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RESUMO: Este artigo visa investigar através da revisdo bibliografica, as técnicas
citogenéticas aplicaveis na detecgdo da Leucemia Promielocitica Aguda (LPC), que é
um subtipo da leucemia mieléide aguda (LMA) com translocagdao do cromossomo
t(15;17) ou rearranjo PML/RARa. Tem por objetivo rever as alteragbes cromossdmicas
em LPC através das técnicas de hibridizagdo por sondas de fluorescéncia in situ
(FISH), técnica de cariotipagem espectral (SKY) e Hibridagcdo Genémica Comparativa
(HGC). Estes sao um dos métodos avaliativos de suma importancia no auxilio

diagndstico da doenga e na identificagao desta.
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ABSTRACT: This article aims to investigate through literature review, cytogenetic and
molecular biology techniques applied in the detection of acute promyelocytic leukemia
(LPC), which is a subtype of acute myeloid leukemia (AML) with translocation of
chromosome t (15, 17) or PML rearrangement / RARa. Aims at reviewing the changes
in chromosomal LPC through hybridization techniques by fluorescence in situ (FISH)
technique spectral karyotyping (SKY) and Comparative Genomic Hybridization (HGC)
probes. These are one of the evaluation methods of paramount importance for the

diagnosis of disease and in identifying this.
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INTRODUCAO

A citogenética das células malignas foi um dos avangos de grande importancia
no estudo das neoplasias, principalmente no campo da leucemogénese,
auxiliando no diagnéstico de leucemias assim como em sua classificacdo e

escolha terapéutica. (9,1).

A leucemia promielocitica aguda (LPA) é um subtipo da leucemia mieldide
aguda (LMA), sendo classificada pela FAB como LMA-M3 e LPA com t(15;17)
ou rearranjo PML/RARa pela Organizagao Mundial de Saude, correspondendo
10% - 15% das LMA. Alguns pacientes podem evoluir rapidamente ao obito,
devido a fenébmenos hemorragicos causados pelos disturbios da coagulagéo e
outros sintomas como anemia, trombocitopenia e organomegalia ocasionados
pela doencga. A incidéncia da LPA é de aproximadamente 10 a 15% dos adultos
com idade média de 40 anos com diagndstico de LMA e 3 a 10% dos casos de
criangas com LMA. (11,10)

O diagndstico exige a demonstragdo das alteragdes cromossdmicas
especificas capazes de detectar a translocacdo dos genes t(15;17) ou o gene
hibrido PML-RARa. Citogenética convencional, hibridizagdo por sondas de
fluorescéncia in situ (FISH), técnica de cariotipagem espectral (SKY),

Hibridagdo Genémica Comparativa (HGC) s&o opgdes disponiveis. (11,4)

Este artigo visa investigar através da revisdo bibliografica, as técnicas

citogenéticas aplicaveis na detec¢do da Leucemia Promielocitica Aguda (LPC).

CITOGENETICA

O termo Citogenética atualmente refere-se a todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que
se diz respeito a sua morfologia, organizac¢do, fungcéo e replicagdo, quanto a
sua variacdo e evolugdo. E utilizada nos campos da medicina, nos quais
estudos genéticos tem sido utilizados para atender aos anseios de um numero
cada vez maior de especialidades e detectar o quanto antes as malformacgdes
congénitas, os desvios metabdlicos, as doengas heredodegenerativas, as



displasias esqueléticas e os demais disturbios genéticos passiveis de um
diagnostico pré ou pos-natal. Desta maneira, a citogenética tem prestado
grande subsidio, ndo s6 para a disciplina de genética, mas também para outras
areas. (2)

A citogenética esta dividida em citogenética classica e molecular, na qual a
classica envolve a analise dos cromossomos a partir de uma cultura de células
em divisdo na fase da mitose; a molecular, o uso de técnicas e métodos

tecnologicos através do DNA independente da divis&o celular. (9,1)

A analise citogenética tradicional tem sido utilizada para confirmar o
diagnostico morfolégico da LPA. Embora a t(15;17) n&o seja detectada em
outros tipos de leucemia, podem ocorrer resultados “falsos-negativos”
decorrentes da analise de células que ndo pertencem ao clone neoplasico, da
dificuldade de visualizacdo da translocacdo ou até mesmo da existéncia de
rearranjos cripticos que mascaram a translocagéao. (7,8)

O método FISH tem mostrado vantagens em relagdo a citogenética classica em
determinadas situacdes pela maior sensibilidade, especificidade e rapidez no
diagnostico, ele consiste no uso de sondas constituidas por fita de DNA (Unica
ou dupla) marcadas com fluorocromo para produzir fluorescéncia. Estas fitas
ligam-se ao DNA cromossdmico no nucleo da célula. As laminas sé&o
submetidas a um pré tratamento com solugcdo de 2XSSC (NaCl/ citrato de
sédio) e desidratadas em uma bateria de alcoois 70%, 80% e 100% a
temperatura ambiente para desnaturacido, as laminas sdo colocadas em uma
solugédo de 70% formamida, 30% 2XSSC (pH 7,0) aquecida a 73° C por cinco
minutos. A sonda desnaturada simultaneamente é aplicada sobre as Iaminas,
cobertas com laminula e colocadas em camara umida e no escuro, em estufa a
37°C por no minimo seis horas. Apds esse periodo o material € analisado em

microscépio com uso de filtros especificos (Figura 1). (3,11)



Figura 1. Esquema da visualizagdo da técnica de FISH em cromossomos
metafasicos (a) e em nlcleos interfasicos (b) mostrando a célula normal
a esquerda e com o rearranjo PML/RARa a direita.

FONTE: Sagrillo, R.M; Et All. Leucemia promielocitica aguda: caracterizagao de
alteracdes cromossémicas por citogenética tradicional e molecular (FISH). Rev.
bras. hematol. hemoter. 2005;27(2):94-101

A técnica de cariotipagem espectral (SKY) permite a observagcdo dos 24
Cromossomos em um unico procedimento, através da utilizacdo de um coquetel
unico de sondas cromossOmicas, que marcam diferencialmente e identificam
cada par cromossdmico. Esse coquetel é constituidos de uma mistura de 5
(cinco) fluorocromos com espectros distintos: rhodamine, Spectrum- Orage,
Texas Red, Cy5 e Cy5.5. A combinagao desses fluorocromos permite que cada
cromossomo tenha uma assinatura espectral unica. Esta técnica tem sido
utilizada para detectar aberragdes estruturais nao diagnosticadas por métodos
de citogenetica convencional e por FISH, principalmente translocagbes e
origem de cromossomos marcadores, porém, n&o identifica delegdes,

duplicagdes e inversdes.



A Hibridacdo Gendmica Comparativa (HGC) é um método que permite a
analise das aberragdes cromossémicas no genoma de uma populagdo de
células. E bastante Gtil para amostras em que n&o se tem metafases ja que é
necessario apenas o DNA. Consiste na extracdo do DNA celular (DNA teste),
bem como de DNA normal para controle, e a marcagdo de ambos com
fluorocromos diferentes. Depois, os dois sao co-hibridizados em cromossomos
normais. Como resultado, obtém-se uma coloracdo padrdo em todos os
cromossomos. As sequéncias cromossOmicas que estiverem hiperexpressas,
seja por polissomia ou amplificacdo, apresentardo coloracdo mais intensa,
enquanto aquelas que estiverem hipoexpressas, monossomia ou delegao,
resultardo em coloracdo mais clara que o controle. No entanto, como HGC s6
detecta hiper ou hipo expressdo de regides cromossOmicas, rearranjos
balanceados como as translocagdes ou inversdes ficardo despercebidos.
Porém, as alteracdes gendmicas encontradas poderdo indicar genes relevantes
para a progressao ou desenvolvimento da neoplasia. Assim, HGC sera um
meétodo importante para detectar proto-oncogenes ou genes supressores

tumorais (que estarao expressos por multiplas copias ou por delegéo). (3)

ALTERAGOES CROMOSSOMICAS EM LPA

A anomalia em 90% dos casos, é a traslocacao t(15;17)(q22;21), que resulta na
fusdo dos genes PML e RARa identificada por Rowley et all, em 1997, mas
como definicdo dos pontos de quebra em 1984 (Figura 2). Por outro lado, em
cerca de 2% dos casos, o gene RARa esta fusionado com outro gene diferente
do PML: PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger), NPM (nucleophosmin) e

NuMA (nuclear mitotic apparatus) como resultado de translocagdes das



alternativas:  t(11;17)(923;921), t(5;17)(q35;921) e t(11;17)(q13;921),
respectivamente. Mais recentemente o gene STAT5Db, localizado em 1721, foi
identificado como um novo parceiro do RARa em um caso de LPA[der(17)].
Nesses casos, o tratamento com acido all-trans retinoico (ATRA) n&o € eficaz
devido a essas translocacgbes variantes levarem a formacgao de proteinas de
fusdo conhecidas genericamente como X/RARa, com sensibilidade
diferenciada aos retindides. Assim, pacientes com LPA resistente ao
tratamento como ATRA podem ser portadores da t(11;17) — PLZF/RARa. Esta
proteina de fusdo forma complexos repressores da transcricdo ndo so atraves
do dominio RARa, mas também do PLZF, o qual n&o exibe afinidade ao ATRA.

(7.,4)

Figura 2: A) llustragdo da quebra dos cromossomos 15(g22) e 17 (q12),

gerando a translocagéo (15:17).
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Fonte: Jacomo, H.R; Pontes, L.L.F; E.M- Do paradigma molecular ao impacto no
prognostico: uma visdo da leucemia promielocitica aguda. Rev. Assoc. Med.
Bras. vol.54 no.1 Sao Paulo Jan./Feb. 2008.

De acordo com LEAL, A.M; et all (2009) , aproximadamente 30% a 40% dos
pacientes apresentam no periodo do diagndstico outras alteragbes

cromossOmicas além da t(15;17); sdo as chamadas alteragdes citogenéticas



adicionais (Figura 3), onde as mais frequentes s&do a trissomia do cromossomo
8, anormalidades estruturais no cromossomo 9, trissomia do cromossomo 21 e
isocromossomo do brago longo do cromossomo 17(Figura 3). O impacto
dessas alteragdes citogenéticas adicionais no prognostico da doenga ndo esta
definido, com divergéncia em varios trabalhos. Os resultados conflitantes
podem ser decorrentes da variedade dos protocolos de tratamentos utilizado.
E em alguns casos, podem ocorrer variantes complexas da translocagao
envolvendo os cromossomos 15 e 17 [t(15;17)], onde existe, além do
envolvimento desses cromossomos levando a formagao do transcrito PML-
RARa, o envolvimento de um ou mais outros cromossomos. O curso do
prognostico dos pacientes com LPA, que apresentam essas variantes
complexas da t(15;17), onde a fusdo PML-RARa se encontra intacta, parece
nao ser diferente do curso do prognostico observado nos pacientes com a
tipica t(15;17).

Figura 3: Demonstra o cariétipo de paciente que além da t(15:17),
apresenta trissomia do cromossomo 8(alterag&o citogenetica adicional)
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FONTE: LEAL, A.M; et all. Caracteristicas genéticas da leucemia
promielocitica aguda Rev. Bras. Hematol. Hemoter. vol.31 no.6 Sao
Paulo 2009 Epub Dec 11, 2009



CONCLUSAO

A confirmacdao do diagndstico da leucemia promielocitica aguda é feita
através do mielograma, com a analise morfolégica complementada pelos
exames de imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular. Estes
ultimos fundamentais e de extrema importancia para a escolha do esquema
terapéutico de cada paciente. De acordo com o presente estudo, ndo ha um
método mais eficaz, sendo um complementando o outro caso haja
dificuldade na identificacdo das alteragdes cromossémicas.

Por se tratar de uma doenca que as vezes é de dificil diagndstico e por
alguns pacientes nao terem condicdes financeiras para arcarem com O0sS
custos de tais exames, ha uma necessidade de se implantar no servico
publico de saude laboratérios responsaveis por anadlises citogenéticas e
citomoleculares, para atender a populagao carente acometida pela doenga e
por dar agilidade nos resultados, conseqlientemente ao diagndstico, ja que
ha uma demora na obtencdo dos laudos em cidades que se localizam

distante dos grandes centros.
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