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Resumo 

A leucemia promielocítica aguda (LPA) requer uma atenção especial dentre 
as leucemias mielóides agudas devido às suas implicações prognósticas e 
terapêuticas. A taxa de sobrevida de no mínimo cinco anos na LPA chega a 80% 
dos pacientes com a terapia atual e a taxa de cura excede os 70%. No entanto, a 
real situação dos resultados do tratamento da LPA em países em desenvolvimento, 
como o Brasil, é desconhecida. Este trabalho visou contribuir na investigação dos 
casos de LPA infantil em pacientes na nossa população objetivando a identificação 
de marcadores que possam redirecionar o acompanhamento e tratamento destes 
pacientes. A investigação da ocorrência de mutações dos genes FLT3 e NPM1 é 
importante na determinação prognostica das LMAs, contribuindo para a 
estratificação de grupos de maior ou menor risco e auxiliando o direcionamento do 
tratamento. Dezesseis pacientes pediátricos com LPA, representando 29,09% dos 
casos de LMA infantil, foram atendidos no CEONHPE/HUOC/UPE de 2004 a 2013. 
A idade variou de 5 a 17 anos (média de 11,81 anos). Análises citogenética e 
molecular por FISH e RT-PCR foram realizadas para confirmação do diagnóstico 
genético, na identificação do rearranjo PML-RARα decorrente da t(15;17), além da 
pesquisa das mutações dos genes FLT3 e NPM1. A análise cariotípica com o 
bandeamento G revelou alterações cromossômicas em 10 pacientes. Três 
apresentaram cariótipos complexos com presença de cromossomos marcadores. A 
técnica de FISH para a t(15;17) confirmou o rearranjo em 14 pacientes. Divergência 
entre as análises moleculares foram observadas em cinco pacientes, sendo positiva 
a detecção da t(15;17) pela FISH e negativa pela RT-PCR. A mutação do FLT3/ITD 
foi detectada em dois pacientes (12,5%), enquanto a mutação FLT3/TKD foi 
detectada em apenas um paciente (6,25%). A pesquisa para a mutação no gene 
NPM1 foi negativa para todos os casos. Quanto ao status oito pacientes encontram-
se vivos ou na fase de manutenção do tratamento e oito foram a óbito, sendo que 
destes sete tiveram óbitos precoces ainda na fase de indução. Os motivos primários 
dos óbitos foram hemorragias, septicemia e manifestação da síndrome do ATRA. 
Este dado é alarmante uma vez que estas mortes são difíceis de prevenir e 
assinalam o alto risco de ocorrência destes eventos em nossa população. 
Destacamos a importância do uso de técnicas citogenéticas moleculares na 
confirmação genética do diagnóstico da LPA e a necessidade de uma melhor 
adaptação do regime terapêutico aos casos de LPA na infância em nossa 
população. 
 
 
Palavras-chave: Leucemia promielocítica aguda na infância; diagnóstico genético 
por FISH e RT-PCR; pesquisa de mutações dos genes FLT3 e NPM1; óbito precose 
e estratificação de risco. 
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Abstract 

Acute promyelocytic leukemia require special among acute myeloid leukemia 
due to its prognostic and therapeutic implications. The rate of survival at least five 
years in APL reaches 80% of patients with current therapy and the cure rate exceeds 
70%. However, the actual situation of the results of APL treatment in developing 
countries, like Brazil, is unknown. This work aims to contribute to investigation of 
cases of childhood APL patients in our population with the objective of identifying 
markers that can redirect the monitoring and treatment of these patients. The 
investigation of the occurrence of mutations of FLT3 and NPM1 genes is important in 
determining the prognostic of AML, contributing to stratify risk groups and assisting 
the targeting of treatment. Sixteen pediatric patients with APL, representing 29.09% 
of childhood AML cases, were treated at CEONHPE/HUOC/UPE between 2004 and 
2013. The ages ranged from 5 to 17 years (mean 11.81 years). Cytogenetic and 
molecular analyzes were performed by FISH and RT-PCR to confirm the genetic 
diagnosis, which is the identification of the PML-RARα rearrangement resulting from 
the t(15;17), further the investigation of mutations of FLT3 and NPM1 genes. The 
karyotype analysis with G banding revealed chromosomal abnormalities in 10 
patients. Three had complex karyotypes with presence of marker chromosomes. The 
FISH technique for the t(15;17) confirmed the rearrangement in 14 patients. 
Divergence between the molecular analyzes were performed in five patients, with 
positive detection of t(15;17) by FISH and negative by RT-PCR. The FLT3/ITD 
mutation was detected in two patients (12.5%) while the FLT3/TKD mutation was 
detected in only one patient (6.25 %). The search for mutations in NPM1 gene was 
negative in all cases. Regarding the status, eight patients are alive or in the 
maintenance phase of treatment and eight died, and of these seven had early deaths 
during the induction phase. The primary causes for the deaths were hemorrhage, 
sepsis and manifestation of the ATRA syndrome. This data is alarming since these 
deaths are difficult to prevent and indicate the high risk of occurrence of these events 
in our population. We stand out the importance of using molecular cytogenetic 
techniques in genetic confirmation of the diagnosis of APL and the need for better 
adaptation to the therapeutic regimen in childhood cases of APL in our population. 

 
 

Keywords: Acute promyelocytic leukemia in childhood; genetic diagnosis by FISH 
and RT-PCR; analysis of mutations in FLT3 and NPM1 genes; early death and risk 
stratification. 
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1. Introdução 

A leucemia promielocítica aguda (LPA) possui frequência aumentada dentre 

os casos de leucemias mielóide agudas (LMAs) nos países latino americanos, 

chegando a 28% dos casos de LMA. Ela caracteriza-se pela expansão clonal de 

promielócitos anormais, sendo classificada pelo grupo franco-americano-britânico 

(FAB) como LMA-M3 e pode ocorrer em qualquer faixa etária. Os pacientes com 

este tipo de leucemia frequentemente desenvolvem coagulopatia e podem evoluir 

rapidamente a óbito por ocorrências hemorrágicas. No entanto, o uso do ácido 

transretinóico (ATRA) associado à quimioterapia tem contribuído para a boa 

resposta clínica destes pacientes, sendo a LPA considerada uma das leucemias 

com melhor prognóstico.  

A LPA é geneticamente caracterizada por rearranjos cromossômicos da 

região 17q21, sendo a mais comum delas a translocação recíproca t(15;17), que 

resulta na proteína de fusão (PML-RARa), responsável pela inibição da 

diferenciação normal de células mielóides e promovendo sua sobrevivência. Mais 

de 90% dos casos de LPA apresentam esta translocação. 

 Estudos citogenéticos e moleculares na LPA na Infância são escassos no 

Brasil e estes possibilitam o preciso diagnóstico e orientação dos pacientes, os 

quais correm grande risco de morte caso o diagnóstico não seja determinado 

rapidamente. A investigação da ocorrência de mutações dos genes FLT3 e NPM1 

pode contribuir na determinação prognóstica da doença, uma vez que estes 

genes são importantes marcadores moleculares de valor prognóstico das 

leucemias de linhagem mielóide. 

As mutações no gene FLT3 podem ser do tipo ITD (duplicação interna in 

tandem) ou TKD (mutação pontual no domínio tirosina quinase), as quais são 
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prevalentes na LPA pediátrica e estão associadas a altas contagens leucocitárias 

e aumento de óbitos na fase de indução. Enquanto que mutações no gene NPM1 

estão presentes em cerca de 35% dos pacientes adultos com LMA, sendo porém 

relativamente incomum na LMA pediátrica ocorrendo aproximadamente 10% dos 

casos e possuem importante associação de coexistência com as mutações do 

gene FLT3. As mutações do gene NPM1 possuem significativo valor prognóstico 

favorável em pacientes LMA que não acumulam mutações do gene FLT3 

concomitantemente. 

 A investigação de tais mutações é essencial para a estratificação de 

grupos de maior ou menor risco e auxilia o direcionamento do tratamento. O maior 

entendimento das variações prognosticas baseadas em marcadores 

citogenéticos/moleculares desta doença em nossa população poderá contribuir 

para a redução dos casos fatais e aumento nas taxas de sobrevida sem doença. 

Além disto, este projeto terá um impacto social para a vida dos pacientes e seus 

familiares no diagnóstico e tratamento do câncer, uma vez que o estudo se dará 

em instituição pública. 
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2. Revisão da Literatura 

2.1 Características gerais das leucemias 

As leucemias são neoplasias malignas originadas de células 

hematopoéticas multipotentes, caracterizadas pela proliferação anárquica e clonal 

de blastos anormais na medula óssea (Caligiuri e Bloomfield, 2001), resultam da 

ocorrência de múltiplas etapas nas quais mutações de múltiplos genes acontecem 

nas células precursoras do espaço medular. O primeiro evento (mutação) leva a 

uma hematopoese clonal e este estágio é geralmente marcado por microcitose 

eritrocitária e leve citopenia. O desenvolvimento de citopenia profunda e displasia 

em uma ou mais linhagens celulares pontuam o segundo estágio da evidente 

displasia. Nesta etapa são muito comuns alterações clonais e tais anormalidades 

são usualmente associadas à perda de genes supressores de tumor. No último 

estágio é evidenciado o bloqueio da diferenciação (parada maturativa), um 

aumento da população blástica na medula e a leucemia propriamente dita. 

Anormalidades cromossômicas adicionais costumam ocorrer levando a alterações 

complexas nesta etapa (Witte et al., 2002). 

A classificação das leucoses é baseada em critérios, como o tipo celular 

envolvido, o grau de diferenciação e a evolução clínica seguida na doença. Nas 

leucoses crônicas há um aumento de células neoplásicas maduras não funcionais 

que substituem paulatinamente os elementos normais da medula óssea, enquanto 

que nas leucoses agudas acontece a proliferação de elementos celulares 

imaturos e de rápida evolução clínica. Os sinais e sintomas clínicos mais comuns 

decorrentes da leucemia são: palidez, fadiga e fraqueza consequentes à anemia 

devido à escassez eritrocitária, sangramentos (equimoses, petéquias, 

hemorragias) secundários à plaquetopenia, febre e infecções recorrentes, 
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refletidas pela deficiente função fagocitária secundária ao comprometimento do 

setor granulocítico (Jaffe et al., 2001). 

As leucemias agudas (LA) abrangem um grupo bem heterogêneo de 

enfermidades malignas das células precursoras hematopoéticas. A proliferação 

clonal destes precursores que perderam a capacidade de se diferenciar leva ao 

acúmulo excessivo de blastos leucêmicos na medula óssea, ocasionando a 

síndrome da imunodeficiência medular e a infiltração de diversos tecidos do 

organismo (Gilliand et al., 2004). As LA são divididas em linfóides e mielóides e 

diferem em seus aspectos clínicos, assim como no curso da doença e resposta ao 

tratamento. Essa diferenciação entre leucemia linfoblástica aguda (LLA) e 

leucemia mielóide aguda (LMA) é essencial às intervenções terapêuticas. A 

subclassificação em grupos é também fundamental, uma vez que o tratamento 

envolve grupos genéticos específicos (Head, 2004). 

A LMA engloba um grupo de doenças clonais clínica e molecularmente 

heterogênea caracterizada pelo acúmulo excessivo de células progenitoras 

mielóides que perderam a capacidade de se diferenciar, comprometendo este 

setor do sistema hematopoético (Kundranda et al., 2012). A LMA pode 

apresentar-se como uma doença de novo ou pode ser secundária à crise blástica 

de LMC, evolução de mielodisplasia e a tratamentos que utilizam agentes 

alquilantes, inibidores de topoisomerase e/ou radiação ionizante (Rund et al., 

2004). 

A incidência da LMA é em torno de 1/100.000 por ano na população abaixo 

dos 30 anos e alcança 10-12/100.000 por ano nos indivíduos acima dos 60 anos, 

representando 80% dos casos de leucemia aguda nos adultos e 15-20% na 

infância, além de ser a leucemia mais frequente em recém nascidos (Lichtman e 
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Liesveld, 2001). Infelizmente, o curso clínico natural deste diversificado grupo de 

neoplasias é fatal em termos de dias, semanas ou meses a partir do diagnóstico. 

Isto se deve, principalmente, às complicações advindas da insuficiência medular, 

podendo ser citadas como as mais comuns: infecções ligadas à neutropenia e 

hemorragias relacionadas à trombocitopenia. A despeito da clínica comum entre 

si, as características hematológicas e prognósticas destas doenças são distintas 

e, portanto, sugerem possuir diferentes trajetórias patogenéticas (Clarke e Glaser, 

2000). 

Virtualmente todas as LMAs são fruto de um clone de células que carregam 

defeitos em seu DNA, os quais desencadeiam erros nos mecanismos de 

sinalização celular que controlam os processos de proliferação e diferenciação 

nas células mielóides. Estes defeitos genéticos podem ser resultado de diversos 

eventos mutationais possíveis, tais como deleções e translocações 

cromossômicas, mutações pontuais, entre outras. Nas últimas décadas um 

imenso progresso foi conquistado na caracterização de leucemias e alterações 

genéticas que podem ser identificadas na maioria dos casos de LMA. Porém, 

ainda existem casos onde nenhuma alteração é caracterizada e a razão disto é 

possivelmente a falta de conhecimento. Portanto, acredita-se que a resolução 

deste impasse é apenas uma questão de tempo e estudo, pois futuramente serão 

identificados erros genéticos em todos os casos de LMA (Cucuianu, 2005). 

 

2.2 Classificações da Leucemia Mielóide Aguda (LMA) 

Objetivando a padronização dos tipos celulares presentes nas leucemias 

agudas foram criadas as classificações morfológicas e imunofenotípicas. A 

primeira classificação morfológica foi criada em 1976 por um grupo de 
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hematologistas franceses, americanos e britânicos, conhecida também como 

classificação FAB (Tabela 1), e classificava as LMAs em 6 subtipos principais, M1 

a M6, baseados unicamente nos aspectos morfológicos (Bennett et al., 1976). 

Essa primeira classificação foi então revisada e atualizada em 1985 pelo mesmo 

grupo e passou a incluir dois novos subtipos, M0 e M7, onde características 

citoquímicas e imunofenotípicas foram acrescidas (Bennett, 1985a,b). Apesar da 

sua importância para a determinação do grau de maturação e identificação da 

linhagem das células leucêmicas, a classificação FAB se tornou obsoleta, uma 

vez que restringia os aspectos biológicos, terapêuticos e prognósticos por não 

atender a necessidade de introdução das características citogenéticas e 

moleculares que se tornavam cada vez mais proeminentes à fisiopatologia desse 

grupo de doenças. 

A criação de uma nova classificação para as neoplasias hematopoéticas 

era necessária para que fossem incorporados todos estes aspectos e em 2001 a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) juntamente com a Sociedade dos 

Hematopatologistas e a Associação de Hematopatologistas Europeus divulgaram 

uma nova classificação que incorporaria os achados citogenéticos (Jaffe et al., 

2001). A introdução de informações citogenéticas e moleculares ajudou a definir 

mais claramente as distintas entidades envolvidas na LMA. O Quadro 1 apresenta 
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os subtipos de LMA de acordo com as classificações FAB e OMS (2001) 

(Cucuianu, 2005). 

Quadro 1: Comparação entre as classificações FAB e OMS (2001).  

Classificação Francesa-Americana-
Britânica (FAB) da LMA 

Classificação da OMS (2001) para a LMA 

M0 - LMA sem diferenciação 

LMA com anormalidades genéticas 
recorrentes 
     - LMA com t(8;21)  
     - LMA com eosinófilos anormais na 
medula óssea e inv(16) ou t(16;16)      
     - Leucemia promielocítica aguda (LPA) 
com t(15;17) e variantes 
     - LMA com anormalidades da 11q23 

M1 - LMA minimamente diferenciada 

LMA com displasia de múltiplas linhagens 
     - Seguida de Síndrome Mielodisplásica 
(SMD) 
     - Sem antecedente de SMD         

M2 - LMA com diferenciação 
granulocítica 

LMA e SMD associadas a tratamento 
     - Associada a agentes 

alquilantes/radiação  
     - Associada a inibidores de 

topoisomerase-II 

M3 - Leucemia promielocítica aguda LMA não categorizada nos itens anteriores      

M4 - Leucemia mielomonocítica aguda 
      
 

M5 - Leucemia monocítica aguda   

M6 - Eritroleucemia aguda       

M7 - Leucemia megacarioblástica aguda  

Fonte: Modificada de Cucuianu (2005). 

 

Em 2008 a OMS revisou a classificação de 2001 para atender a 

necessidade de identificação e categorização dos casos onde nenhuma 

anormalidade citogenética é identificada, sendo considerados como 

citogeneticamente normais (LMA-CN), os quais correspondem de 30% a 50% dos 

casos de LMA de novo. Diversas anormalidades genéticas não identificáveis ao 

microscópio têm sido encontradas nesse grande grupo, dentre elas estão 

mutações e/ou modificação na expressão gênica de genes alvos associados à 
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leucemogênese e resposta ao tratamento das LMAs. Estes genes são 

marcadores prognósticos que contribuem para melhoria da caracterização e 

estratificação de risco dos pacientes com LMA. Atualmente os marcadores 

prognósticos mais estudados na LMA são as mutações dos genes NPM1, FLT3, 

MLL, and CEBPalpha (Falini et al., 2005; Mrozec et al., 2007; Gregory et al., 2009; 

Rockova et al., 2011). O Quadro 2 apresenta a atual Classificação da OMS 

(2008). 

Quadro 2: Classificaçõe OMS (2008) para LMAs.  

Classificação OMS (2008) para a LMA 
LMA com anormalidades genéticas recorrentes 
     - LMA com t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1  
     - LMA com inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
     - LPA com t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 
     - LMA com t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 
     - LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
     - LMA com inv(3)(q21q26.2) or t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 
     - LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 
     - subtipo provisório: LMA com mutação NPM1 
     - subtipo provisório: LMA com mutação CEBPA 
LMA com alterações relacionadas a mielodisplasia (SMD)  
Neoplasias mielóides secundárias a tratamento 
LMA não categorizada nos itens anteriores 
     - LMA com diferenciação mínima  
     - LMA sem maturação 
     - LMA com maturação 
     - Leucemia mielomonocítica aguda 
     - Leucemia monoblástica e monocítica aguda 
     - Leucemias eritróides agudas 
              *Leucemia eritróide pura 
              *Eritroleucemia, mieloide/eritróide 
     - Leucemia megacarioblástica aguda 
     - Leucemia basofílica aguda 
     - Pan-mielose aguda com mielofibrose 
Sarcoma mieloide 
Proliferações mieloides relacionadas à Síndrome de Down 
     - Mielopoese anormal transiente 
     - LMA relacionada com a Síndrome de Down 

Fonte: Modificada de Vardiman et al. (2009). 

 

2.3 Leucemia Promielocítica Aguda (LPA) 

A leucemia promielocítica aguda (LPA) ou LMA-M3, de acordo com a 

classificação morfológica, é caracterizada pela expansão de células leucêmicas 
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que apresentam parada maturativa em estágio de promielócitos e não se 

diferenciam em granulócitos maduros, as quais se acumulam na medula óssea e 

sangue periférico (Figura 1a e 1b). Neste tipo de leucemia os promielócitos 

anormais apresentam núcleo excêntrico e abundantes granulações no citoplasma, 

assim como vários bastonetes de Auer que formam feixes citoplasmáticos. Os 

pacientes com LPA apresentam quadro clínico e alterações laboratoriais 

compatíveis com coagulação intravascular disseminada (CIVD) e podem evoluir 

rapidamente ao óbito, devido a fenômenos hemorrágicos (Figura 1c e 1d) (Sagrillo 

et al., 2005). A CIVD é uma síndrome adquirida, caracterizada pela ativação 

difusa da coagulação intravascular, levando à formação e deposição de fibrina na 

microvasculatura (Levi e Ten Cate, 1999). A deposição de fibrina pode levar à 

oclusão dos vasos e comprometimento da irrigação sanguínea de diversos 

órgãos, que em conjunto com alterações metabólicas e hemodinâmicas, contribui 

para a falência de múltiplos órgãos. O consumo e consequente depleção dos 

fatores da coagulação e plaquetas, resultantes da contínua atividade 

procoagulante, pode levar a quadros de sangramento grave, o que 

frequentemente é a primeira manifestação notada (Pintão e Franco, 2001). 

A LPA pode ocorrer em qualquer faixa etária, mas sua incidência é muito 

baixa em crianças com idade abaixo de 10 anos e aumenta progressivamente 

durante a adolescência, alcançando seu ápice no início da fase adulta (Ribeiro e 

Rego, 2006). Esta leucemia representa de 5% a 10% das LMAs de acordo com 

dados de ocorrência em populações de países desenvolvidos. No entanto, em 

países latino-americanos essa incidência sobe para cerca de 20% a 25% das 

LMAs. Dados a respeito da epidemiologia da LPA no Brasil são escassos e 

baseiam-se, sobretudo, nos registros hospitalares. Um estudo realizado em 12 
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centros nacionais que tratam de neoplasias hematológicas fez um levantamento 

totalizando 157 pacientes com LPA, os quais representaram 28% dos casos de 

LMA (Jácomo et al., 2007; 2008). A grande maioria dos casos de LPA são 

diagnosticados em pacientes com idade entre 20 e 50 anos, contrastando com a 

incidência das LMAs que em geral aumenta exponencialmente após os 55 anos. 

Este fato sugere que o evento mutacional inicial envolvido na gênese da doença, 

no caso o rearranjo da região 17q21, pode ocorrer durante o desenvolvimento 

hematopoético in utero, havendo também relatos dessa neoplasia em neonatos 

(Ribeiro e Rego, 2006). 

             Fonte: Modificado de Wang e Chen (2008). 

Figura 1: Características clínicas da LPA. Principais manifestações clínicas da LPA: acúmulo de 

promielócitos anormais na medula óssea (a) e sangue periférico (b), e a severa tendência a 

hemorragias devido aos baixos níveis de fibrinogênio e ao fenômeno da coagulação intravascular 

disseminada (c e d). 

 

Embora características morfológicas dos blastos da LPA geralmente 

permitam o reconhecimento específico deste subtipo particular de leucemia aguda 

(Bennett et al., 1985b), casos atípicos foram descritos (Allford et al., 1999; Lo 
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Coco et al., 1999). Por outro lado, a LPA é um tipo de leucemia que possui alta 

taxa de remissão ao tratamento quando o diagnóstico é rápido e eficaz, pois esse 

tipo leucêmico possui uma boa resposta ao tratamento com o ATRA (ácido 

transretinóico), que induzirá a diferenciação granulocitária dos blastos (Villamor et 

al., 2000; Gomis et al., 2004; Sanz et al., 2005). 

 

2.3.1 Breve histórico da Leucemia Promielocítica Aguda 

A leucemia promielocítica aguda (LPA) foi primeiramente descrita como 

uma entidade específica em 1957 por um autor sueco (Hillestad, 1957) que 

relatou três casos evidenciados por “um curso fatal muito rápido de apenas 

poucas semanas de duração”, com uma prevalência de promielócitos na 

contagem leucocitária e uma tendência severa a sangramentos. Neste estudo, 

Hillestad concluiu que essa doença “parecia ser a forma mais maligna da 

leucemia aguda”. Posteriormente, Bernard et al (1959) descreveram 

características mais detalhadas da LPA, e a diátese hemorrágica1 severa foi 

atribuída à coagulação intravascular disseminada ou hiperfibrinólise.  

Até meados da década de 80 o coquetel quimioterapico usado inicialmente 

no tratamento da LPA era composto por alguma antraciclina e Ara-C (cytosine 

arabinoside) e as taxas de remissão completa alcançada nos pacientes recém 

diagnósticados variavam entre 75% e 80% (Bernard et al, 1973; Sanz et al , 1988; 

Cunningham et al, 1989). No entanto, era constantemente notado o agravamento 

da síndrome hemorrágica após a quimioterapia, o que ocasionava altas taxas de 

                                                 
1 Diátese hemorrágica é o nome dado a um conjunto de doenças cujo sintoma comum é a tendência à hemorragia sem 
causa aparente (hemorragias espontâneas) ou hemorragia mais intensa ou prolongada após um traumatismo. Pode pode 
ocorrer devido a uma anormalidade da parede vascular, plaquetas e sistemas de coagulação e fibrinólise. A hemorragia 
pode ocorrer na pele, nas mucosas, nas articulações, espontaneamente ou sob o efeito de causa externa (Cotran et al., 
1996). 
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óbito precoce e se fazia necessário o uso de suporte de plaquetas e fibrinogênio. 

Neste período apenas 35% a 45% dos pacientes alcançavam a cura com o 

tratamento quimioterápico pelo critério de sobrevida livre de doença por cinco 

anos (SLD 5-anos) (Ribeiro e Rego, 2006).  

A introdução do ácido all-trans-retinóico (ATRA – all-trans retinoic acid) a 

partir de 1985 inaugurou uma nova etapa na história do tratamento da LPA. A 

otimização de protocolos de tratamento baseados na combinação do ATRA com a 

quimioterapia elevou a taxa de remição completa (RC) para 90-95% e a SLD de 

6-anos subiu para 86% (± 10%) em pacientes de baixo risco. Os principais genes 

envolvidos nesta leucemia, o gene PML no cromossomo 15 e o gene RARa no 

cromossomo 17, juntamente com seus produtos anormais foram identificados em 

1990 (Longo et al, 1990a,b; Borrow et al, 1990; de Thé et al, 1990). Ainda no 

início da década de 90 a introdução do uso do trióxido de arsênico (ATO - arsenic 

trioxide) melhorou os resultados minimizando os casos refratários ao tratamento e 

o índice de recaídas.  A combinação ATRA/ATO na terapia da LPA permitiu o 

alcance de maior redução dos transcritos PML/RARa e uma sobrevida mais longa 

em pacientes recém diagnosticados (Wang e Chen, 2008).  

Dessa forma, a história do tratamento da LPA pode ser dividida em quatro 

períodos: (1) período pré-ATRA: reconhecimento da LPA como uma patologia 

extremamente fatal e sua resposta a quimioterapia (1957-1985); (2) introdução do 

ATRA na terapia de diferenciação e otimização de protocolos baseados na 

utilização do ATRA (1985 até o início da década de 1990); (3) utilização do ATO 

no tratamento da LPA (a partir do início da década de 1990); e (4) combinação 

ATRA/ATO como uma terapia sinérgica e desenvolvimento de alguns novos 

agentes (Wang e Chen, 2008). 
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2.4 Patogênese molecular da Leucemia Promielocítica Aguda 

A LPA é geneticamente caracterizada, invariavelmente, por rearranjos 

cromossômicos da região 17q21, os quais promovem a fusão do gene que 

codifica o receptor alfa do ácido retinóico (RARa – retinoic acid receptor alpha) 

com alguns genes “parceiros” (X) (Quadro 3) (Mistry et al., 2003).  

O mais frequente dos genes parceiros é o gene da leucemia promielocítica 

(PML – promyelocytic leukemia gene), ocorrendo em mais de 95% dos casos. 

Neste rearranjo ocorre a formação de dois genes de fusão, o PML-RARa e seu 

recíproco RARa-PML (Grimwade et al, 2000). Esta patologia é assinalada pela 

translocação t(15;17)(q22;q21), gerando os dois produtos quiméricos 

anteriormente citados (Figura 2) (Larson et al, 1984). 

Apesar dos mecanismos de formação subjacentes desta translocação 

ainda não serem conhecidos, Neves et al. (1999) relataram que os genes PML e 

RARa estão localizados próximos um do outro na cromatina das células 

precursoras hematopoéticas em diversas fases do ciclo celular. Além disso, é 

conhecida a existência de pequenas regiões de identidade entre estes dois genes 

nas regiões de seus pontos de quebra (Yoshida et al., 1995). Estas evidências 

apontam para uma justificativa à forte tendência de ocorrência da t(15;17). 
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No entanto, uma pequena parcela dos casos de LPA surgem das 

translocações t(11;17)(q23;q21), t(11;17)(q13;q21), t(5;17)(q35;q21) ou ainda a 

partir de uma deleção intersticial no cromossomo 17 (Quadro 3), que são as 

chamadas translocações variantes da LPA (Chen et al., 1993; Redner et al., 1996; 

Wells et al., 1997; Arnould et al., 1999). Estas variações do tema clássico 

apresentam-se como “experimentos da natureza” onde fenótipos semelhantes são 

associados a diferentes genótipos (Redner, 2002).  

 

Quadro 3: Frequência e caracteres clínicos dos cinco subtipos da LPA. 

Alteração 
Citogenética 

Frequência na LPA Produtos da fusão 
Caracteres 

Clínicos 

t(15;17) >95% PML-RARa 
RARa-PML 

Sensível ao 
ATRA e ao ATO 

t(11;17)(q23;q21) 0,8% 
PLZF-RARa 
RARa-PLZF 

Resistente ao 
ATRA e ao ATO 

t(11;17)(q13;q21) Muito rara1 
NuMA- RARa 

Produto recíproco 
não encontrado 

Sensível ao 
ATRA 

t(5;17)(q35;q21) <0,5% 
NPM-RARa 
RARa-NPM 

Sensível ao 
ATRA 

der(17) Muito rara1 
STAT5b- RARa 

Produto recíproco 
não encontrado 

Sensível ao 
ATRA? 

     1 apenas um caso descrito                                                                                             Fonte: Mistry, 2003. 

 

A primeira translocação variante na LPA a ser descrita e também a mais 

amplamente estudada é a t(11;17)(q23;q21) (Chen et al., 1993), e representa 

0,8% dos casos de LPA (Mistry et al., 2003). A translocação t(11;17) fusiona o 

gene PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger) com o RARα (Chen et al., 1994). 

Assim como nos rearranjos PML-RARα o ponto de quebra nesta translocação 

localiza-se no intron 2 do RARα (de Thé et al., 1990). Ambas as proteínas 

quiméricas PML-RARα e PLZF-RARα possuem os mesmos domínios B-F do gene 
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RARα que codificam as regiões da proteína responsáveis pela ligação ao DNA, 

pela heterodimerização com os RXR e pelas funções de interação com os co-

repressores e co-ativadores do RARα. Nesta translocação a fusão recíproca 

RARα-PLZF também é expressa (Chen et al., 1994; Licht et al., 1995; Grimwade 

et al., 2000). 

 

Figura 2: Desenho esquemático da citogenética e estrutura molecular do rearranjo 

t(15;17)(q22;q12). Os cromossomos normais (CN) 15 e 17 (#15 e #17, respectivamente), e os 

cromossomos derivativos na LPA com t(15;17) (LPA) são mostrados esquematicamente, assim 

como os loci dos genes PML e RARα e das fusões PML-RARα e RARα-PML. As setas vermelhas 

apontam os pontos de quebras nos cromossomos normais. 

 

Apesar do fenótipo semelhante à PML-RARα, as leucemias com t(11;17) 

demonstram uma gama de caracteres morfológicos incomuns à LPA, 



AMARAL, BAS – Leucemia Promielocítica Aguda na Infância: estudo cromossômico e ... 

16 
 

apresentando blastos com características intermediárias entre os subtipos 

morfológicos M2 e M3. Em termos clínicos, a maioria dos casos com t(11;17) não 

respondem ao tratamento com ATRA, não sendo observada a diferenciação dos 

blastos expostos a este medicamento (Licht et al, 1995). Estudos iniciais 

indicaram que pacientes com t(11;17) possuem prognóstico pior que aqueles com 

t(15;17), falhando em alcançarem remissão seja com quimioterapia convencional 

ou com terapia de diferenciação com o ATRA (Jansen e Lowenberg, 2001). 

A segunda translocação variante a ser caracterizada foi a t(5;17)(q35;q21), 

que é também a segunda mais frequente (Redner et al, 1996). Esta variante 

transloca o gene da Nucleofosmina (NPM - Nucleophosmin Gene) que se localiza 

na região 5q35 para o lócus do RARα na região 17q21 e representa 0,5% dos 

casos da LPA (Mistry et al, 2003). Igualmente, o ponto de quebra ocorre no 

segundo intron do gene RARα, permitindo que uma proteína quimérica que 

contenha os domínios B-F do RARα juntamente com os domínios N-terminais do 

NPM num mesmo quadro de leitura seja expressa. A nucleofosmina é uma 

fosfoproteína nucleolar que participa da montagem do RNA ribossomal e 

apresenta atividades de chaperona2 e nuclease. Mais recentemente essa 

fosfoproteína foi também encontrada em associação com os centrômeros e 

possivelmente apresenta uma função na regulação da duplicação centromérica. A 

translocação recíproca NPM-RARα foi identificada em três dos quatro casos 

descritos (Okuda et al, 2000). Semelhantemente a LPA com t(15;17), o fenótipo 

dos blastos encontrados na t(5;17) é compatível com M3. Estudos in vitro 

apresentaram evidências convincentes indicando que blastos que possuem a 

                                                 
2 Chaperonas (chaperons eram garotos que ajudavam os nobres renascentistas a vestirem suas roupas complicadíssimas e 
colocar suas enormes perucas) constituem uma família de muitas proteínas diferentes cuja função é usar energia da 
hidrólise de ATP para desenovelar proteínas, possibilitando novo enovelamento, no intuito de alcançar a forma correta ou 
dirigir-se ao destino correto. Além disso, elas podem encaminhar a proteína à destruição, caso não seja possível atingir 
sua configuração correta (Fenton e Horwich, 2003; Mayer e Bukau, 2005). 
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t(5;17), podem responder a diferenciação induzida pelo ATRA (Redner et al, 1997; 

Hummel et al, 1999). 

Apenas um relato da translocação t(11;17)(q13;q21) foi publicado em um 

lactente com seis meses de idade do sexo masculino que apresentava 

leucocitose e lesões na pele. Tanto o mielograma como a biopsia de pele e o 

esfregaço sanguíneo mostraram uma predominância de promielócitos e 

neutrófilos displásicos. Este paciente iniciou o tratamento com ATRA e alcançou 

remissão completa (Wells et al., 1997). Análises por Southern blotting 

demonstraram o rearranjo no intron 2 do gene RARα, novamente o mesmo ponto 

de quebra da LPA com t(15;17). Posteriormente, a clonagem da região do ponto 

de quebra revelou que o gene co-participante nesse rearranjo era o gene NuMA 

(Nuclear-mitotic apparatus protein), tendo como produto final desta fusão a 

proteína NuMA-RARα. A tranlocação recíproca deste rearranjo, RARα-NuMA, não 

foi encontrada. A proteína de fusão NuMA-RARα possui 2286 aminoácidos que 

albergam os 1883 aminoácidos da proteína NuMA, incluindo os domínios  que 

codificam os domínios globulares N-terminais e coiled-coil desta, responsáveis 

pela reorganização nuclear, oligomerização3 e associação ao fuso mitótico da 

proteína NuMA. Unidos a isto estão os mesmos aminoácidos C-terminais que 

codificam os domínios B-F que são expressos nas translocações t(15;17), 

t(11;17), t(5;17) e der(17) (Wells et al., 1997; Redner, 2002). 

A alteração cromossômica variante der(17) também foi relatada apenas 

uma vez. No entanto, diferentemente do caso com a t(11;17)(q13;q21) que 

ocorreu num lactente, a alteração der(17) foi identificada em um homem com 67 

                                                 
3 É o processo de conversão de um monômero (composto constituído de moléculas, cada uma das quais capazes de dar 
origem a uma ou mais unidades constitucionais) ou de uma mistura de monômeros em um oligômero (substância 
constituída de moléculas que contêm poucos átomos de uma ou mais espécies ou grupos de átomos - unidades 
constitucionais- ligados repetitivamente uns aos outros) (Andrade et al., 2001). 
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anos inicialmente diagnosticado com LMA-M1. Uma pequena parte dos blastos 

visualizados na medula apresentou caracteres morfológicos para a variante 

microgranular M3v da LPA. Em estudos in vitro os blastos não apresentaram 

resposta ao ATRA. A fusão STAT5b/RARα ocorreu devido a uma deleção 

intersticial do cromossomo 17 que levou a criação de uma fusão intrônica ligando 

os loci dos genes STAT5b e RARα. Assim como o RARα, o gene STAT5b 

localiza-se na região 17q21.1-21.2 e estes dois genes são separados por 

aproximadamente 3Mb (Zelent et al., 2001). O rearranjo do lócus RARα foi 

confirmado por Southern blotting e a clonagem desta região demonstrou a 

presença do gene que codifica a proteína STAT5b, que pertence a uma família de 

transdutores de sinais e ativadores de transcrição da via de sinalização JAK 

(Janus Kinase), dentro do intron 2 do gene RARα, produzindo a fusão 

STAT5b/RARα.. Obviamente, devido à natureza da deleção intersticial, o produto 

reverso da fusão não é produzido. As sequências N-terminais do gene STAT5b 

são fusionadas à mesma sequência do gene RARα como ocorre nas outras LPAs 

variantes (Arnould et al, 1999; Melnick e Licht, 1999). 

Muitas variantes citogenéticas foram relatadas, porém muitas destas 

mostraram ser compostas por rearranjos crípticos dos loci PML e RARα. De 

acordo com o European Working Party (EWP) a maioria dos casos onde não é 

possível a visualização da t(15;17) apresenta o rearranjo PML/RARα em análises 

moleculares. De fato, dentre 611 casos de LPA do EWP apenas 19 (3,1%) não 

apresentaram a fusão PML/RARα. Destes 19 casos sete demonstraram fusões do 

gene RARα com lócus diferente, cinco não possuíam qualquer rearranjo 

envolvendo o gene RARα e outros sete que não foram caracterizados 

completamente (Figura 3). Nenhum caso de rearranjo apenas envolvendo o gene 
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PML foi encontrado, respaldando o importante papel do gene RARα na 

patogênese da LPA (Grimwade e Lo Coco, 2002). 

Outras possíveis variantes da LPA que possuem rearranjos da região 

17q12-q21, o locus RARα, foram descritas na literatura. Dentre estas estão: 

t(14;17)(q22;q21) (Cigudosa et al., 1995), t(8;17)(p21;q21) (Miura et al., 1994), 

t(1;17)(p36;q21) e t(7;17)(q36;q22) (Yamada et al., 1983) e t(3,17)(q26.3;q12) 

(Silva et al., 2005). No entanto, como estas fusões não foram clonadas existe a 

possibilidade de que algumas delas, senão todas possuam rearranjos crípticos da 

fusão PML/RARα ou das outras variantes da LPA descritas. Portanto, os dados 

existentes são escassos para a precisa resolução de que estes rearranjos são, de 

fato, novas variantes da LPA. Translocações complexas envolvendo o rearranjo 

(15;17) também têm sido descritas, por exemplo a t(2;15;17)(q21;q22;q21) (Chen 

et al., 1993; Redner et al., 1996), bem como a  ins(15;17)(q22;q12q21) (Rolston et 

al., 2002). A deleção do cromossomo 15 pode ser um diagnóstico primário ou 

pode surgir durante recaída ou progressão da doença. Esta anormalidade pode 

ser indicada como um prognóstico muito desfavorável para a LMA sendo seguida 

de falecimento num período de 3 a 13 meses após o diagnóstico da doença 

(Berger e Coniat, 2003). 
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Fonte: modificada de Grimwade e Lo Coco (2002). 

Figura 3: Lesões moleculares ocultas detectadas em casos de LPA caracterizadas 

morfologicamente com análise citogenética bem sucedida. As frequências dos subgrupos 

citogenéticos e moleculares estão baseadas no estudo de 611 casos de LPA do European 

Working Party (EWP). 

 

O papel chave representado pelas proteínas quiméricas X-RARa foi 

estabelecido, na patogênese da LPA, através do recrutamento de co-repressores 

e do complexo de histonas desacetilases (HDAC – histone deacetylase complex) 

para reprimir os genes envolvidos na diferenciação mieloide (Figura 4) (Mistry et 

al., 2003).  

As proteínas de fusão X-RARa possuem atributo de mediadoras da 

diferenciação mielóide quando administradas doses farmacológicas (supra-

fisiológicas) de seu ligante, o ATRA, que é dependente da associação 

HDAC/complexo co-repressor (Figura 5). A natureza do gene parceiro na fusão 

RARa é um determinante crítico da resposta ao ATRA e ao Arsênico, que são as 

drogas de escolha no tratamento anti-LPA, enfatizando a importância da 
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caracterização citogenética e molecular dos pacientes com esta doença para a 

determinação da abordagem terapêutica mais adequada (Mistry et al., 2003). 

Fonte: Modificado de Mistry et al., 2003. 

Figura 4: Desenho esquemático da proteína RARα e proteínas quiméricas X-RARα. 

 

2.4.1 As Funções do RARa 

 O receptor alfa do ácido retinóico (RARa) é um membro da super-família 

de receptores hormonais, que atuam como reguladores transcrícionais ligante-

induzíveis4. Uma vez que o gene RARa está envolvido em todos os rearranjos 

                                                 
4
 Reguladores transcrícionais ligante-induzíveis é uma família de fatores de transcrição, receptores nucleares, os quais 

são de suma importância nos processos de crscimento celular, diferenciação, devenvolvimento e manutenção da 
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conhecidos da LPA, a perturbação deste gene deve contribuir de forma 

significativa à patogênese desta doença. Dessa forma, o conhecimento da função 

normal deste receptor no desenvolvimento dos neutrófilos é importante para o 

entendimento das prováveis funções anormais onde o receptor mutado levaria ao 

bloqueio da diferenciação promielocítica (Stunnenberg, 1993). 

O RARa se liga a elementos de resposta5 conhecidos como elementos de 

resposta ao ácido retinóico (RAREs - retinoic acid response elements), que se 

localizam nas regiões promotoras dos genes-alvo dos receptores do ácido 

retinóico (RAR - retinoic acid receptors). Os RAREs são compostos por repetições 

diretas de hexanucleotídeos com número variado de nucleotídeos espaçadores 

entre os motivos repetidos (Laudet et al., 1992). Os receptores do ácido retinóico 

necessitam formar heterodímeros com proteínas da família dos receptores de 

hormônios nucleares, chamados receptores X retinóides (RXRs - retinoid X 

receptors), para se ligarem com eficácia ao DNA (Leid et al., 1992). Estes 

receptores, os RARs e os RXRs, atuam na transdução do sinal retinóide e são 

ativados pelo ácido 9-cis-retinóico (9-cis RA - 9-cis retinoic acid). Adicionalmente, 

os RARs também são ativados pelo ATRA. Tanto o ATRA como o 9-cis RA são 

produtos do metabolismo da vitamina A (retinol) que têm como precursores os 

carotenóides, sendo o mais importante deles o beta-caroteno (Marill et al., 2001). 

 Acredita-se que o RARa possui importante papel no controle proliferativo 

dos promielócitos, assim como na diferenciação destas células em neutrófilos 

maduros. Evidências oriundas de diversos estudos e observações em linhagens 

                                                                                                                                                    
homeostase metabólica da célula. Eles regulam a expressão genes-alvo através da ligação a sequências de DNA 
específicas dentro das regiões promotoras, produzindo assim os efeitos biológicos esperados (Cheng, 2005). 
5 Seqüências nucleotídicas de consenso curtas, geralmente no início da cadeia (upstream) a distâncias variáveis do gene a 
ser regulado, que são reconhecidas por fatores de transcrição reguladores específicos, e que promovem resposta gênica. 
(Hoffe, 2000). 
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celulares apontam que a via RA-RARa representa importante função na 

maturação neutrofílica. Primeiro, tanto em camundongos como em humanos com 

deficiência de vitamina A é observada granulopoese imperfeita (Ghosh e Das, 

1988). Segundo, os retinóides demonstram-se como inibidores proliferativos, 

assim como estimulam preferencialmente a granulopoese e não a diferenciação 

monocítica ou eritróide (Gratas et al., 1993; Tocci et al., 1996). Terceiro, o RARa 

é expresso preferencialmente nas células da linhagem mielóide, distintamente dos 

outros membros da família RAR, o RARβ e o RARg (Labrecque et al., 1998; Zhu 

et al., 2001). Por fim, camundongos transgênicos carregando uma mutação no 

domínio LBD (ligand binding domain) do RARa, a qual impossibilitava a ligação do 

ácido retinóico, demonstraram elevação da contagem dos neutrófilos imaturos 

(Kogan et al., 2000). 

 Além de ser importante no processo da diferenciação granulocítica, a via 

RA-RARa também tem um papel chave no direcionamento dos progenitores 

hematopoiéticos pluripotentes ao longo da linhagem granulocítica (Gratas et al., 

1993; Labbaye et al., 1994). O trabalho de Tocci et al (1996) demonstrou que o 

ácido retinóico (RA) pode alterar o destino das células hematopoéticas 

progenitoras (HPCs – haematopoietic progenitor cells) fetais do fígado de tal 

maneira a causar um redirecionamento do programa de diferenciação celular. 

Desta forma estas células previamente comprometidas a um programa de 

diferenciação monocítica ou eritróide são conduzidas a via granulocítica devido à 

indução provocada pelo RA. 

O modelo atualmente aceito para os mecanismos normais da função do 

RARa, como um fator transcricional ligante-induzível, está baseado na 

capacidade do RARa-desligado (desassociado do RA ou ligado a um antagonista) 
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de ligar-se a elementos de resposta ao DNA com alta afinidade e poder inibir a 

diferenciação por associação a co-repressores, chamados SMRT (silencing 

mediator of retinoid and thyroid hormones) e N-CoR (nuclear receptor Co-

repressor). Por sua vez, estes co-repressores recrutam o complexo de histonas 

desacetilases HDAC, induzindo a condensação da cromatina em consequência a 

desacetilação das histonas. A cromatina no estado condensado torna-se 

inacessível aos ativadores transcricionais, assim como à maquinaria de 

transcrição basal, por conseguinte, a transcrição é reprimida e os genes-alvo do 

RARa são silenciados (Figura 5a) (Chen e Evans, 1995; Mistry et al, 2003).  

A união do ligante retinóide (RA) ao receptor (RARa) induz uma mudança 

conformacional no domínio LBD (Figura 5a) que permite que moléculas co-

ativadoras se liguem a resíduos anteriormente inacessíveis, assim como a 

dissociação do complexo co-repressor. As várias moléculas co-ativadoras atuam 

conjuntamente para o inicio da transcrição de diversas formas incluindo a 

acetilação de histonas, através da atividade da histona acetilase (HAT), 

provocando o relaxamento do DNA através da ação da DNA helicase Trip1/sug1 e 

da interação com componentes da maquinaria de transcrição basal. O estado 

relaxado da cromatina permite o recrutamento dos fatores transcricionais basais 

para as regiões promotoras dos genes-alvo do RARa, seguido pela iniciação da 

transcrição e promoção da granulopoese (Figura 5a) (Glass e Rosenfeld, 2000). 

Desta forma, acredita-se que o RARa possui uma função dual, onde o RARa-

desligado seria um regulador negativo da diferenciação granulocítica, enquanto o 

RARa-ligado (associado ao RA) funcionaria como agonista estimulador da 

diferenciação (Kastner et al, 2001). 
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Figura 5: Ativação transcricional modulada pela proteína RARα selvagem e pelas 

proteínas quiméricas PML-RARα e PLZF-RARα. (a) o heterodímeto RXR:RARα (desligado) 

reprime a transcrição gênica através do recrutamento de um complexo repressor formado por N-

CoR, SMRT, HDAC e outros co-repressores, desencadeando a desacetilação histônica. Ao 

ocorrer a ligação do ATRA, o heterodímero RXR:RARα (ligado) libera o complexo repressor e liga-

se a um complexo ativador com atividade de histona acetilase (HAT), resultando em ativação 

transcricional. (b) Semelhantemente aos receptores selvagens, a proteína quimérica PML-RARα 

interage com o complexo repressor. No entanto, doses fisiológicas do ATRA não promovem o 

desligamento das proteínas repressoras. Apenas na presença de altas doses de ATRA os co-

repressores são substituídos por co-ativadores que permitem a ativação da transcrição. (c) A 

proteína PLZF-RARα, por sua vez, não responde às altas doses do ATRA devido à presença de 

um sítio de ligação aos co-repressores na porção da PLZF que permanece na proteína fusionada 

(Mistry et al., 2003). 

 

2.5 A importância do diagnóstico genético da LPA 

Na LPA o diagnóstico morfológico, apesar de muito preditivo nos casos 

hipergranulares típicos, é considerado insuficiente. Isto por que pacientes com 

características morfológicas sugestivas de LPA sem rearranjos do receptor do 
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ácido retinóico α, ou, contrariamente, pacientes cujos aspectos morfológicos não 

apontam para um diagnóstico de LPA, mas que possuem alguma das suas 

alterações genéticas específicas são frequentemente descritas na literatura (Lo 

Coco et al., 1999). O rápido estabelecimento do diagnóstico de LPA é vital para 

manejo adequado do paciente. A isto está relacionado o risco significativo de 

morte por sangramento devido à diátese hemorrágica e o aumento do risco de 

recaída com baixa sobrevida se os pacientes com LPA responsiva à retinóide não 

forem tratados com o ATRA combinado à quimioterapia. De fato, o tratamento 

associado ao ATRA possui uma vantagem adicional, levando a uma rápida 

melhora do quadro da coagulopatia associada à doença. Além disso, a eficácia do 

tratamento indutor da diferenciação através dos retinóides é estritamente 

dependente da presença das fusões da região 17q21 que respondem a este tipo 

de tramento. Sendo assim, a confirmação genética do diagnóstico é obrigatória 

(Burnett et al., 1997; Mistry et al., 2003). Portanto, todos os pacientes, incluindo 

aqueles com LPA hipergranular típica que iniciaram tratamento específico, devem 

ser estudados através de análises cariotípica e moleculares para confirmação da 

fusão gênica específica e caracterização da sua isoforma para a monitorização 

molecular da doença residual mínima (DRM) (Grimwade e Lo Coco, 2002). 

A identifição das alterações genéticas específicas da LPA em células 

leucêmicas pode ser realizada em nível de cromossomos, DNA, RNA e proteína 
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com a utilização das técnicas de citogenética clássica (cariótipagem por 

bandeamento G), FISH, RT-PCR e anticorpo monoclonal anti-PML (PG-M3), 

respectivamente (Quadro 4) (Sanz et al., 2005). 

Quadro 4: Métodos para o diagnóstico genético da Leucemia Promielocítica Aguda. 

Nível Celular Alvo(s) Método(s) 
Tempo 

gasto (h) 
Vantagens 
principais 

Principais 
incovenientes 

Cromossomos Rearranjos 17q21 Cariotipagem 16-48 
Altamente 
específico 

São necessárias 
culturas de 24-48h; 
rearranjos crípticos 
não são detectados 
(falso-negativos). 
 Exige metáfases de 
boa qualidade 

DNA 
t(15;17) e/ou 
rearranjo 17q21 

1.FISH 
2.Southern blot 

1. 6-24 
2. 96-168 

1. Especificidade 
e não précisa de 
células em divi-
são. 
2. Altamente es-
pecífico. 

1. Alto custo e não 
identifica o tipo de 
fusão. 
2. Laborioso e con-
some muito tempo. 

RNA 
Fusão PML-
RARα 

RT-PCR 4-6 
Rápido, sensível; 
monitora a DRM. 

Produção de RNA de 
baixa qualidade, 
contaminação e ar-
tefatos (falso-
positivos). 

Núcleo 

Distribuição mi-
crogranular nu-
clear da proteína 
PML. 

Imunofluorescên-
cia ou imunohis-
toquímica. 

2-3 
Rápido, simples e 
de baixo custo 

Artefatos devido à 
degradação celular.  
Não informa o tipo de 
fusão PML-RARα. 

                                              Fonte: Modificado de Sanz et al. (2005). 

As abordagens diagnósticas são concentradas essencialmente na 

determinação da presença da fusão gênica oculta PML-RARα, que prevê uma 

resposta favorável a administração do ATRA e ATO, e na identificação dos casos 

com a fusão PLZF-RARα, que constituem quase 1% das LPA, e são refratários ao 

tratamento com estas drogas como únicos agentes terapêuticos (Sainty et al, 

2000). Nas raras situações onde a LPA é confirmada morfologicamente, mas não 

é detectado o rearranjo PML-RARα, a análise citogenética pode revelar um 

rearranjo da região 17q12-21 indicando que o gene RARα está fusionado a outro 

parceiro de fusão alternativo desconhecido. Nestes casos, a identidade deste 

parceiro pode posteriormente ser confirmada por RT-PCR. Contudo, se a análise 
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citogenética convencional não se mostra clara nos casos de LPA negativos para a 

fusão PML-RARα, a análise pela técnica de FISH ou Southern blotting utilizando 

sondas para o gene RARα pode confirmar se este está rearranjado e então a RT-

PCR para análise da presença dos diversos genes alternativos parceiros do 

RARα pode ser realizada (Grimwade e Lo Coco, 2002). 

 

2.5.1 Análise Citogenética 

Atualmente a análise citogenética faz parte da rotina obrigatória de todos 

os pacientes recém-diagnosticados com qualquer subtipo de LMA. O cariótipo tem 

se mostrado um fator prognóstico determinante nesta doença, prevendo a 

probabilidade de sucesso da indução a remissão, do risco de recaída e a 

sobrevida total. Além disto, o cariótipo está sendo crescentemente usado na 

determinação da abordagem terapeutica em estudos clínicos de grande escala 

(Grimwade, 2001).  

Na maioria dos pacientes com LPA confirmada morfologicamente, a 

presença do rearranjo PML-RARα é confirmada pela presença da t(15;17) 

(Grimwade, 1999). No entanto, em estudos clínicos multicêntricos esta alteração 

não foi identificada pela citogenética clássica em cerca de 15% dos casos 

suspeitos de LPA, todavia na maioria destes foram posteriormente detectados 

rearranjos crípticos PML-RARα (Burnett et al., 1999). Em alguns casos isto reflete 

uma falha da técnica citogenética; por exemplo, preparações cromossômicas 

diretas (culturas de 6-8h) podem levar a um cariótipo falso negativo, que seria 

apenas um reflexo das células medulares normais residuais, cujo crescimento foi 

relativamente favorável em relação aos blastos da LPA (Berger et al., 1981). Esta 
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deficiência é geralmente superada através de culturas mais prolongadas (24-48h) 

das células leucêmicas antes da avaliação citogenética. Este procedimento vem 

sendo comumente adotado em casos com suspeita de LPA (Grimwade e Lo 

Coco, 2002). Contudo, apesar dessa medida, em alguns casos de LPA descritos 

como cariotipicamente normais, a técnica de nested RT-PCR detecta ambos os 

trancritos PML-RARα e seu recíproco RARα-PML, significando que a t(15;17) 

existia, porém não poderia ser detectada pela análise citogenética (Burnett et al., 

1999). Adicionalmente, o rearranjo PML-RARα pode também ser resultado de um 

evento de inserção, onde nestes casos os cromossomos 15 e 17 apresentam-se 

aparentemente normais, ou ainda resultado de outras alterações complexas 

envolvendo múltiplos cromossomos (Grimwade et al., 2000). 

A ocorrência de todos estes fatos sugere claramente que técnicas 

moleculares adicionais, tais como RT-PCR, FISH ou imunofluorescência anti-

PML, são necessárias para complementar a citogenética clássica na confirmação 

de um diagnóstico de LPA. Entretanto, isto categoricamente não significa que a 

citogenética clássica deve ser abandonada ou substituída pelas técnicas 

moleculares, visto que ela é de fundamental importância na identificação de 

translocações alternativas e cuja caracterização fornece importantes informações 

acerca da patogênese da LPA como um todo. Além disso, a análise citogenética é 

extremamente valiosa na determinação de alterações cromossômicas 

secundárias, as quais nos casos de LPA, ainda possuem importância biológica e 

clínica incerta (Grimwade e Lo Coco, 2002). A maior parte dos estudos sugere 

que a presença de anormalidades citogenéticas adicionais não atribui efeitos 

deletérios aos resultados. De fato, evidências preliminares insinuam que 

resultados favoráveis também são observados em casos onde a t(15;17) 
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convivem juntamente a marcadores citogenéticos, que em outros subtipos de 

LMA apontariam para um prognóstico desfavorável, tais como alterações na 

região 3q, -5/del(5q), -7 ou cariótipos complexos. No entanto, estas evidências 

precisam ser confirmadas em um maior número de pacientes (Grimwade, 2001). 

Enquanto a cariotipagem de rotina assim como o FISH são altamente 

específicos para a confirmação do diagnóstico genético, a RT-PCR trás 

vantagens adicionais como as definições do ponto de quebra e da isoforma PML-

RARα, sendo esta última utilizada como um sensível marcador para a avaliação 

da resposta ao tratamento e monitorização da DRM (Sanz et al., 2005).  

 

2.5.2 FISH: Vantagens e Desvantagens 

A técnica de hibridização in situ fluorescente tem como princípio básico o 

pareamento de um segmento de DNA (marcado direta ou indiretamente com 

fluorocromos) que funciona como sonda, com uma sequência alvo complementar 

no interior da célula visando sua verificação e localização exata (Guerra, 2004). 

As análises por FISH podem fornecer uma valiosa abordagem na 

caracterização dos casos onde a citogenética convencional não revela a 

translocação clássica t(15;17). Uma importante vantagem da técnica de FISH é a 

possibilidade da mesma ser aplicada em diversos tipos de amostras (tecidos), isto 

inclui as células de cultura para a cariotipagem convencional, que permite a 

avaliação dos cromossomos (metáfase-FISH) e/ou núcleo (interfase-FISH). Além 

disto, esfregaços de medula óssea e sangue periférico ou citospins podem ser 

utilizados para a realização de interfase-FISH. Isto pode ser particularmente útil 

em situações em que a citogenética convencional e/ou a RT-PCR não puderam 
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ser realizadas ou não deram resultados, principalmente quando as amostras são 

escassas em células (Grimwade e Lo Coco, 2002). 

Embora as técnicas de pintura cromossômica (WCP) sejam significativas 

para a caracterização de translocações complexas e variantes, elas não são 

adequadas para a investigação da maioria dos casos de LPA com o rearranjo 

PML-RARα, devido à ocorrência de inserções, visto que as porções do material 

cromossômico rearranjado dos cromossomos der(15) ou der(17) são geralmente 

muito diminutas para serem detectadas. Portanto, na caracterização das fusões 

crípticas PML-RARα são utilizadas sondas lócus-específicas (LSI DNA Probe – 

Locus Specific Identifier DNA Probe) que flanqueiam ou abrangem todo o 

rearranjo cromossômico. No entanto, é de grande importâcia levar em conta o 

tamanho e a localização destas sondas, que podem ser adquiridas 

comercialmente, uma vez que estes parâmetros são necessários para a avaliação 

dos resultados obtidos, principalmente em pacientes sem a fusão clássica 

t(15;17). O ideal é o uso de sondas cosmidiais6 específicas para a fusão PML-

RARα relativamente pequenas, pois tal rearranjo pode não ser detectado ser for 

oriundo de uma pequena inserção utilizando-se sondas muito extensas 

(Grimwade e Lo Coco, 2002).  

Além disto, grupos de sondas projetadas para detecção da fusão gênica 

recíproca RARα-PML falharão na geração dos sinais de fusão nestes casos de 

inserção ou de simples translocações variantes, onde o produto recíproco não é 

                                                 
6
 Cosmídio é um DNA de um vírus bacteriófago dentro do qual é inserido um fragmento de um genoma a ser 

amplificado e seqüenciado. Um cosmídio é uma estrutura construída artificialmente que é utilizada para clonagem (cópia) 
de sequencias de DNA. Tecnicamente, cosmídios são pequenos plasmídeos que possuem o sítio cos do fago lambda, 
necessário para o condensamento do DNA na cabeça fágica. O cosmídio pode ser condensado no revestimento do vírus e 
transferido para a bactéria (E. coli) através de uma infecção viral. Como todos os genes virais, exceto o cos, estão 
ausentes, o cosmídio pode conter aproximadamente o dobro de DNA exógeno (44kb) em relação a um vetor fágico 
(23kb) (Pierce, 2005). 
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formado (Grimwade et al., 2000). Outro contratempo diz respeito à interpretação 

do interfase-FISH, uma vez que os cromossomos 15 e 17 normais podem estar 

muito próximos em alguns núcleos, e desse modo produzir sinais falso-positivos. 

Para contornar o problema é indispensável o estabelecimento de um limiar de 

positividade utilizando diversas amostras normais anteriomente conhecidas. Este 

limiar está em torno de 10% nos protocolos das sondas disponíveis atualmente 

(Grimwade e Lo Coco, 2002). 

2.5.3 Variantes da FISH: M-FISH e MCB 

A partir da FISH outras técnicas foram desenvolvidas utilizando-se o 

mesmo princípio, dentre elas estão o multiplex-FISH (M-FISH) e o multicolor 

chromosome banding (MCB) (Chudoba et al., 1999; Mandon et al., 2003; Weise et 

al., 2003). 

O M-FISH permite analisar o genoma diretamente em um único 

experimento, detectando a presença de rearranjos cromossômicos, não revelados 

por procedimentos padrões (Bandas G, e FISH), tais como translocações, 

inserções e rearranjos estruturais complexos que resultam na formação de 

cromossomos marcadores. A técnica foi introduzida por Speicher et al. (1996) e 

utiliza um conjunto de sondas de DNA específicas para cada cromossomo (whole 

chromosome painting - WCP) que são hibridizadas com os cromossomos 

metafásicos ao mesmo tempo. Utilizando o princípio da marcação aleatória o 

coquetel de 24 sondas é gerado pela combinação de cinco fluorocromos, por 

exemplo: Rodamina, Vermelho-Texas, FITC (Isotiocianato de fluoresceína), DEAC 

(dietil-aminometil-cumarina) e Cianina 5 (Cy5), os quais podem gerar até 31 

pseudocores, o total de cores alcançadas (N) é dado pela equação N=2n-1, onde 
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n é igual ao número de fluorocromos. Cada cromossomo é marcado com uma 

única combinação: cinco cromossomos são marcados com apenas um 

fluorocromo, dez cromossomos com dois fluorocromos e nove cromossomos com 

três fluorocromos (Quadro 5) (Kearney, 2006). 

Quadro 5: Esquema de marcação aleatória usando cinco fluorocromos. 

Cromossomo Rodamina FITC Cy5 
Texas-
Red 

DEAC 

1 
     

2 
     

3 
     

4 
     

5 
     

6 
     

7 
     

8 
     

9 
     

10 
     

11 
     

12 
     

13 
     

14 
     

15 
     

16 
     

17 
     

18 
     

19 
     

20 
     

21 
     

22 
     

X 
     

Y 
     

 

As imagens são analisadas por um microscópio de epifluorescência, 

utilizando-se uma câmera CCD (change coupled devise – CCD), todos os 

fluorocromos inclusive o contracorante DAPI são capturados sequencialmente 
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utilizando-se filtros específicos com diferentes comprimentos de onda. A câmara é 

acoplada a um computador com um software apropriado que gera uma imagem 

composta de cada cromossomo em uma visualização pseudocolorida, ou seja, as 

cores atribuídas pelo computador não são necessariamente as cores reais, mas 

as cores que refletem a informação composta de cada cromossomo facilitando o 

reconhecimento (Figura 6) (Van Limbergen et al., 2002).  

O M-FISH tem sido utilizado tanto na pesquisa como no diagnóstico de 

doenças, é aplicado principalmente em casos que apresentam cariótipos 

complexos, sendo muito útil no estudo dos tumores sólidos, os quais são 

caracterizados frequentemente por alterações complexas. No entanto, a 

dificuldade de obtenção de metáfases nos tumores faz com que eles sejam 

menos estudados que as leucemias. Dois grupos são alvo do M-FISH para 

identificação de rearranjos cromossômicos crípticos não detectados pelo 

bandeamento G: aqueles com aparente cariótipo normal e aqueles com cariótipos 

aberrantes complexos (Kearney, 2006). 

Fonte: Geigl et al.,(2006)
 78 

Figura 6: M-FISH em indivíduo normal exibindo pseudocores geradas a partir de 

imagens monocromáticas capturadas separadamente. a) Célula em metáfase b) Cariograma 

46,XY. 
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A despeito de sua grande utilidade na elucidação de cariótipos complexos, 

o M-FISH não identifica com segurança rearranjos como microdeleções ou 

rearranjos muito pequenos, inversões e duplicações (Barouk-Simonet et al., 

2005).  

Apesar do bandeamento G ser o padrão ouro entre todas as técnicas 

usadas na citogenética, este possui limitações uma vez que o padrão de bandas 

claras e escuras não permite em muitos casos a identificação da origem do 

material adicional presente em cromossomos com morfologia alterada. Além disso 

a resolução da técnica é extremamente dependente do espalhamento e da 

condensação cromossômica, parâmetros esses que são geralmente prejudicados 

em casos de leucemia. Dessa forma, o desenvolvimento da técnica de 

bandeamento cromossômico multicolorido (MCB) foi de grande importância para a 

resolução de casos de rearranjos intracromossomais e determinação de pontos 

de quebra onde o bandeamento clássico não era elucidativo (Liehr et al., 2002a). 

A técnica MCB permite a diferenciação de regiões cromossômicas 

específicas ao nível de bandas e sub-bandas com uma resolução de 550 bandas 

ou mais num cariótipo haploide. É baseada na proporção de mudanças de 

intensidade de fluorescência ao longo do cromossomo, as quais são usadas para 

designar diferentes pseudocores para regiões cromossômicas específicas 

formando o bandeamento multicolorido detectados por meio de um programa de 

computador. Uma grande vantagem da técnica é que os perfis do MCB são 
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independentes do tamanho dos cromossomos analisados, dentro do limite, o 

número de bandas pseudocoloridas pode ser ajustado através do programa sem 

a necessidade de uma nova preparação cromossômica ou de repetição da 

coloração (Figura 7) (Liehr et al., 2002b; Weise et al., 2008). 

Fonte: modificado de Liehr et al. (2002b). 

Figura 7: Padrão do MCB, perfil da fluorescência e esquema de marcação do MCB. Baseado 

na microdissecção dos cromossomo 2 (a), 13 (b) e 22 (c). 

 

 O MCB foi desenvolvido e testado inicialmente por Chudoba et al. (1999) 

no cromossomo 5, e mais tarde, Liehr et al. (2002)  desenvolveram a técnica para 

ser aplicada em todos os 24 cromossomos humanos. O DNA de cada região foi 

isolado através da microdissecção (Figura 8), que consiste na retirada de 15 a 20 

fragmentos imprecisos de cada cromossomo em metáfases espalhadas numa 

lâmina através de um aparelho de micro-manipulação, e posteriormente 

amplificado e marcado com fluorocromos diferentes, formando uma biblioteca de 

sondas de regiões específicas que cobrem cada um dos 24 cromossomos 

humanos (Figura 9).  
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     Fonte: modificado de National Human Genome Research Institute. 

Figura 8: Microdissecção de fragmento do cromossomo 2.  

O MCB possui várias aplicações no diagnóstico e na pesquisa, sendo 

utilizado na caracterização de cromossomos marcadores e cromossomos 

derivativos, assim como em estudos da estrutura intranuclear, na análise de 

linhagens celular, na pesquisa de radiação e na citogenética comparativa (Weise 

et al., 2008). 

                             Fonte: Weise et al. (2008). 

Figura 9: Esquema de marcação e localização dos conjuntos de sondas da biblioteca de MCB. 
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A combinação de todas as sondas MCB para os 24 cromossomos 

humanos em um único experimento de FISH é denominado mMCB (multitude 

multicolor chromosome banding – mMCB), e pode ser utilizado em casos onde há 

necessidade de uma análise mais rápida dos cariótipos com alta complexidade 

cromossômica (Figura 10) (Weise et al., 2003; 2008).  

    Fonte: Weise et al. (2003). 

Figura 10: mMCB em célula normal. a) Célula em metáfase mostrando as cores reais dos 

fluorocromos utilizados no mMCB b) Cariótipo 46,XY exibindo pseudocores do bandeamento 

multicolorido. 

 

2.6 Leucemia Promielocítica Aguda na Infância 

A LPA é considerada rara em crianças. Dados de incidência em estudos na 

população norte americana revelam que os casos de LPA pediátrica representa 

de 4% a 8% dos casos de LMA na infância e aproximadamente 10% dos casos de 

LPA em geral (Gregory et al., 2009; Imaizumi et al., 2011). 

A LPA na infância é caracterizada por uma alta incidência de 

características adversas que incluem alto limiar de contagem leucocitária e 

apresentação da forma variante microgranular (LMA M3v) quando comparada 

com a doença no adulto. A morfologia variante microgranular possui um 
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frequência de aproximadamente 30% dos casos pediátricos de LPA (Gregory e 

Feusner, 2009; Sanz et al., 2009). Uma vez que a apresentação da forma variante 

é desprovida das marcantes características da forma clássica, seu diagnóstico 

pode ser retardado e dessa forma aumenta potencialmente as chances de 

complicações clínicas perigosas instalarem-se na fase inicial da doença, sendo 

estas invariavelmente potencialmente fatais. Um exemplo destas complicações 

são os casos de hemorragia intracranial que é uma causa comum de morte 

precoce na fase de indução do tratamento (Testi et al., 2005). 

A vasta maioria dos estudos realizados em LPA quando não excluem 

pacientes pediátricos incluem ambas populações, pediátrica e adulta, sem 

analisá-las separadamente. Estudos clínicos onde é avaliada a resposta 

terapêutica a quimioterapia na LPA infantil são escassos devido a relativa 

raridade da LPA em crianças e adolescentes. A incidência da LPA, assim como 

as LMAs em geral, aumenta ao longo da idade, dessa forma a LPA é mais comum 

em adultos que em crianças. O marco genético da LPA, a t(15;17), torna esta 

doença aparentemente um tipo de leucemia mais homogêneo do que as outras 

malignidades que se apresentam em ambos os grupos, pediátrico e adulto. Este 

fato parece favorecer a lógica da aplicabilidade dos dados obtidos em estudos 

realizados em populações adultas, referentes à resposta da doença aos regimes 

terapêuticos, em pacientes pediátricos. Apesar disso o grau de toxicidade deve 

ser consideravelmente divergente entre adultos e crianças e outras drogas podem 

ser melhor toleradas de possuir maior potencial de cura em crianças do que as 

testadas em adultos (Gregory e Feusner, 2009). A dose ideal para administração 

do ATRA tem sido questionada em estudos devido ao potencial dessa medicação 

em desenvolver colateralmente a síndrome do ATRA e pseudotumor cerebral 
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(hipertenção intracraniana benigna) e outros efeitos adversos (Powell et al., 2007; 

Sanz et al.,2009). 

Um estudo recente realizado numa população exclusivamente pediátrica, 

mostrou que os adolescentes (idade de 13 a 18 anos) aparentemente possuem 

uma resposta particularmente favorável e dentre as crianças (≤ 12 anos) a faixa 

etária abaixo de 4 anos mostrou-se de pior prognóstico apresentando uma alta 

incidência de recaídas. Em geral, nesse estudo ficou demonstrado que crianças 

de menor idade possuem menor sensibilidade à clássica combinação de ATRA e 

quimioterapia e maior toxicidade do que os outros grupos etários (Bally et al., 

2012). 

 

2.6.1 Os fatores prognósticos na LPA na infância 

Diversos fatores prognósticos foram apontados na LPA, sendo que a 

maioria desses dados foram determinados a partir de estudos em população 

adulta ou pediátrica e adulta combinadas. Visto que fatores como morfologia 

variante (M3v), presença de transcrito bcr3, mutações do gene FLT3 e altas 

contagens leucocitárias estão associados a um pior prognóstico, estes fatores têm 

se comportado como características interrelacionadas. Sendo dentre estes, a 

contagem leucocitária, o indicador prognóstico mais consistente e largamente 

aceito, uma vez que outros fatores apresentam sempre algum dado conflitante na 

literatura (Gale et al., 2005; Kuchenbauer et al., 2005). Sanz et al. (2000), num 

estudo europeu conseguiram determinar uma estratificação prognóstica que 

combina as contagens leucocitária (WBC – white blood cells) e plaquetária 

medidas ao diagnóstico. Nesse estudo foi possível a criação de um modelo 
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preditivo simples para sobrevida livre de eventos usando estes dois parâmetros 

(Quadro 6).  

Quadro 6: Determição de risco para SLE.  

Risco Parâmetros 
Risco Baixo WBC ≤ 10000/μL e plaquetas >40000/μL 
Risco Intermediário WBC ≤ 10000/μL e plaquetas ≤40000/μL 
Risco Alto Quaisquer pacientes com WBC > 10000/μL 

Legenda: WBC = contagem leucocitária global                                                     Fonte: Sanz et al.(2000). 

 

Atualmente, o mecanismo da determinação de como a contagem 

plaquetária ao diagnóstico interfere na medida da sobrevida livre de eventos 

permanece duvidosa, pois outros estudos falharam na reprodução do estudo de 

Sanz et al. (2000). No entanto, numerosos estudos demonstraram a redução da 

sobrevida ao aumento da contagem leucocitária, por isso a maioria dos clínicos 

utiliza apenas este parâmetro para a estratificação do risco (Gregory e Feusner, 

2009). 

Técnicas de análise molecular por PCR podem também ser utilizadas no 

contexto prognóstico da LPA. A RT-PCR (reverse transcriptase PCR) para a 

detecção da fusão PML-RARa permite a determinação das diferentes regiões de 

quebra que resultam na formação heterogênea de transcritos PML-RARa (Figura 

11), que em alguns estudos aparecem correlacionado a diversos caracteres da 

doença e possuem valor prognóstico (Gallagher et al, 1997; Burnett et al, 1999; 

Jurcic et al., 2001). O mais frequente ponto de quebra do gene PML ocorre no 

intron 6, sendo o transcrito denominado bcr1, seguido da quebra no intron 3 (bcr3) 

e com menor frequência no éxon 6 (bcr2). Os transcritos bcr1, bcr2, bcr3 são 

denominados de longo (L), variante (V) e curto (S), respectivamente (Figura 11) 

(Jurcic et al., 2001). 
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Fonte: Modificado de Lo Coco et al. (1999). 

Figura 11: Representação esquemática dos três principais transcritos quiméricos PML-

RARα.  O ponto de quebra do gene RARα ocorre sempre no íntron 2. Devido às diferentes 

quebras do gene PML (íntron 6, éxon 6 e íntron 3), diferentes segmentos deste gene se fusionam 

ao éxon 3 do RARα, produzindo os transcritos (isoformas) bcr1 (L), bcr2 (V) e bcr3 (S), 

respectivamente. Os números representam os éxons dos genes PML e RARα. 

A RT-PCR tem sido usada em estudos para determinar se pacientes com 

risco aumentado de recaída podem ser detectados. Para a análise de doença 

residual mínima (DRM) a RT-PCR é utilizada em diversos protocolos na avaliação 

prognóstica de pacientes que não alcançaram a remissão molecular ena 

avaliação prognóstica de pacientes que convertem de PCR negativo para positivo 

em apenas um momento ou em mais de momento durante o tratamento (Diverio 

et al., 1996). Vários trabalhos têm sugerido que a presença do transcrito bcr3 

pode conferir um mau prognóstico, sendo identificados nestes pacientes tanto 

menor sobrevida livre de doença quanto menor sobrevida total (Vahdat et al., 

1994; Jurcic et al., 2001). No entanto, este efeito foi mais evidenciado em estudos 

onde o ATRA foi administrado como único agente indutor durante a terapia e isto 
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pode estar relacionado à diminuição da sensibilidade ao ATRA observada em 

estudos in vitro de casos com bcr3 (Cassinat et al., 2001). Em outros trabalhos, 

onde foram empregados simultâneamente o ATRA e quimioterapia como agentes 

indutores e antraciclínicos na fase de consolidação, nenhum efeito semelhante foi 

suficientemente destacado para promover qualquer modificação na abordagem 

terapêutica (Burnett et al., 1999; Sanz et al., 2000). 

 A isoforma bcr2 também tem sido associada a piores resultados. 

Entretanto, como estes transcritos estão presentes em apenas 5% dos pacientes 

e são heterogêneos molecularmente (variante), os casos estudados até hoje são 

insuficientes para excluir a possibilidade que algumas evidências estejam 

ocorrendo ao acaso e não sejam de fato efeitos biológicos genuínos (Reiter et al., 

2000; Mystry et al., 2003). Dessa forma os transcritos bcr2 e bcr3 são 

relacionados à piores prognósticos, sendo que o bcr2 está mais associado a 

casos com baixa sensibilidade a terapia com o ATRA e o bcr3 a altas contagens 

leucocitárias ao diagnóstico e a morfologia variante hipogranular, além de menor 

sobrevida livre de doença e menor sobrevida total (Vahdat et al., 1994; Gallagher 

et al, 1997; Jurcic et al., 2001; Gu et al, 2002; Mystry et al., 2003). 

A determinação do ponto de quebra do gene PML é também relevante para 

a escolha dos primers que serão usados posteriormente no acompanhamento da 

DRM, seja usando a RT-PCR convencional ou a técnica quantitativa ‘Real-Time’ 

RT-PCR (RQ-PCR) (Grimwade, 2002). O diagnóstico pela RT-PCR possui ainda 

outra vantagem que é a detecção dos transcritos recíprocos RARα-PML, os quais 

fornecem mais um alvo potencial para a monitorização da DRM e estão presentes 

em cerca de 75% dos pacientes (Burnett et al, 1999). 
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A importância do diagnóstico molecular para o direcionamento terapêutico 

adequado dos pacientes com suspeita de LPA foi primeiramente sugerido por 

Miller et al (1992) e foi posteriormente destacado em vários estudos incluindo o 

último estudo clínico MRC ATRA (Medical Research Council) (Grimwade et al., 

1999). Pacientes com apenas a evidência molecular da fusão PML-RARα 

possuem o mesmo prognóstico favorável que aqueles pacientes com a t(15;17) 

detectada, enquanto que os casos que não possuem comprovações molecular e 

citogenética para o rearranjo PML-RARα têm pior prognóstico (Burnett et al, 

1999). 

Elevadas taxas de óbitos durante a fase de indução e baixa sobrevida 

global são observadas em pacientes mais velhos e naqueles com altas contagens 

leucocitárias (Tallman et al, 2002). A expressão de CD56, detectado pelas provas 

imunofenotípicas, também é uma das variáveis preditivas de aumento do risco de 

recaída juntamente com a presença de elevadas contagens leucocitárias (Murray 

et al, 1999; Ferrara et al, 2000). 

Um resumo dos principais fatores prognósticos na LPA é apresentado 

abaixo no Quadro 7.  

Quadro 7: Fatores prognósticos na Leucemia Promielocítica Aguda. 

Fator Prognóstico Observações 

Gene parceiro de fusão 
Pior prognóstico nos casos de LPA com PLZF-RARα, 
devido à insensibilidade ao tratamento com ATRA e ATO 

Nos casos com rearranjo PML-RARα 
  1. Contagem leucocitária/plaquetas 
  2. Expressão de CD56 
  3. Ponto de quebra PML 
      
  4. M3 x M3v 
 

 
1. Preditiva para SLE, taxa de RC e obtenção da TR 
2. Associado à maior TR 
3. Dados conflituosos; pior prognóstico para as isoformas 
bcr2 e bcr3 em alguns estudos 
4. Piores resultados na morfologia M3v, associada à 
presença de alta WBC. 

Idade 
Taxas de óbito na fase de indução significantemente 
maiores em crianças abaixo de 4 anos 

DRM Fator de risco independente para ocorrência de recaída 
Legenda: RC, remissão completa; TR, taxa de recaída; M3, LPA hipergranular clássica; M3v, LPA 
microgranular variante; WBC, contagem leucocitária; DRM, doença residual mínima 
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2.7 Marcadores moleculares: os genes FLT3 e NPM1 

Atualmente as vantagens da identificação molecular de marcadores que 

possuem importância prognóstica em pacientes com LMA vêm sendo estudadas, 

uma vez que tais informações podem ser utilizadas na estratificação para 

definição dos grupos citogenéticos de risco. Dentre os marcadores de importância 

prognóstica na LMA, os genes FLT3 e NPM1 têm sido de grande destaque na 

literatura (Rau e Brown, 2009; Barragán et al., 2011; How et al., 2013). 

O gene FLT3 codifica um receptor tirosina quinase de classe III (tirosina 

quinase 3 semelhante a FMS ou FLT3) que é expresso na superfície de células 

progenitoras hematopoiéticas e é composto por cinco domínios extracelulares do 

tipo imunoglobulina, um domínio transmembranar e um juxtamembranar, seguidos 

de dois domínios intracelulares de tirosina quinase (Figura 12). O gene FLT3 está 

localizado na região 13q12 e seu ligante pode ser encontrado sob uma forma 

solúvel ou forma ligada à membrana em células do estroma da medula óssea 

(Litzow, 2005).  

As mutações no domínio justamembranar do gene FLT3 (FMS-like tyrosine 

kinase-3) foram uns dos primeiros marcadores identificados e é um achado 

comum em 1/3 dos casos de LMA, especialmente, naqueles com citogenética 

normal e com leucemia promielocítica aguda, tornando-se uma das 
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anormalidades moleculares mais frequentemente identificados na LMA. Estas 

mutações são do tipo duplicação interna em tandem (FLT3/ITD).  

       Fonte: Modificado de Litzow (2005). 

Figura 12: Representação esquemática do receptor FLT3. A figura mostra a localização da 

dupliçao interna em tandem dentro do domínio justamembranar e das mutações de ponto no 

segundo domínio quinase. 

 

Mutações pontuais de ativação de loop no segundo domínio de quinase 

(FLT3/TKD) também podem desencadear a ativação constitutiva deste gene em 

pacientes com LMA, apesar de serem menos frequentes que a do tipo ITD (Naoe 

e Kiyoi, 2004). Estas mutações pontuais são do tipo missense e ocorrem mais 

frequentemente nos resíduos D835/I836 da quinase 2 (Figura 12). A ocorrência 

mais frequente (50% dos casos), consiste na substituição do nucleotídeo G por T 
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no resíduo D835, levando a mudança do aminoácido aspartato por tirosina na 

proteína mutante (Whitman et al., 2008).  

As mutações do gene FLT3 (FLT3/Mut) possuem papel essencial na 

capacidade de sobrevivência das células progenitoras hematopoiéticas e em seus 

processos de diferenciação e proliferação celular (Small, 2006). A expressão da 

forma selvagem deste gene é excepcionalmente alta em mais de 90% dos casos 

de LMA. Esta superexpressão é um dos possíveis mecanismos onde o gene FLT3 

contribui ao desenvolvimento leucemogênico, contudo a existência de mutações 

ativadoras deste gene constrói uma forte evidência da importância do mesmo 

(Gilliand e Griffin, 2002; Yanada et al., 2005). 

Recentemente, Kutny et al. (2012) demonstraram que as FLT3/Mut 

estavam presentes em cerca de 1/4 dos casos pediátricos de LPA. Apesar de 

frequentes nos casos de LPA, as mutações do gene FLT3 não possuem seu valor 

prognóstico muito bem estabelecido, apesar de estarem associadas a altas 

contagens leucocitárias, aumento do percentual de células blásticas na medula 

óssea, aumento do risco de recaída após remissão completa e redução da taxa 

de sobrevida geral (Gale et al., 2008). 

O potencial de interação das FLT3/Mut com outras anormalidades 

moleculares também apresenta importância quando se considera o significado 

prognóstico. Exemplo destas interações é a mutação adquirida do éxon 12 do 

gene da nucleofosmina 1 (NPM1) e sua significante proporção em pacientes que 

possuem a mutação FLT3/ITD (Daver et al., 2013).  

O gene NPM1 localiza-se na região 5q35 e possui 12 éxons responsáveis 

pela codificação da proteína nucleofosmina (anteriormente mencionada no tópico 

2.4 desta revisão) (Figura 13).  
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Fonte: Modificado de Falini (2007). 

Figura 13: Representação esquemática da estrutura da NPM selvagem e mutada. Localização 

dos domínios da NPM1 selvagem e suas funções (A) e sua forma mutada (B). 

 

A proteína NPM selvagem é composta por dois domínios NES (domínio de 

sinal de exportação nuclear) na região N-terminal, responsáveis pelo transporte 

da proteína do núcleo para o citoplasma e um domínio NLS (domínio de sinal de 

ligação ao núcleo) que direciona o transporte do citoplasma para o núcleo e 

ancoragem no nucléolo) (Figura 13). Nas células normais, o domínio NLS tem 

atividade predominante sobre os domínio NES, fazendo com que a proteína 

selvagem seja abundante no núcleo. As mutações do éxon 12 neste gene 

provocam o surgimento de um novo domínio NES na região C-terminal oriundas 

de alterações nos resíduos 288 e 290 de triptofano. Estas mudanças são 

responsáveis pela localização citoplasmática aberrante da proteína NPM mutante 

(Falini et al., 2006; Bolli et al., 2007; Rau e Brown, 2009). 

Em geral, mutações NPM1 são associadas a uma tendência de aumento 

nas taxas de sobrevida global e significante melhora nas taxas de sobrevida livre 

de doença ou recaída. Em análises multivariadas as mutações NPM1 se 
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comportam como um favorável fator prognóstico independente (Falini et al., 

2007). 

 Devido às suas implicações prognósticas e terapêuticas é requerida uma 

atenção especial à LPA dentre as leucemias mielóides agudas. A literatura relata 

que a taxa de remissão completa da doença chega a 90% dos pacientes com a 

terapia atual e a taxa de cura pode atingir 80% (Bassi e Rego, 2012). No entanto, 

a real situação dos resultados do tratamento da LPA em países em 

desenvolvimento, como o Brasil, é desconhecida (Ribeiro e Rego, 2006). Este 

trabalho contribuirá na melhor investigação dos casos de LPA em pacientes 

brasileiros objetivando a identificação de marcadores que possam redirecionar o 

acompanhamento e tratamento destes pacientes. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

Esse trabalho visa realizar uma análise citogenética e molecular em 

pacientes diagnosticados com leucemia promielocítica aguda (LPA) no Centro de 

Oncohematologia Pediátrica do Hospital Universitário Oswaldo Cruz/UPE. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Determinar o cariótipo dos pacientes diagnosticados com LPA; 

2. Determinar a translocação t(15;17) em pacientes com cariótipos normais 

ou complexos; 

3. Realizar o estudo citogenético molecular por M-FISH e/ou MCB em 

pacientes com cariótipos complexos para determinação das alterações 

cromossômicas adicionais; 

4. Realizar análise molecular (RT-PCR) para determinação do ponto de 

quebra do gene PML (transcritos bcr1/2 ou 3); 

5. Realizar análise molecular para determinação da ocorrência das mutações 

FLT3 e/ou NPM1; 

6. Relacionar os dados citogenéticos clássicos/moleculares e de biologia 

molecular com a evolução clinica e prognóstica dos pacientes. 
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4. Material e Métodos 

4.1 Local e desenho do Estudo 

 O estudo foi realizado no Laboratório do Centro de Oncohematologia 

Pediátrica do Hospital Universitário Oswaldo Cruz (CEONHPE/HUOC/UPE). Este 

estudo é do tipo transversal analítico descritivo, sendo retrospectivo no período de 

janeiro de 2004 a fevereiro de 2010 e prospectivo no período de março de 2010 a 

outubro de 2013. 

 

4.2 Pacientes  

 No estudo foram incluídos os casos de crianças com idade de zero a 18 

anos com diagnóstico de LPA acompanhadas nos CEONHPE/HUOC/UPE. As 

amostras de medula óssea (MO) e/ou sangue periférico (SP) dos pacientes foram 

colhidas em seringas estéreis e heparinizadas (5-10ml) e enviadas para o 

Laboratório do CEONHPE/HUOC/UPE para serem realizadas as análises de 

citogenética e biologia molecular. 

4.3 Métodos 

4.3.1 Obtenção dos cromossomos mitóticos e bandeamento G 

 A obtenção dos cromossomos mitóticos para o bandeamento G e FISH foi 

realizada segundo Testa et al. (1985). O bandeamento G foi realizado segundo 

protocolo padrão. Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo 

com o Sistema Internacional para Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN) 

de 2013. A análise cromossômica foi realizada em microscopia óptica analisando 

até 20 células para cada caso. Um caso foi considerado anormal quando mais de 
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três células apresentaram a mesma alteração cromossômica. A documentação foi 

feita no sistema de captura de imagens (Meta System Imaging). 

4.3.2 Citogenética molecular: FISH, M-FISH e MCB 

4.3.2.1 FISH para pesquisa da t(15;17) 

Para a técnica de FISH a sonda comercial de sequência homóloga de DNA 

LSI PML/RARa para a t(15;17) (Aquarius – Cytocell), foi utilizada seguindo o 

protocolo do fabricante. A análise de no mínimo 100 núcleos interfásicos ou 3 

metáfases para cada caso foi feita por microscópio de fluorescência. As imagens 

foram analisadas, capturadas e processadas utilizando-se microscópio de 

fluorescência equipado com Sistema de Captura digital para FISH e programas 

para análise de imagem IKAROS e ISIS (MetaSystem, Alemanha). 

 

4.3.2.2 FISH com sondas BAC e WCP, M-FISH e MCB 

 

As técnicas de FISH com sondas BAC e WCP, M-FISH e MCB foram 

realizadas no Laboratório de Citogenética Molecular do Instituto de Genética 

Humana da Universidade de Jena (Alemanha) coordenado pelo Dr. Thomas Liehr, 

durante o Estágio de Doutorado Sanduíche realizado com financiamento de bolsa 

PDSE da CAPES no período de outubro/2012 a abril/2013. 

Todas as sondas utilizadas nestas metodologias foram confeccionadas in 

house e seguiram a metodologia descrita a seguir: 
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4.3.2.2.1 Marcação e precipitação de Sondas de DNA 

 

A marcação de sondas de DNA decorre da conjugação da molécula de 

fluorocromo ou hapteno com a sequência de DNA a ser marcada. Os seguintes 

componentes listados na tabela 1 compoem o mix para a marcação de sondas 

através de DOP PCR (degenerate oligonucleotide-primed PCR). 

 

Tabela 1 : Composição do mix para marcação de sondas BAC, WCP, M-FISH e MCB. 

Componentes Volumes (μl)  

dH2O  

(Aqua ad iniectabilia, Braun) 
11,08 

Tampão 10X  

(0.5µl de 0.05% NP-40 + 1000µl Tampão 10X) 

(Applied Biosystems) 

2,0 

Primer DOP PCR (10μM) (5-CCGACTCGAGNNNNNNAT-3) 

(Biomers.net) 
1,0 

Label Mix 

(150µl dH2O + 50µl dTTP + 100µl dATP, dCTP, dGTP)  

(Applied Biosystems) 

2,0 

MgCl2 

(Roche) 
3,0 

Ampli Taq® DNA polimerase (5u/µl) 

(Applied Biosystems) 
0,12 

Volume Final do Mix (μM) 19,2 

 
De acordo com o tipo de marcação (direta ou indireta), foram adicionados 

aos outros componentes no tubo de PCR: 

1. Para marcação indireta: 0.5µl de biotina-16-dUTP (Roche Diagnostics 

GmbH) ou 1µl de digoxigenina-11-dUTP (Roche Diagnostics GmbH) 

2. Para marcação direta: 1µl de dietilaminocumarina (DEAC) DY-415-aadUTP 

(Dyomics),1µl de Texas red®-12-dUTP (Invitrogen), 2µl de Spectrum 

orange (Abbott) ou 2µl de Spectrum green (Abbott). 
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Finalmente, uma vez que todos os componentes foram adicionados 

acrescenta-se o DNA a ser marcado nos seguintes volumes: 

1. 1,5μl de DNA para marcação de sondas de até 1Mb (Ex.: sondas BAC);  

2. 3,0μl de DNA para marcação de sondas maiores que 1Mb (Ex.: sondas 

WCP e MCB).  

O mix de sondas para M-FISH é composto de 24 sondas WCP, 

representando cada um dos cromossomos humanos marcados diferencialmente e 

o padrão de marcação segue a metodologia descrita por Kearney (2006). Cada 

mix de sonda MCB é composto pelas bibliotecas das regiões de cada 

cromossomo marcadas diferencialmente (Ex.: a sonda MCB para o cromossomo 

2 possui 12 bibliotecas) e segue o padrão descrito por Liehr et al. (2002b). 

Todo o processo de marcação foi realizado dentro de uma câmara de fluxo 

laminar (Heraeus, Alemanha), para evitar a contaminação de outras possíveis 

fontes de DNA. Posteriormente os microtubos foram colocados  no termociclador 

e submetidos a 30 ciclos nas seguintes condições descritas na tabela 2:  

 

Tabela 2: Condições de ciclagem utilizadas na marcação se sondas para FISH. 

Desnaturação  
inicial 

30 ciclos Extensão  
Final Desnaturação Hibridação Extensão 

T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t 

94 3’ 91 1’ 56 1’ 70 2’ 72 5’ 

Legenda: T = temperatura; ∆t = tempo de duração da etapa 

 
Após a marcação e amplificação por DOP PCR, os produtos da PCR foram 

submetidos a etapa de preciptação. Nesta fase foram adicionados em cada 

microtubo 115µl do mix de precipitação que é composto de: 10µl de tRNA 

(Roche), 5µl de acetato de sódio (3M) e 100µl de etanol 100%. Os microtubos 
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foram então estocados à -80ºC por 60 minutos ou à -20ºC overnight e 

posteriormente centrifugados na temperatura de 4ºC e rotação de 15300 rpm por 

20 minutos. O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram deixados para 

secar à temperatura ambiente por 20 minutos. O pellet foi então reidratado com 1-

2µl dH2O e homogeneizado a 37°C por 30 minutos. Em seguida foi adicionado 

Sulfato de dextrano (DS) (2g de Sulfato de sódio dextrano (Sigma), 2ml de 20X 

SSC, 2ml de tampão fosfato salino (PBS) (0,5M, pH 7) nos seguintes volumes a 

depender do tipo de sonda: 

1.  79µl de DS para sondas BAC; 

2.  23µl de DS para sondas WCP; 

3.  22µl de DS para sondas M-FISH; 

4.  22µl de DS para sondas MCB. 

Os microtubos foram novamente homogeneizados por 30 minutos à 37°C. 

Após a homogeneização as sondas estavam prontas para uso imediato ou eram 

estocadas à -20°C para uso posterior.  

 

4.3.2.2.2 Pré-tratamento de lÂminas  

 

As lâminas utilizadas nos ensaios de FISH com sondas BAC, WCP, M-

FISH e MCB passaram por um pré tratamento para desnaturação do DNA total 

antes da etapa de hibridização. Este pré tratamento seguiu as seguintes etapas: 

1. Adicionar 5µl de 0.2N HCl à 95µl de água deionizada ultra pura (Milli-Q®) 

em uma jarra de coplin e aquecer até 37ºC em banho maria. 

2. Uma vez alcançada a temperatura de 37ºC dentro da jarra, adicionar 0,5ml 

de solução de pepsina (1g de pepsina (Sigma) + 50ml água deionizada). 
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3.  Colocar a(s) lâmina(s) na solução imediatamente após a adição da 

pepsina por 5 minutos à 37ºC. 

4. Transferir a(s) lâmina(s) para uma jarra com 1xPBS (47,75g de PBS 

Dulbecco w/o Mg2+ w/o Ca2+ (Biochrome AG) + 5000ml de água 

deionizada, pH 7-7,5) por 5 minutos à temperatura ambiente. 

5.  Retirar a(s) lâmina(s) da solução 1xPBS e pingar 100µl de solução post 

fixative (5ml paraformaldeído + 4,5ml 1xPBS + 500µl de MgCl2 à 1M) em 

lamínula (24x60 mm) e cobrir a(s) lâmina(s) por 10 minutos à temperatura 

ambiente. Trabalhar em capela de exaustão nesta etapa devido aos 

vapores de paraformaldeído. 

6.  Remover cuidadosamente a(s) lamínula(s) e lavar a(s) lâmina(s) em 

1xPBS por 5 minutos à temperatura ambiente. 

7. Lavar a(s) lâmina(s) em água deionizada por 1 minuto à temperatura 

ambiente. 

8. Desidratar a(s) lâmina(s) em série de etanol (70%, 95% e 100%) por 3 

minutos cada à temperatura ambiente. 

9. Deixar a(s) lâmina(s) para secar à temperatura ambiente. 

 

4.3.2.2.3 Hibridação 

 

A etapa de hibridação para as técnicas de M-FISH, MCB e FISH com 

sondas BAC e WCP seguiram a sequência descrita abaixo: 

1. As sondas marcadas foram misturadas a volumes de sulfato de dextrano 

(DS) e DNA COT1 humano nas proporções apresentadas na tabela 3 em 

microtubos de 0,5ml.  
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Tabela 3: Composição dos mixes de hibridização para sondas BAC, WCP, MCB e M-FISH. 

               Volume 
Sonda 

Sonda (µl) DS (µl) DNA COT1* (µg) 

BAC 3 3 2,5 

WCP 3-4 6-7 5 

MCB 6 6 10 

M-FISH 10 10 20 
*COT1 Human DNA 1µg/µl (Roche) 

 

2. Os microtubos foram brevemente vortexados e colocados em 

homogeneizador por 10 minutos à 37ºC. 

3. A etapa de pré-hibridação das sondas é realizada em termociclador 

seguindo o programa ‘Prehyb’ nas seguintes condições: 

a) 75ºC por 5 minutos; 

b) 4ºC por 2 minutos; 

c) 37ºC por 30 minutos; 

d) 4ºC – temperature final do programa (for ever). 

4. Enquanto as sondas estão na pré-hibridização a(s) lâmina(s) foram 

cobertas com 100µl de formamida 70% (140ml formamida + 20ml 20xSSC 

(Invitrogen) + 40ml água deionizada) e lamínula(s) (24x60 mm) por 3-5 

minutos à 72-73ºC. Trabalhar em capela de exaustão nesta etapa. 

5. Remover a(s) lamínula(s) cuidadosamente e imergir a(s) lâmina(s) em 

etanol 70% à -20ºC por 3 minutos. 

6. Imediatamente continuar a série de desidratação da(s) lâmina(s) em etanol 

95% e 100% por 3 minutos à temperatura ambiente. 

7. Deixar a(s) lâmina(s) para secar à temperatura ambiente. 
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8. Retirar as sondas do termociclador e aplicar 3-20µl da sonda na(s) 

lÂmina(s) e cobrir com lamínula e selar as extremidades da lamínula com 

cola fixo gum (Marabu). 

 

Uma vez selada(s) a(s) lamínula(s) devem ser incubadas em câmara úmida 

por 16-72h. Quanto maior a extensão da sonda maior deve ser o seu tempo de 

incubação. 

 

4.3.2.2.4 Lavagem pós-hibridação 

 

A etapa de lavagem pós-hibridização difere para sondas marcadas 

diretamente e sondas marcadas indiretamente. Estas últimas ainda precisam ser 

conjugadas às suas respectivas moléculas sinalizadoras para posterior 

visualização do sinal fluorescente. 

 

4.3.2.2.4.5 Lavagem para marcação direta 

1. Remover cuidadosamente a(s) lamínula(s) e colocar a(s) lâmina(s) em uma 

jarra de coplin opaca ou de cerâmica com 1xSSC (25ml de 20xSSC 

(Invitrogen) + 475ml água deionizada, pH 7-7,5) à 62ºC em banho maria 

por 5 minutos. 

2. Lavar a(s) lâmina(s) em 4xSSC (100ml de 20X SSC (Invitrogen) + 400ml 

de água deionisada + 250µl de Tween® 20, pH 7-7,5.) à temperatura 

ambiente por 5 minutos no homogeneizador. 

3. Lavar seguidamente a(s) lâmina(s) em 1xPBS à temperature ambiente por 

5 minutos. 
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4. Desidratar a(s) lâmina(s) em série de etanol (70%, 95% e 100%) por 3 

minutos cada à temperatura ambiente. 

5. Deixar para secar em câmara escura. 

6. Aplicar 15µl de DAPI (1000µl de meio de montagem Vectashield (Vector 

Laboratories/Biozol) + 2µl de DAPI) na(s) lâmina(s) e cobrir com lamínula. 

7. Refrigerar a(s) lâmina(s) por no mínimo 30 minutos antes da analise em 

microscópio de fluorescência. 

 

4.3.2.2.4.6 Lavagem para marcação indireta 

1. Remover cuidadosamente a(s) lamínula(s) e colocar a(s) lâmina(s) em uma 

jarra de coplin opaca ou de cerâmica com 1xSSC à 62ºC em banho maria 

por 5 minutos. 

2. Lavar a(s) lâmina(s) em 4xSSC à temperature ambiente por 5 minutos no 

homogeneizador. 

3. Adicionar 100µl de marvel (0,1g de leite em pó desnatado (Chivers Ireland 

Ltd) + 2000µl de 4xSSC homogeneisado à 2500 rpm por 5 minutos TA) e 

cobrir com lamínula (24x60 mm) por 15 minutos à 37ºC em câmara úmida. 

4. Preparar o mix de anticorpos conjugados nas seguintes diluíções: 

· 1µl de estreptavidina-FITC (Vector Laboratories/Biozol) com 99µl de 

marvel. 

· 5µl de estreptavidina-Cy5 (Amersham) com 95µl de marvel. 

· 10µl de anti-digoxigenina rodamina (Roche) com 90µl de marvel. 

· 10µl de anti-digoxigenina fluoresceína (Roche) com 90µl de marvel. 

5. Retirar a(s) lamínula(s) e lavar a(s) lâmina(s) em 4xSSC à temperature 

ambiente por 1-2 minutos no homogeneizador. 
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6. Aplicar 100µl do mix de anticorpos conjugados de acordo com os antígenos 

utilizados (biotina ou digoxigenina) e cobrir com lamínula (24x60 mm). 

Incubar a(s) lâmina(s) em câmara úmida por 45 minutos à 37°C. 

7. Remover a(s) lamínula(s) e lavar a(s) lâmina(s) em 4xSSC (TA) por 5 

minutos no homogeneizador, trocar a solução e homogeneizar por mais 5 

minutos.  

8. Lavar em 1xPBS por 3-5 minutos (TA) no homogeneizador. 

8. Desidratar a(s) lâmina(s) em série de etanol (70%, 95% e 100%) por 3 

minutos cada à temperatura ambiente (as jarras de coplin utilizadas devem 

ser opacas). 

9.  Deixar para secar em câmara escura. 

10. Aplicar 15µl de DAPI na(s) lâmina(s) e cobrir com lamínula. 

11. Refrigerar a(s) lâmina(s) por no mínimo 30 minutos antes da análise em 

microscópio de fluorescência. 

 

Todas as análises foram realizadas em microscópio de fluorescência 

acoplado a sistema de captura (Axio Imager, Zeiss, Alemanha) e software ISIS 

(MetaSystems Hard & Software GmbH, Alemanha). 

 

4.3.3 Biologia Molecular  

  

Na análise molecular das amostras de sangue dos pacientes coletadas em 

EDTA, primeiramente foi realizada a separação de leucócitos utilizando o 

reagente Ficoll-Paque Plus da Amersham Pharmacia Biotech e o armazenamento 

em Trizol® (Invitrogen). Após este procedimento, as amostras foram congeladas 

em freezer -80ºC para posterior extração de RNA e DNA.  
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4.3.3.1 Extração de Ácidos Nucléicos  

4.3.3.1.1 Extração do RNA 

  O RNA celular total, utilizado para a construção do cDNA, foi extraído dos 

leucócitos congelados. A qualidade do RNA foi observada através de eletroforese 

em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etídio.  

 

4.3.3.1.2 Extração do DNA 

  

O DNA genômico utilizado na identificação das mutações FLT3/ITD, 

FLT3/TKD e NPM1 foi extraído pelo método de Trizol® seguindo o protocolo do 

fabricante. A qualidade do DNA foi observada através de eletroforese em gel de 

agarose a 0,8% corado com brometo de etídio. 

 

4.3.3.2 Construção do cDNA 

  

A síntese do cDNA foi realizada a partir do kit comercial da Amersham 

Pharmacia Biotech, segundo van Dongen et al. (1999). O cDNA foi utilizado para 

a identificação do rearranjo PML/RARα. Para avaliar a qualidade do cDNA foi 

utilizado um controle interno amplificado através de uma reação de PCR multiplex 

de acordo com o protocolo descrito por Lion e Kidd (1998). Os primers utilizados 

neste controle interno foram: PBGD, ABL, β2MG e BCR. 

 

4.3.3.3 Identificação da t(15;17) pela RT-PCR  

  

Para a identificação da t(15;17) foi utilizado o master mix (Promega) de 

acordo com as instruções do fabricante com um volume final de 11,5mL. Os 
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primers utilizados para a detecção dos transcritos bcr 1/2 e bcr 3 foram baseados 

no protocolo descrito por van Dongen et al. (1999) e estes foram:  

 t(15;17) bcr ½ t(15;17) bcr 3 

Oligo 5´ CAGTGTACGCCTTCTCCATCA CTGCTGGAGGCTGTGGAC 

Oligo 3´ GCTTGTAGATGCGGGGTAGA GCTTGTAGATGCGGGGTAGA 
  

Controles positivo e negativo foram utilizados para validar a reação e para 

garantir a ausência de produtos inespecíficos foi utilizado um branco sem adição 

de cDNA do paciente. As amostras foram submetidas a 35 ciclos de amplificação, 

em termociclador Eppendorf. O programa de amplificação consistiu em: 

desnaturação das amostras a 94oC, por 30 segundos, nos ciclos subsequentes; 

pareamento dos primers a 65oC, por 30 segundos; extensão da fita a 72oC, por 30 

segundos, com extensão final a 72°C por 7 minutos. Foram retiradas alíquotas 

dos produtos de PCR para serem analisadas após migração em gel de agarose a 

2%, contendo brometo de etídio e marcador de peso molecular de 1kb plus. 

 

4.3.3.4 Identificação das mutações dos genes FLT3 e NPM1 

 

O estudo das mutações FLT3/ITD e NPM1 foi realizado através da 

metodologia de PCR convencional seguida da aplicação dos produtos da PCR 

para eletroforese em gel de agarose. Enquanto na análise da mutação FLT3/TKD 

foi utilizada a metodologia de PCR-RFLP, utilizando a enzima de restrição EcoRV 

na etapa de digestão como anteriormente descrito por Whitman et al. (2008). 

A composição dos mixes de amplificação utilizados na pesquisa das 

mutações FLT3/ITD, FLT3/TKD e NPM1 para realização da PCR está descrita na 

Tabela 4. O volume final do mix apresentado representa o volume final em cada 

micro tubo para análise de cada paciente estudado.  
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Tabela 4: Composição do mix para amplificação dos genes FLT3 e NPM1. 

Componentes 
Volumes (μl) para  
FLT3 (ITD e TKD) 

Volumes (μl) para  
NPM1 

Tampão (10x) 5,0 2,5 

MgCl2 (50mM) 2,0 1,5 

dNTP’s (10mM) 1,0 0,5 

Primer Sense (10μM) 1,0 0,3 

Primer Antisense (10μM) 1,0 0,3 

Taq DNA polimerase 0,25 0,25 

DNA (200ng) 1,0 0,5 

dH2O 38,75 19,15 

Volume Final do Mix (μM) 50,0 25,0 

 

As sequências dos primers utilizados na composição do mix de cada 

mutação estudada são apresentadas na Tabela 5. 

Tabela 5: Sequência dos primers usados na pesquisa das mutações dos genes FLT3 e NPM1. 

Mutação 
Analisada 

Sentido do 
primer 

Sequencia do 
Primer 

FLT3/ITD 
Forward 

 

Reverse 

5’ GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 3’ 
 

5’ CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3’ 

FLT3/TKD 
Forward 

 

Reverse 

5’ CCGCCAGGGAACGTGCTTG 3’ 
 

5’ GCAGCCTCACATTGCCCC 3’ 

NPM1 
Forward 

 

Reverse 

5’ GTGGTAGAATGAAAAATAGAT 3’ 
 

5’ CTTGGCAATAGAACCTGGAC 3’ 

 

Após a preparação dos mixes das reações, estas foram submetidas à 

etapa de amplificação em termociclador. As condições das ciclagens 

programadas são descritas abaixo e resumidas na Tabela 6. 

Para a amplificação das reações para a mutação FLT3/ITD a ciclagem 

programada foi quatro minutos a 94ºC para desnaturação inicial seguida de 40 
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ciclos de um minuto a 94ºC, 30 segundos a 52ºC e 30 segundos a 72ºC, 

finalizando com uma extensão de cinco minutos a 72ºC. 

A amplificação das reações para a mutação FLT3/TKD utilizou a ciclagem 

de quatro minutos a 94ºC para desnaturação inicial seguida de 40 ciclos de hum 

minuto a 94ºC, 40 segundos a 55ºC e 30 segundos a 72ºC, com extensão final de 

cinco minutos a 72ºC. 

Para a mutação NPM1, a amplificação das reações seguiu as condições de 

10 minutos a 94ºC para desnaturação inicial seguida de 40 ciclos de 30 segundos 

a 94ºC, hum minuto a 56ºC e dois minutos a 72ºC, finalizando com uma extensão 

de sete minutos a 72ºC. 

Tabela 6: Condições de ciclagem utilizadas na amplificação da mutações nos genes FLT3 e 

NPM1 estudadas. 

Mutação 

Analisada 

Desnaturação 
inicial 

40 ciclos Extensão  
Final Desnaturação Hibridação Extensão 

T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t T (ºC) ∆t 

FLT3/ITD 94 4’ 94 1’ 52 30’’ 72 30’’ 72 5’ 

FLT3/TKD 94 4’ 94 1’ 55 40’’ 72 30’’ 72 5’ 

NPM1 94 10’ 94 30’’ 56 1’ 72 2’ 72 7’ 

Legenda: T = temperatura; ∆t = tempo de duração da etapa 

No estudo da mutação FLT3/TKD, os produtos da amplificação tiveram a 

qualidade avaliada antes da etapa de digestão, através da observação dos 

fragmentos da PCR após eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado com 

brometo de etídio e exposição à luz ultravioleta. Tendo sua qualidade da 

amplificação atestada, os produtos foram submetidos à digestão enzimática pela 

endonuclease de restrição EcoRV por três horas. Os produtos da digestão foram 

então submetidos novamente à eletrofores em gel (corado com brometo de etídio) 
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na concentração de 3%. Para a análise das mutações FLT3/ITD e NPM1, após a 

amplificação, os produtos da PCR foram corridos em gel de agarose a 4% corado 

com brometo de etídio. 

Os tamanhos dos fragmentos finais das reações para todas as mutações 

estudadas e seus respectivos genes selvagens estão relacionados na Tabela 7. 

Tabela 7: Relação do tamanho dos fragmentos finais nas mutações FLT3/ITD, FLT3/TKD e 

NPM1. 

Mutação 
Analisada 

 
Tamanho do fragmento 

amplificado 
Tamanho do fragmento  

após digestão 

FLT3/ITD 
S 
 

M 

331 pb 
 

>331 pb 
- 

FLT3/TKD 
S 
 

M 

144 pb 
 

144 pb 

68 e 46 pb 
 

144, 68 e 46 pb 

NPM1 
S 
 

M 

294 pb 
 

298 pb 
- 

Legenda: S = selvagem; M = mutante; pb = pares de bases 

4.4 Aspectos Éticos 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital Oswaldo Cruz 

(CEP - HUOC/UPE nº 83/2011) (Anexo 1). Todos os responsáveis pelos 

pacientes do período retrospectivo deste projeto assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).  

Os responsáveis pelos pacientes referentes ao período prospectivo deste 

projeto foram orientados sobre a proposta de estudo e informados de todos os 

critérios para a inclusão no projeto e assinaram o Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido. 
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5. Resultados 

5.1 Sexo, idade, status e protocolos de tratamento  

Durante o período do estudo, 16 pacientes pediátricos foram 

diagnosticados com LPA, representando 29,09% dos 55 casos de LMA na 

infância diagnosticados no mesmo período. 

A idade dos pacientes estudados variou de 5 a 17 anos, incluindo ambos 

os sexos, com média de 11,81 anos. Houve discreta prevalência do sexo feminino 

na amostra (56,25%) (Tabela 8).  

Os pacientes atendidos até o ano de 2006 (31,25%) foram tratados 

seguindo o regime terapêutico do protocolo BFM 83 + ATRA. Os pacientes 

atendidos a partir de 2007 (68,75%) seguiram o regime terapêutico 

PETHEMA/HOVON LPA2005 (Tabela 8).  

Quanto ao status dos 16 pacientes, oito encontram-se vivos ou na fase de 

manutenção do tratamento e oito foram a óbito, sendo que destes sete tiveram 

óbitos precoces ainda na fase de indução. Os motivos primários dos óbitos foram 

hemorragias (sangramento difuso, hemorragia no SNC ou hemorragia pulmonar), 

septicemia e manifestação da síndrome do ATRA. A maior parte dos pacientes 

que foram a óbito apresentaram duas ou mais destas manifestações como causa 

do óbito (71,42%), sendo a combinação de hemorragia por sangramento difuso e 

septicemia o evento mais comum (42,85%) (Tabela 8). 

 

 

Tabela 8: Sexo, idade, status, protocolo de tratamento e causa do óbito. 
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Case Idade/Sexo Status Diagnóstico PT CM 

1 12a/F V LPA P1 V 

2 15a/F V LPA P1 V 

3 9a/F V LPA? P1 V 
4 11a/F O LPA? P1 D/H3 

5 5a/M MP LPA P1 H1 

6 12a/F MP LPA P2 H1/S 

7 17a/M MP LPA P2 D/H3/S 
8 12a/F MP LPA P2 H2 

9 15a/M V LPA P2 V 

10 15a/F MP LPA P2 H1 
11 11a/F V LPA P2 V 

12 6a/M MP LPA P2 H1/S 

13 12a/M V LPA P2 V 

14 13a/M V LPA P2 V 
15 15a/M MP LPA P2 H1/S 

16 9a/F T LPA P2 V 

Legenda: a = anos; F = feminino; M = masculino; V = vivo; T = em tratamento; O = óbito; MP = 
morte precoce; + = positivo; (-) = negativo; na = não analisado; ? = interrogado; PT = protocolo de 
tratamento; P1 = BFM 83 + ATRA; P2 = PETHEMA/HOVON 2005; CM = causa da morte; H = 
evento hemorrágico (1 - sangramento difuso, 2 - hemorragia no SNC, 3 - hemorragia pulmonar); D 
= síndrome de diferenciação ou síndrome do ATRA; S = septicemia. 
 

5.2 Análise citogenética  

A análise cariotípica com o bandeamento G revelou alterações 

cromossômicas em 10 pacientes pesquisados (62,5%), três pacientes 

apresentaram cariótipo normal e três não apresentaram metáfases para análise. 

Dentre os pacientes com alterações cromossômicas observadas pelo 

bandeamento G, três apresentaram cariótipos complexos com presença de 

cromossomos marcadores (Tabela 9). 

A técnica de FISH utilizando a sonda comercial de sequência homóloga de 

DNA LSI PML/RARa (Aquarius – Cytocell) para a t(15;17) confirmou o rearranjo 

em 14 pacientes (87,5%). Em todos os casos positivos para rearranjo PML/RARa 

que apresentaram metáfases foi realizada a FISH com sondas whole 
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chromosome painting (WCP) para os cromossomos 15 (marcado com biotina + 

estreptavidina-FITC) e 17 (marcado com digoxigenina + anti digoxigenina-

Rodamina) para investigação do tipo de rearranjo (Figura 14). Todos os 11 casos 

apresentaram rearranjos balanceados entre estes cromossomos, sendo que um 

caso (12) apresentou rearranjo do tipo tree way envolvendo o cromossomo 9 além 

dos cromossomos 15 e 17 (Figura 15). A técnica de M-FISH foi realizada nos 

casos 3 e 4, na tentativa de conhecer a origem das alterações não esclarecidas 

pelo bandeamento G, mas devido à baixa qualidade das preparações 

cromossômicas obtidas nestes casos não foi possível a avaliação dos resultados. 

Uma vez conhecida a origem do rearranjo complexo variante no caso 12 

envolvendo os cromossomos 9, 15 e 17, foi realizada a técnica de MCB para 

estes cromossomos com o objetivo de determinar seus pontos de quebra neste 

caso levando determinação do seguinte rearranjo: t(9;17;15)(q~13~21;21;24) 

(Figuras 16, 17 e 18). Para elucidação do exato ponto de quebra no cromossomo 

9 foi realizada a FISH com sondas BAC (bacterial artificial chromosomes) para as 

regiões 9q13, 9q21.11, 9q21.2 e 9q21.33 (RP11-561O23, RP11-430C15, RP11-

574G7 e RP11-65B23, nesta ordem) que revelou o rearranjo final: 

t(9;15;17)(q21.11;q21;q24) (Figura 19). 
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Tabela 9: Dados das análises citogenéticas clássica (bandeamento G) e molecular (FISH e variantes). 

Caso Cariótipo Inicial FISH Citogenética Molecular Resultado 

1 46,XX[16] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[86/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17) 

 balanceada confirmada 

2 46,XX[18] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[56/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

3 
47,XX,del(12p),add(14q),del(15q),i(19q),+mar[5]/ 

46,XX,-9,del(12p),add(14q),del(15q),+mar[3]/ 
46,XX, del(12p),add(14q),del(15q),i(19q)[6]/46,XX[4] 

1.nuc ish(PMLx2),(RARAx2) 
[100]  

M-FISH insuficiente*- 

4 48,XX,+ mar1,+mar2[4]/46,XX[18] 
1.nuc ish(PMLx3),(RARAx2) 
[60/100]  

M-FISH insuficiente*- 

5 46,XY,t(15;17)[20] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[80/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

6 sem metáfases 
1.nuc ish(PML x 3),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[80/100] 

- - 

7 sem metáfases 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[50/100] 

- - 

8 46,XX,t(15;17)[14]/46,XX[6] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[58/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

 
 
 

  Continua na próxima página 

Legenda: nuc ish - hibridização in situ em núcleo; 1. detecção da t(15;17) utilizando a sonda PML/RARα Translocation Probe Two Color Direct Labelled 
(Aquarius Probes); * (asterístico): as preparações cromossômicas obtidas foram incompatíveis com a avaliação do M-FISH devido à baixa qualidade. 
 



AMARAL, BAS – Leucemia Promielocítica Aguda na Infância: estudo cromossômico e ... 

70 
 

 

(Continuação) Tabela 9: Dados das análises citogenéticas clássica (bandeamento G) e molecular (FISH e variantes). 

Caso Cariótipo Inicial FISH Citogenética Molecular Resultado 

9 sem metáfases 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[68/100] 

- - 

10 
46,XX,t(15;17)[7]/46,XX,t(15;17),del(11q23)[4]/ 

46,XX[7] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[90/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

11 46,XX[20] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[67/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

12 46,XY,t(15;17),-9,+mar1 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[35/100] 

WCP 9/15/17 
MCB 9 
MCB 15 
MCB17 

BAC rp11-561O23/rp11-430C15 
BAC rp11-574G7/rp11-65B23 

46,XY,t(9;15;17)(q13;q21;q24) 

13 46,XY,t(15;17)[5]/46,XY[12] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[79/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

14 46,XY,t(15;17)[9]/45,XY,-15[4]/46,XY[7] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[64/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

15 
46,XY,t(15;17),del(11q)[5]/46,XY,t(15;17)[5]/ 

46,XY,del(11q)[3]/46,XY[7] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[72/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

16 46,XX,t(15;17)[15]/46,XX[5] 
1.nuc ish(PML x 2),(RARA x 2), 
(PML con RARA x 1)[65/100] 

WCP 15 / 17 
t(15;17)  

balanceada confirmada 

Legenda: nuc ish - hibridização in situ em núcleo; 1. detecção da t(15;17) utilizando a sonda PML/RARα Translocation Probe Two Color Direct Labe lled 
(Aquarius Probes); * (asterístico): as preparações cromossômicas obtidas foram incompatíveis com a avaliação do M-FISH devido à baixa qualidade. 
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Figura 14: FISH com sondas whole chromosome painting (WCP) para os cromossomos 15 e 17. 
O cromossomos 15 está em verde (biotina + estreptavidina-FITC) e o 17 em vermelho 
(digoxigenina + anti digoxigenina-Rodamina). 

 

Figura 15: FISH com sondas whole chromosome painting (WCP) para os cromossomos 9, 15 e 
17. O cromossomo 9 marcado em azul (DEAC), o cromossomo 15 em verde (biotina + 
estreptavidina-FITC) e o 17 em vermelho (digoxigenina + anti digoxigenina-Rodamina). 
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Figura 16: MCB para o cromossomos 9. A) desenho esquemático da marcação do conjunto de 
sondas para MCB9; B) Resultado da análise no caso 12. 

Figura 17: MCB para o cromossomos 15. A) desenho esquemático da marcação do conjunto de 
sondas para MCB15; B) Resultado da análise no caso 12. 

Figura 18: MCB para o cromossomos 17. A) desenho esquemático da marcação do conjunto de 
sondas para MCB17; B) Resultado da análise no caso 12. 

 



AMARAL, BAS – Leucemia Promielocítica Aguda na Infância: estudo cromossômico e ... 

73 
 

Figura 19: FISH com sondas BAC para as regiões 9q13 (RP11-561O23 em vermelho) e 9q21.11 
(RP11-430C15 em verde) e sonda WCP para o cromossomo 17 (DEAC em azul). A região 9q13 
foi translocada para o cromossomo 17. 
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5.3 Análise molecular  

A técnica de RT-PCR foi realizada em 14 pacientes, e destes sete foram 

positivos para o rearranjo PML/RARa (Figura 20). Em dois pacientes (casos 5 e 8) 

não foi possível a realização da técnica por falta de amostra adequada para a 

análise (Tabela 10). Divergência entre as análises moleculares foram observadas 

em cinco pacientes, sendo positiva a detecção da t(15;17) pela FISH e negativa 

pela RT-PCR. Dentre os pacientes positivos para o rearranjo PML/RARa, um 

apresentou o trancrito bcr 3 e seis o transcrito bcr 1 (Tabela 10) 

 

Tabela 10: Resultados das análises de RT-PCR para o rearranjo PML/RARA e 

investigação das mutações FLT3 e NPM1. 

Caso RT-PCR FLT3/ITD FLT3/TKD NPM1 

1 
PML/RARA 

bcr 1 
Pos N N 

2 
PML/RARA 

bcr 3 
N N N 

3 N N N N 

4 N N N N 

5 na N na N 

6 N N N N 

7 N N N N 

8 na N N N 

9 
PML/RARA 

bcr 1 
N N N 

10 
PML/RARA 

bcr 1 
Pos N N 

11 
PML/RARA 

bcr 1 
N N N 

12 N N N N 

13 N N N N 

14 
PML/RARA 

bcr 1 
N Pos N 

15 N N N N 

16 
PML/RARA 

bcr 1 
N N N 

Legenda: Pos = positivo;N = negativo; na = não analisado. 
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A mutação do FLT3/ITD foi detectada em dois pacientes (12,5%) (Figura 

21) enquanto a mutação FLT3/TKD foi detectada em apenas um paciente (6,25%) 

(Figura 22). No paciente 5 não foi possível a pesquisa da mutação FLT3/TKD por 

falta de amostra para a análise (Tabela 10). 

A pesquisa para a mutação no gene NPM1 foi realizada em todos os 

pacientes, sendo negativa para todos os casos (Tabela 10). 

 

Figura 20: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR para identificação da 

t(15;17) pela RT-PCR. (L) Ladder 1kb plus; (1)Paciente positivo bcr1 (381pb) PML-A1/RARA-B (2) 

Branco; (3) Controle interno. 
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Figura 21: Eletroforese em gel de agarose a 4% dos produtos de PCR para identificação da 

mutação FLT3-ITD. (L) Ladder 1kb plus; (2) Paciente para mutação (1, 3-8) Pacientes negativos; 

(CP1 e CP2) Controles positivos; (CN) Controle negativo.  

Figura 22: Eletroforese em gel de agarose a 3% dos produtos da digestão para identificação da 

mutação FLT3-TKD. (L) Ladder 1kb plus; (4) Paciente para mutação (1-3 e 5) Pacientes negativos; 

(CP) Controle positivo. 
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6. Discussão 

Pacientes acometidos com LPA possuem grande risco de morte nas fases 

iniciais do diagnóstico e tratamento, sendo o diagnóstico preciso e avaliação de 

possíveis complicadores prognósticos de grande valia. A LPA na infância possui 

escassos estudos citogenéticos e moleculares na nossa população, sendo a 

geração de conhecimento nesse seguimento essencial no auxilio da busca de 

melhorias no manejo destes pacientes. 

Neste estudo a LPA representou 29,09% dos casos de LMA 

diagnosticados no mesmo período. Este dado mostra que nossa população segue 

a tendência de elevação dos casos de LPA observada nos países latino 

americanos (Jácomo et al., 2007; 2008).  

No presente estudo a t(15;17) foi detectada em 50% dos casos através da 

citogenética clássica, no entanto quando as técnicas moleculares foram aplicadas 

a taxa de detecção aumentou para 87,5%. Este dado sugere claramente que 

técnicas moleculares adicionais (RT-PCR e FISH) são necessárias para 

complementar a citogenética clássica na confirmação de um diagnóstico de LPA. 

Ainda assim a citogenética clássica é fundamental na identificação de 

translocações alternativas e cuja caracterização fornece importantes informações 

acerca da patogênese da LPA como um todo. Além disso, a análise citogenética é 

valiosa na determinação de alterações cromossômicas secundárias, as quais nos 

casos de LPA, ainda possuem importância biológica e clínica incerta (Grimwade 

et al., 2009). 

Rearranjos crípticos da fusão PML-RARα são encontrados em cerca de 

10% dos casos de LPA (Grimwade et al., 2000). Neste estudo três casos 

(18,75%) apresentaram cariótipo normal, mas a detecção do rearranjo críptico 
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pelas técnicas moleculares (FISH e/ou RT-PCR) foi possível em todos estes 

casos. Além disto, a presença da t(15;17) também foi confirmada nos casos sem 

metáfase (18,75%). 

Dos 14 pacientes analisados por RT-PCR, em sete deles foram 

detectados os produtos transcritos resultantes da fusão PML-RARα, onde seis 

apresentaram o transcrito (bcr 1) e um o transcrito curto (bcr 3). Nos outros 

pacientes a RT-PCR não detectou a presença de transcritos, sendo que destes, 

cinco apresentaram o rearranjo PML-RARα na análise por FISH. A presença do 

transcrito bcr3 pode conferir um pior prognóstico e está relacionada à maior 

resistência à terapia de diferenciação com ácido retinóico (Cassinat et al., 2001). 

Na análise por FISH, dois casos apresentaram sinais extras para a região 

do gene PML. O significado da presença de cópias extras do gene PML ainda não 

é conhecido, mas sabe-se que a proteína PML está envolvida em diversos 

processos celulares, os quais incluem apoptose, senescência celular, regulação 

do crescimento e da transcrição, processamento do RNA, modificações pós-

transcricionais, controle da estabilidade genômica, resposta a patógenos virais, 

apresentação de antígenos e supressão de tumores (Mistry et al., 2003; 

Carracedo et al., 2011).  

Neste estudo dois casos não apresentaram a t(15;17) pelo bandeamento 

G nem o rearranjo PML-RARα foi detectado nas técnicas moleculares. É fato 

descrito na literatura a rara ausência de rearranjos RARα em casos de LPA, no 

entanto não podem ser descartadas mutações do gene RARα (Grimwade et al., 

2000). Além disto, a morfologia, imunofenotipagem e evolução clínica destes 

pacientes foram compatíveis com o diagnóstico de LPA. Ambos os pacientes 

foram submetidos a protocolo de tratamento de LPA, um sofreu morte precoce 
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(MP) e o outro é considerado curado (está a mais de 6 anos sem eventos de 

recaída). 

As técnicas citogenéticas moleculares variantes da FISH apresentadas na 

tabela 6, conseguiram esclarecer o cariótipo complexo apresentado no caso 12 

onde a citogenética convencional revelou a presença de um cromossomo 

marcador além da t(15;17). Através da utilização de sondas WCP para os 

cromossomos 9, 15 e 17 conjuntamente foi revelada a translocação complexa 

entre estes cromossomos, t(9;15;17). A técnica de MCB para os mesmos 

cromossomos e posteriomente o emprego de sondas BAC de loco específicos do 

cromossomo 9 permitiram a exata determinação dos pontos de quebra da 

t(9;15;17)(q13;q21;q24), sendo esta translocação uma alteração inédita na 

literatura. Infelizmente as amostras dos casos 3 e 4 não apresentaram metáfases 

compatíveis com realização da técnica de M-FISH para esclarecimento das 

alterações complexas. Em todos os outros casos que apresentaram metáfases 

para análise foi realizada a técnica de WCP para os cromossomos 15 e 17 

simultaneamente para avaliação do tipo de rearranjo apresentado, uma vez que a 

ocorrência de rearranjos não balanceados do tipo inserção em casos de LPA 

além da translocação balanceada, são relatados (Grimwade et al., 2000; Zaccaria 

et al., 2002). No entanto, todos os casos analisados apresentaram a t(15;17) 

balanceada. 

Apesar das altas taxas de sobrevida descritas para a LPA (Lo-Coco et al., 

2008; Lengfelder et al., 2009), alguns estudos destacam que mortes por causas 

típicas desta doença, tais como hemorragias devido a coagulopatia e síndrome de 

diferenciação, ocorrem durante as terceiras e quartas semanas após iniciado o 

manejo terapêutico (de la Serna et al., 2008). Neste estudo foi detectado uma alta 
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taxa de mortes precoces (MP), chegando a 43,75%. Este dado é alarmante uma 

vez que estas mortes são, em sua maioria, difíceis de prevenir e assinalam o alto 

risco de ocorrência destes eventos em nossa população. Todos os pacientes, 

exceto um, que passaram por esta perigosa fase estão vivos e sem recaídas. 

A definição de MP foi usada para mortes ocorridas dentro de 30 dias a 

partir do diagnóstico como descrito no estudo do Registro Sueco de Leucemia 

Aguda em Adultos (Lehmann et al., 2011). O estudo sueco encontrou uma taxa de 

MP de 29% e um prévio estudo brasileiro achou uma taxa de MP de 32% 

(Jácomo et al., 2008). Estudos clínicos são considerados a principal fonte de 

conhecimento sobre a LPA, porém estes estudos frequentemente excluem 

pacientes com comorbirdades, idade avançada, estado geral precário e também 

pacientes pediátricos. O estudo clínico espanhol PETHEMA (LPA 96 e LPA 99) 

relatou que devido a hemorragias severas metade dos pacientes estudados foram 

excluídos (de la Serna et al., 2008; Sanz e Montesinos, 2010). Sem falar nos 

pacientes que morrem antes do diagnóstico ou do inicio do tratamento. 

Até o momento, a principal causa de MP neste estudo foram os eventos 

hemorrágicos (sangramento difuso, no SNC ou pulmonar), a síndrome de 

diferenciação também conhecida como síndrome do ATRA e septicemia. Estes 

eventos ocorreram entre a segunda e terceira semanas após o diagnóstico 

durante a primeira fase do tratamento, chamada fase de indução. 

Apesar de nenhuma avaliação estatística ter sido aplicada nesse estudo, 

por conta do tamanho amostral não ser significativo, é preocupante dados de 

43,75% de óbito precoce e 50% de mortalidade. É importante que novos regimes 

terapêuticos sejam testados, como por exemplo, a introdução do trióxido do 

arsênico (ATO) em combinação com o ATRA na terapia de indução dos pacientes 
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recém diagnosticados. A atuação sinérgica dessas drogas tem sido explorada e 

tem tido resultados muito animadores. Um estudo chinês encontrou significante 

diferença no tempo de alcance de RC em pacientes que receberam a combinação 

dessas drogas (Shen et al., 2004). Neste estudo o tempo médio para RC foi de 

40,5 dias para os pacientes que receberam apenas o ATRA, 31 dias para 

pacientes que foram tratados apenas com o ATO, e de 25,5 dias para os que 

receberam a combinação ATRA/ATO. A diminuição da expressão dos transcritos 

PML/RARA também foi observada na quantificação por real time-PCR, onde o 

ATRA reduziu apenas 6,7 vezes a quantidade de transcritos em relação a medida 

ao diagnóstico, o ATO provocou a redução de 32,1 vezes e a combinação 

ATRA/ATO produziu uma redução de 118,9 vezes. Outro estudo realizado na 

população americana relatou uma significante vantagem na sobrevida de 

pacientes que receberam o ATO durante a fase de consolidação. Estes pacientes 

apresentaram taxa de sobrevida livre de eventos por 3 anos (SLE 3 anos) de 

77%, significantemente mais alta quando comparada com os pacientes que 

receberam a terapia padrão que apresentaram uma SLE 3 anos de 59% (Powel et 

al., 2007).  

Um outro fator de vital importância que normalmente não é levado em 

consideração nos estudos clínicos é o estado geral clínico do paciente com LPA 

na infância quando ele chega nos centros de referência para tratamento e/ou 

diagnóstico. Nos relatos de casos da história clínica dos nossos pacientes é muito 

comum a observação de um diagnóstico tardio da LPA que é uma doença 

extremamente perigosa já nas suas primeiras manifestações e necessita de 

diagnóstico preciso e célere. O CEONHPE é um centro de referência para o 

tratamento das leucemias agudas pediátricas no Estado de Pernambuco, mas em 
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muitos casos os pacientes são encaminhados para o CEONHPE após muitos dias 

em outras instituições de saúde, onde o diagnóstico não foi fechado rapidamente 

e os pacientes chegam a nossa instituição com graves complicações clínicas e 

estado geral precário. Este fato contribui muito para os desfechos de morte 

precoce observada em nossa amostra. 

A pesquisa das FLT3/Mut revelou mutações FLT3/ITD e FLT3/TKD em 

dois (12,5%) e um (6,75%) pacientes, respectivamente. A presença destas 

mutações está associada a altas contagens leucocitárias, aumento do percentual 

de células blásticas na medula óssea, aumento do risco de recaída após remissão 

completa e redução da taxa de sobrevida geral. No entanto, nenhum estudo 

conseguiu demonstrar um valor prognóstico independente em pacientes com LPA 

tratados com protocolos baseados em regimes de ATRA e antraciclinas, como é o 

caso deste estudo (Barragán et al., 2011). Dois dos pacientes encontram-se vivos 

e um sofreu morte precoce causada por sangramento generalizado. Alguns 

estudos mostram uma elevação na taxa de mortes na fase de indução em 

pacientes com FLT3/Mut, porém sem diferença significativa nas taxas de recaída 

ou sobrevida global (Gale et al., 2005; Gregory e Feusner, 2009). 

A mutação do gene NPM1 não foi detectada em nenhum dos nossos 

pacientes. Embora a maioria dos trabalhos mostre ausência de mutações NPM1 

em pacientes com LPA adultos (Thiede et al., 2006; Mullighan et al., 2007; 

Oelschlaegel et al., 2009; Hong et al., 2011; Yin et al., 2013) ou raríssima 

detecção como no estudo de Verhaak et al. (2005) onde apenas um paciente 

apresentou a mutação NPM1, no estudo realizado por Ghosh et al. (2012) foi 

descrita uma frequência de mais de 30% de ocorrência de mutações NPM1 em 

pacientes adultos com LPA. 
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Devido às suas implicações prognósticas e terapêuticas é requerida uma 

atenção especial à LPA dentre as LMAs. Altas taxas de sobrevida são relatados 

para esta leucemia (Sagrillo et al., 2005; Ribeiro e Rego, 2006). No entanto, a real 

situação dos resultados do tratamento da LPA em países em desenvolvimento, 

como o Brasil, é desconhecida (Ribeiro e Rego, 2006). Neste trabalho a taxa de 

mortalidade chegou a 50%, o que é um dado preocupante tratando-se de uma 

patologia considerada e tratada como uma doença que possui bom prognóstico. 

Além disto, deve-se levar em consideração a incidência aumentada da LPA no 

Brasil (>20% dos casos de LMA) (Mendes et al., 2004; Jácomo et al., 2007;), que 

segue a tendência dos países de origem latina. Esta tendência elevada levanta a 

hipótese de que a LPA possa estar relacionada à origem étnica e/ou à exposição 

a fatores ambientais distintos. O estudo de Jácomo et al. (2007) observou uma 

alta taxa de mortalidade e levanta a hipótese de que o suporte deficiente durante 

a fase de indução, período onde ocorre a maioria dos óbitos precoces, é o 

principal problema enfrentado pelos países em desenvolvimento. Ainda, neste 

mesmo trabalho os autores sugerem que o prognóstico da LPA não é tão 

favorável como é estabelecido. 

Desta forma, o pronto diagnóstico e uma melhor atenção de suporte 

durante o tratamento, principalmente em suas fases iniciais se faz necessária ao 

trato desta malignidade, podendo-se constatar a vital importância da união de 

técnicas para a detecção, confirmação e monitoramento desta doença de 

evolução rápida e fatal. Uma maior casuística também é necessária para maiores 

conclusões sobre a LPA da infância o Brasil. 
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7. Conclusões 

 

1. A t(15;17) foi detectada a em 71,42% dos casos com cariótipos normais e 

complexos, pela técnica de FISH com sonda LSI PLM/RARα, mostrando a 

importância do uso de técnicas citogenéticas moleculares na confirmação 

genética do diagnóstico da LPA; 

 

2. A união das técnicas utilizadas no estudo foi essencial à conclusão final do 

diagnóstico de LPA, destacando-se, o MCB, na resolução de cariótipos 

complexos. 

 

3. Alta taxa de MP (43,75%) durante a fase de indução pode estar relacionada 

ao diagnóstico tardio da LPA e a necessidade de uma melhor adaptação do 

regime terapêutico aos casos de LPA na infância em nossa população. Deve-

se levar em consideração também a origem étnica e/ou à exposição a fatores 

ambientais específicos. 

 

4. As mutações do gene FLT3 somaram 19,25% dos casos. Sendo este um 

dado importante na caracterização da população com LPA infantil estudada 

uma vez que estas mutações estão associadas a características clínicas 

desfavoráveis com altas contagens leucocitárias, maior risco ocorrência 

hemorrágica e de coagulopatia e maior taxa de recaída da doença. 
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5. Nenhuma mutação NPM1 foi detectada nos pacientes estudados, reforçando 

a hipótese de raríssima ocorrência ou ausência de mutações deste gene nos 

casos de LPA na infância. 
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9. Anexos 

Anexo 1 (Aprovação CEP) 

 
 



AMARAL, BAS – Leucemia Promielocítica Aguda na Infância: estudo cromossômico e ... 

103 
 

Anexo 2 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
  

Estudo cromossômico consecutivo multicêntrico da Leucemia Mielóide 
Aguda da Infância 

 
 

Nome do Voluntário: 
_______________________________________________________ 
 

Você, em breve, será submetido a um estudo citogenético. Por isso está 

sendo convidado a participar de uma pesquisa que envolve análise cromossômica 

de células de aspirado de medula óssea ou de sangue periférico.  

Os estudos citogenéticos são coadjuvantes no diagnóstico morfológico e de 

um fator de risco de recaída da doença. Além disso, estes estudos são a base 

fundamental para detectar genes envolvidos na leucemogênese e contribuir para 

o desenvolvimento de novos protocolos terapêuticos. Atualmente, a Organização 

Mundial da Saúde inclui o diagnóstico citogenético de pacientes com hemopatias 

malignas para classificar o diagnóstico clinica e o risco de recaída da doença.  

Este estudo contribuirá como desenvolvimento clínico, diagnóstico e 

experimental dos pacientes com leucemia mielóide aguda da infância. 

 Para você decidir se quer participar ou não deste estudo, precisa conhecer 

seus benefícios, riscos e implicações. 

 

OBJETIVO DO ESTUDO 

  

 Descrever os grupos com alterações citogenéticas dos pacientes 

pediátricos com LMA, correlacionando-os com os aspectos clínicos e 

prognósticos. 

 Detectar a porcentagem de anomalias cromossômicas da LMA na infância. 

Correlacionar as anomalias cromossômicas presentes no diagnóstico com a 

evolução da doença. Caracterizar anomalias variantes através de processos 

moleculares. 
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PROCEDIMENTO DO ESTUDO 

 

 Se você concordar em participar deste estudo citogenético será coletado 2 

amostras do seu aspirado de medula óssea, pelo procedimento de punção de 

medula óssea ou sangue periférico numa quantidade variante de 5 a 10 mililitros 

(referente a uma colher de sopa) para serem submetidas a exame de 

citogenética. A amostra de aspirado de medula óssea ou sangue periférico será 

encubado e será cultivada, a partir deste material, uma cultura celular, onde o 

objetivo é obter metáfases, as quais serão devidamente estudadas, por 

microscopia óptica, apontando as anomalias cromossômicas envolvidas na LMA 

da infância. 

 Para exames envolvidos neste estudo será utilizada uma parte do material 

(sangue) obtido para realização de exames rotineiros. 

 

RISCOS 

 

 O seu tratamento será o mesmo caso você participe ou não deste estudo. 

A coleta de aspirado de medula óssea ou sangue periférico para o estudo 

coincidirá com a coleta de aspirado de medula óssea ou sangue periférico para os 

exames rotineiros de forma a não ser prevista punção de medula óssea ou de 

sangue adicional. Essas punções para exames laboratoriais, que são parte de seu 

tratamento regular, podem resultar em dor no local da punção ou manchas rochas 

transitórias chamadas de equimoses. No entanto, essas coletas de material não 

oferecem maior risco à sua saúde, uma vez que, são realizadas por profissionais 

especializados. Dessa forma, não há risco adicional aos existentes para os 

exames de rotina durante o tratamento padrão ou nenhum risco adicional 

conhecido. 

 

BENEFÍCIOS 

 

 O estudo citogenético será de grande relevância para o seu tratamento, 

pois permitirá o fornecimento de indicação diferencial de diagnóstico e escolha de 

tratamento apropriado para o risco da doença e possibilita a cura da doença. 
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CARÁTER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS 

 

 Além da equipe de saúde que cuidará de você, seus registros médicos 

poderão ser consultados pelo Comitê de Ética do Hospital Oswaldo Cruz e equipe 

de pesquisadores envolvidos. Seu nome não será revelado ainda que 

informações de seu registro médico sejam utilizadas para propósitos educativos 

ou de publicação, que ocorrerão independentemente dos resultados obtidos. 

 

TRATAMENTO MÉDICO EM CASO DE DANOS 

 

 Todo e qualquer dano recorrente do desenvolvimento deste projeto de 

pesquisa, e que necessite de atendimento médico, ficará a cargo da instituição. 

Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua participação 

neste estudo. 

 

CUSTOS 

 

 Não haverá qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela 

sua participação no estudo. 

 

BASES DA PARTICPAÇÃO 

 

 É importante que você saiba que a sua participação este estudo é 

completamente voluntária e que você pode recusar-se a participar ou interromper 

sua participação a qualquer momento sem penalidades ou perda de benefícios 

aos quais você tem direito. Em caso de você decidir interromper sua participação 

o estudo a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras pra os 

exames relativos ao estudo será imediatamente interrompida. 

 O médico responsável por sua internação pode interromper sua 

participação no estudo sa qualquer momento, mesmo sem a sua autorização. 
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AUTORIZAÇÂO DE MENOR 

 

 Nos casos em que o paciente for menor de idade os pais ou responsáveis 

também deverão concordar com a participação do menor neste estudo. Sendo 

estes consultados e devidamente esclarecidos sobre os objetivos, procedimentos, 

riscos e benefícios do estudo.  

 

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS 

 

 Nós estimulamos a você ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer 

momento do estudo. Qualquer dúvida poderá ser esclarecida com os 

responsáveis pelo estudo: Dra. Maria Tereza Cartaxo Muniz (81 9905-6802) e 

Bethânia de Araújo Silva Amaral (81 9984-8348) – Laboratório de Citogenética 

Humana e Biologia Molecular/CEONHPE; Hospital Universitário Oswaldo Cruz (81 

2101-1536) e Comitê de Ética (81 3184-460). Se o Sr(a) tiver perguntas com 

relação aos direitos do seu filho(a) como participante desta pesquisa, também 

pode contar com uma terceira pessoa imparcial, o coordenador do Comitê de 

Ética do Hospital Universitário Oswaldo Cruz Dr. Wilson Oliveira - Av. Arnóbio 

Marques s/n. 
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DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA 

(Paciente Maior de 18 anos) 

 
 
Li as informações acima e entendi o propósito deste estudo assim como os 

benefícios e riscos potenciais da participação no mesmo. Tive a oportunidade de 

fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou 

livremente meu consentimento para participar neste estudo. 

Eu recebi uma cópia assinada deste formulário de consentimento. 

 

 

Recife, _______ de __________________ de 20___ 

 
 

 
__________________________________________________________  
Assinatura do Paciente       

 
 

 
___________________________________________________________  
Nome do Paciente (letra de forma)   

 
 

 
___________________________________________________________   
Assinatura de testemunha (se necessário)     
 
 
 

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao 
paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente. 

 
 
 
 
___________________________________________________________  
(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento)    
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DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA 

(Paciente Menor de 18 anos) 

 

Através deste termo e após os esclarecimentos devidos quanto ao 

tratamento a ser submetido o (a) menor 

___________________________________________________, na condição de 

seu responsável legal, concordo com o respectivo tratamento, consciente dos 

riscos, vantagens e possíveis efeitos adversos que possam ser resultantes do 

mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas.  

Desta maneira, apresento meu livre consentimento para que o (a) paciente acima 

indicado (a) participe do referido tratamento. 

Eu recebi uma cópia assinada deste formulário de consentimento. 

 

 

Recife, _______ de __________________ de 20___ 

 

 

__________________________________________________________  

Assinatura do responsável pelo paciente 

 

 
___________________________________________________________  
Nome do responsável pelo paciente (letra de forma)   
 

 

___________________________________________________________   
(Assinatura de testemunha, se necessário) 

 

 
 

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao 
paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente. 

 
 
 
 
___________________________________________________________  
Assinatura da pessoa que obteve o consentimento   
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INTRODUCTION 

 

 Acute promyelocytic leukemia (APL), AML M3 under French-American-

British (FAB) classification, is a entity specifically associated with the acquired 

translocation t(15;17)(q24;q21) [1]. This reciprocal translocation leads the 

disruption of PML (promyelocitic leukemia gene) and retinoic acid receptor alpha 

gene (RARα), localized on 15q and 17q respectively [2]. The formation of the 

PML-RARA chimeric protein plays a vital role in determining the phenotype of this 

illness, taking part in the characteristic differentiation block by acting on repression 

of genes involved in myelopoiesis process, which is overwhelm by treatment with 

high doses of retinoic acid [3,4]. However, it’s known that a small group of patients 

present variant translocations. This report present a tree way complex variant 

t(9;17;15)(q21.11;q21;q24) in a case of pediatric APL studied by FISH (fluorescent 

in situ hybridization) and MCB (multicolor banding). 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Patient 

 A 6-year-old boy was admitted to the Pediatric Oncohematology Center of 

University Hospital Oswaldo Cruz with a history of intense bleeding after dental 

extraction that showed no clinical improvement after suture and evolved with 

weakness, fatigue, fever and rectal bleeding. The peripheral blood examination 

evidenced severe anemia with 2.0g/dL of hemoglobin and hematocrit 5.9%. 

Physical examination revealed hepatosplenomegaly and bilateral 

lymphadenomegaly of submandibular region. White blood cell count was 37.67 × 

109/L and his platelet count was 23 × 109/L. Morphological examination in bone 

marrow was compatible with classical promyelocytic morphological characteristics 

including abundant Auer rods. Flow cytometry analysis revealed that the blasts 

were positive for CD13, CD33, CD45, and MPO markers, but negative for CD15, 

CD34, and HLA-DR markers. The patient’s coagulation tests reveled prothrombin 

time of 18.1 s, activated partial thromboplastin time of 30.6 s and international 

normalized ratio (INR) 1.36. The patient was treated according to the PETHEMA 
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LPA 2005 protocol. In intensive care, he received aggressive blood product 

support (platelet, fibrinogen and red bood cells replacements) and started ATRA, 

Idarubicin and Cytarabine and Dexamethasone. However his clinical condition 

evolved with fever (38,9°C) and worsening of the respiratory status with airways 

bleeding and suspected of developing ATRA syndrome. The chest X-rays 

evidenced diffuse focular infiltrate. Amikacin, Fluconazole, Azithromycin, 

Tazobactam and Sulfamethoxazole were added to therapy and the pacient was 

sedated and intubated in the second day of his hospital stay in the intensive care 

unit. At the end of the third day in intensive care the patient succumbed and died. 

 

Chromosomal Analysis 

 

 The bone marrow culture was performed as previously described by Silva 

et al. (2002) [5] and G-banding for chromosomal identification was performed 

according to standard protocols, and the karyotype was described following the 

International System for Human Cytogenetic Nomenclature [6]. 

Fluorescent in situ hybridization (FISH) experiment on metaphase spreads 

was performed using the PML/RARα Translocation Probe Two Color Direct 

Labelled (Aquarius Probes), according to the manufacturer’s instructions. Whole 

chromosome painting (WCP) probes for chromosomes 9, 15 and 17 and probes 

obtained from bacterial artificial chromosomes (BAC) for the chromosomal regions 

9q13, 9q21.11, 9q21.2, and 9q21.33 (RP11-561O23, RP11-430C15, RP11-574G7 

and RP11-65B23, in that order). Multicolor chromosome banding (MCB) was 

performed for chromosomes 9, 15 and 17 as previously reported [7]. The BAC, 

WCP and MCB probes were produced and labeled in the Molecular Cytogenetics 

Laboratory of the Institute of Human Genetics, Jena, Germany. The procedures 

were performed as previously described [8]. 

 

RESULTS 

 The G-banding cytogenetic analysis defined the karyotype as 46,XY,-

9,t(15;17),+mar[11]/46,XY,t(15;17)[6]/46,XY[3] (fig. 1a). FISH analyses confirmed 

the PML-RARa gene fusion, but instead of tow fusion signals as expected seeing 

in essays with a duo fusion probe for PML/RARα rearrangement, our pacient 

showed in most of cells only one fusion signal. The application of whole 
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chromosome painting for chromosomes 9 (DEAC, for blue signal), 15 (biotin + 

streptavidin-FITC, for green signal) and 17 (digoxigenin + anti digoxigenin-

rhodamine, for red signal) reveled that the marker chromosome was a derivative 

chromosome 9 involved in a tree way translocation among this chromosomes (9, 

15 and 17) (figure 1b). Performing multicolor chromosome banding for 

chromosomes 9 (8 pcp), 15 (6 pcp) and 17 (7 pcp) we could ascertain the 

breakpoints for chromosomes 15 and 17, but 9 wasn’t accurated (9q~13~21) 

(figure 2). Therefore, FISH with specific bacterial artificial chromosome probes for 

chromosome 9 (RP11-561O23, RP11-430C15, RP11-574G7 and RP11-65B23) 

were used to determine the breakpoint reagion on this chromosome which has 

been shown to be 9q21.11(figure 3). Thus the final karyotype was redefined as 

46,XY,t(9;15;17)(q21.11;q21;q24)[11]/ 46,XY,t(15;17)[6]/46,XY[3]. 

 

DISCUSSION 

 Although the hellmark of APL is the t(15,17) accounting for more than 90% 

of APL cases [9], several complex variant translocations have been reported in 

APL with tree-way or more complex rearrangements. Recurrent breakpoints have 

been recognized among these translocations, such as 1q36, 11q13, 2q21, 3p21, 

4q21, 6q23, 19p13, 20p13, Xq13 [10-18]. To our knowledge, this case is the first 

that reports a tree-way translocation involving the band 9q21 in APL. In general 

patients with simple variant translocations, such as t(11;17)(q23;q21), 

t(11;17)(q13;q21) and t(5;17)(q32;q21) [19-21], do not respond to conventional 

treatment regimens with ATRA, with regard to treatment outcome, on the other 

hand almost all APL cases with complex translocations harboring PML/RARA 

fusion have shown no difference when compared with typical APL cases with 

t(15;17), in which current treatment of APL with all-transretinoic acid in 

combination with an anthracycline is very effective [22]. Unfortunately, our patient 

evolved to a fatal denouement in few days.  

 The role of chromosome translocations other than t(15;17) in APL is still 

unclear and additional studies are required to clarify the effectiveness of treatment 

and prognosis in APL with complex variant translocations [23]. Further 

identification of loci involved in complex translocations would help to elucidate new 

candidate genes that could potentially affect the prognosis of APL. 
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This case also demonstrates the importance of combining a variety of 

methods, such as cytogenetic and FISH analyses, for better diagnose atypical 

chromosome translocations in APL. 
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FIGURES 
 

 
 
Figure 1: a) G-banded karyogram of the patient, showing 46,XY,-9,t(15;17),+mar. 
b) FISH with WCP probes for chromosomes 9, 15 e 17.  
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Figure 2: (I) MCB 9 a)diagram for MCB9 labeling, b) results for MCB9; (II) MCB 15 
a) diagram for MCB15 labeling, b) results for MCB 15; (III) MCB 17 a) diagram for 
MCB17 labeling, b) results for MCB 17. 
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Figure 3: FISH with BAC probes to regions 9q13 (RP11-561O23 in red) e 9q21.11 
(RP11-430C15 in green) and WCP for 17 (DEAC in blue). 
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 Introduction 

 Acute promyelocytic leukemia (APL) is characterized 
by the accumulation of promyelocytes in the bone mar-
row and peripheral blood and  is often accompanied by 
disseminated intravascular coagulation  [1, 2] . Distinct 
from other acute myeloid leukemia subtypes, APL is usu-
ally associated with a favorable outcome with long-term 
disease-free survival approaching 80%. For the 20% of pa-
tients whose outcome is not favorable, early complica-
tions cause mortality in 10%, and disease relapse or drug 
resistance affects the other 10%. Prompt diagnosis and 
early initiation of treatment are critical to lowering the 
risk of early mortality  [3] . Factors associated with spe-
cific therapeutic failure are not well established. 

  The genetic hallmark of APL is a balanced transloca-
tion involving chromosomes 15 and 17, t(15;   17)(q22;q21), 
which results in the fusion of the promyelocytic leukemia 
 (PML)  gene with the retinoic acid receptor  (RARa)  gene 
 [2] . The  PML-RARa  gene fusion is found in more than 
90% of the cases of APL  [2] . Other translocations involv-
ing the  RARa  gene account for the remaining APL cases. 

 Key Words 

 Childhood acute promyelocytic leukemia · Cryptic 

cytogenetic abnormality ·  PML-RARa  · Secondary 

chromosome changes  

 Abstract 

 Acute promyelocytic leukemia (APL) is usually associated with 

a favorable outcome, but about 10% of patients tend to re-

lapse. The genetic hallmark of APL is a balanced translocation 

involving chromosomes 15 and 17, and the  PML-RARa  gene 

fusion is found in more than 90% of these cases. Other chro-

mosomal abnormalities are commonly found in APL, but their 

clinical significance has yet to be determined. Here we report 

a case of childhood APL that was studied by conventional cy-

togenetics along with molecular cytogenetic techniques. The 

patient showed a complex karyotype with an unusual cytoge-

netic rearrangement originating from two different abnor-

malities in a single chromosome 6. Our case is an exceptional 

example of a cryptic cytogenetic anomaly in APL and under-

scores the importance of detailed genetic characterization. 
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Additional chromosomal abnormalities are commonly 
found in APL cases with t(15;   17), but their clinical sig-
nificance remains elusive. In leukemias and myelodyspla-
sia in general, deletions or translocations involving a 
breakpoint at the 6p region have been associated with a 
dismal prognosis  [4] . In APL, 6p abnormalities have been 
described in only two cases  [4] . 

  Here we report a case of childhood APL that showed 
an unusual cytogenetic rearrangement originating from 
two different abnormalities in a single chromosome 6. 
The response to therapy of this patient and others report-
ed with a similar abnormality does not support the idea 
that 6p and 6q abnormalities have adverse implications in 
APL.

  Material and Methods and Case Report 

 From May 2006 to March 2012 we received samples from 67 
children with acute myeloid leukemia. Twenty-six (38.8%) of these 
patients had APL with the characteristic t(15;   17)(q22;q21). Among 
these APL cases, 5 (19.2%) showed secondary chromosomal 
anomalies including 1 with cryptic abnormalities in a single chro-
mosome 6. 

  Case Report 
 A 10-year-old boy was admitted to the Service of Pediatric On-

cohematology of Lagoa’s Hospital with a history of intense bleed-
ing after dental extraction and pancytopenia. Physical examina-
tion revealed petechiae and widespread hematomas. His white 
blood cell count was 2.93 × 10 9 /l and his platelet count was 11 × 
10 9 /l. Morphological examination of his bone marrow showed a 
hypercellular content with 95% blast cells, 84% of these with clas-
sical promyelocytic morphological characteristics including abun-
dant Auer rods. Staining of the leukemia cells was intensive with 
both myeloperoxidase and Sudan black B stains. Flow cytometry 
analysis revealed that the blasts were positive for CD13, CD33, 
CD38, and CD117 markers, but negative for CD15, CD34, and 
HLA-DR markers. The patient’s coagulation profile test confirmed 
normal clotting function. His prothrombin time was14.5 s; inter-
national normalized ratio was 1.02, and activated partial thrombo-
plastin time was 29.9 s. His fibrinogen level was not available at 
diagnosis. There was no clinical evidence of disseminated intravas-
cular coagulation. The patient was treated according to the AML-
BFM-2004 protocol. He achieved complete remission and has re-
mained in remission for 15 months.

  Conventional Cytogenetics 
 Cytogenetic analysis was performed at presentation on bone 

marrow cells according to standard protocols, and the karyotype 
was described according to the International System for Human 
Cytogenetic Nomenclature  [5] .

  Molecular Cytogenetics 
 We performed fluorescence in situ hybridization (FISH) ex-

periments on metaphase spreads, using the LSI  PML/RARa  probe 
(Abbott TM ), according to the manufacturer’s instructions, whole 

chromosome painting probes for chromosome 6, partial chromo-
some painting probes for 6qter and 6pter, and probes obtained 
from bacterial artificial chromosomes for the chromosomal re-
gions 6p23-6p22.3, 6p24.1, 6p21.3, and 6q16.3 (RP1-232K4, 
RP11-97A19, RP11-174N13, and RP11-1145D19). The whole 
chromosome painting and partial chromosome painting probes 
were produced and labeled in the Molecular Cytogenetics Labora-
tory of the Institute of Human Genetics, Jena, Germany. The pro-
cedures were performed as previously described  [6] . Multicolor 
chromosome banding was done for chromosome 6 as previously 
reported  [7] .

  Results 

 The G-banding cytogenetic analysis defined the karyo-
type as 46,XY,-6, t(15;   17)(q22;q21),+mar in 21 of the 23 
metaphases analyzed ( fig. 1 a). FISH analyses confirmed 
the  PML-RARa  gene fusion ( fig. 1 b). The application of 
multicolor chromosome banding and FISH with specific 
bacterial artificial chromosome probes for chromosome 6 
showed that the marker chromosome was a derivative 
chromosome 6 and presented two different  chromosomal 
aberration types ( fig. 1 c–e). Thus the final karyotype was 
redefined as 46,XY, t(15;   17)(q22;q21),inv(6)(p24;q15)
[10]/46,XY, t(15;   17)(q22;q21),der(6)(6p21.3 >6q16.1)[4].

  Discussion 

 Current treatment of APL with all- trans  retinoic acid 
in combination with an anthracycline is very effective in 
inducing remission and eradicating APL. More than 90% 
of patients newly diagnosed with APL achieve remission. 
However, about 10% of the patients in remission eventu-
ally relapse. Prognostic factors associated with treatment 
failure have included biological features such as persis-
tent disease after consolidation, high WBC count at di-
agnosis, FLT3 ITD mutations, and bcr3 transcripts. 

  Although secondary cytogenetic abnormalities occur 
in about 30% of cases of APL, their prognostic impor-
tance has not been determined, and these additional cy-
togenetic abnormalities are often complex  [8, 9] . The 
techniques of molecular cytogenetics make possible a 
better clarification of complex karyotypes, such as the 
one we present here, providing critical information along 
with a more accurate diagnosis and prognostic markers 
 [10] . According to published data, 6p rearrangements 
occur preferentially with other chromosomal events. 
Only a few cases with chromosome 6 abnormalities have 
been confirmed to have cryptic t(15;   17) rearrangements, 
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and only 2 previously reported cases involved the 6p re-
gion  [4] . 

  We present an interesting observation in which con-
ventional cytogenetics showed only two chromosomal 
changes, including the t(15;   17) and a marker chromo-
some. However, molecular approaches showed that one 
of these two chromosomes 6 presented an inversion and 
a deletion. Our case is an exceptional example of a cryptic 
cytogenetic anomaly in APL and underscores the impor-
tance of detailed cytogenetic characterization of APL cas-
es. It is possible that when many patients are systemati-
cally tested and uniformly treated, prognostic markers 
might be identified. Outcome data from our patient and 
those  [4]  reported with a similar abnormality do not sug-
gest that secondary abnormalities in chromosome 6 are 
associated with adverse prognosis.

  Acknowledgments 

 The authors acknowledge with gratitude the help of Tarsis Pai-
va Vieira and Dr. Eliana Abdelhay. This work was supported by 
the Stefan Morsch Stiftung (Germany); the Monika Kutzner Stif-
tung (Germany); the German Academic Exchange Service (DAAD) 
(BRA 07/039); CAPES (project No. 301/08); Pro-Vita nonprofit 
organization; CNPq and FAPERJ (project No.E-26/110:   899/2009); 
the International Outreach Program and the American Lebanese 
Syrian Associated Charities (ALSAC), St. Jude Children’s Research 
Hospital (Memphis, Tenn., USA), and a Center of Excellence 
Grant, State of Tennessee. 
 

   Fig. 1.   a  Translocation (15;   17)(q22;q21) 
and marker chromosome (G-banding).  b  
Application of LSI  PML/RARa  probe re-
vealed fusion. Inv(6)(p24 or p23;q15 or 
q24) ( c ) and der(6)(6p21.3->6q16.1) ( d ) 
were described using multicolor chromo-
some banding probe for chromosome 6.  e  
Bacterial artificial chromosomes for the 
chromosomal regions: 6p23-6p22.3 in red 
(rhodamine), 6p24.1 in green (FITC), and 
centromeric region in turquoise (DEAC).  
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