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RESUMO

Os linfomas constituem um grupo heterogéneo delagias malignas que se originam nas
células do sistema linfatico, divididos em doisngi@s grupos: os linfomas de Hodgkin e
linfomas ndo-Hodgkin (LNH). Considerando o local atggem, podem ser classificados
como nodais ou extranodais, sendo os extranodgisanos em qualquer 6rgao contendo
tecido linfoide associado a mucosa (MALT), tambénhecidos como linfoma de zona
marginal tipo células B. Os LNHs extranodais conmp@té 1/3 dos linfomas em geral, o
trato gastrointestinal é o local de mais alta i@oa, sendo o estbmago responsavel por
60% dos casos. Os linfomas gastricos compreendar8% das neoplasias gastricas, sao
as mais frequentes depois do adenocarcinoma (896 A mucosa gastrica normal nao
possui tecido linfoide, porém estudos demonstrayaeninfeccdes pdtelicobacter pylori

(H. pylori) estimulam o desenvolvimento de agregados linfbieen 27,4 a 100% dos
individuos infectados, o que pode dar origem doniva MALT gastrico (LMG). Pacientes
com LMG apresentaril. pylori em 85 a 92% dos casos. Estudositro evidenciaram a
proliferacdo de LMG de baixo grau de células B sitnmeulo por cepas especificas lde
pylori. Pesquisas correlacionando essa infeccdo com o &p@Etaram que a erradicagao
do microrganismo induz a completa remissdo em 0% das lesdes precoces de LMG,
entretanto, aproximadamente 25% desses casosspmdem a erradicacéo Ho pylori.

A translocacdo cromossbémica t(11;18)(q21;921), emmada em uma significativa
porcentagem de LMG de baixo grau, demonstra camthicia independéncia das células
do linfoma ao estimulo antigénico, com a consequeio regressdo do linfoma apds
erradicacdo dad. pylori. Essa translocacdo genética representa o reamaaifo comum
associado ao LMG. Este estudo objetivou implementatodologias para deteccdo e
andlise da translocacao t(11;18) em portadoredvid & partir das técnicas de transcricdo
reversa - reacdo em cadeia da polimerase (RT-PO®riglizacdoin situ fluorescente
(FISH). As amostras de tecido fresco foram coletaelaarmazenadas em Rldfer. O
RNA foi extraido com reagente Trizol e tratado cdesoxirribonuclease previamente a
sintese do acido desoxirribonucleico complemerfaNA) por transcrigdo reversa e PCR
usandoprimers especificos par@PI2-MALT1 A eletroforese foi realizada em gel de
agarose a 2%. ldentificou-se a translocacao em (B08% dos casos; outros 3/8 revelaram
auséncia do rearranjo e evolucao clinica com rémisempleta do LMG apds erradicacao
do microrganismo, condizente com o achado e conestisdos descritos ao longo do
trabalho; um caso foi identificado como de altougtambém ndo portador da mutacéo.
FISH foi executada para amostras em parafina erapdegsonda paraPI2-MALTY
porém ainda ndo foi possivel a completa padroniza resultados até o momento
indicam a hibridizacdo da sonda fluorescente &aewdstruturas celulares que néo a area de
interesse e mais estudos deverao ser realizaddsr&mpequena a amostra, foi possivel a
implementacdo de uma metodologia rotineira parantifilsacdo dessa mutagédo. Os
resultados indicaram que a t(11;18) pode estamesdke relacionada a independéncia do
LMG a erradicacéo dbl. pylori. Estudos adicionais com um maior numero de pasent
caracterizacdo por sequenciamento dos transcrdasdio encontrados colaboraréo para
melhor compreensdo de cada tipo de transcrito darestnentos quanto a sua
patogenicidade. O estudo molecular é essencial idardificacdo e diferenciacdo dessa
alteracdo genética para intervir de forma terapéutiais precoce e beneficiar a populacao
brasileira carente de estudos moleculares sobM@®. L

Palavras-chave: Linfoma de Zona Marginal Tipo G&uB. InfecgBes poHelicobacter
Helicobacter pylori Translocacdo Genética. Transcricdo Reversa. BeawpdCadeia da
Polimerase. Hibridizacalm SituFluorescente.



ABSTRACT

Lymphomas are a heterogeneous group of malignatitegsoriginate in the cells of the
lymphatic system, divided into two major groups:dghkin's and non-Hodgkin lymphomas
(NHL). Considering the place of origin, it can Hassified as nodal or extranodal, being
the extranodal originated in any organ containimg mucosa-associated lymphoid tissue
(MALT), also known as marginal zone lymphoma of &l ¢ype. The NHLs extranodal
comprise up to 1/3 of lymphomas in general, thdrgasestinal tract is the site of highest
incidence being the stomach responsible for 60%asés. Gastric lymphomas comprise 2
to 8% of gastric tumors and are the most frequéat adenocarcinoma (90 to 95%). The
gastric mucosa has no lymphoid tissue, but stutlia@ge shown that infection by
Helicobacter pylori(H. pylori) stimulates the development of lymphoid aggregaiey .4

to 100% of infected individuals, which may lead gastric MALT lymphoma (GML).
GML patients present. pylori in 85 to 92% of case#n vitro studies demonstrated the
GML low-grade B-cell proliferation by stimulatiorf epecific strains oH. pylori. Studies
correlating this infection with GML showed that éi@ation of the microorganism induces
complete remission in 70 to 80% of premature lesiohGML, however, approximately
25% of these cases do not respond to eradicatioid.opylori. The chromosomal
translocation t(11;18)(g21,q21), found in a sigrafit percentage of low-grade GML,
demonstrates conditional independence of lymphoeis ¢o antigenic stimulus, with
consequent non-regression of lymphoma after eradiicaf H. pylori. This translocation
gene represents the most common rearrangementiasdowith the GML. This study
aimed to implement methodologies for detection andlysis of the t(11;18) in patients
with GML from techniques of reverse transcriptiopolymerase chain reaction (RT-PCR)
and fluorescenin situ hybridization (FISH). The fresh tissue samplesenanllected and
stored in RNAater. The RNA was extracted with Trizol, and treated thwi
deoxyribonuclease prior to synthesis of the complaiary deoxyribonucleic acid (cDNA)
by reverse transcription and PCR using spepifimersfor API2-MALT1 Electrophoresis
was performed in 2% agarose gel. The translocatias identified in 50% (4/8) of cases,
other 3/8 revealed the absence of the rearrangeamehtclinical complete remission of
GML after the microorganism eradication, consiste#ith the finding and the studies
described over the work; one case was identifiechigh-grade also not carrying the
mutation. FISH was performed for paraffin samplesm@API2-MALT1probe, but it was
not possible to complete standardization. The tesoibtained so far indicate that the
fluorescent probe is hybridizing other cell struetithan the area of interest and further
studies should be undertaken. Despite the smalplgart was possible to implement a
methodology for routine identification of this mtiten. The results indicated that t(11,18)
might be related to the independence of the GMLthe eradication ofH. pylori.
Additional studies with a larger number of patieatsl characterization by sequencing of
the fusion transcripts found will contribute to teet understanding of each type of
transcript and elucidation regarding its pathoggnidhe molecular analysis is essential
for identification and differentiation of this gdierearrangement to intervene in early
therapeutic way and benefit the Brazilian populatizat lacks GML molecular studies.

Keywords: Lymphoma, B-Cell, Marginal Zone. Helicabexr Infections.Helicobacter
pylori. Translocation, Genetic. Reverse TranscriptiotyRerase Chain Reaction. In Situ
Hybridization, Fluorescence.
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1 INTRODUCAO

1.1 Linfomas

Os linfomas constituem um grupo heterogéneo delagiag malignas que se originam nas
células do sistema linfatico, células B, T e Ni&at(ral killer), divididos em dois grandes

grupos: os linfomas de Hodgkin (LH), caracterizageks presenca de células linfoides de
Reed-Sternberge, e linfomas nédo-Hodgkin (LNH), ssfasmdos em diferentes subtipos

histol6gicos com caracteristicas especificas e amigimente encontrados.

Considerando o local de origem, os linfomas podemckassificados como nodais ou
extranodais, ambas as doengas com predominio genonmodal, sendo os extranodais
muito raros na doenca de Hodgkin (GUERMA&l al, 2001). Os linfomas nodais se
originam dos linfonodos e podem disseminar-se asrao sistema linfatico. Ja os linfomas
extranodais podem ser secundarios ou primarios,aaram em qualquer érgdo contendo
tecido linfoide associado a mucosa (MALT). Os LNekdranodais compdem até 1/3 dos
linfomas em geral (FOON; FISHER, 1995).

No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional@ncer (INCA) para o0 ano de 2012 e
2013 preconizam a ocorréncia de 518.510 novos aescancer. Com excecéo do cancer
da pele ndo melanoma, os dez tipos mais incidsatescancer de prostata, pulmao, coélon
e reto, estbmago, cavidade oral, esdfago, bexagamge, LNH e sistema nervoso central
para o sexo masculino; e cancer de mama, coloeato,tdlon e reto, glandula tiredide,
pulmao, estbmago, ovario, Utero, sistema nervostratiee LNH para o sexo feminino. Os
dados estatisticos do INCA relatam a incidéncianesta para 2012 de 195.190 novos
casos de cancer para homens e 189.150 para muylt@mesxcecao dos casos de cancer de
pele ndo melanoma. A incidéncia estimada para cecagastrico no Brasil para homens e
mulheres é de, respectivamente, 12.670 (6,5%)20{319%) novos casos. E para LNH é
de 5.190 (2,7%) para homens e 4.450 (2,4%) parherad. O INCA revela ainda que o
namero de casos de LNH duplicou nos ultimos 25 ,gmascipalmente entre pessoas com
mais de 60 anos (INCA, 2012).
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O trato gastrointestinal (TGI) é o local de mats @hcidéncia de LNH extranodais, sendo
o estbmago responsavel por 60% dos casos (CGSBA 2010). Os linfomas gastricos
sdo as neoplasias de estbmago mais frequentess dip@denocarcinoma. Enquanto os
adenocarcinomas chegam a atingir 90 a 95% dos &smgastricos, os linfomas
representam 2 a 8% deles (RADASZKIEWIEral.,1992).

1.2 Linfoma MALT e a infeccédo porHelicobacter pylori

A primeira associacdo entre linfoma géastrico extdah e a histogénese do MALT foi
inicialmente descrita por Isaacson e Wright (198®)steriormente, diversos estudos sobre
diferentes linfomas extranodais foram realizadeamio a sua associacdo com o MALT.
Desde entdo o linfoma MALT, também chamado de tird#ale zona marginal tipo células
B, tem sido amplamente estudado, sendo hoje recumlthe classificado pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) como linfoma de células Ealaa marginal extralinfonodal do
tecido linfoide associado a mucosa (Classificacdiermacional de Doencas - CID-C88.4)
(WHO, 2010).

No estbmago, o MALT é, na maioria das vezes, seuim@ infeccdo poHelicobacter
pylori (H. pylori) e pode dar origem ao linfoma gastrico ndo Hodgkimfoma MALT
(ISAACSON, 1999). Tais tumores originam-se em Ilsa@mde, primariamente, ndo existe
tecido linfoide, como o estdmago, glandulas satisag tireoide. O desenvolvimento de
agregados linfoides, semelhantes as placas de Reyéntestino (ou tecido linfoide
associado a mucosa - MALT), seja pela infeccéo Hhopylori, no estdbmago, ou por
mecanismos autoimunes, como nas tireoidites de itdagh ou sindrome de Sjogren,
constitui um ambiente no qual, na dependéncia d®tatores ainda nao identificados,
alguns pacientes poderiam desenvolver esse tigander. Tais linfomas, anteriormente
também denominados pseudolinfomas por seu caratelente (crescimento lento) e de
baixa malignidade, sdo de diagndstico diferenciaitas vezes dificil, especialmente em

biopsias endoscoépicas, com gastrite crénica asteiinfeccdo pdd. pylori.

A mucosa gastrica normal ndo possui tecido linfoasn poucas células T e células B
quase ausentes na lamina propria. A sugestao gastiate cronica secundaria a infeccao

por H. pylori pudesse estar associada ao linfoma gastrico poirdérivou dos estudos de
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Wyatt e Rathbone (1988), na Inglaterra, que erdedin 0 desenvolvimento de foliculos
linfoides (tecido linfoide) na mucosa gastrica d&4% dos individuos infectados pelo
microrganismo. Posteriormente, outros autores, gndes envolvendo bidpsias gastricas
multiplas, salientaram a presenca de foliculosoidds em até 100% dos individuos
infectados poH. pylori (GENTA; HAMNER; GRAHAM, 1993).

Uma revisdo histolégica de 110 casos do subtiporia MALT gastrico (LMG)
encontrouH. pylori em 92% dos casos (WOTHERSPO®@Nal, 1991). Posteriormente,
evidéncias epidemiologicas revelaram - da mesmandorque ocorreu com o0
adenocarcinoma gastrico (CORREA, 2003) - a ass@ciagtre LMG e infec¢ao prévia por
H. pylori. Em 1994, um estudo epidemiolégico, tipo caso+obatagrupado, foi realizado
nos Estados Unidos da América (EUA), pela Univadedde Stanford, envolvendo duas
coortes com o total de 230.593 participantes. Qyeardos participantes foi colhido e
estocado entre 1964 e 1969 em um estudo e entBe€l9991 no outro. Linfoma gastrico
foi desenvolvido em 33 participantes no tempo nremlide 14 anos ap0s a coleta do
sangue. A prevaléncia d& pylori nesse grupo foi de 85%, enquanto no grupo-corfiwole
de 55% e em portadores de linfomas ndo gastricts 86gerindo que o LNH gastrico
estava associado a infeccéo prévia pelpylori (PARSONNETet al.,1994).

Estudosin vitro registraram a proliferacdo de linfomas MALT dexioagrau de células B
do estbmago ao estimulo, via linfécitos T e citasinpor cepas especificasHlepylori, 0
mesmo nao ocorrendo com linfomas MALT de baixo gtauwcélulas B de outros locais
(tireoide e glandula salivar) e linfoma MALT géstrii de alto grau de células B
(WOTHERSPOONet al, 1991). Revisdo sistematica recente envolvendcacage 2.000
pacientes portadores de LMG observou que 58,2% &M@ de baixo grau, 16,9% de
alto grau e 24,9% de baixo e alto graus associdémsdiagnosticada a infeccao pdr
pylori em 88,8% desses pacientes em geral (ZUkeL@L, 2011).

1.3 Cura pela erradicacao do microrganismo

Os achados de responsividade antigénica dos lirfdvifel T gastricos de baixo grau de

célula B a existéncia do microrganismo estimulacsnestudos visando avaliar se, com a

erradicacdo ddd. pylori, se romperiajn vivo, a estimulacdo mediada por células T do
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tumor. Wotherspooret al. (1993) realizaram estudo com seis pacientes couiéesia
histologica e molecular de linfoma MALT gastrico loi@ixo grau de células B e infec¢éo
por H. pylori tratados com antibiéticos para a erradicacéo @oomiganismo. Em todos os
casos a erradicacdo foi completa e em cinco dgssmsntes houve a completa remissao
do tumor (WOTHERSPOONMt al, 1993).

Outro estudo envolvendo sete pacientes portaderek gylori e linfoma MALT gastrico
de baixo grau de células B também constatou a se@pecompleta do tumor apds
erradicacdo do microrganismo, confirmado tanto pécnicas histolégicas quanto
moleculares realizadas até 10 meses apoés o tra@mrfediSCHBACH et al, 2002). A
relacdo entre a infeccdo pidelicobacter pylorie o linfoma gastrico MALT apurou que a
erradicacdo desse microrganismo induz a completasséo em 70 a 80% das lesdes
precoces de LMG (LAGIet al, 2005).

1.4 Resisténcia tumoral ao tratamento

Como a resposta histologica a erradicagabldpylori é lenta, podendo demorar semanas
ou meses, tem-se buscado identificar fatores capdeepredizer a resposta terapéutica
antimicrobiana, evitando-se, assim, perda de temgpamplementacdo de alternativas
terapéuticas aplicadas atualmente, como a quirajerradioterapia ou cirurgia.
Aproximadamente 25% dos pacientes com lesdes mecoestritas a mucosa nao
apresentam remissdo tumoral apdés a erradicacacactaria, sendo especulada, nessa
circunstancia, a existéncia de um componente de @idu ndo identificado ou de
alteracbes citogenéticas. Eventos moleculares #ispsc tém sido associados ao
desenvolvimento do linfoma MALT. Entre eles, a egs380 da proteina Bcll0 e
translocacdes cromossdmicas, especialmente a8)1 Révisao bibliogréafica realizada em
2001 aborda amplamente o linfoma MALT e relata a résposta a erradicacdo Ho
pylori em 1/3 dos casos. Dados dessa revisdo sugereanslotagcdo cromossOmica
t(11;18)(g21;921) e a expressédo de bcll0 assocm@daséncia de resposta a erradicacao
do H. pylori (CAVALLI et al, 2001). Segundo Alpeet al. (2000), a t(11;18) pode ser

considerada marcador da progressdo do LMG, poisamslocacdo condicionaria a
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independéncia das células do linfoma ao estimuligérco, com consequente nao

regresséao do linfoma apds erradicacasidpylori.

Liu et al. (2001a) avaliaram se a presenca da t(11;18)(q2)L;pnBvé resisténcia do
linfoma a antibioticoterapia. Nesse estudo foramecsenados pacientes LMG-positivo
para andlise do produto da fusdo génica por trigdscreversa - reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR). A translocacdo foi detectada #% (9/12) dos pacientes
estudados que ndo obtiveram regressdo tumoral coantibioticoterapia e nao foi

detectada em pacientes que haviam respondidodicaigdo dd. pylori.

Em outro estudo, 111 pacientes com linfoma MALTtgé&s submetidos com sucesso a
terapéutica antH. pylori foram avaliados e foi encontrada a translocacdd;18)
(021;921) em 4,16% (2/48) dos casos nos quaisss\aiu regressdo completa do linfoma
apos erradicacdo da bactéria e em 66,66% (42/68)cdsos que ndo responderam a
terapéutica antimicrobiana. Tais resultados sugeyeena avaliacdo da translocacéo pode
ser um fator preditivo da resposta tumoral a teraitiH. pylori. Sua presenca pode
constituir um fator para a ndo regressao tumoras aperradicacdo dd. pylori e exigir
outras terapias. Portanto, entre os fatores hgjsiderados preditores de resposta positiva
a erradicacdo do microrganismo estdo a localizaighaumor (se confinado apenas a
mucosa ou submucosa do estdmago, confirmada pekndascopia) e a auséncia de

translocacdes cromossdmicas no tecido tumoraligagtrlU et al, 2002).

1.5 Patogénese e consequente dano genético

A infeccdo porH. pylori estimula o surgimento de células B, células T @rbélos na
mucosa gastrica. A reacao inflamatéria é respohg@le liberacdo de espécies reativas de
oxigénio que, juntamente com a estimulacdo contmyaoliferacdo dos linfécitos B,
podem causar aberracdes genéticas devido a daramsdaodesoxirribonucleico (DNA) ou
erros de reparo da molécula (COUSSENS; WERB, 2092)oliferacdo de células B é
conduzida pela interacdo da proteina CD40-CD4@iegaomH. pylori, células T reativas

e por citocinas. Essa proliferacdo, bem como ddrdfdas, induz adicionais eventos
moleculares oncogénicos que, eventualmente, podewogqar a producéo linfocitaria

independentemente da estimulacéo antigénica (FIGAGAERTet al, 2010).
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FIGURA 1 - Modelo da patogénese do linfoma MALTtgée
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Fonte: Adaptado, em portugués, de Sagzteat. (2010).

Vérias anomalias, como trissomias e translocagf@aassomicas, tém sido identificadas
no LMG. Entre as translocacdes, s&o descritas:;1i8)(121;021)API2-MALTY]
t(1;14)(p22;q32)BCL10-IGH 1(14;18)(q32;921)IGH-MALT1 e t(3;14)(p13;q32)IGH-
FOXP1t(1;3). A maioria afeta genes envolvidos na viatieacado do fator nuclear kappa-
B (NFxB), que regula a expressdo de varios genes religsna sobrevivéncia e
proliferacdo de linfocitos B. Assim, sua ativac&mnstante pode gerar a proliferacao
descontrolada de células B e, consequentemenitgomb (FIG. 1) (MING-QING, 2007;
2011; SAGAERTet al, 2010).

A maioria dos pacientes com LMG restrito a mucagsswbmucosa com alguma dessas
translocacdes ndo responde ao tratamento de excadicldH. pylori, enquanto a maioria
daqueles sem translocacfes sdo curados apenas aotibiaticoterapia, como mostra o
estudo de Gehonet al. desenvolvido na China, no qual foram submetidop&2entes
com linfoma MALT géstrico em estagio |IE (doencaalxada) a erradicacéo ¢k pylori
com antibioticoterapia e estudos endoscoOpicos dolbggcos sequenciais para

acompanhamento. Neste estudo foram testadas ass#@iprdo fator nuclear BCL10 e a
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presenca déAPI2-MALT1 pela técnica de hibridizacda situ fluorescente (FISH). A
regressdo tumoral completa foi atingida em 59,1% aksos (13/22) apods erradicacdo do
H. pylori. A translocacao t(11;18)(g21;921) foi analisada Edncasos e encontrada em
quatro (57,1%) de sete pacientes sem respostat@amegnto e em apenas um de 11 com
resposta a erradicacdo da bactéria (GEH@N&.,2008).

Entre as translocacbes cromossdmicas encontradéd,148)(q21;921) representa o

rearranjo mais comum associado ao LMG, presenttem de 30% dos casos estudados
por Aueret al. (1997) e Tsai, Lu e Lieber (2010), sendo rara acigmtes que respondem

ao tratamento da erradicagdo Ho pylori. Em outro estudo asiatico, em que foram
analisados 48 casos de linfoma MALT gastrico enag@ aos aspectos moleculares,
imunohistoquimicos e histolégicos, a translocagdioehcontrada em 15 casos (31%)
(GUANGHUA et al.,2009).

Essa translocacdo tem sido atribuida ao estresgdation associado a resposta
inflamatoria induzida pela infeccdo pbit pylori em lesdes pré-malignas. A terapia de
erradicacdo dad. pylori normalmente inibe o processo de progressao tumooaém a
translocacdo t(11;18) (g21;g21) em pacientes cariorias MALT é considerada um
marcador de resisténcia tumoral com crescimentgémtco independente (MATHIJS;
MARYNEN, 2002a; 2002b; 2002c; SAGAER al, 2010).

1.6 A translocacao t(11;18) (g21;921)

A translocacao genética t(11;18)(q21;921) ocortesems cromossomos 11 e 18, produz a
fusdo do geneAPI2, localizado no cromossomo 11921, com o g&mel (MALT
lymphoma - associated translocatjpreonhecido poMALT], localizado no cromossomo
18921 (FIG. 2) (LAGEet al, 2005; MATHIJS; MARYNEN, 2002a; 2002b; 2002c). O
geneAPI2 é composto de 10 éxons, sendo o cdédon de inicéxon 3 e codon de parada
no éxon 10 (MATHIJS; MARYNEN, 2002a). O geMALT1é composto de 17 éxons e se
estende por uma regidao de ~80 kb, sendo o cédamiale no éxon 1 e cédon de parada
no éxon 17 (MATHIJS; MARYNEN, 2002b).
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FIGURA 2 - Ideograma e cariotipos demonstrandauasiocacao entre
0 cromossomo 11API211g21) e o cromossomo 18T 18g21)
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Fonte: Adaptado de Mathijs e Marynen (2002c).

O geneAPI2 codifica o inibidor da apoptog&PI2 (Apoptosis Inhibitof2), contém uma a
trés copias do dominimaculovirus inhibitor(BIR) of apoptosigIAP) repeat um dominio
caspase recruitment domaifCARD) e um dominio denominadznc finger binding
RING. O geneMALT1 é uma paracaspase e parece estar envolvido négospopontém
um dominiodeath domainDD), dois dominios imunoglobulina (Iglike) e um dominio
caspasecaspase - like(FIG. 3) (LAGEet al, 2005; LIUet al, 2002).

Os genes possuem diferentes pontos de quebra dampecombinar de varias formas. Os
pontos de quebra do geA®12 ocorrem na regido do terminal amina, distais acete
dominio BIR, mas proximais ao domirzinc finger bindingRING. O ponto de quebra
mais frequente do ge&PI2 é sentidcAPI2-Downstreando éxon 7 (E7), localizado antes
do dominio CARD em 93% dos casos. Os pontos dergued geneMALT1 estdo

localizados no terminal carboxila, proximais ao dum caspase-like sentidoMALT1-
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Upstreamde 4 éxons (E3, E5, E8 e E9) (FIG. 3), sendo exagfio entre o E7 do gene
API2 e 0 E5 do genMALT1 a fusdo mais frequentemente encontrada (FIG. B)efYal,
2003).

FIGURA 3 - Os oncogenes envolvidos na t(11;18) M§3LsaoAPI2 e MALTY,
gue originam um produto de fus&@I2-MALTL
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As setas indicam os pontos de quebra conhecidas m&déncia.
Fonte: Adaptado de Ming-Qing Du (2007).

FIGURA 4 - Produto de fusdo mais frequente em péesecom LMG.
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Fonte: Adaptado de Ming-Qing Du (2007).

Quando ocorrem a translocacao e a fusdo dos gemgapo amina livre (N-terminal) do
geneAPI2 se liga ao grupo carboxila (C-terminal) MALT1 e origina um “produto de
fusdo” quimérico (genes inteiros ou parte desteeegese unem formando outro gene,
podendo codificar uma nova proteina), designadoARI2-MALTL (FIG. 4) (LIU et al,
2002).

O dominio BIR possui acdo antiapoptoética, porémdest informam que, em condices
normais, sua atividade é fraca, por ser suprimelo dominio RING (LIUet al, 2002).
Na translocagdo com mais alta incidéncia, o &P perde o dominio CARD e RING e
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se liga ao dominigaspase-likeCom isso a atividade antiapoptética do BIR éréilda, o
gue se supde conferir uma vantagem de sobreviva@osidinfomas MALT, permitindo a
proliferacdo antigeno-independente (FIG. 4) (CAVAIdt al, 2001; STOFFEL; BEAU,
2001). A oncoproteina, produto da fugdl2-MALT1, preconiza ativar o NF-kB, que atua
como um fator de transcricdo para varios geneséuduncao antiapoptotica, o que leva a
resisténcia a degradacéo proteossdmica e acalzumpentar a adeséo de células B e gera
resisténcia a apoptose (Ll&t al, 2002; SHAUNet al, 2011). A vigéncia de dominios
ativos com acdo antiapoptoética no transcrito fewdere fortemente a sua importancia e

sinergismo no processo de oncogénese (LAGAH, 2005).

Até o presente, ndo existem estudos descritos malgg@o brasileira avaliando a
existéncia e o impacto de achados moleculares rapégtica do LMG. A grande
relevancia da analise dessa alteracdo genéticaalssena correlagdo direta entre a
translocacao e a auséncia de resposta do LMG diextdo ddH. pylori. Essa informacao
pode conduzir a implicacdes clinicas de muito §icgdlo. Paciente com LMG, depois de
comprovado portar a translocacao t(11;18)(q21;q2&n de efetuar a erradicacao o
pylori, pode ser de imediato encaminhado para outra idadal terapéutica, considerada
mais eficaz e adequada (cirurgia, quimioterapia eddioterapia), ja que este teria 25% ou

mais de chance de n&o ter o tumor regredido.

1.7 Cenério atual da conduta terapéutica do LMG

O Consenso Brasileiro sobidelicobacter pylori atualizado em 2004, contou com a
participacdo interdisciplinar de varios profissign@nvolvidos na terapéutica #b pylori.

O Consenso apresenta conceitos, correlagdes congatoe as principais recomendacgdes
na conduta ante o diagnéstico positivo da infeqgiidd. pylori (COELHOet al, 2005).

Ja o consenso europeu publicado em 2@&ltopean Gastro-Intestinal Lymphoma Study
(EGILS), Consensus Report, descreve todas as recomendagaes ponducdo adequada
do LMG. Esse documento sugere considerar a idesmgéio da translocacdo ao
diagndstico, porém o diagndstico e o tratamentmiggcdo poH. pylori constitui hoje a
primeira medida terapéutica para combater o LM@Egpendentemente do estagio da
doenca (RUSKONE-FOURMESTRAU#t al, 2011).
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A rota tradicional para o diagndstico e o tratametttH. pylori e do LMG no Hospital das
Clinicas (HC) da Universidade Federal de Minas Se(dFMG), local do estudo, tem
sido feita a partir da realizacdo de ensaios pagndstico do microrganismo. Os ensaios
envolvem o teste da urease ou teste respiratoB€-(keia), analise morfolégica de
bidpsias, imunohistoquimica, sorologia e a coré@agessas analises com os resultados
clinicos do paciente. A conduta mediante o diago@sto microrganismo compreende: o
tratamento de erradicacéo; estadiamento e seguwiment endoscopias e ecoendoscopias,
testes para identificacdo dd. pylori e histologia dois meses apdés o tratamento; e

acompanhamento para controle da erradicacao eotmtimoral.

A seguir, um esquema representativo (FIG. 5) dapeetiva de conduta terapéutica para
portadores de LMG em nosso setor no HC-UFMG e eenngoimento poderiamos intervir

com o estudo molecular da neoplasia.

FIGURA 5 - Perspectiva de conduta terapéutica pansiG no HC-UFMG.
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cada seis meses por 3 anos. A seguir,
anualmente, ad eternum.

Teste Respiratorio (—)
Niio Regressiio TU

Acompanhamento bimensal da histologia
tumoral com EDA para avaliagdo da
regressfio do LMG a cada 2 meses por um
periodo de até 01 ano.

¥

DO LMG

Se ndo houver regressio o paciente é
encaminhado & cirurgia, quimioterapia
e/ou radioterapia.
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1.7.1 Perfil dos portadores de LMG do IAG-HC-UFMG

Por se tratar de afeccao pouco frequente, pesquesado IAG-HC-UFMG procuraram
avaliar o perfil dos portadores de LMG do institatdre o periodo de 2006-2009 por meio
de busca manual de prontuarios nos setores decapi@se anatomia patolégica. Foram
identificados 37 pacientes (18 homens, 19 mulhetes) idade média de 54,8 anos
(minima 14 e méxima 76), sendo cinco deles classifis como LMG de alto grau e 32 de
baixo grau. Entre esses pacientes, para apenas h&isa prontuarios acessiveis e eles
tiveram seus dados clinicos analisados. A pesaglagd. pylori foi positiva em 12/15
(80%), nos quais a ecoendoscopia foi realizada.5Bfb deles (6/12) o tumor estava
restrito a mucosa, em 4/12 atingiu a submucosaymno tumor alcancou a submucosa
com linfonodos acometidos e em outro atingiu a milascpropria. A média de
atendimento a pacientes portadores de LMG duramgeriodo revisado foi de cerca de
nove por ano (ANDRADEet al, 2010).

O perfil descrito confirma a baixa prevaléncia dd@&, sua distribuicdo semelhante entre
0S sexos e reafirma a utilidade da ecoendoscopiestamliamento correto do tumor. A

baixa prevaléncia do LMG, a necessidade de propiedéespecializada para seu correto
estadiamento envolvendo ecoendoscopia e técnickesuhares reforcam a necessidade de

constituicdo de centros de referéncia para avaliagéatamento do LMG entre nos.

Com este estudo, objetivamos o estabelecimento dwdwmiogias para analise da
translocacao cromossémica t(11;18)(q21;921) enagores de LMG para implementacéo
na rotina diagndstica do HC-UFMG em prol dessesepses, a fim de esclarecer o papel
dessa translocacdo na patogénese dessa doengar, dedorma terapéutica mais precoce

e beneficiar a populacéo brasileira carente dalestmoleculares sobre o LMG.

A implementacdo do estudo molecular como diagndstiferencial dessa alteracao
genética e a analise quanto a sua aplicabilidaeéguéilidade, eficiéncia e viabilidade sédo
de grande importancia para que no futuro esse giroeato esteja ao alcance de toda a

populacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Implementar metodologias para deteccdo e analisetralaslocacdo cromossdmica
t(11;18)(g21;921) em pacientes portadores de liafoWhALT gastrico, em material
bioldgico fresco obtido por ecoendoscopia gastocamaterial incluido em parafina
previamente armazenado no Laboratério de Anatoraialdyjica do Instituto Alfa de
Gastroenterologia (IAG) do Hospital das ClinicasJdaMG.

2.2 Objetivos especificos

Estabelecer a metodologia de RT-PCR para pesqaigarnslocacéo t(11;18)(g21;921).

» Estabelecer a metodologia de FISH para pesquisamsiocacao t(11;18)(q21;921).

» |dentificar a translocacédo t(11;18)(g21;921) emigrdes com LMG referenciados ao
IAG do HC da UFMG, em tecido fresco e incluido eangfina.

» Definir o impacto da translocacdo na respostaapéertica de erradicacao Ho pylori
e correlacionar sua presenca com a evolucao daaoen

« Determinar a viabilidade, exequibilidade e eficiarde cada metodologia.

« Determinar qual a metodologia de escolha, avaliamdosto, grau de dificuldade da
metodologia e tempo de execucéo.

» Contribuir para a implementacao de centro de ret&aépara diagnostico molecular do

LMG no IAG.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nas dependéncias do HogmtalClinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC-UFMG). As analises laboraterfaram realizadas no Laboratério
de Pesquisa e Laboratorio de Anatomia Patol6gidd@eHC-UFMG a partir de bidpsias
de tecido fresco tumoral da mucosa gastrica e/oddegastrico incluido em parafina,

coletadas por meio de endoscopia digestiva altéAJED

Foram abordadas técnicas de RT-PCR e FISH pardoedtu translocacddPI12-MALT1

em pacientes com LMG. Nos Ultimos anos ha varidatag da utilizacdo dessas
metodologias para estudo do LMG a partir de matdri@ogico (amostra de tecido)
incluido em parafina e/ou tecido fresco. Porém,faome descrito anteriormente, ndo
existem estudos descritos na populacdo brasileieesa identificacdo e diferenciacao

desta translocacéo e o impacto desses achadaspéautca do LMG.

As metodologias adotadas necessitam de capacitigiica exigente e alto custo
financeiro. Como se trata de uma nova rotina nar setdos os procedimentos tiveram que
ser padronizados, desde a esterilizacdo dos matexta desenvolvimento final dos

procedimentos operacionais padrao.

3.1 Amostra estudada

A metodologia do estudo (QUADRO 1) foi dividida ém@s grupos:

N&o portadores de LMG:

e Grupo 1 - 10 pacientes nao portadores de LMG e com estugdoldgico de corpo e
antro gastrico normais (mucosa gastrica sem afiesagistopatoldgicas relevantes ou
dentro dos limites de normalidade — LM@He pylori negativos), com amostras de
tecido gastrico incluido em parafina, previamentdetadas e arquivadas no
Laboratério de Anatomia Patoldgica do IAEssas amostras foram selecionadas como
controle negativo e para determinacdo diagndsticeordagem de translocacdes

presentes na populacao sadia.
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Portadores de LMG:

Grupo 2A - 10 pacientes portadores de LMG, com amostras cidotegastrico
incluido em parafina, previamente coletadas e amatas no Laboratério de
Anatomia Patolégica do IAG para estudo da trangieat(11;18)(g21;921) e
correlacdo com a resposta terapéutica e evolucdoataa.

Grupo 2B - 08 pacientes portadores de LMG recentemente dséigados, ainda sem
tratamento e em fase de propedéutica para estatt@rde LMG. As amostras de
tecido fresco tumoral da mucosa gastrica foramtadéess durante os procedimentos de
rotina das ecoendoscopias no IAG. As amostras dgsf® foram utilizadas para
estudo da translocacéo t(11;18)(q21;921) e codelapm a resposta terapéutica e
evolucdo da doenca. O material incluido em paraflaarotina hospitalar destes

pacientes também foi posteriormente disponibilizgdoa estudo e alguns foram

incluidos no grupo 2A.

QUADRO 1 — Metodologia de Estudo

Metodologia de Estudo
N&o Portadores de LMG
Andlise Material de Metodologia
Grupo | Amostra | Diagndstico i Inicialmente Objetivo
Histoldgica Estudo .
Prevista
10 Mucosa géstrica
pacientes sem alteragbes | _., ., .
Grupo 1 LMG(-) histopatoldgicas Z;c:p:l,;acge;s;rlca RT-PCR e | Controle
(Controle)|  !dade |y hyiori) | relevantes ou arafina FISH negativo
ok
média dentro dos limite P
58,5 de normalidade
Portadores de LMG
Controle da Material de Metodologia
Grupo | Amostra | Diagnéstico| Erradicacao do Estudo Inicialmente Objetivo
H.pylori Prevista
10
pacientes LMG(+) LMG(+) Biopsia gastrica RT-PCR e Estudo da
Grupo 2A| Idade H. pylori(+)| H. pylori(-) tumoral enbloco FISH translocag&o
média* ' ' de parafina t(11;18)(q21;921
62,7 e correlacdo com
08 L a resposta
pacientes Biopsia gastrica terapéutica e
Grupo 28| Idade LMG(+) LMG(+) tumoral fresca e| RT-PCR e evolucio da
média* H. pylori(+) | H. pylori(-) emblgcada em | FISH doenca
56.9 parafina

* |dade média do grupo calculada a partir da iddeleada paciente na data de realizacdo da EDA/BI6ps
Sendo as amostras do grupo 1 referentes ao an0lde @ grupo 2A referentes ao periodo de 2002 a

2009; e do grupo 2B coletadas entre o periodo @@ a®2010.
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3.2 Aspectos éticos

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité deaE#m Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG). Todos os tagjeide pesquisa foram
selecionados de acordo com os critérios de elatalié estabelecidos para o estudo e néo

foram feitas restricdes entre ragas, grupos eedassciais.

O estudo das amostras dos pacientes do grupo Lpe @A, sem uso do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), constit®iem analise de material de arquivo
retrospectivo, o que impossibilitou o contato cosnpacientes e/ou familiares devido a
auséncia de dados cadastrais atualizados e/ou dscalesconfortos por possivel

falecimento prévio do paciente. Os pacientes dp@@B, apos devidamente esclarecidos
a respeito dos objetivos do estudo e sua part@gagssinaram o TCLE. A doacao de
tecido fresco ndo expbs esses sujeitos da pesguisaos médicos adicionais aqueles ja

inerentes ao procedimento de rotina padrdo da doseapia.

Foram tomadas todas as medidas apropriadas pageoorel seguro do estudo, além de
normas rigorosas no manuseio de dados e mateiidigjicos. Os pesquisadores tiveram
acesso aos prontuarios e exames dos pacientes tddo,e®bedecendo sempre a
privacidade e confidencialidade dos sujeitos dejyiea. Todos os pacientes e amostras
doadas foram identificados por codigo e todo o natioi utilizado exclusivamente para
o estudo descrito, restringindo-se aos Laborat@@&®esquisa e Anatomia Patolégica do
IAG. Apenas o0s pesquisadores envolvidos no estudwatn acesso aos dados que

poderiam vincular os sujeitos de pesquisa ao sgig@o

3.3 Critérios de elegibilidade

3.3.1 Grupo 1 — tecido em parafina/LMG (-)

A) Critérios de incluséo

« Homens e mulheres com idades acima de 18 anos.
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Pacientes com estudo histologico de antro e cogstrigo normais a coloracdo H&E
(hematoxilina-eosina).
Auséncia de infeccao gastrica parpylori

Auséncia de tratamento quimioterapico previo.

B) Critérios de exclusdo

Pacientes sabidamente imunodeprimidos ou portaderdsencas autoimunes.

Pacientes com historia prévia de outro tumor maligos Gltimos cinco anos.

3.3.2 Grupo 2A — tecido em parafina/LMG (+)

A) Critérios de inclusao

Homens e mulheres com idades acima de 18 anos.

Pacientes com diagnéstico confirmado de LMG.

Confirmacdo diagnostica da infec¢cdo gdr pylori por, pelo menos, um método
diagndstico: histologia, teste da urease ou tesfgnatorio com 13C-ureia.

Auséncia de tratamento quimioterapico prévio.

Pacientes submetidos a endoscopia ou ecoendoscopiagalizacdo de bidpsias e com

amostras de tecido tumoral arquivadas e disponpages a pesquisa.

B) Critério de inclusdo adicional

Amostras em parafina selecionadas de acordo comlagéo da doenca para inclusao
preferencial de pacientes com resisténcia tumqés &rradicacdo dd. pylori, a fim

de, teoricamente, identificarem-se mais facilmgrdgeientes com a translocagao para
padronizacdo da metodologia.

Este critério ndo interfere na analise dos reso#tadeste grupo, em que sera

estabelecida correlacao entre a presenca da ttagélme a evolucéo da doenca.

C) Critérios de exclusao

Pacientes sabidamente imunodeprimidos ou portaderdsencas autoimunes.

Pacientes com historia prévia de outro tumor maligos Gltimos cinco anos.



32

3.3.3 Grupo 2B — tecido fresco/LMG (+)

A) Critérios de inclusao

Homens e mulheres com idades acima de 18 anos.

Pacientes com diagnéstico confirmado de LMG.

Confirmagdo diagnostica da infec¢cdo gdr pylori por, pelo menos, um método
diagnostico: histologia, teste da urease ou tesfgnatorio com 13C-ureia.

Auséncia de tratamento quimioterapico prévio.

Statusde desempenho deaster Cooperative Oncology GrogCOG) de zero a um
(OKEN et al, 1982) (QUADRO 2).

Pacientes submetidos a endoscopia ou ecoendoscopiagalizacao de biopsias e com
amostras de tecido tumoral arquivadas e disponpagss a pesquisa.

Paciente em concordancia com o estudo e TCLE pnevite assinado.

QUADRO 2 — Escalatatusde desempenho ECOG

Grau EscalaStatus de Desempenho ECOG

Ativo, sadio, capaz de desenvolver todas as atieislague desempenhava antes da

0 doencga.

Capaz de realizar tarefas leves ou sedentarstri¢fio em atividades fisicas extremas.

Capaz de se cuidar sozinho, mas incapaz deaeglialquer atividade ocupacional.

Cuida-se sozinho de modo limitado, confinado a gama ou cadeira mais da metade
do tempo em que fica acordado.

Al W (NP

Incapaz. Nao consegue cuidar-se sozinho. Comfiaathma ou cadeira.

5 Morto.

Fonte: Okeret al (1982).

B) Critérios de exclusdo

Pacientes sabidamente imunodeprimidos ou portaderdsencas autoimunes.
Pacientes com histoéria prévia de outro tumor maligps Ultimos cinco anos.
Demeéncia, alteracdo do estado mental ou qualques ocaso psiquiatrico que proiba o
entendimento ou interpretacdo do TCLE.

Cancelamento do consentimento em participar dalegtor parte do responsavel legal

ou do proprio sujeito de pesquisa, a qualquer mameor qualquer motivo.
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3.4 Selecgéo e recrutamento dos pacientes

e Gruposle?2A

A triagem dos pacientes do grupo 1 e 2A foi rediza partir de andlise de prontuarios e
diagndsticos de bidpsias de tecido gastrico inoluam parafina, armazenadas no
Laboratério de Anatomia Patologica do IAG. Apé®kegio, de acordo com os critérios de

elegibilidade, os blocos de parafina e seus latatasn separados para o estudo.

Em adicional, durante a triagem dos pacientes dpogr2A, foi tracado o perfil de
pacientes portadores de LMG pertencentes ao set@ndoscopia do IAG durante o
periodo de 2006 a 2009, conforme descrito no itéh1 1(ANDRADEget al, 2010).

* Grupo 2B

A triagem e sele¢do para o grupo 2B foram realgatiaacordo com o diagndstico ou

suspeita clinica dos pacientes encaminhados a dos@pia do IAG. Os procedimentos

de ecoendoscopia dos pacientes pré-selecionados foformados com antecedéncia aos
pesquisadores do estudo, para preparo do matesia pecrutamento e coleta. O

recrutamento foi realizado antes da rotina da etmsopia e foram obedecidos todos os

critérios éticos e de elegibilidade previamentedes.

3.4.1 Aplicagéo do TCLE e coleta de dados dos sugs de pesquisa

3.4.1.1 Aplicacédo do TCLE

A aplicacdo do TCLE (APENDICE A) durante o recrugano dos pacientes incluidos no
grupo 2B foi a primeira conduta do estudo frente sigjeitos da pesquisa. O TCLE foi
aplicado pelo investigador principal ou coinvedligees. O documento continha todas as
informacgdes pertinentes ao estudo, conduta e proeetb que seria realizado, riscos e
beneficios, confidencialidade dos dados, partiépagoluntéria, informacdes sobre o

comité de ética em pesquisa local; identificac@orgato dos pesquisadores envolvidos.
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Durante a abordagem de cada paciente e aplicaca€lds, o responsavel elucidou todas

as duvidas e forneceu tempo suficiente para letama calma do documento, bem como

enfatizou aos sujeitos de pesquisa que eles padeeidrar seu consentimento a qualquer
momento, sem que isso lhe trouxesse algum risas 6 problema. ApGs a concordancia
do sujeito em relagdo ao TCLE, o mesmo foi assimadatado em duas vias, sendo uma
via mantida com o paciente e a outra arquivadagasiudo.

3.4.1.2 Preenchimento do formulario de dados depste

Foram elaborados dois tipos de formulario: um geaeientes com amostras LMG (-)
pertencentes ao grupo 1 (APENDICE B) e outro paGiemtes com amostras LMG (+)
pertencentes aos grupos 2A e 2B (APENDICE C).

Os grupos 1 e 2A, por se constituirem de biopséasrigas emblocadas em parafina, as
informacdes e dados complementares dos pacierdesdios foram extraidos por meio de

revisdo de prontuario.

Referente ao grupo 2B, o formulario de dados fticago pelo investigador principal ou
coinvestigadores junto ao paciente, mediante asssndo TCLE. Também foi realizada
revisdo de prontuario para verificacdo de daddsnade adquirir todas as informacdes

necessarias e/ou complementares ao estudo.

3.5 Esterilizacdo de materiais

Esterilizacdo é o processo que promove completareldo ou destruicdo de organismos
Vivos presentes nos materiais, para um nivel aetitde seguranca na conducdo de
estudos laboratoriais. E um procedimento realizadmliante a aplicacdo de agentes
fisicos, quimicos e/ou fisico-quimicos (MORIYA; ME@DNA, 2008).

A esterilizacdo por processos fisicos pode secalar imido, calor seco ou radiacdo. Os
processos fisico-quimicos sao indicados para ragdgrmossensiveis, que nao resistem

as altas temperaturas dos processos fisicos (OPRERIV2003).
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Métodos de esterilizacdo que foram utilizados pata estudo:
* Meétodos fisicos: autoclave (vapor saturado) e cagialltravioleta (UV).

* Meétodo fisico-quimico: esterilizadoras a oxido tkeeo (ETO).

O cronograma e protocolo de esterilizacdo dos mggrara a pesquisa foi estabelecido
junto as chefes de enfermagem do IAG e da equifgedé&ral de Materiais e Esterilizacéo
(CME) do HC. De acordo com as normas da instityiggomateriais eram higienizados
previamente ao envio para esterilizagdo, acompashaa memorandos. Alguns materiais
foram adquiridos previamente esterilizados, livies desoxirribonuclease (DNase)
ribonuclease (RNase), como tubos e ponteiras pa@ucao de toda a metodologia.

3.5.1 Esterilizagéo por calor umido (autoclave)

A autoclave € o método de esterilizacdo mais atiliz altamente efetivo e de baixo custo.
E usado para todos os itens que ndo sejam senatvemor e a umidade, como solugdes,
vidrarias, etc. Os materiais esterilizados em davec para o presente estudo foram
submetidos a um calor de 134°C.

Os artigos termossensiveis ndo devem sofrer autmggan, pois a temperatura minima do
processo é de 121°C (OPPERMANN, 2003). A alta teatpex em conjunto com alta
pressdo e umidade é suficiente para esterilizagg@ida e eficaz. O vapor saturado a 750
mmHg na temperatura de 121°C e suficiente paraeaue#fo da metodologia em 30
minutos. Quanto mais alta a temperatura, mais cartempo de acdo (MORIYA;
MODENA, 2008).

O processo consiste numa camara com vapor de &jueado sob pressdo, 0 que
corresponde a alta temperatura de ebulicdo da &Quacalor umido destroi os
microrganismos por coagulacdo e desnaturagdo isi@eés de suas enzimas e proteinas
estruturais (KALIL; COSTA, 1994).
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3.5.2 Esterilizagdo em o6xido de etileno (ETO)

A esterilizacdo por ETO é utilizada principalmepsga produtos que nao podem suportar
a esterilizacdo convencional com vapor em alta ésatpra. Na pesquisa, essa
esterilizagao foi realizada para diversos matedaiso pin¢as, espatulas, papel absorvente,

vidrarias, etc.

O oxido de etileno é um gas incolor, inflamavexi¢o, altamente reativo, que penetra em
substancias porosas (MORIYA; MODENA, 2008). E unogedimento de alto risco
pessoal e custo operacional. Age por alcalinizagiproteinas, DNA e &cido ribonucleico
(RNA), poréem sua eficacia depende da concentragagad, temperatura, umidade e do
tempo de exposicao (KALIL; COSTA, 1994).

3.6 Coleta de tecido fresco tumoral do grupo 2B

As amostras de tecido gastrico fresco de pacigradaadores de linfoma MALT foram
coletadas pela equipe de endoscopistas do IAG wuE procedimentos de rotina da
ecoendoscopia, que envolveu o procedimento padodbodpital e coleta de material

bioldgico especifico para o estudo.

As amostras coletadas por biodpsia gastrica foranovalas da regido periférica tumoral
com auxilio de pingas modelo Radial Jaw® HBaston Scientificompativeis com
endoscopio com canal de trabalho de 2,8 mm. Casweekse mais de um foco tumoral
ficava a critério do médico qual tumor seria biadsi. O numero de fragmentos foi
variavel, pois dependia do tamanho da lesdo. Enotde trés a cinco fragmentos foram
coletados de cada paciente. Os tecidos foram &ads$ e individualmente armazenados
imediatamente (prazo maximo de 15 s) em frascoilegtéeviamente preparado, contendo
RNAlater ® (Ambion Cat. # AM7020) - solucéo estabilizaddeaRNA que rapidamente
penetra no tecido para proteger o RNA em amosteasds, o0 que elimina a necessidade

de processamento ou congelagéo imediata.

Os frascos foram devidamente identificados paraa cpdciente e encaminhados a

temperatura ambiente (25°C) ao Laboratorio de Resqg0s mesmos foram conservados a
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4°C overnight para permitir que a solugcdo penetrasse completameo tecido e
posteriormente foram congelados a -20°C ou -80%8b#@s as temperaturas preservam 0s
tecidos a longo prazo por tempo indeterminado, @ permite a preservacdo do DNA e

RNA para utilizacdo posterior em pesquisas moleesla citogenéticas.

3.7 Extracdo do RNA das amostras de tecido fresco

3.7.1 Preparo dos materiais

Primeiramente, foram separados e preparados toslosateriais a serem utilizados na
metodologia. Todos 0s materiais que tiveram cordaio com a amostra estavam livres
de RNase, enzima que degrada o RNA presente nastramdO tratamento quimico das
vidrarias e do Gral + Pistilo, utilizado para mag&o do tecido, foi realizado com

hidroxido de sédio (NaOH 5M) por 24 horas e enxdggsacom agua tratada com

Diethylpyrocarbonatd DEPCUItrapure Treatedwater). A bancada de trabalho e a capela
de fluxo laminar também foram higienizadas e aU¥zda capela ligada por 15 minutos

para esterilizacdo dos materiais antes de inicmpoedimento de extracdo do RNA.

3.7.2 Descongelamento e recuperacao das amostrasazenadas enRNAlater ®

As amostras foram retiradas fileezerpara descongelamento a temperatura ambiente (TA)

por tempo suficiente para que, com auxilio de umegpestéril, o tecido fosse removido.

3.7.3 Fragmentacg&o das amostras para extracao do RN

A) Fragmentacéo das amostras com nitrogénio liquid@NL 2)

Para fragmentacdo de amostra em,Nd&. mesma foi colocada em gral (cadinho) apdés
retirado o excesso de RMN#er e foi adicionada a quantidade suficiente de nénigy
liquido para congelacéo do tecido por completateraicdo. A amostra foi triturada com

auxilio de pistilo até virar po (FIG. 6). A amostraurada foi coletada com espétula esteéril
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e transferida para tuleppendorfestéril contendo 1 mL de Trizol® reagente paraagsio
do RNA de acordo com a bula e protocolo do reagente

FIGURA 6 - Maceracéao do tecido fresco em gral camogénio liquido

A) Adicdo de NL2 ao gral com amostra B) Imagem do NLz no gral C) Trituracio da amostré ;:om pistilo

B) Fragmentag&do manual das amostras

Para fragmentacdo manual, a amostra foi colocadplama petri sem retirar 0 excesso de
RNAlater. O tecido foi fragmentado e macerado com o aux#igimca, tesoura e bisturi
esterilizados (em fluxo laminar) em um tempo méxaeclO min., para romper a capsula
do tecido e células, até restar somente uma mistomaogénea. Apds fragmentacdo, o
material foi transferido para tubeppendorfestéril com auxilio de pipeta Pasteur. As
células foram concentradas por centrifugacdo a0125000 rota¢des por minuto (rpm) por
15 min. e foi descartado o sobrenadante.p&tiet foi adicionado 1 mL de Trizol para

extracao do RNA de acordo com a bula e protocoleedgente.

C) Fragmentacao das amostras com homogeneizador

A fragmentacdo mecanica ocorre diretamente em éppendorfestéril contendo amostra
e 1 mL de Trizol. O homogeneizador deve ser subyrmeydubo para trituragdo da amostra
e a extracao do RNA realizada de acordo com aebptatocolo do Trizol.

No presente estudo, as amostras foram fragmentadas nitrogénio liquido ou

manualmente. Como opc¢éo, pode-se utilizar homogader de acordo com a descricao
supracitada. As trés formas de fragmentacdo fomeoeterial para estudo, mas a
fragmentacdo com homogeneizador € mais pratica.ri&st foi realizada, pois no inicio do

estudo ndo se dispunha desse acessorio.
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3.7.4 Extracao do RNA

A extracdo do RNA total foi obtida com base em melogia rotineira utilizando-se
Trizol® reagente (invitrogen Cat. # 15596-026). @zdl € composto de uma solucéo
monofasica de fenol e isotiocianato de guanidiokcdio de desnaturacdo para isolamento
do RNA pela dissociacdo dos complexos nucleoprmgéidurante 0 manuseio da amostra
com o Trizol é mantida a integridade do RNA e oemal esta protegido de qualquer
contaminacdo por RNase. Porém, sem o reagente astrasmndevem ser manipuladas
sempre em gelo (baixas temperaturas inibem a enRiNese de degradar o RNA das
amostras) e com vidrarias e plasticos RNasse

Conforme descrito anteriormente, apos a fragmeatdogédtecido, 0 mesmo foi imerso no
Trizol. As amostras foram incubadas por 5 minuto¥5e30°C para permitir completa
dissociacdo dos complexos de nucleoproteinas. b@sadante formado contendo o RNA
foi transferido para novo tubo seguido da adicaoldeformio, incubacao e centrifugacao
do material a 4°C, na fase de separacéo, conforotecplo. A adicdo de cloroférmio,
seguida da centrifugacao, separa a solucdo emasnafganica inferior avermelhada de
fenol-cloroférmio com proteinas, uma interfase cDMA e uma fase superior incolor

aguosa, na qual esta presente o RNA.

A precipitacdo do RNA se deu a partir da adicaaldool isopropilico e incubacao das
amostras a -80°C por 30 minutos para precipitacas mapida e eficiente. Seguida de
centrifugacdo a 4°C, descarte do sobrenadanteagdav com Etanol 70%. Ao final do
procedimento qellet de RNA foi parcialmente seco a 37°C em placa tanpior 10
minutos, ressuspendido em 20 microlitros (uL) deadlg/re de RNase (agua tratada com
DEPC) e incubado por 10 minutos em placa térmis8°&€. As amostras foram mantidas
em gelo a -4°C para uso imediato ou armazenaddieerera -80°C para uso posterior. O
RNA extraido foi quantificado em Nanodrophermo Scientificutilizando 2 pL de cada

amostra.

O protocolo foi realizado com cloroférmio e alcat8% (em agua tratada com DEPC)
convencional para pesquisa, agua tratada com DER@ure DEPC Treated Watdr
invitrogen Cat. # 750023) e alcool isopropilicofismpanol (sopropyl AlcohalAmresco

Cat. # 0918). Foi adicionado a metodologia o primaedto opcional de limpeza, que
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antecede a fase de separagédo, com centrifugaca@t@oial por 10 min. a 4°C a 13.000
rpm (12.000 x g) para todas as amostras.

3.7.5 Avaliacéo da integridade do RNA extraido

A fim de avaliar a integridade do RNA extraido ande prosseguir com a metodologia de
RT-PCR, as amostras foram submetidas a eletrofemesgel de agarose a 1% (FIG. 7).
Todas as vidrarias e materiais de eletroforesezadibs foram lavados com agua estéril e
agua milliQ. A bandeja de corrida da cuba de dietese e o pente foram lavados com
agua estéril, milliQ e finalizados com agua tratadiam DEPC. Foram utilizadas ponteiras

e tubos livres de RNase.

A partir dos valores da quantificacdo de acidodeicms de cada amostra, foi calculada a
quantidade de amostra e de reagentes utilizadasgpeaorrida. O gel foi preparado com
agarose de rotinaagarose for routine ugeSigma Cat. # A9539), tampé&o Tris-Borate-
acido etilenodiaminotetracético - EDTA (TBE 1x) @#BOx/invitrogen Cat. # 15581-044)
e brometo de etidio a 1 pg/mEethidium bromide solution BioReagentfor molecular
biology, 10 mg/mL in HO/ Sigma Cat. # E1510). A corrida foi realizada euoba
horizontal 15x15 com o mesmo tampao TBE 1x utikzguzhra o preparo do gel, a

voltagem de cerca de 110 volts por aproximadanigzemin.

Tanto o padrdo de peso molecular 50 bp DSi&p LaddernPromega Cat. # G452A)

quanto amostras de RNA foram utilizadas na conagéitr de 1 micrograma (ug) com 1
puL do tampaddye 1x (BlugOrange 6x Loading Dye Promega Cat. # G190A) para um
volume final de 6 pL completado com agua tratada B&EPC.

O gel foi analisado e registrado utilizando-seesist de fotodocumentacdo GelDoc-It TS
310Imaging SystemUVP. Com a analise das bandas formadas foiysgerificar se a

corrida procedeu corretamente e se 0 materialidgtestava integro ou degradado.
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FIGURA 7 - Eletroforese em gel de agarose

para avaliacdo da integridade molecular

B) Gel de agarose em cama de corrida com pent¢
para formacao dos pocos onde sdo aplicadas
as amostras

C) Amostras D) Corrida de eletroforese em gel de agarose

3.7.6 Tratamento com DNase

O RNA total isolado é livre de proteinas e de cmitacdo do DNA se manuseado de
acordo com o protocolo do Trizol. Para eliminar Iquar vestigio de DNA genémico,
antes de submeter as amostras de RNA ao RT-PC&festa purificadas em incubacéo
com a enzima DNase utilizanddkit RQ1 RNasd-ree DNase (Promega Cat. # M6101) e
agua tratada com DEPC livre de nuclease. A enzilasB, quando incubada junto das
amostras de RNA, elimina vestigios de DNA pela dégcédo do mesmo.

3.7.7 Fenol:cloroférmio

A reacdo de fenol:cloroférmio é utilizada para pasacdo de acidos nucleicos. O fenol
desnatura as proteinas (fase organica) tornandw@alsiveis a fase aquosa e o cloroférmio
facilita a remocao de contaminantes proteicos eras#duos do préprio fenol. A

metodologia em conjunto com a precipitacdo em étamoove também sais e impurezas.
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Assim, fez-se necesséria esta reacdo para remec8aisl presentes no tratamento com
DNase por meio d&it RQ1 RNase-Free DNase. A presenca de proteinas atsgpalha

consideravelmente qualquer reacdo subsequente, RonedPCR.

Na reacdo de fenol:cloroférmio, foi adicionada &usho tratada com DNase o mesmo
volume de fenol 100%. O material foi centrifugadtedperatura ambiente a 14.000 rpm
por cinco minutos para separacdo das duas fasss gfpiosa - amostra/ fase organica-
fenol). A fase aquosa contendo a amostra foi tesutls para novo tubo e adicionado 100%
do volume de cloroférmio. O material foi centrifaga novamente e a fase aquosa
transferida para novo tubo. A esse tubo foi adeienduas vezes o volume de etanol
100% ou uma vez o volume de alcool isopropilicoaparecipitacdo a -8C por 30

minutos, pois os acidos nucleicos precipitam emadtisopropanol a baixas temperaturas.

O material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 umds a 4C para formacgéao doellet.

Ao pellet formado foram adicionados 1Q0. de etanol 70% para lavagem e este foi
centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos’& 40 etanol foi descartado epelletseco em
bloco térmico a 3T. Em seguida, foi ressuspendido eml5de agua RNasEree
incubado por 10 minutos em bloco térmico &&G8ara dissolver pellet e armazenado a
-80°C. O RNA extraido foi quantificado em Nanodrdmérmo Scientificutilizando-se 2

puL de cada amostra.

3.8 Pesquisa da translocaca@dPl2-MALT1 por RT-PCR das amostras de tecido fresco

3.8.1 Reacdao de transcricéo reversa - reacao em e@lda polimerase (RT-PCR)

A transcricdo reversa pela enzima RT € uma imptatimramenta na biologia molecular
para diversas aplicaces, incluindo utilizacdo retonplogia de RT-PCR (CARTER,;
SAUNDERS, 2007). Estudos moleculares por RT-PCRepodetectar acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) expresso especificamente emasttumorais (WRIGHTSOt al,
2001), bem como avaliar qualquer outro gene arpdot respectivos mMRNAs e analise de

expressao genética para detectar quais proteit@mssEndo efetivamente expressas.
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A RT-PCR envolve duas etapas: transcricdo reversiatese do DNA complementar a
sequéncia do RNA (cDNA) a partir do molde de RNAGF8) seguido da amplificacao
deste (VIEIRA, s.d.). A amplificacda vitro do fragmento executada pela PCR é realizada
com uma enzima polimerase de DNA, tendo como moldeNA (FIG. 9 e 10). Para que
ambas as reagOes ocorram, é necessaria a presenmngaiadores de sintese chamados
“primers, sequéncias de nucleotideos especificas que amdio local de inicio da
replicacdo, que determinara a regido a ser traasou amplificada (OLIVEIRA, 2000).

FIGURA 8 - Esquema representativo da transcricéersa
e sintese do cDNA a partir do molde de RNA

mRNA
5

’ ‘ Transcriptase’ y
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>
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Polymerase

5

!
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FIGURA 10 - Esquema representativo dos demais<idoPCR

DHA Desnaturagao
51 m 31
¥ w 5

Anelamento dos Primers

Extensaol Amplificacao

Na reacao de transcricao reversgogiersse anelam ao RNA para que a enzima RT atue
na extensdo do anelamento para obter o cDNA. Padgnusadoprimers especificos,
oligo (dT) (compostos de varias timinas consecatigjae sdo anelados as regifety-A

na extremidade 3' do RNA) orandom primers (primers randémicos ou aleatorios de
pequenos segmentos de oligonucleotideos). Na rel®CR, oprimers se anelam ao
cDNA para que a enzima DNA polimerase atue na s#tenlo anelamento, e devem ser

utilizadosprimersespecificos para a regidao em analise (OLIVEIRA®0
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3.8.2 Metodologia da RT-PCR

Por se tratar de uma nova metodologia no setor, &@adronizacédo da coleta de tecido
fresco, bem como das técnicas em estudo, € indicadgso deprimers randémicos ou

primers especificos em vez de oligo (dT). Assim, no casama eventual degradagéo do
RNA durante a coleta ou manuseio do tecido, a ¢ragé® reversa da regido-alvo desejada

nao seria dependente de uma caolg-A intacta.

A RT-PCR foi conduzida com base no RETSRROpt® kit (Ambion Cat. # AM1710).
Foram utilizadogprimersrandémicos frandom decamerspara a transcricao reversa, que
posteriormente foram substituidos gmimers especificos do genAPI2-MALT1 e dos
genes constitutivoS15e G6PD como controle positivo (+)ara maior especificidade da
metodologia, baseado nos artigos de éiual. (2001b; 2002). A reagao de transcricdo
reversa foi catalisada pela enzima RT chamidsiuLV (Moloney Murine Laeukemia
Virug) — MMLV-RT. Foram testadas diversas temperaturasndubacéo enzimatica e

diferentes programacdes de termociclagem ao loagmadronizacéao.

O produto de fusd@PI2-MALT1 foi amplificado pela PCR utilizandprimers forward
(sense- S) ereverse(anti-sense- AS) para avaliagdo da t(11;18)(g21;921). isners
para o genéPI2-MALT1envolvem um iniciador no ger&P12 (S) e dois iniciadores no
geneMALT1 (AS2 e AS3) (FIG. 11). Essgmimers flanqueiam segmentos de reduzidas
dimensdes, contendo zonas de fuséo, e permitenphfieatdo de fragmentos pequenos
de cDNA obtidos a partir do RNA isolado (LAGEal, 2005).

FIGURA 11 - Representacéo do posicionamentgpdiosersutilizados no estudo
para os geneA&PI2 e MALT1e os pontos de quebra conhecidos

e sua frequéncia indicados por setas
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Fonte: Adaptado de Lt al. (2001b).
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Os primers do geneS15 amplificam um mRNA ribossomal expresso constiamente

(S15 uma proteina de subunidade ribossomal). O 6D pertence a via glicolitica.

Inicialmente, foi realizada RT-PCR teste para defjnal desses genes seria utilizado na

rotina metodolégica. A RT-PCR para o g&ibfoi procedida conforme RETRript®

kit e para dG6PD foi montada uma reacgéo-padrédo de PCR, com coacées comumente

empregadas como primeira tentativa de uma ampglédiz@esconhecida.

3.8.2.1 Preparo dgwimers

Para o estudo foram desenhados pr@sers para pesquisa do geA€12-MALT1,sendo

um forward e doisreverses;e para o gen&6PD um par deprimer (forward e reverse

sintetizado pela empresa IDTProdimol Ltda. Osprimers do geneS15 pertencem ao
RETRGscript® kit (QUADRO 3).

QUADRO 3 —Primersforward ereverseutilizados para o estudo

. A . Produto da
Gene | Primer Sequéncia ddPrimer* PCR (bp)
AP|2- S 5:-GGA AGA GGA GAG AGA AAG AGC A- 3
MALTL AS2 |5-GGA TTC AGA GAC GCC ATC AA- 3 67; 340
AS3 |5-CAAAGG CTG GTCAGT TGT TT-3' 73; 100; (1,3®7; 230); 40
G6PD S |5 -ACG GCA ACA GAT ACAAGA AC-3' 87
AS |5'-CGA AGT GCATCT GGC TCC- 3
S15 S |5-TTCCGC AAG TTC ACCTACC-3 361
AS |5'-CGG GCC GGC CATGCTTTACG- 3

©

* Com excecdo d&15 osprimersdos gene#PI12-MALT1e G6PD foram desenhados de acordo cométiu

al. (2002) e averiguados no banco de dados de segségergticas GeneBank® para 0s geAf$2

(NM_001165), MALT1 (AB026118) e G6PD (M12996), disponivel peloThe National Center for
Biotechnology Informatio(NCBI).

Os primers liofilizados adquiridos foram preparados de acocdon sua concentracdo

inicial, dissolvidos em agua DNase/RNd&See para uma concentracdo estoque de 100
pmoliuL, em seguida, foram aquecidos em bloco térmico7eC3por 30 minutos e

armazenados a -20°C. Estes foram aliquotados mlodde acordo com a necessidade de

cada procedimento.
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3.8.2.2 Reagdao da transcriptase reversa (RT)

Foram utilizadas as amostras de RNA em teste, aandstRNA ddkit como controle (+) e
controle negativo (-) (reagentes s/ enzima RT)e@e&15foi escolhido como controle da

reacao na rotina.

Optou-se pela execucdo da técnica RT com pré-ageatdh da amostra a 85°C, para
desnaturar estruturas secundarias que poderiandingenzima RT de atuar, por se tratar
de uma sequéncia em foco rica em ligagteS.C

A metodologia foi estabelecida e padronizada dedaccom o protocolo:

Amostra de RNA ------------------ 1g
Mix Primerst-------------------—--- 50 uM cada
MiX RT**--m-mmmmmmmm oo 7 pL
MMLV-RT (100 unitdpL)-------- 1uL
Nuclease-free Watef------------- para 20uL

*Mix contendo oprimersreversos AS2 (5aM) e AS3 (50uM), maisprimer S15(50 uM). A sintese é feita
de forma reversa, da extremidade 3’ para 5', ptar m®tivo somente qaimersreversos foram utilizados.
* Mix RT contendo 10x RBuffer, ANTP (desoxirribonucleotideos trifosfatdd)x (2,5 mM eachdNTP),
RNaselnhibitor (10 unitdul) do RETRGscript® kit.

As amostras foram incubadas a 50°C por 1 hora,gre@imento dogrimerse sintese do
cDNA, seguida de outra incubacéo a 92°C por 10 tosnpara inativacdo da enzima RT.
As amostras foram armazenadas a -20°C (ou encadaisliretamente p/ PCR).

3.8.2.3 Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foram utilizadas as amostras de cDNA em teste, teande cDNA controle (+) da RT,

controle (-) da RT e controle (-) da PCR (reagestesnostra).

A amplificacdo foi executada utilizando a enzimgp&idagv DNA Polymerasg Ambion
Cat. # AM2052). Nao foi necessério o tratamento alasstras de cDNA com a enzima
RNase antes da PCR, pois a SuperT &NA Polymerasenada sintetiza a partir de RNA

que possa estar presente na amostra.
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A Dbibliografia estudada demonstrou diferentes cotragbes utilizadas de cloreto de
magnésio (MgG). O MgCh é essencial para o sucesso da amplificacdo por, PAR
interfere na reacdo de amplificacdo por este séatoo da enzima Taq DNRolymerase

A concentracdo de Mgglcomumente utilizada varia entre 0,5 a 5 mM. E inge
otimizar esta concentragdo para cada PCR indiviterse em busca de um melhor
resultado de amplificagéo.

Alguns transcritos podem apresentar amplificacdesis meficientes com maiores
concentracdes de MgLIPorém, o excesso de MgGlltera muito a concentragdo de sais
da reacédo e favorece o acumulo de produtos de fasagéio inespecificos que podem ser
vistos como multiplas bandas em gel de agarosejagbg que a insuficiéncia de MgCl

resulta no baixo rendimento do produto da PCR.

Sendo assim, foram realizadas duas PCRs para eadfeprimer da translocagao, uma
com MgC} adicional API2-MALT1(+)) e outra sem Mggladicional API2-MALT1(-)),
empregando o Mggdokit da SuperTadf DNA Polymeras€ QUADRO 4).

QUADRO 4 —Primersforward ereverseutilizados na PCR

Gene* Primer Sequéncia ddPrimer
API2MALTL (1) (4) S 5 -GGA AGA GGA GAG AGA AAG AGC A- 3'
AS2 5 -GGA TTC AGA GAC GCC ATC AA- 3'
S 5 -GGA AGA GGA GAG AGA AAG AGC A- 3'
APIZMALTL (L) () AS2 5-GGA TTC AGA GAC GCC ATC AA- 3'
API-MALTL (D) (+ S 5-GGA AGA GGA GAG AGA AAG AGC A- 3'
@) (+) AS3 5-CAA AGG CTG GTC AGT TGT TT- 3'
S 5 -GGA AGA GGA GAG AGA AAG AGC A- 3'
APIZMALTL(2) () AS3 5-CAA AGG CTG GTC AGT TGT TT- 3'
o S 5'-TTC CGC AAG TTC ACC TAC C- 3'
AS 5 -CGG GCC GGC CAT GCT TTA CG- 3'

* Foram realizadas duas PCRs para cada paridesr, uma com MgGl adicional (+) e outra sem MgCl
adicional (-).

A metodologia foi estabelecida e padronizada dedaccom o protocolo:
Para cada teste foram utilizadogl5de amostra (amostras de cDNA, controle [+] da RT,
controle [-] da RT), sendo que para o controlel&PCR foi utilizada agua DNase/RNase-

Freecomo amostra.



49

Para a PCR do gen®l5 que avaliou a presenca do cDNA nas amostras ages
prosseguir com a metodologia para o estudo daldeatso, foi adicionado as amostras o
mix PCR:

10x PCRBuffef-----------=-------- SulL
N R e — 2,51l
Primer S15(S/AS) (uM)--------- 2,5uL
SuperTad" DNA Polymerase --- 0,4puL
Nucleaseiree Water--------------- para 5QuL

Para as PCRs do geARI2-MALTX+) foi adicionado as amostrasmox PCR:

10x PCRBuffer-------------------- 3uL
MgCl; (25 mM) 0,6uL
dNTP Mix (2,5 mM) -------------- 2,411
Primer S (100uM)----------------- 0,75uL
Primer AS2 ou AS3 (10@M) --- 0,75uL
SuperTad" DNA Polymerase --- 0,5uL
Nucleaseiree Water--------------- para 3QuL

Para as PCRs do geABI2-MALTX-) foi adicionado as amostras o seguimig PCR:

10x PCRBuffer-------------------- 3uL
dNTP Mix (2,5 MM) -=---mnnnnnn-- 2,4.L
Primer S (10QuM)----------=------- 0,75uL
Primer AS2 ou AS3 (10@uM) --- 0,75uL
SuperTad" DNA Polymerase --- 0,5uL
Nucleaseiree Watefr--------------- para 3QuL

As amostras de cDNA fita simples foram submetida®a molde a termociclagem, na
qual sado realizados varios ciclos térmicos de iac@b com tempos preestabelecidos
especificos em termociclador para cada reacdo. Appsmeiro ciclo da PCR, a fita
simples de cDNA passa a ser fita dupla (dsDNBgcuble strandeccDNA). Os ciclos
térmicos sdo divididos em etapas de desnaturac@@ para separagdo da dupla-fita,

anelamento dogrimersa fita molde de cDNA com reducéo da temperaturacdedo com
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cadaprimer, e amplificacéo (extenséo) a 72°C para atuaca@mdiana DNA polimerase. A
determinacao da quantidade de ciclos depende dal&areplicacdo que se busca.

A termociclagem para a PCR utilizangwimers S15 foi realizada de acordo com o
programa descrito no manual do RET&ROpt® Kkit:
- Desnaturacéo inicial: 94°C  por 4 min.

- Desnaturacédo, anelamento e 94°C  por 30 seg.

amplificacéo: 55°C por 30 seg.
(30 ciclos) 72°C  por 1 min.
- Extensao final: 72°C  por 5 min.

Na PCR do gen@dPI2-MALT1 foi utilizada uma programacao chamadeotchdown
PCR”, com emprego inicial da temperatura de analéone 65°C e reducao progressiva de
1°C por ciclo até alcancar 58°C, a qual foi mangidamais 35 ciclos. @ouchdowrnPCR

otimiza o processo e proporciona mais especifi@dattacao.

A amplificacdo do genAPI2-MALT1foi baseada nos artigos de lgtial. (2001b; 2002) e
padronizada com as seguintes caracteristicas:

- Desnaturacéo inicial: 94°C  por 5 min.

- Desnaturacédo, anelamento e 94°C  por 1 min.
amplificacéo: A cada ciclo a temp. de anelamento foi
(8 ciclos) reduzida 1°C (65°C até 58°C) por 1 min.
72°C  por 1,5 min.

- Desnaturacédo, anelamento e 94°C  por 1 min.

amplificacéo: 58°C  por 1 min.
(35 ciclos) 72°C  por 1,5 min.
- Extensao final: 72°C  por 10 min.

As amostras amplificadas foram armazenadas a -20°@rosseguiu-se imediatamente

para a eletroforese e andlise em transiluminadar UV
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3.8.2.4 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose consiste no métaddo usado para separacao de
moléculas por migracdo de particulas durante &agido de uma diferenca de potencial
elétrico. Durante a corrida em gel a 4gua é elstidh, gerando um polo negativo (anodo)
e um polo positivo (catodo). As moléculas de DNAncsuas cadeias com grupos fosfato
possuem carga liquida negativa e migram para pmddiyo. Moléculas de menor massa

migram mais rapidamente e os fragmentos de tamadHesentes sdo separados e

identificados em “bandas” (LODISEt al.,2002).

O tamanho da molécula e seu formato, bem como @sidade do meio (tampao)
determinada pelo tamanho dos poros devido a caagéet de agarose utilizada, podem
interferir na mobilidade eletroforética. A mobildtambém é influenciada pela voltagem

aplicada na corrida do gel.

No presente estudo, a verificagcdo da amplificagéopmtodutos de PCR foi realizada por
meio de metodologia rotineira de eletroforese ehdgeagarose a 2% com tampao Tris-
Acetato-EDTA (TAE 1x) e brometo de etidio (corafitmrescente) a 1 pg/mlEthidium
bromide solution BioReagentfor molecular biology 10 mg/mL in HO/ Sigma Cat. #
E1510) em cuba horizontal 15x15 ou 07x07. A corfmiarealizada a voltagem de 140
volts quando utilizada cuba de 15x15 e 80 a 9Gsvmdira cuba de 7x7, por cerca de 40 a
50 min. Todas as vidrarias e materiais para elatest foram lavados com agua estéril e

agua milliQ e usadas ponteiras e tubos livres dadeN

A metodologia (FIG. 12 e 13) foi realizada paraa®ds amostras e controles, incluindo os
padrdes de peso molecular 25bp DE##ep LaddefPromega Cat. # G451A) e 50 bp DNA
Step Ladde(Promega Cat. # G452A) com tamdage 1x (BlugOrange6x LoadingDye
Promega Cat. # G190A) para cada gel, a fim de Nisuiese a corrida de eletroforese em
tempo real (FIG. 13) e, posteriormente em transiador UV, observar as bandas

formadas.
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FIGURA 12 - Imagens da execuc¢édo da técnica PCReemoticlador

e preparo da eletroforese em gel de agarose

PTC-100" Programmable Thermal Controller

D) Gel de agarose em cama de corrida ¢/ pente E) Gel de agarose em cama de corrida ¢/ pente  F) Preparo das amostras com Dye para
aplicacdo no gel

FIGURA 13 - Imagens da execucéo da corrida deoétese em gel de agarose

— - d ] 1 y- T —

D/E) Imagens da corrida de eletrofores em gel de agarose (Visdo lateral) F) Sistema de Fotodocumentacdo para leitura
e fotografia do gel
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As amostras foram aplicadas no gel, de acordo cprotocolo:
» Para verificacdo do ger&l5(amostras com volume final da PCR de 50 pL):
a) Corrida dos padrdes: 1 uL tampaye, 2 pL agua DEPC, 3 pL padrdo 25 bp ou 50
bp para um volume final de 6 uL;
b) Corrida das amostras e dos controles: taryy&d x, 15-25 pL do produto da PCR.
» Para verificagdo do gedI2-MALT1(amostras com volume final da PCR de 30 pL):
a) Corrida dos padrdes: 1 puL tampgaye, 2 puL agua DEPC, 3 pL padrdo 25 bp ou 50
bp para um volume final de 6 uL;
b) Corrida das amostras e dos controles: tariyy&d x, 10-15 pL do produto da PCR.
A quantidade de amostra utilizada deve ser suteipara a visualizacao das bandas.

As bandas no gel foram evidenciadas por luz UVa pekitacdo do corante fluorescente
brometo de etidio que detecta a molécula e a arintercalar-se entre os pares de base.
O resultado da eletroforese foi analisado e reglstr utilizando-se sistema de
fotodocumentacao GelDoc-It TS 3llaging Systers UVP.

3.9 Metodologia estabelecida para pesquisa da trdonsacdo por FISH em tecidos

incluidos em parafina

3.9.1 Hibridizacdoin situ fluorescente (FISH)

A técnica FISH (do ingléBuorescent in situ hybridizatigrbaseia-se na formac@aoplex
entre uma sonda (fragmento de acido nucleico dssiithples modificado) e sua sequéncia
complementar (sequéncia-alvo) para detec¢cdo déewg@specificas nos cromossomos de
células em metéafase ou interfase previamente asldeG. 14) (SCAPIN, 2009).

Existem sondas centroméricas, sondas de sequéncaaspecificas para 0 cromossomo,
sondas para cromossomo inteiro e cariotipagem ppeotro multicolorido. Algumas
sondas sdo marcadas diretamente com o fluorocror@mdo direto), outras sdo marcadas
com molécula sinalizadora (ex.: biotina ou digoriga, também chamadas de haptenos),
gue se conjuga com outra molécula ligada a umdhkromo (ex.: avidina ou anticorpo)
(método indireto) (FIG. 14) (SCAPIN, 2009).
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FIGURA 14 - Esquema representativo da reacao de

hibridizagaan situpor método direto e indireto

Desnaturacio do DNA Desnaturacio da Sonda

T O T v
e —

(RERRRARN NARARANARRANOR] ENNRNAL)

Hibridizacao in sifu

L N AL R R T L LA R TR %

}

T O e T

(método direto)

Q (S
(método indireto)

|

Resultados avaliados por
Y Hapten @ Fluorophore

Microscopia de Fluorescéncia

Fonte: Modificado de Speicher e Carter (2005).

FISH € uma importante ferramenta para demonstrdedanomalias citogenéticas como
monossomias e trissomias cromossomicas, microdedeedrearranjos cromossomicos,
como nas translocacgdes, utilizando sondas espesifmmo, por exemplo, para evidenciar

a t(11;18) presente em alguns pacientes com LMG.

E imperativo identificar genes expressos no dedeimvento do cancer porque eles podem
fornecer alvos para uma terapia dirigida, apesdretierogeneidade genética da populacéo
e variabilidade genética dessas mutacdes (BISHOPQ)2 Canceres histologicamente
semelhantes que parecem idénticos ao microscomlenpder cursos clinicos bastante
distintos, resultado de diferentes eventos gergtisgatologia molecular tenta auxiliar no
diagnostico e na precisdo morfoldégica dessas asalis partir da caracterizagdo de

mutacOes genéticas e produtos de genes. FISH peranangos significativos no
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diagnostico e desenvolvimento de tecnologiassitu para deteccdo de varios alvos e
informacgdes ainda desconhecidas sobre a expressgends (LEVSKY; SINGER, 2003).
Abordagem e interacao reciprocas entre médicogfigertas e patologistas sdo essenciais,
pois as informacdes geradas contribuirdo paragndsico mais preciso e tratamento mais
eficaz (VENTURAet al.,2006).

A técnica tem alta sensibilidade e especificidade @lta eficiéncia de hibridizacdo e
deteccdo. Uma vantagem particular € a possibiliddelerealizacdo da metodologia
diretamente em preparados citoldgicos/histologeasecdes do tecido (BISHOP, 2010).
Devem-se levar em consideracdo varios fatores gaandalise dos resultados, como as
caracteristicas do tecido, fixacdo prévia a regdimada metodologia e a natureza complexa

dos arranjos genéticos de algumas neoplasiasdesdVENTURAet al.,2006).

3.9.2 Metodologia da FISH

A técnica FISH foi desempenhada utilizando-seHstology FISH Accessory Kit
(DakoCytomationCat. # K5599) para tecido fixado em formol e imdtuem parafina. O
kit contém todos os reagentes para hibridizacédo, @xetonda para identificacdo do
produto de fusd@dPI12-MALT1 (MALT1FISH DNA Probe Split SignalDakoCytomation
Cat. # Y5409).

A reacdo ocorre em lamina, sendo o preparo da mesnaadesparafinizagdo, que
antecedem a metodologia de hibridizacdo, realizadosn materiais adquiridos
separadamente. Todos 0s reagentes necessarios goeaimmente preparados e diluidos
na quantidade necessaria para execucdo da met@ddgli&G. 15). Provetas, frascos,
cubas, jarras de CoplifCoplin jar9 e demais itens foram higienizados com detergente

neutro e enxaguados com agua estéril (ou agudadiegte milliQ.
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FIGURA 15 - Imagens do preparo dos reagentes piaeni&a FISH

A) Provetas para preparo dos
reagentes

C) Frascos identificados e datados apos
preparo dos reagentes

B) Preparo dos reagentes

Trata-se de uma metodologia muito sensivel em gdastas etapas possuem variaveis
para que tudo transcorra da forma esperada. Actdai realizada diversas vezes, com
diferentes temperaturas de incubacdo, banhos eoten digestdo proteolitica para a
padronizacdo. A escolha adequada da sonda e artdnrpede uso dos reagentes sao
imprescindiveis para alcancar os resultados esper@@UADRO 5). As temperaturas

devem ser verificadas com termdémetros de imersdguinados diretamente no reagente.

QUADRO 5 — Reagentes utilizados para FISH

~ | T tura d
Produto Concentracao emperatura de Temperatura de uso
o Reagente armazenamento
original de uso ~ dos reagentes
da solucéo de uso
X X o
Xilol Xilol Pronto para uso TA* ou 2-89C TA* ou 2-8°C
) 96% Etanol 96% Etanol | validade: TA* ou 2-8°C
Alcool 85% Etanol 85% Etanol | Parauso de até | TA* ou 2-8°C
Absoluto 200 laminas
70% Etanol 70% Etanol TA* ou 2-8°C
Pre-treatment SolutioB0x 2-8°C .
~ . 1 . ~ | 95-99°C enCoplin J
(Solucéo de pré-tratament ))[ Xl Validade: 1 més ent-opiin Jar
Pepsina Pronto para ys€0°C 2-8°C em gelo
. Wash Buffe20x 2-8°C .
Histolo - 1 . . | TA* Coplin J
FISH 9y (Tampéo de lavagem) [1x] Validade: 1 més em Lopiin Jar
Accessorit Stringe~ncy Buffe.QOXA nx 2—8f’C ) TA* em Coplin Jar
(Tampéo de estringéncia) Validade: 1 més | 63-67°C enCoplin Jar
Fluorescence Mounting
Medium
0, _Qo
(Meio de montagem com Pronto para ugo-20°C 2-8°C em gelo
fluorescéncia)

*TA- Temperatura ambiente entre 20 e 25°C.
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3.9.3 Producéo das laminas

As amostras de tecido gastrico (grupo 1 - ndo dores de LMG e grupo 2A - portadores
de LMG), incluidas em blocos de parafina pelo Latiio de Anatomia Patolégica do
IAG, foram preparadas conforme orientacbesidtiology FISH Accessory KitOs blocos
pertencentes a cada grupo, com tecidos fixadosoemof a 10%, foram separados e
identificados por caixa. Estes foram resfriadoslarsetidos a dois cortes dewh cada em
micrétomo rotativo. Os cortes foram mergulhadosbamho frio para abertura do tecido e
adesdo sobre laminas sinalizadas com carga (+) pethor fixacdo do tecido,
previamente identificadas por codigo. Posteriormeribram mergulhados em banho
histologico a 50°C para fixacdo do tecido na lamAgads o preparo, as laminas foram
incubadas em estufa a 60°C por 60 min-2 horagjadat em TA e armazenadas em estojo
individual por grupo em geladeira 2-8°C até o #H&(16). Para reduzir lsackground as
laminas foram incubadas a 60°C por 1 hora em Hkrroico, antes da desparafinizacao.

FIGURA 16 - Metodologia de producéo de laminas jpatcnica FISH

o

A) Equipamento para resfriar blocos de B) Preparo das liminas em micrétomo C) Preparo das laminas em micrétomo

parafina antes do uso
i I
N

T \

\

D) Banho frio para abertura do tecido e E) Laminas apos preparo F) Laminas em estante para incubacio
adesdo sobre a limina

G) Estufa para incubacio a 60°C H) Estojo para armazenamento das laminas I) Caixa para armazenamento dos blocos
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3.9.4 Desparafinizagéo das laminas

A desparafinizacao ocorreu de acordo com o provocol

Cuba 1 Xilol-------------- 5 min. de imerséo
Cuba 2 Xilol-------------- 5 min. de imerséo
Cuba 3 Alcool 96%------ 3 min. de imersédo
Cuba 4 Alcool 96%------ 3 min. de imersédo
Cuba 5 Alcool 70%------ 2 min. de imers&o
Cuba 6 Alcool 70%------ 2 min. de imers&o

Cuba 7 Wash Buffe(1x) 2 min. de imersao

3.9.5 Hibridizag&oin situ

O protocolo foi desenvolvido seguindo todas asntaigdes dddistology FISH Accessory
Kit com a seguinte determinagao dos tempos e temp@satu
* Pré-tratamento

Solucdo de pré-tratamento em banho-maria (com &88jC por 15'.

Nova solucéo a TA (20-25°C) por mais 15'.

Lavar laminas comiVash Buffefsolucdo-tampéao) a TA por 3, repetir em novodoas
» Digestédo proteolitica com pepsina

Aplicar cinco gotas de pepsina a 2-8°C diretameatamostra.

Incubar em bloco térmico a 37°C por 6-8'.

Lavar laminas comiVash Buffea TA por 3’, repetir em novo frasco.

» Hibridizacao

Desidratar os cortes de tecido em etanol a 2-8tQipa série de banhos: etanol 70%

por 2’, etanol 85% por 2’, etanol 96% por 2'.

Aplicar 10uL da sondaMALT1na area em foco para interacdo as sequéncias-alvo.
Colocar laminula 18 mm x 18 mm e passar goma setantvolta da laminula.
Incubar em bloco térmico para laminas a 82°C por 5’

Deixar laminas em camera Umida escura a 45°C p@abhbras.
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Lavagem

Lavar laminas sem o selante c@tringency Buffelm TA para remocao de todas as
laminulas e depois em banho-maria a 65°C por 10'.

Lavar laminas coriWash Buffea TA por 3, repetir em novo frasco.

Desidratar os cortes de tecido em etanol a 2 p8P@ma série de banhos: etanol 70%
por 2’, etanol 85% por 2’, etanol 96% por 2'.

Montagem

Aplicar 15 pL do Fluorescence Mounting MediuntDAPI), contraste de fundo
fluorescente azul para a area-alvo da lamina.

Colocar laminula e selar com esmalte.

Leitura

Realizar leitura das laminas apds 15’ou até no masete dias apos montagem.

A leitura deve ser realizada em toda a area hadtd.

Armazenar as laminas em camera escura para egitda pga fluorescéncia a -20°C.

De acordo com a bula da sondlALT1 FISH DNA Probe as sequéncias marcadas sao

projetadas para hibridizar nos dois sentidos di@oedps pontos de quebra do cromossomo
18921: MALT1Upstream(Texas Rede MALT1-Downstream(FITC). Os resultados séo

evidenciados por um sinal conjugado vermelho/verd®s nucleos sem translocagéo,

enquanto que em achados com a translocacdo as ajmsescem separadas, um sinal

vermelho Texas Rede outro verdeRluorescein isothiocyanateFITC) (FIG. 17).
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FIGURA 17 - Esquema representativo da leitura Qadizacao
da sonddMALT1 Split Signalutilizada no estudo

Break-apart probes

Metaphase Interphase
chromosomes” cells

Normal

Abnormal

Esta sonda identifica as sequéncias-alvo emitiraloragéo
vermelho e verde que, quando aparecem unidas,tedrac
individuo normal; e quando separadas, indica toaagéo.

Fonte: Modificado de Venturet al. (2006).

A hibridizacdoin situ foi avaliada em microscépio de fluorescéncia (BX@Blympu$
utilizando filtros Dapi, FITC, FITCFexasRedduplo), com lampada de alta pressao de
mercurio (100 W) e objetivas de 10X, 20X, 40X e X@®m imersdo em Oleo. Os filtros
sdo desenhados para fluorocromos especificos endese escolhidos de acordo com os

sinais a serem detectados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a realizacdo deste projeto foi inicialmenééizada ampla estruturacdo do Laboratorio
de Pesquisa do IAG-HC-UFMG, com aquisicdo de nosggipamentos, acessorios e
demais materiais, incluindkits e reagentes necessarios ao desenvolvimento didoesu
apoio do Instituto foi imprescindivel para a exémgo trabalho e implementacdo da
rotina envolvendo estudos moleculares e de hilagdiain situ essenciais para o projeto.
Atualmente, o espago conta com uma estrutura gssilplita a realizacdo de diversos

tipos de pesquisas cientificas, histologicas etgasmoleculares para diferentes doencas.

Para o estudo, primeiramente foi realizada a vgdidados processos e procedimentos
requeridos ao projeto em relacdo a seguranca ieabtlidade das técnicas. Os protocolos
descritos para a pesquisa da translocacao foramejpaimente analisados e adaptados ao
ambiente de trabalho e realidade do IAG. A mesnaaogpézacao foi feita em relacdo aos

procedimentos de rotina, como: triagem, selecéonckisdo de pacientes, aplicacdo do
TCLE, coleta de dados, coleta de material biolggiteparo e armazenamento dos tecidos.
Os protocolos e procedimentos desenvolvidos sex@outados futuramente na rotina

hospitalar, sempre acompanhados da avaliacao ldios pacientes e seguimento por

equipe multidisciplinar capacitada e dedicada.

Das quatro metodologias previstas no projeto ihigara estudo da translocacao
t(11;18)(g21;921), RT-PCR e FISH, para tecido foes@m parafina, foi possivel apenas a
realizacdo do RT-PCR para tecido fresco e FISH pnido em parafina. Mesmo com o
detalhamento das duas metodologias nao utilizagasiesmas nédo puderam ser aplicadas
nas duas diferentes amostras propostas no prpgts questdes técnicas a seguir:

a) RT-PCR para tecido em parafina: ndo foi posséveealizacdo em decorréncia da
escassez do material arquivado de pacientes pmssipara LMG (material de arquivo
que foi utilizado na metodologia de FISH);

b) FISH para tecido fresco: nédo foi possivel aizagfo devido a falta de sujeitos de

pesquisa doadores de tecido tumoral fresco ducagéeorrer do estudo.
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O numero de amostras de tecido fresco incluidaalfaixo (oito pacientes) do estimado
(20 pacientes), em decorréncia do reduzido numergatientes portadores de LMG
atendidos no IAG-HC-UFMG no periodo do estudo. ¥atde incidéncia de atendimento
na instituicdo a pacientes com suspeita ou poradie LMG até o primeiro ano do estudo
era ascendente no IAG. Estimou-se que seriam d@ndierca de 10 casos/ano nos
préximos anos, por esse motivo nossa estimativaigiti para o periodo do mestrado (dois
anos) foi de 20 casos. Apesar de se ter superelstimaasuistica desses pacientes, a atual
reducao desta, devido a determinacéo, pelo govedwsral, de atendimento exclusivo aos
usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS) nos Hdspiiniversitarios Federais,
excluindo, portanto, os pacientes particulares w&nss de planos de saude, contribuiu
para a reducdo do numero de casos de LMG atendmbosinstituto Alfa de
Gastroenterologia do HC-UFMG.

4.1 RT-PCR - Avaliacao do tecido fresco

A quantificacdo de &cidos nucleicos apos extragABRMA das amostras de tecido fresco
estudadas indicou uma boa quantidade de materetgadalho (QUADRO 6).

QUADRO 6 — Quantificacdo de RNA extraido das anasstie tecido fresco

Leitura da Quantificacéo de Acidos Nucléicos (RNA)
Amostra | Concentragdo de acido nucleico (ng/| Raz&o Absorbéancia 260/28(
FOO01 1785,50 2,07
F002 313,40 2,08
FO003 82,90 1,82
FO004 1027,50 1,95
FO05 1310,70 1,96
FO06 1274,00 1,90
FO07 2423,30 1,98
F008 1493,70 1,98

A avaliacdo de integridade do RNA extraido em gel ajarose demonstrou que
possivelmente erros ocorreram durante o estabedetinda coleta de tecido fresco no
inicio do estudo, provavelmente devido ao intenddadempo entre a coleta do tecido e a
imersdo do mesmo em RN#er, o que resultou na degradagéo de algumas am{siés

18). Esse fato ndo excluiu esse material do estods, constituiu indicio de possivel
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resultado falso-negativo na identificacdo da t@eejdo. Por este motivo, foram
desenhadoprimers especificos e de sequéncias curtas para que adaego do material
nao interferisse na analise durante a RT-PCR. f@s €e coleta foram corrigidos para as

amostras subsequentes durante a padronizacao i pnento.

FIGURA 18 - Gel de agarose a 1% mostrando a iilage das amostras de RNA

Padriie
50bp F001 F002 Fo03 Foo4 Foo0s5 Fooe FOO7 Foos

As amostras FOO01 a FO04 demonstraram estar degsdadmostra FO06 provavelmente em fase de
degradacéo e demais amostras com material satisfatd

A purificagdo, das amostras de RNA total de cagkteude pesquisa, por incubagcéo com a
enzima DNase e reacdo de fenol:cloroformio, levounza redugdo consideravel na
concentracdo do RNA (QUADRO 7), embora os valoeshdm se mantido dentro da
normalidade. E comum a perda de material durargetracdo, purificagdo ou qualquer

outra metodologia que envolva manipulacdo de amdstiacido nucleico.

QUADRO 7 — Quantificacdo de RNA apds purificacde daostras

Leitura da Quantificacdo de Acidos Nucléicos (RNA)
Amostra | Concentragdo de acido nucleico (ng/| Raz&o Absorbéancia 260/28(
FOO01 210,40 1,98
F002 41,90 1,51
F003 30,20 1,76
F004 158,90 1,61
FO05 229,40 2,02
FO06 289,40 2,02
FO07 1306,80 2,07
F008 397,60 2,04
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Conforme descrito no protocolo de RT-PCR, apdésatatnento das amostras de RNA, a
sintese do cDNA foi inicialmente realizada utilidarse primers randémicos. A PCR
executada para o ge®d5como controle (+), comprovou a presenca do cDNénap nas
amostras F005, FOO7 e FO08 (FIG. 19 e 20), resultaunmpativel com o quadro de
degradacdo demonstrado no gel de andlise da maeigridas amostras, onde pbde ser
verificada a degradacgéao das amostras FO01, FO03, FOO4 e FO06 (FIG. 18).

FIGURA 19 - Gel de agarose a 2% mostrando a prasgm¢

geneS15nas amostras de cDNA do estudo, que foram

sintetizadas a partir ggimersranddémicos
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350-400pb

GeneS15presente nas amostras FO07, FO08 e C +.
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FIGURA 20 - Gel de agarose a 2% mostrando a prasgém¢
geneS15nas amostras de cDNA do estudo, que foram

sintetizadas a partir ggimersrandémicos
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GeneS15presente apenas nas amostras FOO5 e Controle (+).

A PCR para o genBPI2-MALT1e caracterizacdo dos transcritos de fusdo paotietse
em gel de agarose a 2%, das amostras de cDNA izautas a partir derimers
randémicos, apontou muitas reagfes inespecificasgeio Evidenciou-se, inclusive,
material genético em algumas amostras nas quaigaprente ndo havia sido identificado
0 geneS15 Isso foi um indicio de que algumas amostras paherestar um pouco
degradadas, mas com o aumento da especificidadeagdo seria possivel conseguir

identificar os genes em estudo.

Deste modo, optou-se, em seguida, pela sintesdDN@ cwom primers especificos em
conjunto para a translocacA®12-MALT1le para o gen815 A sintese do cDNA realizada
separadamente (individualmente) para gadlaer gene-especifico contribuird ainda mais
para mais especificidade. Porém, devido a escaksezaterial para estudo, a sintese foi
realizada em conjunto com psmersespecificos$15 AS2 e AS3) e somente a PCR foi

executada separadamente para cada panirder.
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A maior especificidade da reacdo, devido a sintesseDNA comprimers especificos,
conduziu a deteccdo do geBg5em todas as amostras estudadas (FIG. 21).

FIGURA 21 - Gel de agarose a 2% mostrando a prassmgené&15
nas amostras de cDNA do estudo, que foram sintketiza
a partir deprimersespecificos para o gene
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350-400pb

Gene S15 presente em todas as amostras, o que indica eseidb cDNA com
sucesso em todas elas.

7

Na rotina de pesquisa é muito comum fazer a sini@s@lmente com o0s primers
randdémicos. Quando se faz a sintese do cDNA gomersrandémicos ou oligo (dT), a
sintese ocorre para todos os tipos de transcoitgse significa ter menos especificidade da
enzima RT. O RNA total, mesmo degradado, pode ca#quéncias identificaveis e o
aumento da especificidade da reacdo nessas améstra®m que fossem possiveis a
identificacdo e a sintese do gene pela transceptagrsa e amplificacdo de fragmentos do
geneS15

Perante os novos resultados, foi realizada a PC&AFRI2-MALT1 utilizando-se cDNA
sintetizado conprimersespecificos e diferentes concentragdes de Mgé&h cada par de
primer para todas as amostras, como descrito na metoeaoldg bandas identificadas

ficaram mais bem apresentadas na reacdo sem ash@@ de MgC], pois, apesar do
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aumento da concentragcdo de magnésio ser positire glgumas PCRs, pode também

favorecer a ocorréncia de reagdes inespecificas.

Embora algumas amostras estivessem um pouco ddgsmdmi possivel o estudo da
translocacao, tendo em vista queposners desenhados eram bem curtos. Os resultados
utilizando um iniciador no gen®PI2 (S) e dois iniciadores no geMALT1 (AS2 e AS3),

de acordo com os pontos de quebra descritos, detetia translocacdPI12-MALT1lem
quatro amostras: F005, FO06, FOO7 e FO08 (FIG. 23)eO transcrito de comprimento
total encontrado caracteristico para AS2 contéme&ti0 e 350 pares de bases (pb) (FIG.
22) e para AS3 contém entre 400 e 450pb (FIG.E3jes resultados sdo compativeis com
os produtos da PCR descritos por laual. (2002), que ressaltam que AS2 apresenta
fragmentos de 67pb e/ou 340pb e AS3 fragmentos3d&00 e/ou 409pb. A auséncia de

bandas no gel pardP12-MALT1equivale a pacientes sem a translocacao.

FIGURA 22 - Gel de agarose a 2% mostrando a prassmgene
API2-MALT1(AS2) nas amostras FO05, FO06, FOO7 e FO08
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PCR realizada apds RT das amostras utilizgmooersespecificos para o gene.
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FIGURA 23 - Gel de agarose a 2% mostrando a prassmgene
API2-MALT1(AS3) nas amostras FO05, FO06, FOO7 e FOO8
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PCR realizada ap6s RT das amostras utilizgmiioersespecificos para o gene.

As demais bandas presentes em ambos os géis sugemglificacfes inespecificas e/ou
splices (ou splincing alternativos na fase de sintese do mRNA (na aé&irida viva),
devido a supressédo ou delecdo de um ou mais éxogesm®MALT1, sendo bem provavel
que as amplificagbes do produPI2-MALT1 (AS3) de 100-250bp sejarsplices
alternativos do transcrito da fusdo entre os geswsp também foi descrito por Lat al.
(2002).

As bandas encontradas com tamanhos diferentesedb30d250 bp n&o foram encontrados
registros na literatura, existe a possibilidade geg@am interacfes inespecificas com
sequéncias d8150u da outra translocacéo tendo em vista que figeargintese do cDNA

em conjunto $15-MALT1+MALT2), mas devido as suas caracteristicas e auséncia em
controles normais, caracterizam possivelmente noxemranjos (outros tipos de
translocacdes), 0 que poderd somente ser confirragakrtir do sequenciamento destes
transcritos desconhecidos, verificacdo de simigaitdcom alguma parte dos demais genes
sintetizados em conjunto, caracterizacao sfugesalternativos e estudo mais detalhado

de pontos de splicing.
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A caracterizacdo paequenciamen direto do transcritconfirmara também a presenca
transcrito de fusaédPI2-MALT1 resultante da translocacao t(11;18)(g21;qbem como
avaliara a frequéncia e o tipo de fusAPI2-MALT1mais presente, o que pode expri

importantes informacdes na correlacdo com os exdtdo presente estu

Os resultados sugerem que o transcrito de flAPI2-MALT1 encontrado noquatro
pacientes psitivos para a t(11;18) é caracteristico da fusdoeeos éxons E7 do ge
API2 e E5 do gen®MALTI1 (FIG. 24), corroborandos achados no estudo Liu et al
(2002) com padrao de bandas similar. O tamanhdaiadas indica o ponto de quebra
geneMALT1 em cada paciente, porém sé se pode saber ao oento sequenciamento
des®s produtos de fus como ja comentadd necessario analisar cada resultado, p
niamero de combinacdes possiveis € imprevi. As conseuéncias dossplices

alternativos descritos na literatura ainda ndocti@as

FIGURA 24 - Representacao dos possiveis produtc
fusdoAPI2-MALT1mais frequente

APIZ-MAIT1
7Y
(TorT el o] S A T
A E2 ”
s i ) AS2eAS3
[loike | caspasedike |
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| caspasedike |
MAEB
| Caspasedike |
ES

Fonte: Adaptado de Liet al. (2002); Mathijset al (2000).

Segundo Lagest al. (200%), o dominio Iglike no transcritoAPI2-MALT1 resultante da
translocacado t(11;18)(g21;921), caracterizado paoma ubanda de peso molecu
aproximado de 400b, correlacion-se diretamente com formas mais agressivdinfoma

e ndo regressdo dMG apos resposta positiva adpéutica de erradicagao H. pylori.

Os resultados obtidos revelam a necessidade ddosstdicionais, além da importancia

caracterizacapor sequenciamendos transcritos de fus@P12-MALT1 encontrados para



70

um diagndstico preciso, melhor compreensdo dadnatidade de cada tipo de transcrito e
esclarecimentos quanto a sua patogenicidade. Acteamacado desses transcritos
determinara as caracteristicas que cada um impnanevolucdo do linfoma MALT

gastrico.

E sabido a importancia do sequenciamento dos msdid PCR para a padronizacdo da
metodologia e como garantia e confirmacéao diagrebsfitraveés da eletroforese em gel de
agarose foi possivel a verificacdo de todos oslteelas descritos e das translocacdes
presentes em alguns pacientes, mas para diagnésiioperativo o sequenciamento dos

genes encontrados.

O sequenciamento nao foi inicialmente previsto studd devido ao tempo habil para
conclusdo do mesmo, pois envolve muitas etapade Nstudo especificamente, como
foram identificadas diversas bandas (produtos de BP@n mais de uma amplificacéo) é
necessaria a purificacdo de cada uma delas indivigunte pela extracdo dessas bandas do
gel de agarose para posterior sequenciamento atdavéstabelecimento de parcerias ou
colaboracbes para este servigco. A padronizagcao etadwiogia de purificacdo para a
realizacdo do sequenciamento, requer maior voluenandostras, tempo para execugao,
conhecimento técnico, reagentes e kits para pacéi.

4.1.1 Aspectos clinicos

Na avaliacdo clinica dos pacientes pertencentegrapo 2B houve predominio de
sintomatologia dispéptica inespecifica. Os aspeetwdoscopicos mais frequentemente
observados consistiram em ulceracbes com infilgaliiofoides sugestivos de LMG.
Histologicamente, entre os oito pacientes estudasite correspondiam a LMG de baixo
grau e um linfoma de alto grau. O tratamento Entpylori consistiu na associacao de
omeprazol, claritromicina e amoxicilina durante unsiaduas semanas. Todos 0s pacientes
obtiveram sucesso com a terapia de erradicacdoadgria, sendo que dois pacientes
necessitaram de um segundo regime terapéutico gaaiente (FO08) recebeu tratamento

anti-H. pylori mesmo sem confirmacéao da infeccao (QUADRO 8).
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A auséncia da translocag¢do nos pacientes FO01, &@I03 coincidiu com a evolugéo
clinica favoravel com regressao histolégica tum@raimissdao completa do LMG) apds
erradicacdo do microrganismo, resultado condizeore os estudos descritos ao longo do
trabalho. A translocacdo ndo foi detectada no pseigortador de linfoma com
componente de alto grau (FO04), que, devido ao odmpento tumoral, foi encaminhado
a quimioterapia (QT).

Verificou-se a translocacdo (11;18) em 50% (4/8 dasos com diagndstico inicial de
LMG de baixo grau (FO05, FO06, FOO7 e F008), caraados por bandas no gel de
agarose com cerca de 300-350 e 400-450 pb. Ené® dbis obtiveram regressao
histolégica tumoral apos erradicacdo do microrgaai® 0s outros dois evoluiram para
tratamento quimioterapico, sendo que um deles (FE@8luiu para linfoma de alto grau
estagio IV e foi encaminhado para quimioterapiadioterapia. O perfil clinico dos oito
pacientes portadores de LMG pertencentes ao grepmstlido 2B encontra-se descrito no
QUADRO 8.

A identificacdo da t(11;18)(g21;g21) em pacientestgrores de LMG €é hoje conduta
sugerida pelo consenso europeu sobre LMG (RUSKGABRMESTRAUX et al,

2011). Sua deteccédo precoce contribui significateate para a melhor definicdo da
terapéutica a ser implementada a cada pacient®, @ promover reducdo de custos
meédicos e hospitalares durante o periodo de acdrap@nto aos pacientes para
verificagdo dos efeitos da erradicacdoHiopylori sobre o tumor, periodo este que pode

chegar a um ano ou mais.

As metodologias aplicadas no estudo possuem clestad®, em torno de R$ 900,00 por
paciente, e levam em torno de trés a cinco dias g@aiobter resultado quando executadas
como rotina diagndstica. Obviamente esse prazanttega é dependente da demanda do
laboratorio. Para analise isolada, o custo e o dedgpanalise sdo superiores, devido ao
preparo e consumo de materiais e reagentes, sdgegue tal metodologia deva ser
restrita a centros de referéncia para o estudoMiG,Lcomo é o propdsito do IAG-HC-
UFMG.



QUADRO 8 - Perfil clinico dos pacientes portadated MG do grupo 2B
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O

O

sugestivo de linfoma MALT.

. Sexo | Diagnostico Aprese_ntagéo . . .| Controle de .
Cadigo N . Clinica Alteracao Endoscopica Histologia o ax Evolucao Clinica
Idade Inicial Predominante Erradicacéo
Ulcera gastrica acometendo . . . . C
oot | Fia | )| Opepsia | mucosa e submucosa sugestuang | | SC), | A60S dof taanentos ot pon o evediao b
-Py de linfoma MALT. -Py 9 ' 9 9
Processo inflamatério agudp,
com erosdes e ulceracdes,
F002 | M40 LMG (+) Dispepsia acometendo pequena curvaturaBaixo LMG (+) Apés tratamento pardd. pylori e erradicacdo d
H. pylori (+) e parede anterior do corpo|e Grau H. pylori (-) | microrganismo, houve regressao histolégica do tumor
antro. Alteracdes da mucosa
sugestiva de linfoma MALT.
LMG (+) Areas de infiltrado linfoidg Baixo LMG (+) ApOs tratamento pardd lori e erradicacdo d
FO03 | M/73 H. pylori (+) Dispepsia | denso compativel com linfoma Grau H. pylori (-) mri)cror anismo hOLE)ve ré r@éséo histolo ica%lo tumor
-Py MALT de baixo grau residual. -Py 9 ' 9 9
. . ~ . . Paciente diagnosticado com linfoma ndo Hodgkin
F004 | F/41 hmfozgﬁ é:g Dispepsia L'rr;fr?c;gz cé?ti‘lgs BHodgkln dg élrtgu meo?;?i ((T))H' grandes células B e tratado com sucessohpapglori.
- Py 9 ' Py Foi encaminhado para QT.
F005 | E/66 LMG (_+) Dispepsia Sem informacdes. Baixo LMG (f) Apos d0|s_ tratamentos parh pxlorl e er[a(_jlcagao d
H. pylori (+) Grau H. pylori (-) | microrganismo, houve regressao histolégica do tumor
Gastrite leve e lesé@o elevada ho
corpo gastrico e infiltradg . Realizado tratamento palra pylori com erradicacéo
FO06 | F/38 HLM(I30§i+()+) Dispepsia | linfoide atipico de significadg BGE?ZS HLM?O(;%_) do microrganismo. Nao houve regressdo tumoral e|o
-Py indeterminado  sugestivo de -Py paciente foi encaminhado para QT .
linfoma MALT.
Infiltrado linfoide atipico em . . . o
FO07 | F/51 LMG (.+) Dispepsia | mucosa antral sugestivo de Baixo LMG (f) APOS tratamento paid. pylori e Nerraglmagap do
H. pylori (+) . Grau H. pylori (-) | microrganismo, houve regressao histolégica do tumor
linfoma MALT.
Lesdo infiltrativa no corpg . Paciente foi tratada apesar de néo ter sido coafiana
LMG (+) : . o ) L Baixo LMG (+) : . . .
FO08 | F/73 H. pylori (?) Dispepsia | géastrico. Infiltrado linfoide Grau H. pylori (-) presenca do microrganismo. Evoluiu para estagie 1V

foi encaminhado para QT e radioterapia.

* |dade correspondente a data de realizacao da BEDpdia, efetuada entre o periodo de 2009 e 2010.
** O controle do tratamento de erradicacad-tqylori foi realizado por meio de histologia, teste da seezlou teste respiratério com 13C-ureia.
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4.2 FISH — Avaliagao do tecido parafinado

Foram utilizadas as amostras de tecido gastricduidas em blocos de parafina
pertencentes ao grupo 1 (ndo portadores de LMGugog?A (portadores de LMG). O

grupo 1 foi utilizado com o objetivo de determinagdiagnostica na contagem de
translocacdes presentes na populacdo sadia. Epo @A para estudo da translocacao
t(11;18)(g21;921) e correlagdo com os dados presesmn seus prontuarios, visando a
terapéutica utilizada e a evolucdo da doenca. tante ndo foi possivel obter nenhum
resultado ou correlacdo para estas amostras davidoompleta padronizagdo da técnica

de hibridizagaan situ

Durante a padronizacdo desta metodologia, houvatgonmas dificuldades para atingir a
temperatura ideal de trabalho da solucdo de pta@atento dentro da jarra de Coplin em
banho-maria para recuperacdo dos epitopos (detamteinantigénico), devido aos
equipamentos e materiais disponiveis no momentestiado. Foi utilizado banho-maria
com aquecimento até 100°C, que teoricamente atrgyitemperatura necessaria, mas que,
na pratica, ndo conseguiu manter a temperaturacdéatjarra de Coplin acima de 90°C,
ou seja, trabalhnamos com a temperatura abaixcedh i importante que a solugdo de pré-
tratamento esteja aquecida entre 95°C e 99°C, sgmel@pos a imersao das laminas na
jarra de Coplin essa temperatura decai e somedgamgir novamente os 95°C minimos

deve ser cronometrado o tempo.

Tempo e temperatura de recuperacdo antigénicacnadéde FISH sdo pontos criticos
considerados decisivos no resultado da metodoldaos ensaios devem ser realizados
buscando-se inicialmente atingir a temperatural idearabalho durante o pré-tratamento
das amostras, empregando outros tipos de banhas pomexemplo, banhos de 6éleo, que
permitem uma temperatura de trabalho superior stepormente, avaliar tempos de

imersao variaveis entre 10 e 20 minutos.

Na digestdo enzimatica das amostras com pepsifia, de padronizar o melhor tempo,
realizou-se a metodologia com 3’, 4, 6’, 8’ e H037°C. Como op¢éao, pode-se também
digerir as amostras com pepsina a temperatura atebigssim, estudos adicionais devem

avaliar a digestdo enzimatica também a temperatakaente e talvez em novos tempos.
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Cada técnica de FISH tem suas vantagens e limgagée a deteccdo de alteracdes
genéticas. Para esse tecido, especificamente, ranizal;do demonstrou ser complexa,
pois foram avaliados diferentes tempos de recuperaqtigénica e digestdo enzimatica
com variacao de temperatura, em cada etapa da oheged porém sem atingir o resultado
esperado. Os resultados obtidos até o momento amdia hibridizagdo da sonda
fluorescente autras estruturas celulares que ndo a area desa&rque sao os linfécitos e

a area cromossomica em estudo (FIG. 25, 26 e 27).

FIGURA 25 - FISH com digestdo enziméatica a 37°C4@m diferentes amostras

¢ P y e
10X 20X 40X

40X 100X 100X

Hibridizagdo da sonda fluorescente em estruturizgaces que nédo a area de interesse, que saofastis
e a area cromossdmica em estudo.



FIGURA 26 - FISH com digestdo enzimatica a 37°Gpeetivamente,

por 3’ 8 e 10’ em diferentes amostras

p (.
40X 8 40X 10

Hibridizagdo da sonda fluorescente em estruturksaces que ndo a area de interesse que
os linfécitos e a area cromossdémica em estudo.
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FIGURA 27 - FISH com digestdo enzimatica a 37°Gpeetivamente,

por 3’ 6’ e 10’ em diferentes amostras

40X 3’ 40X 3'

40X 10

Hibridizagdo da sonda fluorescente em estruturkidaces que ndo a area de interesse, que sao 0s
linfocitos, e a area cromossdmica em estudo.
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5 CONCLUSOES

Embora o numero de sujeitos neste estudo tenha Ilaitado, foi possivel a
implementacdo de uma metodologia rotineira (RT-P@&p identificacdo da t(11;18)
(g21;921) a partir de tecido fresco em pacientes ¢dviG. Conforme descrito nos
resultados, a metodologia de RT-PCR para tecidp@&mafina ndo pdde ser aplicada em

decorréncia da insuficiéncia do material arquivdegacientes positivos para LMG.

A analise por FISH, como descrito, ndo foi condupara o estudo das amostras de tecido
em parafina, tendo em vista as dificuldades tésniéametodologia para tecido fresco,
bem como a realiza¢éo de estudos adicionais, nd&rgm ser realizadas devido a escassez
de sujeitos de pesquisa doadores de tecido tufnesab durante o decorrer do estudo.

A analise por RT-PCR identificou a translocacaonmssomica t(11;18)(g21;g21) em
quatro pacientes portadores de LMG de baixo graausencia da mutagdo em trés
pacientes. Um paciente com LMG de alto grau tamh@&onapresentou a translocacao.

Entre os pacientes com a translocacdo, 50% nasepaeam regressdo do LMG apenas
com a erradicacdo da bactéria. Todos os pacieategransiocacado obtiveram regressao
do tumor com o tratamento ai-pylori.

A técnica de RT-PCR mostrou-se método viavel e w@albo para a deteccdo desse
rearranjo genético. Devido as dificuldades técnam$ISH para esse tipo de tecido, ndo
foi possivel estabelecer a padronizacdo completéathéca.

Ambas as metodologias possuem custo moderado-ajtitéen-se resultado em poucos

dias na rotina diagnéstica, dependendo da demanda.

Este estudo foi mais um grande passo para o ddseneanto e progresso do IAG como

centro de referéncia em gastroenterologia e pdragméstico molecular do LMG.
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ANEXOS E APENDICES

Anexo A - Folha de Aprovagédo do Comité de Etica

UNIVERASIDAPE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2 ETIC 216/09

Interessado(a): Prof. Luiz Gonzaga Vaz Coelho
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 24 de junho de 2009, ap6s atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado “Avaliagao e padronizagdo das técnicas
FISH e RT-PCR para pesquisa de translocacdo cormossdmicas
t(11;18) (g21;q21) em portadores de Linfoma MLT Gastrico, em
material parafinado e fresco™ bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano ap6s o inicio do projeto.

Profa%%Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepia; .ufimg.br
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Anexo B —Ata de Defesa de Dissertacao de Mestra

Jf"“ e, FACULDADE DE MEDICINA
? i3, CENTRO DE POS-GRADUAGAO
D Av. Prof. Alfredo Balena 190/ sala 533
et T

e e Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
= Fone: (031) 3408.9641 FAX: (31) 34009640
UEANG

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAQ DE MESTRADC de KARINE SAMPAIO LIMA, n°
de registro 2000658986. As quatorze horas do dia treze de dezembro de 2011, reuniu-se
na Faculdade de Medicina da UFMG a Comisséo Examinadora de dissertagic aprovada
pelo Colegiado do Programa para julgar, em exame final, o trabalho intitulado:
“AVALIAGAO E PADRONIZAGAO DE METODOLOGIAS PARA ANALISE DE
TRANSLOCAGAC CROMOSSOMICA (11;18)(q21;q21) EM PORTADORES DE
LINFOMA MALT GASTRICO”, requisito final para a obtencio do Grau de Mestre em
Saidde do Adulte, pelo Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Aplicadas a Salde do
Adulto — éarea de concentragdc em Ciéncias Aplicadas ao Aparelhc Digestive, da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais. Abrindo a sessdo, o
Presidente da Comissdo, Prof. Luiz Gonzaga Vaz Coelho, apds dar a conhecer aos
presentes o teor das Normas Regulamentares do trabalho final, passou a palavra a
candidata para apresentagio de seu trabalho. Seguiu-se a argiiigdo pelos examinadores
com a respectiva defesa da candidata. Logo apéds, a Comissdo se reuniu sem a presenca
da candidata e do publico para julgamento e expedigdo do resultado definitivo. Foram
atribuidas as seguintes indicacdes:

Prof. Luiz Gonzaga Vaz Coelhof orientador Instituicdo: UFMG Indica;éo:_q YAy e
Prefa. Ana Paula Lage Orummaond Wainstein/ Instituicdo: FCMMG  Indicagio: é?}gm e
coorientadora ’

Profa. Maria do Carmo Friche Passos Instituigdo: UFMG indicagao: ﬁp‘i;&db\.‘
Prof. Claudic Gustavo Stefanoff Instituicio: INCA Indicagéo:/_z;gme,oé.@ .

Pelas indicacbes, a candidata foi considerada A 32/‘0 \}“U-‘\“L

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da Comissao. .
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessio e lavrou a presente ATA que
sera assinada por todos os membros participantes da Comissdc Examinadora. Belo

Herizonte, 13 de dezembro de 2011. \ \
Prof. Luiz Gonzaga Vaz Coelho/ orientador %IQ

Profa. Ana Paula Lage Drummond Wainstein/ coonenta Srrastbin e,

Profa. Maria do Carmo Friche Passos N 3

Prof. Claudio Gustavo Stefanoff N m L v;ﬁ ,

Profa. Teresa Cristina de Abreu FerraﬁCoordenadora Mm&,hmaum

Obs.: Este documento nao teré validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador Coerd, PG. @M
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Anexo C —Declaracéo de Aprovaca

FACULDADE{DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAQ

Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9540

DECLARACAO

A Comissdao Examinadora, abaixo assinada, composta pelos Professores
Doutores Luiz Gonzaga Vaz Coelho, Ana Paula Lage Drummond Wainstein, Maria
do Carmo Friche Passos e Claudio Gustavo Stefanoff, aprovou a defesa da
dissertacéo intitulada: “AVALIAGAO E PADRONIZAGAO DE METODOLOGIAS PARA
ANALISE DE TRANSLOCAGAO CROMOSSOMICA t(11;18)(q21;921) EM
PORTADORES DE LINFOMA MALT GASTRICO”, apresentada pela mestranda
KARINE SAMPAIO LIMA, para obtencdo do titulo de Mestre em Saulde do Adulto,
pelo Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Salde do Adulto —
area de concentragdo em Ciéncias Aplicadas ao Aparelho Digestivo, da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 13 de
dezembro de 2011.

1
] ; \
e N

Prof. Luiz\Gonzaga Vaz Coelho
Orientador

Profa. Ana Paula Lage Drummond Wainstein
Coorientadora

Profa. Maria df? Carmo Friche Passos

Prof. Clén;r’ i0 Gustavo Stefanoff
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclacedo (TCLE)

Universidade Federal de Minas Gerais U m

Hospital das Clinicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Voce esta sendo convidado (a) a participar do estudo: Avaliacdo e padronizacdo das técnicas FISH e RT-PCR para
pesquisa da translocacao cromossomica t(11:18)(q21:q21) em portadores de Linfoma MATLT Gasfrico. em material
parafinado e fresco.

Como voce ja foi informado pelo seu medico. vocé € portador de num tumor no estémago chamado Linfoma MALT
Gastrico (LMG). Este tumor &. com freqiiéncia, associado a uma infec¢do por uma bactéria chamada Helicobacter pylori.
Em determinados casos, o tratamento do tumor € realizado apenas atraveés da erradicacdo desta bactéria. Entretanto.
muitas vezes. a confirmacido da regressdo do tumor. depois da eliminacdo da bactéria. pode levar meses. Nosso estudo
pretende investigar a existéncia de alteracdes genéticas nas células do seu tumor. que poderiam predizer, de imediato, se o
seu fumeor ird ou nio regredir apenas com a erradicacdo da bactéria. ou se vocé necessifa ser encaminhado para outro tipo
de tratamento. O grande beneficio desta pesquisa € propiciar uma melhor compreensio sobre o comportamento e
tratamento do LMG.

Estamos solicitando sua permissdo para coletar, armazenar e realizar pesquisas com fragmentos de tecido tfumoral.
retirados do seu estomago durante a realizacdo da ecoendoscopia de rotina solicitada pelo seu médico assistente no
Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG) da UFMG. A obtencao destes fragmentos ndo implicara em desconfortos
adicionais ao procedimento padrio do exame e ndo implicam em nenhum custo adicional ao seu fratamento. Sua
participacdo devera ser mediante assinatura deste Termo de Consentimento. Caso as informacdes geradas possam causar
algum beneficio na conducio do seu caso, vocé e seu médico serdo informados,

Os Laboratorios de Pesquisa e de Anatomia Patologica do TAG serdo encarregados do manuseio dos seus dados e
materiais para pesquisa. O fragmento de tumor sera identificado no laboratorio por um codigo. sua privacidade e
identidade serfo sempre preservadas. Apenas os pesquisadores responsaveis pela pesquisa poderdo associar vocé a seu
material. Seus dados clinicos poderdo ser acessados. mas ndo divulgados. A eventual inclusdo dos resultados em
publicacio cientifica ser4 feita sempre de modo a manter o seu anonimato, E importante ressaltar que sua participacio é
voluntaria e ndo tem tempo de expiragdo. porém, vocé pode cancelar a mesma a qualquer momento entrando em contato
com o responsavel pela pesquisa. Qualquer que seja a sua decisdo. isso ndo afetara positivamente ou negativamente a
maneira como vocé ¢ atendido ou tratado neste hospital.

Caso tenha alguma divida sobre este Termo de Consentimento ou sobre o estudo, por gentileza entre em contato
conosco ou com o Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG. No verso deste documento encontram-se listados os
enderecos e telefones de todos os pesquisadores envolvidos no estudo bem como do COEP-UFMG. Somente assine este
documento. se consentir integralmente com os termos deste.

1-Tendo lido atentamente todo o texto do presente termo, concordo que fragmentos de tumor possam ser coletados,
guardados e usados pelos Laboratorios de Pesquisa e Anatomia Patologica do IAG do Hospital das Clinicas da UFMG.
para o presente estudo.

2-Concordo que todos os meus dados. como: idade. sexo, fatores relacionados. diagnostico, tratamento e historia familiar
possam ser retirados do meu pronfuario meédico.

3-Minhas informacdées. mantendo o anonimato, poderdo ser usadas para publicacdo de resultados.

Belo Horizonte......... de nnnunaniisans de s

Nome do(a) Paciente ou Responsavel Legal/Documento:

Assinatura: Investigador Principal:

Paciente ou Responsavel Legal Dr. Luiz Gonzaga Vaz Coelho
Investigador Principal: Dr. Luiz Gonzaga Vaz Coelho COEP - Comité de Etica em Pesquisa
Instituto Alfa de Gastroenterologia - HC/UFMG Av. Antonio Carlos. 6627 - Unidade Administrativa II - 2°
Av. Alfredo Balena. 110 - 2° andar -Sta. Efigénia - Belo andar - Sala 2005. Campus Pampulha - Belo Horizonte.
Horizonte, MG. Telefone: (31) 3409-9403 MG - Cep: 31270-901. Telefone: (31) 3409-4592

coep(@prpq.ufmg.br



Apéndice B - Formulario do Paciente — Grupo 1

IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Data de inclusio: |C0digo no estudo: |P1‘0nt112’11‘i0:
Nome completo:
Identidade: CPFE: Data de nascimento:
Idade: ISexo: Cor de pele: Estado Civil:
Profissdo: Naturalidade:
Endereco completo:
CEP: Cidade/Estado: |C011tato(s):
Situagdo atual: Vivo I Obito I

HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA
Cancer: Sim Nio JTipo(s):
Hipertensio: Sim Nio [Tempo:
Diabetes: Sim Nio |Tipo/Tempo:
HIV/AIDS: Sim Nio |Tempo:
Gastrite: Sim Nio [JTempo:
tlceras gdstricas: Sim Nio |Tempo:
Outras doencas: Sim Nio [Qual:
Outras infecgoes: Sim Nio [JQual:

HISTORIA FAMILIAR

Cancer na Familia: | sSim | Nio |

Tipo(s)/Diagnéstico/Parentesco/Idade:

QOutras doencas familiares: I sim | Nao |

Tipo(s)/Diagnéstico/Parentesco/Idade:

HISTORIA PESSOAL/SOCIAL

Atividade fisica: Sim Nio [Tempo por semana:

Obesidade: Sim Nio |Tempo:

Tabagismo: Sim Nio Cigarros/dia: Tempo:
Alcoolismo: Sim Nio |Frequéncia: Tempo:
Outras drogas: Sim Nio |Qual: Tempo:
Exposi¢do quimica: Sim Nio |Qual: Tempo:
Exposicido a radiagdo Sim Nio [Local: Tempo:

CRITERIOS DO ESTUDO

Infecgdo por Helicobacter pylori:l Sim I Nio I

Indicac¢do do exame endoscépico:

Impressdo diagndstica:

Data do exame EDA/Biépsia:

Conclusio da EDA:

Laudo da Biopsia:




Apéndice C - Formulério do Paciente — Grupo 2A e 2B
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FORMULARIO PARA PACIENTE GRUPO 2A E 2B

IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Data de inclusdo: |C0digo no estudo: |P1'omué1'io:
Nome completo:
Identidade: CPF: Data de nascimento:
Idade: |Sex0: Cor de pele: Estado Civil:
Profissdo: Naturalidade:
Endereco completo:
CEP: Cidade/Estado: |Comato(s):
Situacdo atual: Vivo I Obito I

HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA
Cancer: Sim Nio |Tipo(s):
Hipertensio: Sim Nio [Tempo:
Diabetes: Sim Nio [Tipo/Tempo:
HIV/AIDS: Sim Nio [Tempo:
Gastrite: Sim Nio JTempo:
tulceras gdstricas: Sim Nio |Tempo:
Outras doencas: Sim Nio [Qual:
Outras infeccoes: Sim Nio [Qual:

HISTORIA FAMILIAR

Cancer na Familia: I sim | Nao |

Tipo(s)/Diagnéstico/Parentesco/Idade:

Outras doengas familiares: I sim | Go |

Tipo(s)/Diagnéstico/Parentesco/Idade:

HISTORIA PESSOAL/SOCIAL

Atividade fisica: Sim Nio Tempo por semana:

Obesidade: Sim Nio [Tempo:

Tabagismo: Sim Nio [Cigarros/dia: Tempo:
Alcoolismo: Sim Nio |Frequéncia: Tempo:
Outras drogas: Sim Nio [Qual: Tempo:
Exposig¢do quimica: Sim Nio [Qual: Tempo:
Exposigdo a radiagido Sim Nio |Local: Tempo:

INFECCAO POR HELICOBACTER PYLORI

Data do diagnéstico clinico inicial:

Meétodo diagnéstico inicial (Histologia/Teste da urease/Teste respiratério com 13C-uréia):

Descrigdo do Laudo inicial:

Tratamento de Erradicacao

Erradicacdo do H. pylori: I Sim | Nio |T1'ara1116:11t0:

Caso nao tenha ocorrido erradicacdo na primeira tentativa detalhe a continuidade do tratamento:

HISTORIA CLINICA DO LMG

Sinais/Sintomas apresentados:

Data do exame diagnéstico EDA/Bidpsia:

Conclusio da Endoscopia:




Laudo da Bidpsia:

Controle de 2 meses apds erradicagdo do Hp (Tu regrediu ou ndo):

Exames e laudos subsequentes/Data:

Situagdo atual:

Qutros:

TRATAMENTOS
Radioterapia | sim | Nao |
Forma de tratamento:
Quimioterapia I Sim I Nio I
Forma de tratamento:
Qutros medicamentos utilizados:

EVOLUCAO

Resumo da evolugdo clinica de acordo com o quandro de tratamento para LMG:

DEMAIS EXAMES
2.CEA Sim Nio | Resultado]|l. 2. 3
3. Alfa-fetoproteina Sim Nio | Resultado|l. 2. 3
Marcadores tumorais:|6. CA 72-4 Sim Nio Resultado |1. 2 3
7.CA 125 Sim Nio Resultado |1. 2. 3
8.CA199 Sim Nio | Resultado 1. 2. 3
Endoscopia Data/Laudos:
Ecoendoscopia: Data/Laudos:
Ultrassonografia: Data/Laudos:
Outros exames:
Status de desempenho do ECOG (0-5):
Grau Escala Status de Desempenho ECOG:
0 Paciente ativo, sadio, capaz de desenvolver todas as atividades que desempenhava antes da doenca.
1 Capaz de realizar tarefas leves ou sedentdrias. Restricdo em atividades fisicas extremas.
2 Capaz de se cuidar sozinho mas incapaz de realizar qualquer atividade ocupacional
3 Se cuida sozinho de modo limitado, confinado a uma cama ou cadeira + de 50% do tempo que fica
4 Incapaz. Nio consegue cuidar-se sozinho. Confinado a uma cama ou cadeira.
5 Morto




