Ensmo%

e Extensdo UEG

Avaliagao da translocagdo dos cromossomos 11/14 e 14/18 em doencgas

linfoproliferativas em fase circulante

Lara da Silva Paula’ (IC)*, Neusa Batista Melo? (PG), Isabela Jubé Wastowski® (PQ)
*laradasilvapaula1996@gmail.com

" Universidade Estadual de Goias/Campus Morrinhos
2 Universidade Federal de Goias/ Faculdade de Medicina

3 Universidade Estadual de Goias/ Campus Laranjeiras - Goiania

Resumo: O diagnoéstico das doencas onco-hematoldgicas no setor publico de toda a regido Centro-
Oeste tem sido dificultado pela auséncia da realizagdo de exames especificos e indispensaveis. Nao
ha atualmente programas de pesquisa ou de rotina, que disponibilize pelo Sistema Unico de Salde as
técnicas de biologia molecular e citogenética aos pacientes que necessitam ser diagnosticados e
tratados com estas patologias. A principal contribuicao deste trabalho, neste contexto, é a padronizacao
e potencial implantacdo da metodologia de genética molecular para pesquisa das translocacdes 11/14
e 14/18, imprescindiveis para complementar o diagnéstico de algumas doengas linfoproliferativas, tais
como a Leucemia Linfoide Crénica (LLC) e os Linfomas de Células do Manto e Linfomas Foliculares

no setor publico de saude.
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Introdugéao

As doencas linfoproliferativas cronicas sdao um grupo heterogéneo de
neoplasias do tecido linféide classificadas na Organizagédo Mundial da Saude (OMS)
de acordo com a associagao de fatores clinicos, morfolégicos, imunofenotipicos e
genéticos (Zerbini et al, 2011). Esta, reconhece trés categorias de neoplasias linfoides
de células maduras ou diferenciadas: linféides B, T e Natural Killer. Estas, por sua vez,
sao sub-agrupadas de acordo com sua apresentacdo clinica tipica em
predominantemente disseminada (leucémica ou com fase circulante), extralinfonodal,
e predominantemente linfonodal. As doengcas com apresentagdo disseminada
(leucemial/linfoma) cursam com infiltragdo medular, com ou sem envolvimento do
sangue periférico, e incluem a Leucemia Linfoéide Crénica (LLC) e os Linfomas Nao
Hodgkin (LNH). A LLC é uma neoplasia que se origina de linfocitos diferenciados e

clonais da linhagem linféide B, enquanto os LNH podem ser originados de linfécitos
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diferenciados e clonais de qualqﬂer linhagem linféide: B (LNH-B), T (LNH-T) e Natural
Killer (NK, designadas de leucemia/linfoma NK). Sendo assim, as patologias de
interesse neste estudo sdo a LLC e os LNH-B que, com maior frequéncia, envolvem o
sangue periférico: Linfomas Foliculares e o Linfoma de Células do Manto. Os linfomas
de células do manto (LCM) sao neoplasias linfoides usualmente disseminadas ao
diagnéstico, que representam aproximadamente 6% dos linfomas nao-Hodgkin
(LNHs) (Campos & Andrade, 2009).

Os Linfomas nao-Hodgkin possuem algumas caracteristicas que s&o
essenciais para o diagnéstico objetivo, sendo que os pacientes podem apresentar
linfadenopatia em 40% dos casos agressivos, neoplasia primaria em 65% dos casos
(Araujo et al, 2008), e podendo ser encontrado também esplenomegalia (60%) e
hepatomegalia (30%) nos testes clinicos (Oliveira et al, 1999).

O Linfoma de Células do Manto é tumor com alto grau de malignidade,
considerado incuravel, com maior incidéncia em idosos do sexo masculino,
apresentando os pacientes uma sobrevida meédia entre 3 e 5 anos (Barros, 2013). Vale
ressaltar que o estudo citogenético, a técnica de FISH, hibridizac&o por fluorescéncia
in situ, permite detectar alteragcbes cromossdmicas através da utilizagdo de uma
sonda, para detecgcdo de uma sequéncia de aminoacidos, tendo como principio
basico, o anelamento entre as duas sequéncias. E um método sensivel e rapido para
detecgdo de mutagdes cromossdmicas, como as translocagdes, frequente em alguns
tipos de linfomas (Barros, 2013).

Este ainda ndo se encontra disponivel como rotina em 6rgao publico na regiao
centro-oeste, como importante ferramenta diagnodstica no grupo das doengas
linfoproliferativas, pois a translocacdo entre os cromossomas 11 e 14 favorece o
Linfoma de Células do Manto e a translocacéo entre os cromossomos 14 e 18 favorece

o Linfoma Folicular.

~ Materiale Métodos

a) Encaminhamento e aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa; b)
Selecdo de pacientes com doencgas linfoproliferativas: Os casos de pacientes
portadores de doencgas linfoproliferativas foram selecionados na Santa Casa de

Misericérdia de Goiania e nos servigos de clinica hematoldgica privada da regido de
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Goiania. Os dados clinicopatolééicos foram colhidos dos respectivos prontuarios e
utilizados para a confecgdo de um banco de dados. Critérios de inclusao: i) Pacientes
com diagnostico de doencgas linfoproliferativas em fase circulante com diagnostico
confirmado por citometria de fluxo e/ou anatomo-patoldgico de tecido que concordem
em assinar Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de Exclusdo: i) Pacientes com neoplasias linfoproliferativas de células
maduras das linhagens T e NK. ii) linfomas ndo Hodgkin de células B que nao
apresentem a fase circulante. c) Extragdo de DNA das amostras de sangue foi
realizada utilizando-se o KIT comercial de purificagdo Wizard SV Genomic DNA
Purification system, Promega (Madison, USA), seguindo as instrugbes do fabricante.
Uma reacdo de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para o gene constitutivo
GAPDH (gliceraldeido 6-fosfato desidrogenase) foi realizada para avaliar a qualidade
do DNA extraido, com analise posterior em gel de poliacriiamida a 8%. d) A
translocacao 11;14 e 14;18 foi avaliada por técnica de PCR classico como descrito por
Luthra e colaboradores (1995) e nested PCR descrito por Kornacker e cols (2009)
respectivamente. e) Analise estatistica: foram utilizados testes estatisticos nao
paramétricos. Todos os dados obtidos foram correlacionados as variaveis clinicas,

epidemioldgicas e laboratoriais.

Resultados e Discussao

Foram coletadas amostras de 30 pacientes. Todos apresentavam doenca
linfoproliferativa. Foi realizada imunofenotipagem em todos os casos, sendo
confirmado o diagnostico de doenca linfoproliferativa de células B CD5+. Foram
estudados também 5 casos de doencas linfoproliferativas cujas células apresentaram
imunofendtipo B, porém CD5 negativas e um caso de linhagem linféide T diferenciadas
que foram utilizadas como controles negativos para a reacdo de PCR para as
translocacdes 11;14 e 14;18. Os pacientes selecionados para o estudo apresentavam
faixa etaria entre 53 e 79 anos; sendo 60% do sexo masculino.

As metodologias de PCR classico foram devidamente padronizadas. Para a
translocacao (11;14) (Figura 1), obtivemos uma banda de 600 pb, enquanto para a
translocacao (14;18) (Figura 2) foram obtidas bandas entre 130 e 200 pb nos casos

positivos.
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Figura 1. Gel de eletroforese para deteccao da translocacéao (11;14)

(Y

t(11;14) Banda: 600 pb

Figura 2. Gel de eletroforese para detecgéo da translocagéo (14;18)

t(14;18)  Banda: 130-200 pb

De acordo com Barros (2013), algumas doencas relacionadas ao linfoma nao-Hodgkin
possuem alteragdes cromossémicas irreversiveis, que podem ser identificadas pela
técnica de FISH, porém como nesse trabalho podendo ser avaliadas também através

da citometria de fluxo e confirmadas pela reag:éo de cadeia de polimerase.
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Consideragoes Finais

O presente estudo teve por objetivo o desenvolvimento de pesquisas com potencial
de aplicagéo ao Sistema Unico de Saude. Os testes moleculares padronizados s&o
de aplicacdo imediata e a custo inferior ao disponivel em laboratérios particulares.
Vale ressaltar que em Goias nao ha rotina clinica laboratorial para a avaliagao dessas
translocacoes. Esses testes sao feitos em outros estados o que onera ainda mais esse

exame indispensavel ao estabelecimento do diagnéstico.
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