bases homoélogas podem ser
responsaveis pelas associagées teloméricas. HOLMQUIST & DANCIS
(1979) sugeriram que, durante 1 divisdo normai dos cromossomos, a fuséo
telomérica ocorreria antes da replicacdo e uma subseqiiente dissociacdo
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seria requerida peias terminacdes teloméricas livres para manter a estrutura
dos cromossomos.

As tas observadas em Cromossomos metafasicos possivelmente
refletem a persisténcia destas replicactes intermediarias, por causa das
falhas nos processos de fissdo, embora novas fusbes ndo possam ser
excluidas. Tais falhas podem ocorrer em células neoplasicas oy infectadas
por virus e também em células leucémicas (PATHAK et al., 1988).

1.8. Justificativa do trabalho

Por ser essencialmente um pPolo agricola com extensas plantacdes de
trigo e soja, na regiao de Passo Fundo, Rio Grande do Sul, é freqliente o
usc de defensivos agricolas no controle de pragas que atacam as lavouras,
© que resulta na exposicdo dos agricultores a esses produtos, uma vez que
a grande maioria dos mesmos nao utiliza os meios de protecio adequados.

Dentre os pacientes com neopiasias hematologicas, atendidos no
hospital regional, observa-se que grande parte destes sso provenientes da
zona rural (agricultores oy ex-agricultores), que trabalham direta ou
indiretamente com agroquimicos. PASQUALETT] et al.(1991), comentam
que a hipétese mais plausivel para a observagdo de que fazendeiros oy
agricultores possuam um alto risco para desenvolverem doencas
hematolégicas € a que eles estariam expostos a diversos carcinégenos
Ocupacionais, como fertilizantes ou pesticidas, assim como carcinégenos
usados no combate a zoonoses.
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Na literatura especializada, varios autores salientam a existéncia de
uma associacio entre leucemias agudas e exposicio 3 pesticidas,
conduzindo a hipotese de que pesticidas sdo agentes leucemogénicos,
influenciando na terapia e na avaliagio prognoéstica (ROWLEY, 1980, 1982,
1985; MITELMAN et al., 1981; GOLOMB et al., 1982; FAGIOLI et al., 1992 e
RICHARDSON et al., 1992). Em relacdo as sindromes mielodisplasicas
(SMD), associagtes semelhantes foram relatadas por GOLDBERG ef al.
(1990) e VINEIS et al(1990) que constataram que pacientes expostos a
pesticidas e outros agentes genotoxicos enquadravam-se mais
freqiientemente nos grupos de pior prognéstico quando comparados
aqueles sem histéria de exposicdo, e freqlientemente evolufam para
leucemias.

Assim sendo, as associacbes entre alteragcbes cromossémicas
especificas e tipos diferentes de doencas hematolégicas ja sao conhecidas
e estdo bem estabelecidas, independente de 0s pacientes serem ou nao
expostos a defensivos agricolas.

Com relacéo as associacbes teloméricas dos cromossomos, trata-se
de um fendmeno ainda pouco compreendido que vém recebendo maior
atencé@o nos uitimos anos. Tais associacbes aparentemente casuais de
extremidades cromossémicas, vém sendo relatadas, de maneira ainda
esporadica, em doencas hematolégicas humanas (TEMPERANI et al.,
1995), desconhecendo-se o seu potencial como indicador biolégico de
exposicao a agentes genotoxicos do meio ambiente.
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Il. OBJETIVOS

Esse trabalho teve por objetivos :

(a) verificar se o fenbmeno de associacbes teloméricas (fas) ocorre
também em leucemias mieldides e SMD,

(b) verificar se o fendmeno de tas constitui um padréo ndo especifico de
alterac&o citogenética,

(c} verificar se existe relacdo com a ocorréncia de fas e a exposicdo 3
defensivos agricolas e

(d) comparar os dados obtidos com a literatura especializada para verificar
se as fas refletem uma indicacdo de instabilidade cromossémica em
portadores de leucemias miei6ides e sindromes mielodisplasicas.
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. CASUISTICA

Os pacientes foram selecionados dentre aqueles atendidos pelo
Servico de Hematologia do Hospital Universitdrico Sio Vicente de
Paulo(HSVP) e as amostras de medula 6ssea foram encaminhadas ao
Laboratério de Patologia e Genética da mesma instituicdo, bem como ao
Laboratério de Citogenética Humana da Universidade de Passo Fundo. O
estudo cromossdmico foi realizado nas amostras de medula éssea de
pacientes com leucemia mieldide crénica, leucemia mieldide aguda ou de
sindrome mielodisplasica, antes do inicio do tratamento quimioterapico. Os
diagnoésticos clinicos-hematolégicos desses pacientes foram estabelecidos
pelos médicos hematologistas do HSVP, que, no entanto n&o informaram a
classificacao FAB dos subtipos de LMA e de SMD.

Foram estudados amostras de 30 pacientes. Destas amostras, 13
foram provenientes do Laboratério de Patologia e Genética do HSVP e 17
do Laboratorio de Citogenética Humana do ICB-UPF. As preparacdes
cromossomicas dos casos 2, 3, 4, 56, 7, 8, 9, 12, 15, 16, 22 e 27 foram
realizadas pela Bidioga Anita Moro, no Laboratério de Patologia e Genética
do HSVP, enquanto as preparacdes cromossdmicas dos casos 1, 10, 11,
13, 14, 17, 18, 18, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 28, 29 e 30 foram realizadas no
Laboratério de Citogenética Humana da UPF pelo autor.

A Tabela V apresenta a discriminacdo dos pacientes de acordo com o
sexo, idade, origem, profisséo e diagnostico hematoldgico.
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Tabela V: Distribuicio dos pacientes quanto ao sexo, idade, origem,
profissdo e diagnostico hematolégico.

Paciente  Sexo Idade  Origem Profissao Doenga
(anos) hematolégica
68 Rurai Agricultor SMD

1 M

2 M 07 Rural Estudante SMD
3 M 28 Rural Frentista SMD
4 F 60 Urbana Do Lar SMD
5 F 57 Rural Agricultor SMD
6 F 44 Urbana Médico SMD
7 F 43 Rural  Agricultor SMD
8 M 74 Rural Ex-agricultor SMD
9 F 38 Rural Agricultor SMD
10 F 29 Rural Agricuitor SMD
11 M 10 Urbana Estudante LMA
12 M 86 Rural Ex-agricultor LMA
13 F 37 Rurai Agricultor LMA
14 M 62 Rural Agricultor LMA
15 M 54 Urbana Do Lar LMA
16 M 54 Rural Ex-agricultor LMA
17 M 79 Rural Ex-agricultor LMA
18 F 51 Urbana Do Lar LMA
19 F 60 Rural Agricultor LMA
20 M 51 Rurai Ex-agricultor LMA
21 M 72 Rural Ex-agricuitor LMC
22 M 51 Rural Agricuitor LMC
23 M 47 Rural Agricultor LMC
24 F 62 Rural Agricultor LMC
25 M 60 Rurai Agricultor LMC
26 M 44 Urbana Torneiro Mecanico LMC
27 M 51 Rural Agricuitor LMC
28 F 55 Rural Agriculfor LMC
29 M 17 Urbana Auxiiiar de IndGstria LMC
30 F 49 Urbana Do Lar LMC

M: masculino F: ferninino SMD: Sindrome Mielodisplasica;
LMA: Leucemia Miel6ide Aguda LMC: Leucemia Mieldide Crénica
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Metodologia

O material utilizado para a analise cromossémica foi aspirado de
medula 6ssea (3 a 5 mL). Para a obtencdo de metafases utilizou-se a
técnica de obtencao de células mitéticas, segundo VERMA & BABU (1995).

41.1. Técnica de Obtencdo de Células em Metafase a partir de
Aspirado de Medula Ossea em cultura de 24 horas

1) foram colocados 10 mL de cloreto de aménia no frasco contendo 5 mL de
aspirado medular ( coletado pelo médico e colocado em um frasco contendo
5 ml. de meio de cultura RPMI 1640 sem soro fetal bovino e transportado
até o laborat6rio) e este ficou por 2 a 3 horas em temperatura ambiente.

2) centrifugou-se por 10 minutos a 1200 r.p.m., e retirou-se o sobrenadante.

3) o precipitado foi colhido e distribuido em 2 ou 3 tubos de ensaio contendo
5 mL de meio de cultura RPMI 1640, mais 0.8 mL de L-glutamina.

4) centrifugou-se por 10 minutos a 1200 r.p.m. e retirou-se o sobrenadante.
Esse processo foi repetido por 2 a 3 vezes.

5) apos centrifugar e retirar o sobrenadante, o precipitado foi distribuido em
garrafas de cultura contendo 8 mL de meio de cultura RPMI 1640 e 2 mL de
soro fetal bovino.

6) o material foi incubado em estufa a 37°C por 24 horas.

7) 30 minutos antes de completar o periodo de incubacdo foi acrescentado
ao meio 0,05 mL de Colquicina para inibir a continuidade do ciclo celular.
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8) ao fim do tempo de incubacéo, centrifugou-se por 10 minutos a 1200
r.p.m. e retirou-se o sobrenadante.

9) foi acrescentado ao meio, 5 mL de cloreto de potassio (KCI) 0,075M e
aquecido em banho histolégico a 37°C por 30 minutos para realizar a
hipotonia das céluias.

10) de 5 em 5 minutos agitou-se para homogeinizar o meio.

11) ao fim dos 30 minutos foi acrescentado 0,5 mL de fixador 3:1 (metanol :
acido acético) para interromper a hipotonia. Agitou-se o material € 0 mesmo
ficou descansando por 5 minutos.

12) apéds, centrifugou-se por 10 minutos a 1200 r.p.m. e retirou-se o
sobrenadante.

13) acrescentou-se 5 mL de fixador 3:1 (metanol : acido acético), agitou-se
e centrifugou-se por 10 minutos a 1200 r.p.m. e depois foi retirarado o
sobrenadante. Esse processo foi repetido por 3 a 4 vezes até o material
ficar bem “limpo”.

4.2. Analise Cromossomica

A analise cromossdmica foi realizada por intermédio da técnica de
obtencéo de bandas G (segundo SANCHEZ et al., 1973).

4.2.1. Técnica de Obtengdo de Bandas G

1) foram utilizadas laminas, previamente lavadas (imersas em sabo por 45
minutos, esfregadas uma a uma; lavadas em agua corrente; imersas em
solucéo de acido nitrico a 10% por 1 hora, lavadas em agua deionizada por
10 vezes e imersas em alcool 95%).
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2) lavou-se em alcooi/éter (1:1), secou-se e as mesmas foram levadas ao
congelador.

3) gotejou-se 3 a 4 gotas do material na lamina, assoprando
cuidadosamente para espalhar mais o material sobre a superficie da lamina
e fixou-se o material com calor.,

4) as laminas foram deixadas envelhecendo por 24 horas.

5) apos as o periodo de envelhecimento, colocou-se as Iaminas em tampao
PBS por 1 hora e entdo as mesmas foram coradas com corante Giemsa
segundo Wright (3% de tampé&o PBS e 1% de corante) por 3 a 5 minutos.

6) lavou-se as laminas e deixou-se secar ao ar ou em estufa a 37° C.

4.2.2. Critérios Utilizados para a Classificagdo e Analise dos
Resultados

As alteragbes cromossdmicas encontradas nas amostras foram
descritas segundo as normas estabelecidas pelo Sistema Internacional de
Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN, 1995).

As alteracées cromossdmicas foram analisadas de acordo com os
critérios adotados pelo “ First International Workshop on Chromosomes in
Leukemia “ (JOTTERAND & PARLIER, 1996), que considera que uma
anomalia cromossbmica € de natureza clonal sempre que a mesma
trissomia ou rearmranjo estrutural estiver presente em pelo menos duas
metafases e quando a mesma monossomia for observada em pelo menos 3
células.
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Foram consideradas fas todas as associacbes envolvendo as
extremidades teloméricas de uma ou ambas as croméatides de um ou mais
cromossomos (Fig. 1). Foram excluidas dessa categoria as associacbes
observadas entre os bragcos curtos dos cromossomos acrocéntricos dos
grupos D e G, por serem estas ultimas decorrentes de associacbes de
regibes organizadoras do nuciéolo (NOR).

Para a determinac&o do laudo citogenético, foram analisadas entre 30
e 50 celulas, enquanto que para a determinacdo da freqléncia de
metafases diploides com tas foram revistas e/ou analisadas de 20 a 80
metafases. Embora fosse ideal analisar no minimo 50 metafases para cada
caso, isso nao foi possivel para todos os pacientes, tendo em vista a
dificuldade de se obter um grande numero de células em divisdo e com boa
qualidade, devido as caracteristicas do materiai.

A documentacio das metafases foi realizada em
fotovideomicroscopio Olympus BX 50, empregando-se filme Kodak TMAX
(100 1SO). As ampliagbes foram feitas em papel fotografico Kodabromide
Print RCF3, da Kodak.

Para a analise estatistica da frequéncia de tas nos diferentes grupos
de neoplasias hematologicas foi realizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis, adotado o nivel de significancia de 5%.



Figura 1. Critérios de classificacdo das associagdes teloméricas. A —

Associagbes teloméricas envolvendo as duas cromatides dos
cromossomos. B — Associagfes teloméricas envolvendo apenas uma

cromatide de cada cromossomo. C -~ Associactes teloméricas
envolvendo mais de um cromossomo.
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V. RESULTADOS

A analise dos caridtipos se deu em dois momentos. O primeiro,
quando as amostras foram encaminhados aos laboratérios, para o exame
citogenético de rotina e o segundo, quando buscou-se avaliar a presenca
de fas no mesmo material.

Os resultados do exame de cariétipo (faudo citogenético inicial) foram
estabelecidos em colaboragdo com o Laboratério de Patologia e Genética
do Hospital Universitario S&o Vicente de Paulo de Passo Fundo - RS, e as
anomalias encontradas na segunda analise encontram-se apresentados na
Tabela Vi. Nesta tabela, pode-se visualizar as alteracbes cromossémicas
encontradas, cujos resultados mostram um predominio de alteracdes
numeéricas, tais como poliploidias, hipo e hiperdiploidias, monossomias e
trissomias, além de , em muitos casos, de uma linhagem normal. As
alteracbes estruturais estaveis, como delecées (“del”), translocagdes (“t”") ,
adicbes (“add”) e cromossomos marcadores (“mar”), foram observadas em
13 pacientes, associadas ou n&ao 3 aberragbes numéricas acima
mencionadas. Outras alteracdes, tais como quebras cromatidicas (“chtb’) e
separacdo precoce de centrdmeros (“pcd”), foram esporadicamente
observadas.

37



Tabela VI: Cariétipos dos pacientes com SMD, LMA e LMC

Paciente Laudo citogenético inicial Alteragdes adicionais N
observadas na segunda Total

analise
1** 46, XY[26)/ hipodipidides[3], / 44, XY, -2,-3, chtb(10q), 33
hiperdiploides]3] chtb(16q)[1]

2 43, XY,-7,-13,-20[4] / 44, XY, 46, XY chtb(5q), chtb(8p), 61
-7,-20[3] / 45, XY,- 20[4] / chtb(18q)[1]
46, XY[48] / hiperdipl6ides[1]

3* 45, XY, -20{1]1/ Ausentes 27
46, XY[21}/ Hipodipléides [5]

4" 46, XX[15]/ 46, XX, 46, XX, ped(17)[1] 39
del(7)(p?)[1]/ 47, XX, +21[4]
/ 48, XX, +22, +22[2]

5+ 46 XX[31]/ 47, XX, +5[1]/ 46, XX, add(2)(q37), 42
47, XX, +15[2] / 47, XX, add(4)(q35),
+19[3]/ 48, XXX, +19[1]  4(9;12)(p11:p13)[1] / 46,
XX, add(2)(q37),

add(4)(q35)[1]

6* 46, XX[30] TriplGides|[5] 35
7* 46, XX [25]/ 47, XX, -9, +21, Ausentes 30

+mar(3] / hipodipl6ides[2]
8* 46, XY, -16, +11[1]/ 46, XX, Ausentes 18

del(7}(p?){2] / 46, XX,
1(7,12)(p22;q24)[2] / 486,
XX[13]

g** 46, XX[30] Ausentes 30

W
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Tabela Vi: Continuacéo
Paciente L.audo citogenético inicial

Alteragdes adicionais
observados na segunda Total

N

analise
W

10** 46, XX [29] Ausentes 29
11% 46, XY [32] Ausentes 32
12* 46, XY[34] Ausentes 34
13* 44, XX, -1, -22[5] / 46, XX[28] Hipertetraploidia[(>100 49

1 46, XX, +14, -22[11/ 47, XX, cromossomos) {12]

+14[3]
14** 44, XY, -7,-18, -21, +19[8] / Ausentes 42
46, XY[34]
15* 46, XX, Ausentes 16
del(7)(q?),del(11){(q?)[4] / 46,
X, del(X)(q?), del(7)(q?)[2] /
46, XX[10]

16* 45, XY, -7 [3V 46, XY[30] Hipotriploidia[2] 32
17* 46, XX[10] Hipodiplodia (38-45 31

cromossomos)[14] /

Hipertriploides (>76

cromossomos)[7]
18** 46, XX[62] Ausentes 62
19 46, XX[18]/ 46, XX, Hipodiploidia[20] / 41
der(22)t(9;22)[2] Hiperdiploidia[1]

20 46, XY[28] Hipodiploidia(39 - 44 45

cromossomos)[16] /

Hiperdiploidia [1] /

Poliploidia[1]
21** 46, XY[13]/ Ausentes 30
Hipodiplbides[12] /
Hiperdipléides{5]

W
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Tabela Vi: Continuacéo

Paciente Laudo citogenético inicial  Alteracdes adicionais N
observados na segunda Total
analise
—————————__________anailsé
22* 46, XY[14]/ 46, XY, 45, XY, +7, -8, -12, 27
der(22)1(9;22)[12] add(3p)|[1]
23** 46, XY[30] Ausentes 30
24** 46, XX[27]/ 46, XX, Ausentes 32
der(22)t(9;22)[5]
YL S 48, XY[21]/ 46, XY, Ausentes 37
der(22)t(9;22)[16]
26** 46, XY[38] / 46, XY, Ausentes 44
der(22)t(9;22)[6]
27* 45, X, -Y[5] / 46, XY[9] / 46, Hiperdiploidias[5] 30
XY, der(22)t(9;22)[9] / 47,
XY, der(22)(9;22), +
der(22)t(9;22)[2]
28% 46, XX[26]/ 46, XX, Ausentes 32
der(22)(9;22)[6]
29+ 46, XY[16]/ 46, XY, Ausentes 34
der(22)(9;22)[15]/ 46, XY, -
21, +17[1]/ 47, XY, +21[1]/
47, XY, +21, der(22)(9;22)[1]
30 46, XX[15]/ 46, XX, Hipodiploidia (42- 45 65

der(22)(9;22)[4] / 47, XX,
der(22)t(9:22),
+der(22)(9;22)[3]

cromossomos)[15} /
Hiperdiploidias (48- 66
cromossomos)[17] /
Poliploidia[11]

W
* Resultado do exame de cariétipo fornecido pelo Laboratério de Patologia e
Genética do HSVP / Passo Fundo - RS.

** Resultado do exame de caridtipo obtido no Laboratério de Citogenética

Humana da Universidade de Passo Fundo (UPF) / Passo Fundo — RS.
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5.1. Analise cromossdémica e freqiiéncia de tas nas amostras
provenientes de pacientes com Sindromes Mielodisplasicas

Na definicdo do laudo citogenético dos casos de SMD (Tabela Vi),
verificou-se que 8 pacientes (casos 1 a 8) mostraram alteracdes
cromossomicas numéricas e/ou estruturais e apenas 2 pacientes mostraram
cariétipo normal (casos 9 e 10).

Na segunda analise, quando aumentou-se 0 nuamero de metafases
examinadas, em todos os casos de SMD observou-se a presenca de um
namero significativo de metafases com tas. A Tabela Vi demonstra o
namero de células dipidides analisadas para fas, e a freqiéncia de
metafases dipldides onde esse fendémeno foi observado. Na Tabela VIII,
pode-se visualizar a descricao detalhada dessas metafases.

Em relacao aos fendmenos das associacbes teloméricas, todos o0s
cromossomos acharam-se representados nas metafases dos pacientes com
SMD, mas alguns estiveram mais freqleniemente envolvidos tais como o
cromossomo 20 (17,1%), o cromossomo 17 (15,9%) e o cromossomo 21
(12,5%). Ja os cromossomos 10, 13 e Y tiveram um menor envolvimento
nestes fendmenos, exibindo freqliéncias de 3,5% ; 3,5 % e de 1,2 %

respectivamente.

Na analise citogenética global desses pacientes, as alteracdes
cromossOmicas consideradas como marcadoras (especificas e/ou
caracteristicas de uma determinada doenca) foram encontradas em apenas
1 paciente (caso 2), que exibia monossomia do cromossomo 7 em 11,6%
das metafases examinadas, associada a monossomia dos Cromossomos
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13 e 20. Outras altera¢ées numéricas de natureza clonal foram detectadas
em 3 pacientes , consistindo em : trissomia do cromossomo 21 e
tetrassomia do cromossomo 22 (caso 4), trissomia dos cromossomos 15 e
19 (caso 5), monossomia do cromossomo 9, trissomia do 21 e cromossomo
marcador (caso 7). Também foram observados novos rearranjos estruturais
envolvendo as regibes 2q37, 4035, 9p11 e 12p13 (caso 5 — Fig. 2 ) e as
regibes 7p22 e 12q24 (caso 8).

4
YR .1 .S -
9 10 11
B - -
16 17

P, ‘“ .. » 0w
19 20 21 22

Fig 2 — Metafase 46,XX, add(2)(q37), add(4)(q35), 1(9;12)}(p11;p13) do
paciente 5 (SMD)
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Tabela VIl: Numero de células analisadas e freqiéncia de tas em pacientes

com SMD
Paciente idade N° de Células N° de Freqiiéncia das

(anos) dipléides Células tas (%)
analisadas com tas
e L

1 68 38 3 7,89
2 07 63 14 22,22
3 28 35 9 25,71
4 60 31 4 12,9
5 57 43 5 11,63
6 44 38 9 23,68
7 43 40 6 15

8 74 27 4 14,8
9 38 37 S 13,51
10 29 35 3 8,57

%
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Tabela VIii: Descricao das metafases com fas em pacientes com SMD
Paciente Cariétipo das Metafases com tas

1 -43, X, 16, -22, -Y, tas(7;7)(p22,p22), tas(8;19)(p23;p13),
tas(8;13)(p23;934)
- 435, XY, -14, tas(4,5)(p16;p15), tas(17;19)(p13;p13), chtb(4q)
- 46, XY, tas(16;19)(q24;p13)

2 - 46, XY, tas(3,;7)(p26;936), tas(11;8:6;20)(p1 5,924p23;p25927:q13)
- 46, XY, tas(18;20;X)(p11;913p13;p22), tas(9;21 )(a34,922), chtb(18q)
- 46, XY, -11, 12, -13, -16, + (?;12), +marl, +mar2
tas(10;17)Xp14,p12)
- 46, XY, tas(3;4)(p26;g35), chtb(9q), chitb(10q)
- 46, XY, tas(5;9)(p15,q34), tas(14;17)(p13:p13)
-44, X, -21, -Y, , tas(15;17)p13;G25)
- 46, XY, tas(X;12)(q28;p13)
- 46, XY, tas(2;5)(p25;p15)
-45, X, -Y, tas(17;17)(p13;p13)
- 46, XY, tas(1,18)(q44;p11)
- 46, XY, tas(20;Y)}(p13;p11)
- 46, XY, tas(4,9)(g35;934)
- 46, XY, tas(3;8)(p26;924), chtb(14p)
- 46, XY, tas(20;20)(q13;p13), tas(9;11)(q34;p15)

3 -42, XY, -6, -8, -11, -16, tas(1,9)(p36,q34), tas(4;16)(p16;924), tas(4,
X, 17) (p16;p22;p13), tas(12;22)(p13;p13), tas(12;1 5)Xg23;p13),
tas(15,20)(g26;p13)

-45, X, -Y, tas(11;21)(p15;p13)

- 46, XY, tas(4;18)(p16;q23)

- 46, XY, tas(5;19)(p15,913)

- 44, X, -Y, -15, tas(7,21}(q36;922)

- 46, XY, tas(7,22)(q36;p13)

- 46, XY, tas(4;17)(p16,p13), tas(16;20)(p13;913), tas(9;10)(p24;p15)
- 46, XY, tas(5;16)(p15;q13), tas(4;9)(p16;934)

- 46, XY, tas(11;22)(p15;p13)

4 - 46, XX, tas(Cp;Cp), tas(Cp;Ep)
- 46, XX, tas(1;2){(q44;p25)
- 46, XX, tas(11;20)(q25;p13)
-46, XX, -4, -15, +22, +22, tas(20;5;22)(q13;p1 5:913)

5 -43, X, -X, -7, -15, tas(2;3)(437;929), tas(13;14)(q34;932)
- 46, XX, tas(X;14)(p22,932)
-44, X, -7, - X, tas(14;21}(q32;p13)
- 46, XX tas( X;17){p22;p13)
- 46, XX, tas(2;21)(q37;p13)
e e————————————————————————————
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Tabela Vili: Continuacao

Paciente Caridtipo das Metafases com tas
6 - 45, XX, -8, del(5)(p13), tas(6;X)(p25;p22), tas(9;15)(p24;526),
tas(11;19)(q25;p13), tas(12;18)(p13;q23), tas(14;17)(p13,p13),
tas(17;,21)(p13;q22)

- 45, X, -X, del(5)(p13), del(10)(q24), tas(17;17)(p13;q13)
- 46, XX, tas(16;20)(q24;913), tas(21,22)(p13;913)

- 46, XX, tas(3;20)(q29;g13)

- 46, XX, tas(2;15)(q37;p13)

- 46, XX, tas(9,20)(q34;p13)

- 46, XX, tas(18;20)(q23;q13)

- 46, XX, tas(15;21)(q26;922)

- 46, XX, tas(6;20)(q27;p13)

7 - 46, XX, -16, +18, tas(15;7;9)(p13;q36p22; p24),
tas(11;21)(q24;922), min
- 46, XX, i(17p), tas(14;16;22)(p13;924p13;q13)
- 45, XX, -3, tas(C?;1)(p?;p36), tas(C?;2)(q?;p25)
- 46, XX, tas(14;16)(p13;p13)
- 46, XX, tas(11;22)(p15;p13)
- 46, XX, tas(5;18;12;16)(q35;p11;p13;p13)

8 - 46, XY, -12, +mar, tas(20;22)(p13;q13)
- 46, XY, tas(6;21)(p25;p13), pcd em varios cromossomos
- 46, XY, tas(7,C)(q36, ?), tas(10;X)(p15;p22)
- 46, XY, tas(5;18)(q35;p11)

9 - 486, XX, del(4)(q?->qter), tas(13;18)(p13;p11)
- 46, XX, tas(Cp;Dp)
- 46, XX, tas(3;14)(p26;932)
- 46, XX, tas(9;15)(p24;p13)
- 46, XX, tas(15,18)(p13;q23)

10  -46, XX, tas(21;19)(p13:q13)
- 46, XX, tas(8;13)(p23:p13),
- 44, XX, -21, -22, tas(12;17)(q24:p13)
e e e e e
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5.2. Analise cromossdmica e freqliéncia de tas nas amostras
provenientes de pacientes com L.eucemia Mieléide Aguda

Na definicio do laudo citogenético dos casos de LMA (Tabela VI)
verificou-se que 7 pacientes (casos 13a 17, 19 e 20) mostraram alteracbes
cromossomicas numéricas efou estruturais e somente 3 pacientes
apresentaram cariotipo normal (casos 11, 12 e 18)

Na segunda andlise, somente os casos 12 e 18 nio apresentaram
alteragcbes cromossomicas numéricas. Contudo, todos os casos de LMA
apresentaram fas (ver Tabela IX) ainda que em freqléncia inferior as
observadas em pacientes com SMD.

Na Tabela X estdo descritas as metafases que apresentaram tas
nesse grupo de pacientes. Foram encontradas associacbes teloméricas
envolvendo quase todos os cromossomos, com excegao dos cromossomos
15 e Y. Os cromossomos que estiveram envolvidos com maior freqliéncia
foram os cromossomos 12 e 21 (16,3% cada um).

Nos resultados globais das duas analises, as alteracoes
cromossomicas de natureza clonal foram encontradas em 5 pacientes. Os
achados reiativos a esses pacientes foram : a trissomia do cromossomo 14
€ as monossomias dos cromossomos 1 e 22 (caso 13), a monossomia do
cromossomo 7 (casos 14 e 16), a deleg&o do braco longo do cromossomo 7
(caso 15) e a presencga de cromossomo Philadelphia (caso 19).



Tabela IX: NGamero de células analisadas e frequéncia de fas em pacientes

com LMA
Paciente Idade N° de Células N° de Fregliéncia

(anos) dipléides Células das tas (%)
analisadas com tas
e e e
11 10 28 3 10,71
12 86 18 3 16,7
13 37 38 5 13,15
14 62 42 1 2,38
15 54 45 8 17,8
16 54 29 1 3.4
17 79 43 3 6,98
18 51 48 1 2,08
19 60 38 3 7,89
20 51 32 2 6,25

Mﬁh
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Tabela X: Descricdo das metafases com tfasem pacientes com LMA
Paciente Cariétipo das Metafases com fas

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

- 45, XY, -7, -9, +186, tas(3;13)(p26;p13), tas(6;12)(p25;p13)
- 44, XY,-C,-C,-C, -19, +186, tas(3;18)(q29,;923)
- 45, XY, -4, tas(9;10)(q34;q26)

- 46, XY, tas(4;18;5)(p16;p11;p15) _
- 46, XY, tas(16;17;19;1 6)(924,p13925;p13;q24)
- 46, XY, tas(2;3)(q23;p26)

- 45, XX, -1, del(7)(g21), tas(2;13)(q37;p13)
- 46, XX, tas(Cp;Cq)

~ 46, XX, tas(Bp;Ep)

- 46, xx, tas(2;11)(q37;p15)

- 46, XX, tas(11;14)(p15;p13)

- 46, XY, tas(3;7)(q29;p22), tas(12;21 ;18)(q24;922;p11)

- 46, XX, tas(1;12)(q44;p13)

- 46,XX, tas(11;12)(p15;q24)

- 46, XX, tas(1;8)(p36;g924)

- 46, XX, tas(11;21)(p15;q22), tas(12;18)(q24;p11)
- 46, XX, tas(Cq;Cq)

- 46, XX, tas(8;20)(p23;q13)

- 46, XX, tas(10;21)(q26;p13)

- 46, XX, tas(14;21)(p13;q22)

- 44, XY, -C, -21, tas(4;4;17)(p16:p16;p13)

- 46, XY, tas(13;21)(q34;p13)
- 46, XY, tas(6;22)(p25;p13), tas(1 7,18)(p13;p11)
- 46, XY, tas(X;2;11)(p22;p25; q37;p15)

- 46, XX, tas(3;D)(q29;p?)

- 46, XX, tas(5;14)(p15;q32)
- 46, XX, tas(7;12)(p22;924)
- 46, XX, tas(8;9)(q24;p24)

- 46, XY, tas(X;19)(q28;p13), tas(12;1 7)(p13;p13),
tas(13,18)(p13;p11)
- 46, XY, tas(4,20)(p16;q13), tas(1 6;21)(q24;p13)
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5.3. Andlise cromossdmica e freqiiéncia de tfas nas amostras
provenientes de pacientes com Leucemia MielSide Crénica

Na primeira analise para a definicso do laudo citogenético dos casos
de LMC (Tabela Vi) verificou-se que nove pacientes (casos 21 e 22, 24 a
30) mostraram alteragbes cromossémicas numeéricas e/ou estruturais e
somente um paciente apresentou cariotipo normal (caso 23). Esses
achados se confirmaram quando foi efetuada a segunda anélise.

A presenca de tas (Tabela X1) foi observada em 8 pacientes (casos
21,22, 24 a 28, 30), n3o se verificando esse fenémeno em 2 pacientes
(casos 23 e 29). Na Tabela X!l estéo discriminadas essas metafases. As
freqiéncias de metafases com tas em pacientes com LMC foram inferiores
aquelas observadas nos outros grupos.

As tas envolveram quase todos os cromossomos com excecdo dos
cromossomos 6, 10, 15 e 22 que ndo apareceram associados pelas regides
teloméricas a outros cromossomos em nenhum momento. Os Cromossomos
que mais apareceram envolvidos no fenémeno de tfas foram os
cromossomos 19 (24,2%), 4, 9 e 18 (17,2% cada um).

Os resultados globais dos estudos citogenéticos revelaram a
presenca do cromossomo Philadelphia, como principal alteracdo de
natureza cional, em 8 pacientes. Dentre esses pacientes, observou-se um
segundo cromossomo Ph em dois casos (pacientes 27 e 30).
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Tabela Xi: Ndmero de céiulas analisadas e frequéncia de tas em pacientes

com LMC
Paciente Idade N°® de Células N° de Células Fregliéncia

(anos) dipléides com tas das tas (%)
analisadas
Mﬁ

21 72 60 4 6,67

22 51 35 2 5,71

23 47 34 0 0

24 62 43 1 2,32

25 60 45 1 2,22

26 44 45 2 4,44

27 51 42 4 9,52

28 55 37 1 2,7

29 17 38 0 0

30 39 39 1 2,56
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Tabela XII: Descricdo das metafases com fas em pacientes com LMC

Paciente  Cariétipo das Metafases com tas

21 - 43,XY, -16, -16, -18, fas(2;9)(q37; p24), tas(5;18)(p1 5;p11)

- 46, XY, tas( 1,4,9)(q44;935;p24), tas(11;20)(q25;p13)
- 46, XY, tas(1,16)(p36;p13), tas(13;19)(g34;p13)
- 46, XY, tas(7,16)(p22;q24)

22 - 46, XY, tas(9,19)(p24;013), tas(14;17)(p11;p13)
- 46, XY, tas(5;1 9)p15;913)
23 - N&o foi observada a presenca de metafases com tas
24 - 46, XX, tas(5;11)(g35;925), tas(X;21)(p22;?)
25 - 48, XY, der(22)t(9;22), tas(4;4)(p16;q35)
26 - 46, XY, der(22)(9:22), tas(2;19;9)(p25;p13q13;p24),

tas(8;,17)(p23;p13), tas(14:21 ;14)(932;p13922;p13)
- 46, XY, tas(8,16)(p23;g24)

27 - 46, XY, der(22)t(9;22), tas(3;8;1 8)(p26;q24p23,23),
tas(13;19)(g34;p13), tas(20;21 Xq13;p13), tas(21 Y)922;p11)
- 45, XY, -3, tas(4;16)(p1 6;q24), tas(8;9)(p23;p24),
tas(17;19)(p13;q13)
- 46, XY, tas(18;18)(p11 ;923)
- 46, XY, tas(4;19)(p16;p1 3)

28 - 45, XX, -C, der(22)t(9:22), tas (D;C;12)(p7;p?g7;p13),
tas(C;18)(q?;p11)

29 - N&o foi observada a presenca de metafases com tas

30 46, XX, -8, + der(22)t(9;22), tas(3;X)(p26;p22)

%
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5.4. Andlise Estatistica

A freqliéncia de metafases com fas entre os pacientes com SMD
variou de 7,89% a 25,71%. No grupo de pacientes com LMA, foram
observadas freqliéncias que variaram de 2,08% a 16,7%, e no grupo de
pacientes com LMC as freqliéncias variaram de 0% a 9,52%.

A comparacéo das freqiiéncias de associacoes teloméricas entre os
trés grupos de neoplasias hematoldgicas, pelo teste de Kruskal Wallis,
apresentou diferenca significativa entre SMD e LMC (p <0.01), enquanto
que os pacientes com LMA ndo demonstraram diferenca significativa em
relagdo as SMD (p > 0.05) e as LMC (p > 0.05).
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VI. DISCUSSAO

E consenso geral que a ocorréncia de alteracbes cromossdmicas
adquiridas, indica a existéncia de uma condicdo maligna ou pré-maligna.
Consequentemente, a investigacdo de associagdo entre alteracdes
cromossémicas e neoplasias hematoidgicas € relevante, e deve propiciar
elementos para que a analise do cariétipo de células da medula 6ssea
possa ser utilizada para monitorar e avaliar essas doencas (OLIVEIRA,
1988; HEIM & MITELMAN, 1995)

A freqii€ncia de alteragbes cromossdmicas em pacientes portadores
de doencas hematolbgicas € variavel, mas segundo HEIM (1990) e ZAGO
& SIMOES (1993), cerca de 80% de todos os pacientes com leucemias
agudas adquirem aiteragcbes cromossomicas adicionais e pacientes com
leucemia mieldide crbnica apresentam em mais de 90% dos casos a
presenca do cromossomo Ph. Neste aspecto, nossos dados s&o
compativeis com os relatados na literatura, na medida em que as células
com alteragées cromossdmicas de natureza clonal foram identificadas em 8
dentre 10 pacientes (80%) com LMC.

A incidéncia de anormalidades cromossdmicas em SMD tem sido
relatada como sendo de 32% a 72% (JOTTERAND & PARLIER, 1996). No
presente trabalho, foram detectadas alteracdes cromossémicas de natureza
clonal em 50 % dos pacientes, achado este que se situa dentro dos valores
observados na literatura.

Ja em relacao a LMA, a incidéncia de aberracées cromossémicas de
natureza clonal observada no presente estudo, foi de 50%, inferior &
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relatada na literatura, que segundo ZAGO & SIMOES (1993) situa-se em
torno de 80-85%. Tendo em vista a grande dificuidade na obtencdo de
metafases de boa qualidade, e o fato de nao ter sido possivel a analise
deste material pela técnica de bandamento em alta resolucdo, é possivel
que rearranjos estruturais menores ndo tenham sido detectados nos
pacientes cujo laudo citogenético foi considerado normai.

6.1. AlteracGes cromossdémicas numéricas
6.1.1. Hipodiploidias e Hiperdiploidias de natureza clonal

Dentre as altera¢Ges numéricas de natureza clonal reconhecidamente
recorrentes em SMD, destacam-se nos nossos achados a monossomia do
7 e as trissomias dos cromossomos 19 e 21. As demais alteracbes
numericas néo acham-se tipicamente associadas a esse grupo de
neoplasias hematoidgicas.

A monossomia do cromossomo 7 também foi o achado mais tipico
dentre os pacientes com LMA analisados no presente trabalho. Qutras
alteragdes numéricas de natureza clonal foram observadas nesse grupo de
pacientes, entretanto, o significado dessas alteragbes ainda &
desconhecido.

Em LMC, a nulissomia do cromossomo Y e a presenga de um
cromossomo Ph extra foram as Unicas alteragbes numéricas de natureza
clonal encontradas no presente estudo. Segundo uma revisdo feita por
CONNOR & FERGUSON-SMITH (1991), essas s#o consideradas
alteracbes cromossdmicas secundarias e o aparecimento destas
(especialmente isocromossomo de 17q, trissomia do cromossomo 8,
trissomia do cromossomo 19, nulissomia do cromossomo Y ou um
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cromossomo Philadelphia extra), em LMC Ph*, geralmente indicam a
existéncia de uma fase biéstica aguda, podendo surgir semanas a meses
antes de evidéncias clinicas. Assim, esses mesmos autores sugerem que
estas alteragOes podem expressar a evidéncia clinica de aceleracdo da
recaida/doenca.

6.1.2. Hipodiploidias e Hiperdiploidias nao-especificas

De acordo com KNUUTILA ef al. (1976), a freqiiéncia de células
hipodipldides em células da medula éssea de individuos hematologicamente
normais varia de 0 a 16%. Na presente amostra, apenas dois pacientes com
SMD exibiram ceélulas hipodipldides de natureza ndo clonal em frequéncias
correspondentes a 9,1 % (caso 1) e a 6,7% (caso 7), que se situam dentro
dos valores normais esperados.

Nos casos de SMD estudados no presente trabalho, as hiperdiploidias
(2n>50 cromossomos) foram observadas em frequéncias de 9,1% (caso 1)
e de 1,6% (caso 2) e em apenas um paciente (caso 6) foram detectadas
metafases tripldides em 14,3% das células analisadas. Em relacdo as
hiperdiploidias com mais de 50 cromossomos, ndo ha dados sobre a
freqiéncia desse tipo de alteragdo em SMD, o que sugere que se tratem de
achados isolados. Quanto a polipioidia, sabe-se que o percentual de células
poliploides observado em medula 6ssea de individuos normais & da ordem
de 2% (KNUUTILA et al. 1976). Por outro lado, indices de poliploidia
superiores a 10% s&o esporadicamente observados em pacientes
leucémicos (BORGSTROEM ef al/, 1976). Em uma amostra de pacientes
com SMD, OLIVEIRA (1988) observou a ocorréncia de poliploidia em
frequéncias superiores a 10% em 4 casos, dos quais trés desenvoiveram
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LMA e o quarto foi a obito seis meses apds o exame citogenético. Esses
dados sugerem que a presenca de células polipldides na medula 6ssea em
pacientes com SMD indicam um prognéstico reservado.

No presente estudo, metafases hipodipléides foram detectadas em 3
pacientes com LMA (casos 17, 19 e 20) em freqiiéncias bastante elevadas
(45,2%, 48,8% e 34,8%), indicando uma grande instabilidade
cromossémica. Ja as hiperdiploidias e pseudodiploidias foram raras nessa
amostra, estando presentes em frequiéncias muito baixas nos casos 13, 19
e 20. O percentual de células polipidides foi bastante variavel nesse grupo,
pois observaram-se desde valores normais (2,2% no caso 20 ) até valores
superiores a 10% (22,5% no caso 17 e 25% no caso 13).

Dentre os pacientes com LMC no presente estudo, alteracbes
numéricas inespecificas foram detectadas em 3 casos. Curiosamente,
frequéncias relativamente elevadas de hipodiploida, hiperdiploidia e/ou
poliploidias foram observadas nos dois pacientes que exibiam um segundo
cromossomo Ph como alteracéo estrutural adicional (casos 27 e 30). No
terceiro caso, constataram-se freqli€ncias de 40% de células hipodipléides
e de 16,6% de hiperdiploides, sem associacdo com anormalidades
cromossoémicas estruturais.

Apesar de tais fendmenos individuais ndo serem conclusivos,
permitem-nos supor que variagbes acentuadas em torno do nimero modal
de cromossomos podem, eventualmente, conduzir a formacéo de clones
ceiulares neoplasicos, e desse modo, influir desfavoravelmente no
prognéstico de pacientes portadores dessas alteracées.
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6.2. Alteracoes cromossdmicas estruturais
6.2.1. AletragOes Estruturais de natureza clonal

Nas SMD, as alteragbes estruturais de natureza clonal detectadas no
presente trabalho envolveram o braco curto do cromossomo 7 | quer como
delecdo quer como translocacdo e a observacdo de segmentos
cromossdmicos adicionais em 2q37 e 4q35.

Quanto ao cromossomo 7, a base de dados do The Cancer Genome
Anatomy Project (http:l/www,ncbi.nlm.nih,govICCAleiteIsum.cgi) relaciona,
dentre 2712 casos de SMD listados, duas translocagbes balanceadas,
setenta e oito translocacbes ndo balanceadas e dez dele¢bes envolvendo
diferentes regidGes do brago curto desse cromossomo.

Em contraposicdo, nessa mesma base de dados, sdo raras as
descricoes de alteragbes estruturais envolvendo o braco longo do
cromossomo 2 (dois casos com delecdo e duas translocagbes balanceadas)
ou o brago longo do cromossomo 4 ( sete casos com delecdo). No presente
trabalho, foram encontradas adi¢cdes terminais nesses dois Cromossomeos,
em um mesmo individuo. A origem do material adicional poderia ser
esclarecida por meio de técnicas de hibridizacdo in situ que possibilitassem
a “pintura” de todos os cromossomos |, tal como descrito por VELDMAN et
al. (1997). Entretanto, tal metodologia é extremamente dispendiosa e néo
disponivel em nosso meio.

Nas LMA, as alteragbes estruturais de natureza clonal acharam-se
representadas, no presente trabalho , pela presenca do cromossomo
der(22)t(9;22) em um paciente e por monossomias parciais dos bracos
longos dos cromossomos 7, 11 e X em outro. Nessa ltima situaco,
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infelizmente, os pontos de quebra nao puderam ser determinados com
preciséo.

De acordo com a base de dados do The Cancer Genome Anatomy,
dentre os 7825 casos listados de LMA, o braco longo do cromossomo 7
acha-se envolvido em apenas dezenove translocagdes (dezessete
balanceadas e duas nao balanceadas) enquanto que as delecdes foram
averiguadas em 365 (4,7%) dos casos. Ja o brago longo do cromossomo 11
acha-se envolvido em rearranjos estruturais balanceados em 519 casos
(6,6%), com um predominio das translocacoes reciprocas com o
cromossomo 9 (205/519 = 39,4%). As translocacbes ndo balanceadas s3o
representadas por 41 casos (0,5%) e as delecboes em 11q, por 194 casos
(2,5%), sendo relatados ainda i(11q), r(11), e dup(11q) em menor numero.
O braco longo do cromossomo X & o menos representado : acham-se
referidas onze translocagbes balanceadas, doze delecdes e treze
isocromossomos. Tais dados indicam que as delecSes envolvendo os
cromossomos 7, 11 e X estio efetivamente relacionadas ao
desenvolvimento do processo leucemogénico, fato este encontrado em
nosso trabatho.

Nas LMC, a unica alteracdo estrutural de natureza clonal encontrada
no presente estudo foi a presenca do cromossomo Ph
(der(22)t(9;22)(q34,q11)) em 80% dos pacientes, dados esses compativeis
com os descritos na literatura (HEIM & MITELMAN, 1995).
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6.2.2. AlteracOes Estruturais de natureza nao cional

Dentre as alteragbes estruturais que ndo foram consideradas de
natureza clonal por terem sido detectadas em uma metafase somente,
mencionamos & presenca da translocacéo 9;12 em um paciente com SMD
(Fig. 2), que poderia eventualmente tratar-se de um novo rearranjo nesse
grupo de doencas.

Outros achados foram quebras de tipo cromatidica em alguns
pacientes e de separacdo precoce de centrdmero, esta Gitima em apenas
uma metafase analisada. Uma vez que tais fendbmenos ocomreram em
freqiéncias extremamente baixas, tais achados foram apenas registrados
dentro da analise citogenética complementar.

Pelo fato de serem n&o-clonais, a influéncia dessas alteracdes no
prognéstico do paciente € ainda desconhecida.
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6.3. Associagoes teloméricas

Até meados da década de 80, eram praticamente inexistentes os
relatos de associacdes teloméricas em ceélulas de pacientes com tumores
solidos ou leucemias. Segundo FITZGERALD & MORRIS (1984), a raridade
de descricoes sobre fas em células humanas €, mais provavelmente,
decorrente do n&o reconhecimento desse fendmeno, do que de sua

auséncia.

As primeiras observacgdes relatando a existéncia de fas em neoplasias
hematolégicas foram descritas em células leucémicas de origem linfoide
(FITZGERALD & MORRIS, 1984; MORGAN et al.,1986; RAIMONDI et al.,
1987; TEMPERANI et al., 1995). De acordo com TEMPERANI et al.(1995),
tais associacOes foram consideradas de natureza nao-clonal, embora
frequientemente envolvessem a regido telomérica do cromossomo 19p .
Esses mesmos autores relatam a auséncia de rearranjos teloméricos em
LMA, SMD e na LMC ao diagnéstico ou na fase croénica da doenca. Nos
casos de LMA, apenas um caso de associacdo telomérica foi relatado por
MORO ef al. 1998, em um paciente com LMA-M6 que exibia tas
(17;22)(q25;p13).

Em contraposicdo aos resultados encontrados por TEMPERANI ef a/.
(1995), no presente trabalho foram observadas fas nesses trés grupos de
neoplasias hematoldgicas. As tas foram observadas em todos os pacientes
com SMD e LMA, em frequéncias que variaram de 7,89 a 25,71% e de
2,08% a 17,8%, respectivamente (Tabelas VIl e IX). Nos pacientes com
LMC, as tas foram encontradas em freqliéncias variando de 2,22 a 8,52%
em 8 dos 10 casos examinados (Tabela Xl). Embora se tratem de entidades
hematologicas distintas, foram constatadas diferencas significativas entre os

60



grupos de SMD e LMC (p <0.01) , estando o grupo das LMA numa posicéo
intermediaria, nao demonstrando diferenca significativa em relagsio as SMD
(p>0.05) e as LMC (p>0.05). Porém, deve-se ressaitar que as fas
encotradas neste estudo sdo de natureza nao-clonal.

Existem evidéncias sugerindo que as associagdes de extremidades
cromossdmicas, podem ocorrer devido & perda de repeticoes teloméricas,
em linhagens de células tumorais cultivadas in vitro (COUNTER et al., 1992;
SALTMAN et al., 1993). Em tumores solidos, a presencga de tas também tem
sido relacionada a redugdo do tamanho dos telémeros (HEALY, 1995)

O encurtamento dos teldmeros e a presencga de apenas atividade
basal da telomerase nas células tronco, podem levar a rearranjos
cromossGmicos complexos como uma tentativa para a estabilizacdo dos
cromossomos (OHYASHIKI & OHYASHIKI, 1997: ENGELHARDT et al.,
1997; SEOL ef al., 1998, OHYASHIKI et al., 1999).

Segundo PAZ-Y-MINO et al. (1997), quando os telémeros sdo
afetados por instabilidade, eles perdem a funcionalidade, que € expressa
pelas associacOes teloméricas em estudos citogenéticos. Esta perda de
funcionalidade produziria um aumento na instabilidade do material genético
que, para completar o ciclo, aceleraria o processo de malignizacio celular.

OHYASHIKI & OHYASHIKI (1997) e OHYASHIK! et al.(1999)
observaram o encurtamento de teldmeros em céiulas de pacientes com
SMD que exibiam atividade normal ou moderada de telomerase e que tais
caracteristicas estavam mais freqiientemente associadas a rearranjos
citogenéticos complexos. Além disso, os pacientes com nimero reduzido de
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repeticbes teloméricas apresentavam um risco significativamente mais
elevado de transformacéo leucémica e pior prognéstico.

As SMD se caracterizam por uma deficiéncia na hematopoiese,
resultante de rapida proliferacdo celular, ndao se constatando atividade
elevada de telomerase na maioria dos casos. Segundo OHYASHIK! ef
al.(1999) a instabilidade telomérica sem aumento de atividade de
telomerase, pode ser uma caracteristica biologica dessas células. Em
conseqiiéncia, a erosdo telomérica, decorrente da rapida multiplicacéo
celular, ndo seria reparada porque a atividade da telomerase seria
insuficiente para manter o comprimento dos telémeros nas células desses
pacientes. Desse modo, pode se sugerir que as tas observadas em
pacientes com SMD no presente estudo, sejam derivadas da ocorréncia
desses fendmenos.

Nas LMA, os resultados da analise de atividade de telomerase séo
bastante heterogéneos (NILSSON et al, 1994; COUNTER et al. 1995,
ZHANG et al 1996; SEOL et al, 1998). ZHANG ef a/ (1996) afirmam que
pacientes com LMA portadores de anormalidades em 119 € monossomia
dos cromossomos 5 e 7 (progndstico desfavoravel) tendem a apresentar
atividades elevadas de telomerase, quando comparados com a atividade
desta enzima, em células obtidas de pacientes com LMA com outros tipos
de aberracdes citogenéticas.

O aumento da atividade enzimatica pode induzir a uma malignizacdo
com reducdo na complexidade do cariétipo : uma vez que nao mais existe a
instabilidade telomérica, ndo ha a necessidade de rearranjos complexos
para a manutencao da integridade do telomero (OHYASHIKI & OHYASHIKI,
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1997; ENGELHARDT et al., 1997; SEOL et al., 1998; OHYASHIK| ef al.,
1999)

Embora n&o tenha sido possivel averiguar a atividade de telomerase
no presente trabalho, € curioso constatar-se que, dentre os pacienties com
LMA aqui estudados, os dois casos com monossomia do 7 s3o os que
exibem as menores freqliiéncias de metafases com fas nesse grupo. Além
disso, o fato de terem sido encontradas frequéncias intermediarias de
celulas com fas, em relagdo aos outros dois grupos por aqui estudados
(SMD e LMC), pode ser um reflexo da heterogeneidade de atividade da
telomerase acima mencionada.

Na maioria dos casos de LMC analisados, OHYASHIKI e OHYASHIK]
(1997) e OHYASHIKI et al. (1997) detectaram niveis basais de atividade de
telomerase em pacientes em fase crdnica, € um aumento dessa atividade
em periodos de crise blastica. Segundo esses autores, a reducdo do
numero de repeticdes teloméricas parece ser menos notavel em células de
LMC em fase cronica do que em crise blastica.

OHYASHIKI et al. (1999) relataram uma relagdo entre a reducdo do
tamanho do telémero e a reativaciio da telomerase durante o processo de
estabelecimento das linhagens celulares leucémicas. Dessa forma, pode-se
inferir que as ceélulas em crise biastica com telémeros muito reduzidos
atingem um ponto critico, onde somente a reativagdo da telomerase pode
impedir a morte celular (OHYASHIKI e OHYASHIKI, 1997).

Tendo em vista os achados mais recentes, é possivel que inibidores
de atividade de telomerase possam atuar como indutores de tas, como
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evidenciado por experimentos in vitro (FUSTER et al., 1980; KUWANO et
al., 1992 : PAZ-Y-MINO et al., 1997)

Admitindo-se que a presenca do cromossomo Ph confere uma alta
capacidade de multiplicacdo as células leucémicas em fase crénica, é
razoavel supor-se que esse potencial proliferativo supere a atividade de
reparo das extremidades cromossdmicas pela telomerase, resultando em
erosdo progressiva dos teldmeros. Uma maior instabilidade dos telémeros,
dentro de um processo de evolugdo leucémica, poderia resultar em
associagbes teloméricas citogenéticamente visualizaveis, muito embora em
freqiiéncias inferiores as observadas em SMD. Entretanto, ha que se
considerar que, na casuistica aqui estudada, faltam informacdes sobre a
fase da doenca nestes pacientes. E possivel que as populacbes celulares
detectadas na analise citogenética, estivessem em diferentes fases de
evolucdo leucémica, expressando diferentes niveis de atividade de
telomerase e de encurtamento telomérico, conforme consideram
OHYASHIKI e OMYASHIKI (1997).

N&o ha, na literatura mais recente, nenhuma descricidc de uma
eventual influéncia de pesticidas ou agrotoxicos de uma maneira geral,
sobre a atividade de telomerase. Entretanto, considerando-se que :

a) inibidores de telomerase tais cormno a afidilcolina sfo indutores de fas em
células cultivadas in vitro de pacientes portadores de neoplasias (PAZ-Y-
MINO et al., 1997),

b) o tecido hematopoiético é o alvo preferencial dos processos de
malignizac@o associado ao uso de pesticidas (ROWLEY, 1980, 1982, 1985;



MITELMAN et al., 1981, GOLOMB et al., 1982; FAGIOLI ef al, 1992,
RICHARDSON et al., 1992)),

c) nas células somaticas humanas normais, apenas as células
hematopoiéticas exibem atividade basal de telomerase (HIYAMA ef al.,
1895, BROCCOLI et al, 1995, OHYASHIKI & OHYASHIKI, 1997:
ENGELHARDT ef al,, 1997) e que

d) ha uma forte correlagéo entre exposicio a pesticidas e alteractes
cromossomicas observadas em neoplasias hematologicas (FAGIOLI et al,,
1992; LEVIGNE & BLOOMFIELD, 1992; RICHARDSON ef a/.1992: VIEL &
RICHARDSON; 1993; CICCONE ef al.,1993);

€ possivel que os pesticidas atuem como inibidores da atividade de
telomerase, atingindo preferenciaimente as células tronco da medula ossea,
desencadeando assim uma perda de repeticbes teloméricas, cuja
expresséo citogenética inicial seria representada pelas fas. Desse modo, as
tas poderiam ser consideradas indicadores de instabilidade cromossémica
relacionada a exposicdo aos genotoxicos do meio ambiente. No entanto,
nossos dados sac apenas indicativos, pois na casuistica por nés examinada
houve um predominio de individuos do meio rural, ndo sendo possivel
comparar os dados com individuos n&o-expostos ocupacionalmente a esses
produtos. Porém, até o presente momento, n3o existe qualquer referéncia,
na literatura especializada, sobre a ocorréncia de tas em células de
pacientes com leucemias do compartimento mieldide ou com sindromes
mielodisplasicas, sendo este trabalho o primeiro relato sobre a presenca de
associagdes teloméricas em leucemias mieldides e SMD.

Levando-se em consideragdo essas questdes, sugerimos que sejam
realizadas novos estudos citogenéticos e moleculares para investigar a
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relacé&o entre o encurtamento dos teldmeros, a atividade da telomerase e a
ocorréncia das fas, em modelos in vitro ou por meio de estudos
comparativos de paciente com histéria de exposicdo ocupacional a
defensivos agricolas com pacientes que n&do tenham tido exposicéo
ocupacional a esses produtos, com uma casuitica maior.
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Vil - CONCLUSOES

Os resultados obtidos e comparados com a literatura permitiram-nos
chegar as seguintes conclusdes:

a) As alteracbes cromossdomicas de natureza clonal encontradas no
presente estudo foram compativeis com os achados de literatura, embora
tenha-se observado novos achados citogenéticos de natureza nio clonal
em pacientes portadores de SMD;

b) Os fendmenos das associacdes teloméricas foram encontrados em
leucemias mieldides aguda e cronica, bem como em sindromes
mielodisplasicas ainda n&o descritos na literatura;

c) Esses fendmenos s&o de natureza ndo-clonal, ndo existindo prevaléncia
de fas entre dois cromossomos ou grupos especificos de cromossomos;

d) As tas séo indicadores de instabilidade cromossémica em portadores de
neoplasias hematolégicas do compartimento miel6ide, pois provavelmente
sdo decorrentes do processo de encurtamento dos telémeros, o que
propiciaria a formacgao de novas combinagoes citogenéticas, que podem ter
um papel importante na etiologia das neoplasias.
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