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Caracteristicas genéticas da leucemia promielocitica aguda de novo
Genetics characteristics of de novo acute promyelocytic leukemia
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Introducéo

Geneticamente, a leucemia promielocitica aguda (LPA) caracteriza-se por alteracoes
cromossdmicas estruturais recorrentes, na grande maioria das vezes translocagdes,
envolvendo sempre o l6cus génico para o receptor alfa do &cido retinoico (RAR¢)
localizado no brago longo do cromossomo 17 (17g21), levando a formagé&o de genes
quiméricos e oncoproteinas de fusdo. Em aproximadamente 98% dos casos, 0 gene
RAR o se encontra fusionado com o gene PML resultante da translocacéo cromossémica
reciproca t(15;17)(q22;921) e, em cerca de 2% dos casos, 0 gene RAR¢ pode estar
fusionado com outros genes que ndo o PML, levando a formagé&o de proteinas de fusdo
conhecidas genericamente como X-RAR¢. A leucemia promielocitica aguda é um exem-
plo de malignidade hematoldgica onde se tem a combinacao de alteracdes genéticas e
epigenéticas (acetilagédo, desacetilacdo e metilagdo) no processo de leucemogénese,
alteragBes cromossomicas estruturais influenciando no equilibrio dindmico da cromatina
na regiao promotora de alguns genes. A utilizagéo de técnicas moleculares que auxili-
am no diagndstico genético mais preciso e o desenvolvimento de uma terapia alvo
molecular permitiram alcancar alta taxa de cura desta doencga. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter.

Palavras-chave: Leucemia promielocitica aguda; genética; translocagéo genética.

[t(15;17)], segundo aclassificagdo da Organizacdo Mundial
de Salide das Neoplasias Mi€loides.*>57

A leucemiapromiel ociticaaguda é fenotipicamente ca-
racterizada por um acumulo de promiel6citos anormais na
medula dssea e/ou sangue periférico, riscos de complica
¢Oes trombdticas e hemorréagicas. Geneticamente, esta asso-
ciada com alteracfes cromossomicas estruturais, envolven-
do sempre o I6cus génico para o receptor afa do acido
retinoico (RARa), localizado no brago longo do cromossomo
17 (17921), resultando na formacdo de genes quiméricos e
oncoproteinas de fusdo.*22 Corresponde morfol ogicamente
aos subtipos M3 e M 3variante de leucemia miel oide aguda,
segundo a Classificacdo Franco-Ameérico-Britanica(FAB) e
ao subtipo leucemiamiel oi de agudaassociadaatrans ocacao
reciproca e balanceada entre os cromossomos 15 e 17

O curso clinico daleucemia promiel ocitica agudatem
sido modificado, nos Ultimos anos, de uma leucemia aguda
rapidamente fatal para um dos mais curaveis subtipos de
leucemiamiel oide aguda. Este revolucionério progresso no
prognostico dadoencafoi atribuido essencialmente aos avan-
cosnotavels em seu tratamento, mai s especificamente com a
introduc&o de novos agentes terapéuticos que atuam direta-
mente na lesdo molecular, como o &cido all-trans retinoico
(ATRA), um derivativo davitaminaA, eotrioxido dearsénico
(ATO), passando a ser considerado o primeiro exemplo de
sucesso de terapia alvo molecular baseado na indugdo da
diferenciacéo e apoptose.t°1%! Estudos tém demonstrado
que a oncoproteina de fusdo PML-RAR ¢ € alvo direto do
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ATRA; concentragdesfarmacol dgi cas desse medicamento (10
6-107 M) induzem diferenciacéo do promiel dcito leucémico e
0 destina a morte celular programada. Esta oncoproteina
também é alvo do tridxido de arsénico, e pesquisas indicam
quearegido ricaem cisteinado motivo PML daoncoproteina
€ a principal candidata para interagir com o ATO. A acdo
desse composto nas células leucémicas é dose dependente,
onde, em baixas concentragdes, ocorre ainducdo dadiferen-
ciacdo parcial dessascélulase, em altas concentragdes, ocor-
re ainducdo de apoptose. Pesquisas tém demonstrado que o
ATRA, em combinacdo com 0 ATO, atuadeformasinérgica,
aumentando a degradacé@o da oncoproteina de fusdo e a
apoptose, 0 que representa uma explicagdo plusivel para os
bons resultados observados na clinica89101t

Vale salientar que, apesar desses bons resultados, o
ATRA néo éisento de efeitos colaterais. Talvez o maisdigno
de nota sgja a sindrome do ATRA, tam-
bém conhecida como sindrome de dife-
renciacdo, que acomete aproximadamen-
te 14%-16% dos pacientes tratados com ' (
este agente, apresentando letalidade 1
entre 2%-10%. Asmanifestagdes clinicas
desta sindrome incluem: febre inexpli-
cada, leucocitose, dispneia, edema peri- l ‘
férico ou infiltrados pulmonares, insufi-

14

ciénciarena aguda, insuficiénciacardiaca ° !
congestiva, dentre outras. 'Y )
A Organizacao Mundial de Salide, 13
com base haclassificagdo detumores dos
L

tecidos hematopoético elinfoide, ressal- .
ta a importancia das anormalidades 19
cromossomicas para o diagnostico cor-
reto, direcionamento do tratamento apro-
priado e monitoramento da resposta te-
rapéutica das neoplasias hematol 6gicas.*>** Na leucemia
promiel ociticaaguda, o diagnostico morfol 6gico, emborasga
altamente sugestivo da lesdo genética especifica nos casos
damorfologiahipergranular (tipica), € considerado insufici-
ente.

Pacientes com caracteristicas morfol dgicas sugestivas
de LPA quendo apresentam o rearranjo PML-RAR ¢, ou, alter-
nativamente, pacientes cujo aspecto morfologico nédo leva a
suspeitade L PA, porém possuem a alteracdo genética especi-
fica, tém sido descritos frequentemente naliteratura, 1141516

Por causa da diferenca na eficécia do tratamento basea-
dono ATRA ser estritamente dependente do rearranjo genético
presente nas células leucémicas, a confirmagdo do mesmo é
obrigatéria durante o diagndstico na LPA, levando a
necessi dade de um diagndsti co genético rdpido e preciso.1t1617

pelas setas

t(15;17) - rearranjo PML-RARa

Em 1977, Rowley e colaboradores, daUniversidade de
Chicago, relataram atransl ocagdo entre os cromossomos 15

K

e 17[t(15;17)] como um marcador genético da leucemia
promiel ocitica aguda.’® Subsequentemente, entre os anos de
1990-1991, alguns pesquisadores clonaram os dois genes
envolvidos nessa translocagao.'*®

A grande maioria dos casos de leucemiapromiel ocitica
aguda (LPA/M3/ M3v), aproximadamente 98%, apresenta,
durante o diagndstico, a translocagdo cromossomica recipro-
cat(15;17)(g22;q21) (Figura 1), entre o l6cus génico para o
PML (Promyelocitic Leukemia), localizado no bragolongo do
cromossomo 15 (1522 ), eolécusgénico parao receptor alfa
do &cido retinoico (RARe), localizado no brago longo do
cromossomo 17 (17g21), levando aformag&o de dois genes
hibridos: PML-RAR¢, localizado no derivativo do cromos-
somo 15 [der(15)], eoRARa-PML, localizado no derivativo
do cromossomo 17 [der(17)] (Figura2). O transcrito defusdo
PML-RAR¢: pode ser detectado em 100% dos pacientes com
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Figura 1. Demonstra o cari6tipo de paciente com a presenca da t(15;17) representada
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Figura 2. Representacédo esquematica da t(15;17)(q22;q21).
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at(15;17), enquanto o reciproco RARo-PML éausenteem 10%
a 20% desses casos, sugerindo que o PML-RARa tem um
papel na leucemogénese da LPA.3192122 Tanto o gene PML
quanto o RAR ¢ tém participacdo na hematopoese normal .

Gene PML

O gene PML é considerado um gene supressor de tu-
mor implicado no controle da estabilidade genémica. Estu-
doscom célulasem culturasugerem que ele controlaaindugao
de apoptose dependente de p53, supressdo de crescimento e
senescéncia celular em resposta a radiagdo ionizante e
transformac&o oncogénica. Além disso, o PML é requerido
para a repressdo da transcricdo mediada por outros
supressores de tumor, como o RB e Mad.? A proteina PML
encontra-se organizada em dimeros; ela é caracterizada por
um elemento estrutural conhecido como "motivo tripartido"
formado por um anel em dedo de zinco, duasregifes B boxes,
ricas em cisteina e umaregio coiled-coil. No nlcleo, elaé
detectada fazendo parte de um complexo de multiproteinas,
estruturas nucl eares conhecidas como nuclear bodies (NBs),
juntamente com outras proteinas, tais como p53, pRB, Daxx,
CBP, dentre outras; estaassociagdo de proteinas se encontra
relacionada.com fungdes cel ulares. Estudos sugerem que Daxx
atuacomo repressor transcriciona dep53 e membrosdafamilia
de p53 e que este efeito repressivo pode ser modulado pelo
PM L .24,25,26

Na translocac8o cromossdmica t(15;17), o ponto de
guebrano genePML pode ser variavel, sendo capaz de gerar
produtos de tamanhos diferentes, isoformas do transcrito
PML-RAR¢;, entre os pacientes. No entanto, no mesmo paci-
ente, o transcrito é invariavel, o que demonstra a natureza
clonal do fendbmeno. A quebra cromossdmica do gene PML
pode ocorrer em trés sitios diferentes: intron 6 (bcrl—
breakpoint cluster region 1), exon 6 (bcr-2 — breakpoint
cluster region 2) eintron 3 (bcr-3 —breakpoint cluster region

AR em concentracao fisiologica

3), levando a formacdo de trés subtipos de transcritos do
gene hibrido PML-RAR¢: o longo, o variavel e o curto res-
pectivamente. 2’220

Estudos indicam que a variabilidade genética, corre-
lacionada a distribuicdo geogréfica, pode influenciar na
frequénciade um determinado sitio de quebrado gene PML;
por exempl o, pacientes oriundos daAméricaL atinaapresen-
tam umaaltaincidénciade transcritos berl/2, contudo, acor-
relacéo entre subtipos de transcritos e parametros cli-
nicos ainda é controversa. 2%

Gene RARa

OgeneRAR¢ codificao receptor alfado &cido retinoico,
0 qual faz parte da superfamilia de receptores nucleares de
hormonios que atuam como reguladores da transcri¢do de-
pendentes do ligante, capazes de se ligarem a segmentos
especificos do DNA, denominados elementos responsivos
ao hormonio, e que tém um papel fundamental nadiferencia-
¢80 mieloide® Estruturalmente, o receptor RARo.  possui
seisdominiosfuncionais, asaber: regido aminotermina (A/B
— gue contém o dominio de transativagdo AF-1); o dominio
deligacdo ao DNA (DBD); o dominio D (regido "hinge" —
dobradica); dominio deligacéo ao ligante (LBD —que possuli
nasuaregido C-terminal o dominio de transativagéo depen-
dente do ligante AF-2); e regi&o F, que ndo tem func&o co-
nhecida.®*

O receptor afa do &cido retinoico (RAR«) se ligaa
€lementos responsivos ao &cido retinoico (RARES) presen-
tes nas regides promotoras de seus genes-alvo, 0s quais
estdo envolvidos com o processo de diferenciacdo mieloide.
Para isso, é necesséria sua heterodimerizagdo com o RXR
(receptor nuclear do &cido 9- cis- retinoico) formando o com-
plexo RARo/RXR, o qual pode atuar como um complexo de
repressao ou como um complexo de ativagéo datranscricéo
desses genes-alvo.®

AR em concentragdo fisiologica

Figura 3. Representacdo esquematica da agao do receptor alfa do acido retinoico (RARa) na regido promotora de seus genes-alvo. (RXR-
receptor nuclear do acido 9-cis-retinoico;RAREs - elementos responsivos ao acido retinoico; N-Cor - correpressor transcricional; HDAC -
histonas desacetilases; AR- acido retinoico; HAT- histonas acetiltransferases)
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Naausénciado ligante (&cido retinoico), 0 RARo/RXR
liga-se a segmentos especificos do DNA naregido promoto-
ra de seus genes-alvo e se associam COm COIrepressores
transcricionais SMRT ou N-CoR, os quais recrutam as
histonas desacetilases (HDAC), formando um complexo
repressor (Figura 3). A desacetilagcdo de histonas induz a
condensac&o da cromatina na regido promotora e impede a
organizagdo dos fatores de transcri¢do basal, reprimindo as-
sim atranscri¢ao desses genes. Ja na presenca de concentra-
¢Oesfisioldgicasdo &cido retinoico (1x10°M), 0 RAR/RXR
liga-se ao acido retinoico. Apos aligagéo do acido retinoico
ao sitio ativo do receptor RARo/RXR, que se encontraligado
ao complexo repressor, uma alteragdo conformacional €
desencadeada, provocando aliberacgo do complexo repressor
eaassociagdo do RAR o/RXR com coativadores transcricio-
nais, tais como a familia p300/CBP de histonas acetil-
transferases (HAT), nas regiBes promotoras (Figura 3). A
acetilacdo de histonas resulta na descompactagdo da croma-
tina, permitindo a organizagc&o da maquinaria de transcricdo
basal e a ativagéo da transcrigo. 24335

Na translocacdo cromossdmica t(15;17), o ponto de
quebra no gene RAR¢ é invaridvel, ocorrendo sempre no
segundo intron.?*

Rearranjo- PML-RARa

O transcrito de fusdo PML-RARo retém os dominios
funcionais tanto do PML como do RAR¢; desta forma, a
oncoproteina de fusdo mantém a capacidade de ligagéo a
proteina parental, de formar heterodimero com RXR ede se
ligar a elementos responsivos ao &cido retinoico (RARES),
tipicos ou variantes, presentes nas regifes promotoras de
genes relacionados com a diferenciagdo granulocitica; com
isso, elaadquire a capacidade deintervir nas fungbes davia
do PML edosretinoicos (Figura4). Estudos sugerem, ainda,
que a oncoproteina PML-RAR ¢ atua de maneira dominante
negativa sobre as proteinas parentais. =

A oncoproteinadefusdo mediaarepressdo datranscri-
¢do de genes-alvo do receptor afado cido retinoico ligan-
do-se aos elementos responsivos desses genes, recrutando
0 complexo correpressor, o qual éformado por proteinas cor-
repressoras e histonas desacetilases, 0 que leva a compac-
tacdo da cromatina e repressdo da transcricdo génica. Além
disso, estudos recentes indicam que a oncoproteina PML-
RARc: também é capaz de recrutar histonas metiltransferases
eDNA metiltransferases (Dnmt1 e Dmnt3), responsaveispela
metilagio e consequenteinibicdo datranscri¢ao. E importan-
te destacar que essa oncoproteinatem umahabilidade adici-
onal pararecrutar proteinas correpressoras, tendo a capaci-
dade de recrutar tanto no dominio PML como no dominio
RARc. E devido a esse estado de oligomerizacdo, a onco-
proteinaPML-RAR ¢ formaum complexo estével com o com-
plexo correpressor. Concentragoes fisioldgicas do acido
retinoico ndo sdo capazes de dissociar esse complexo, e o
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Figura 4. Representacdo esquematica da acdo da oncoproteina
PML-RARa na LPA

bloqueio da transcricdo dos genes envolvidos com o pro-
cesso de diferenciacgo mieloide € mantido. A oncoproteina
PML-RARe atua, portanto, interrompendo o processo de di-
ferenciagdo das células mieloides, bloqueando a maturacéo
miel oide no estagio de promiel écitos, o que pode ser um dos
primeiros passos no processo de leucemogénese., 110263738

A oncoproteinaPML-RAR ¢ tem como alvo génico um
grupo de genes diversos com criticas funges nos proces-
sos celulares. Estudos sugerem, por exemplo, que essa
oncoproteinaseliganaregido promotorado genep21, recru-
tando histona desacetilase 1 e diminuindo a acetilaco da
histonaH3, levando aumadiminuicéo daexpressdo do RNAm
de p21. A proteina p21 é considerada um inibidor universa
das quinases dependentes de ciclina, que parece atuar no
blogueio do ciclo celular natransicdo G1/S, tendo um impor-
tante papel na repressdo do crescimento descontrolado da
célula. Além disso, verificou-se também que ela se associa
com o gene ANKRD2 na sua regi&o promotora, levando a
uma diminuicdo na expressdo do RNAm desse gene. O
ANKRD?2 interage in vitro ein vivo com p53, aumentando a
induc&o do promotor dep21 pelo p53. Diminuicéo deANKRD2
podereduzir aatividade do promotor de p21.394

A PML-RARo podeinfluenciar atranscri¢do mediada
pelo APL efatoresresponsivos IFN e se associar, também, a
proteinaPLZF (Promyelocytic leukemia zinc finger), afetan-
do potencia mente suas fungdes (supresséo de crescimento,
repressdo da transcricéo e controle de programas de desen-
volvimento e diferenciacéo).* Pesquisas destacam também
gue a oncoproteina de fusdo atua como um regulador domi-
nante negativo da acetilacdo de p73, 0 que sugere que a
estabilidade e a atividade de p73 pode estar comprometida
nas célulasleucémicasdal PA. Além disso, essaoncoproteina
de fusdo pode, como citado anteriormente, seligar aproteina
parental PML, levando ao deslocamento do seu sitio sub-
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celular normal, o que pode intervir no processo apoptotico.
Este evento pode ser rapidamente visualizado com auxilio da
técnicade imunofluorescénciacom anticorposanti-PML que
permite observar um padréo microparticulado nos portado-
res do rearranjo PML-RARo. A oncoproteina pode também
cooperar com aativacdo de mutagBes em tirosinas quinases,
tal como a FLT3, o que confere vantagem proliferativa e
sobrevida as células hematopoéticas. Mutagdes na FLT3
estéo relacionadas a progressdo da doenga e tém sido detec-
tadas em uma frequéncia alta, acima de 45%, nos pacientes
com L PA 24142

Estudos com camundongos transgénicos indicam que,
apesar da presenca da oncoproteina de fusdo PML-RAR«
ser essencial paraapatogénese dadoenca, alteracfes, muta-
¢Oes em outros genes, tal como FLT-3 e K-ras, sdo necessa-
rias paraum fendtipo transformante compl eto. 34

AlteracOes adicionais e variantes complexas
De acordo com a literatura, aproximadamente 30% a
40% dos pacientes apresentam no periodo do diagndstico
outras alteragdes cromossdmicas aém da t(15;17); sdo as
chamadas alteraces citogenéticas adicionais (Figura5), onde
as mais frequentes sdo a trissomia do cromossomo 8, anor-
malidades estruturais no cromossomo 9, trissomia do
cromossomo 21 e isocromossomo do brago longo do
cromossomo 17. O impacto dessas alteracOes citogenéticas
adicionais no prognastico da doenga ndo esta definido, com
divergéncia em varios trabalhos. Os resultados conflitantes
podem ser decorrentes da variedade dos protocol os de trata-
mentos utilizado.®134-53
Em alguns casos, podem ocorrer variantes complexas
da translocacdo envolvendo os cromossomos 15 e 17

28 Hi &%

A 44

[t(15;17)], onde existe, aém do envolvimento desses cro-
mossomos levando a formagao do transcrito PML-RAR¢, 0
envolvimento de um ou mais outros cromossomos. O curso
do prognéstico dos pacientes com LPA, que apresentam es-
sasvariantescomplexasdat(15;17), ondeafusiio PML-RAR
se encontra intacta, parece néo ser diferente do curso do
prognasti co observado nos pacientes com atipicat(15;17).%4%

Translocaces alternativas

Em aproximadamente 2% dos casos, 0 geneRAR ¢ pode
esta fusionado com outros genes que néo o PML, levando a
formagdo de proteinas de fusdo conhecidas genericamente
como X-RAR¢, resultado de alteragBes estruturais, em sua
grande maioria translocagdes alternativas, envolvendo o
[6cus génico para o receptor alfado &cido retinoico (RAR)
localizado no cromossomo 17g21, mas nédo o |écus génico
para o PML. Na nova classificagdo de tumores dos tecidos
hematopoéticos elinfoide, da Organizagdo Mundia de Saul-
de, a presenca dessas translocacfes alternativas envolven-
do o receptor alfado &cido retinoico é citada como fazendo
parte de leucemia aguda com translocacdo variante do
RAR a_2,13,15,56,57

A primeira translocacdo alternativa, envolvendo o
[6cus génico parao receptor alfado &cido retinoico (RAR)
naLPA, foi descritapor Chen e colaboradores, em 1993, em
um paciente com LPA que apresentava o cari6tipo inco-
mum: 46,XY,t (11;17) (g283;921).58Essatrans ocagéo ocorre
entre o |6cus génico parao PLZF (Promyelocitic leukemia
zinc finger), localizado no brago longo do cromossomo 11
(11g23), e o lécus génico para o receptor alfa do acido
retinoico (RAR), localizado no brago longo do cromossomo
17 (17921), levando aformacéo de doisgenes
hibridos: PLZF-RAR¢ e 0 RARo-PLZF.* O
genePLZF, também denominado deZBTB16,*
codificaumaproteinaque atuacomo um fator
repressor da transcri¢cdo génica que contém,
nasuaregido aminoterminal, o dominio POZ
e, nasuaregido carboxiterminal, um anel em
dedo de zinco, dominios estes importantes

x A % E [ﬂ ﬁ *} PX AR 2% & -4 pa_rajntera(;éo com outros fatores de trans-
- cricio e formacdo de complexos

6 7 8 9 10 11 12 repressores. 3436 L evantamentos
epidemiolégicos indicam o rearranjo

molecular PLZF-RAR o como 0 segundo mais

an Ho AN LR AR, &b comum rearranjo molecul ar associado com a
13 14 15 " 16 17 18 L PA, sendo atribuido aaproximadamente 0,8%
dos casos.®® A leucemia promiel ocitica agu-

da, caracterizada geneticamente pela presen-

.= » " " - & u L] cadat(11;17)(g23;g921), apresenta algumas
19 20 21 292 X Y caracteristicas morfol égicas e

Figura 5. Demonstra o cariétipo de paciente que, além da t(15;17), apresenta trissomia

do cromossomo 8 (alteragdo citogenética adicional)

imunofenotipicas que permitem diferencia-la
daLPA comacléssicat(15;17). Estas carac-
teristicas incluem: ndcleo mais regular,
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aumento do ndmero de células com projegoes citoplas-
maticas, expressao frequente de CD56 e morfologia
intermediéria entre LMA-M2 /LMA-M3. Além disso, a0
contrario do que ocorre naLPA com aclassicat(15;17), na
LPA com at(11;17)(g23:921) a expressao da proteina de
fusdo reciproca RARa-PLZF pode influenciar nas
caracteristicas e no curso da doenga, 36575

A segunda translocago alternativa a ser descrita foi
a translocacéo entre os cromossomos 5 e 17, t(5;17)
(935;921), onde temos o envolvimento do |6cus génico para
0 NPM (Nucleophosmin), localizado no braco longo do
cromossomo 5 (5935) e o |6cus génico para o receptor alfa
do &cido retinoico (RAR¢) localizado no brago longo do
cromossomo 17 (17g21), levando aformagao de dois genes
hibridos: NPM-RAR e RARa-NPM.* O gene NPM codifi-
ca uma fosfoproteina nuclear que participa no proces-
samento do RNA ribossdmico, tem atividade de chaperona
e de nuclease. Estudosindicam que ela se encontra associ-
ada com o centrossomo e possivelmente tem um papel na
regulacdo da duplicagdo normal do mesmo. O fendtipo da
L PA associado com essa translocacéo é morfol ogicamente
deLMA-M3.34%

Outratranslocacdo alternativadescritanaliteraturare-
lacionada com a LPA é at(11;17)(q13;g21), onde ocorre o
envolvimento do |6cus génico para o gene NuMA (Nuclear
Matrix-Mitotic Apparatus), localizado no brago longo do
cromossomo 11 (11g13), eolécusgénico parao receptor alfa
do &cido retinoico (RARe), localizado no brago longo do
cromossomo 17 (17g21), levando aformag&o do gene hibrido
NuMA-RAR¢; a presenca do hibrido RARo~-NuMA n&o tem
sido descrita. E considerado o primeiro rearranjo genéticoem
gue ocorre 0 envolvido de um generelacionado com o apara-
to mit6tico em neoplasia humana. A proteina NuMA parece
ter um papel no niicleo interfasi co, como um importante com-
ponente damatriz nuclear, auxilianafuncéo do fuso durante
amitose, na reorganizacdo nuclear durante a tel6fase e no
processo de apoptose.?-*3 Dados da literatura mostram,
também, que 0 gene RAR o pode estar fusionado com o gene
STA5b, como verificado em um paciente portador de LPA
com derivativo do cromossomo 17 [der(17)]. Andlise cro-
mossdmica revelou que o der(17) eraresultado da duplica-
¢do intersticial daregido do cromossomo 17 - 17g21-g23 e
estudos moleculares permitiram verificar ainser¢do do gene
STAT5b no segundo intron do gene RARco:. O gene STAT5b
faz parte da familia de genes que atuam com ativadores da
transcricéo e de transdugéo de sinal .06t

Recentemente foram descritas naliteraturaduas novas
variantes genéticas da LPA; no primeiro caso, o paciente
apresentavao cariotipo 47,XY,+22[5]/46,X Y [30] e, com agu-
da de técnicas da citogenética molecular e da biologia
molecular, foi possivel verificar que o gene PRKAR1A seen-
contrava fusionado com o gene RAR ¢, levando a formagéo
do gene hibrido PRKAR1A-RARa.. O gene PRKAR1A, locali-
zado no brago longo do cromossomo 17 (17924), codificaa

subunidade reguladora tipo o | da proteina PKA (Proteina
Quinase Dependente de AMPc), a qual atua, por exemplo,
como reguladora da expresséo génica;®? no segundo caso, 0
paciente apresentavao cariotipo 47,X X, 1(4;17) (g12;921),+8
e, também, com a gjuda de técnicas dacitogenéticamol ecul ar
e da biologia molecular verificou-se que o gene RARo se
encontravafusionado como geneFIP1L1, levando aforma-
¢&o do gene hibrido FIP1L1- RAR.®

De modo geral, em comum com a doenca associada a
cléssicat(15;17), em cada um desses casos 0 RAR ¢ foi en-
contrado rompido no segundo intron, preservando os domi-
nios funcionais nas respectivas proteinas de fusdo. Estas
proteinas parecem atuar de maneira dominante negativa so-
bre aproteinaparental RAR.>2* Além disso, essas proteinas
defusdo (X-RAR ) possuem, também, umaaltaafinidade para
0 complexo correpressor, ndo respondendo a doses fisiol 6-
gicas do acido retinoico, levando com isso a uma represséo
génica incessante. Esta repressdo génica contribui para o
bloqueio da diferenciacdo mieloide, desregulacéo do ciclo
celular evantagem proliferativa, culminando natransforma-
¢do leucémica 1o

A leucemiapromiel ociticaagudaé, portanto, um exem-
plo de malignidade hematol 6gi ca onde se tem acombinagéo
de alteracOes genéticas e epigenéticas no processo de
leucemogénese, alteragdes cromossomicas estruturaisinflu-
enciando no equilibrio dindmico dacromatinanaregido pro-
motora de alguns genes.®* Ao contrario das alteragdes gené-
ticas, as modificagdes epigenéticas sdo potencialmente re-
versivels com a utilizaggo de inibidores farmacol 6gicos da
metilacdo do DNA edesacetilacéo das histonastais como: 5-
azacitidina, decitabina, acido butirico, acido valpradico,
tricostantinaA dentre outros. A utilizag&o dessas drogasvem
sendo testada como um tratamento adicional acléssicacom-
binacdo do ATRA/ATO/quimioterapianal PA.

Diagnéstico genético da leucemia
promielocitica aguda

Na leucemia promielocitica aguda, o diagndstico
laboratorial preciso e répido é critico paradefinir a conduta
ideal paracadapaciente, deformarapida, decorrente de suas
implicagdes progndsticas e terapéuticas,?* onde ja se sabe
que, pacientes portadores dat(15;17) respondem muito bem
aterapia atual com uso do ATRA e quimioterdpicos e que
portadores de outras alteragdes cromossdmicas envolvendo
0RAR o apresentam sensi bilidade variavel aestaterapéutica
(Tebelal).

V &rios métodoslaboratoriai s tém sido empregadosem
conjunto paraauxiliar no diagnéstico. O estudo morfol 6gico/
imunofenatipico é utilizado como procedimentoinicial detri-
agem que reforca a suspeita diagnostica de L PA e gjuda na
indicagao terapéutica precoce, devendo o diagnostico defi-
nitivo ser confirmado por técnicas capazes de detectar a
t(15;17)- rearranjo PML-RAR« ou alteragdes envolvendo o
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Tabela 1. Rearranjos cromossémicos e sensibilidade ao ATRA

Rearranjo cromossomico Sensibilidade ao ATRA

PML-RARu. Sensivel ao ATRA
PLZF-RARw

histonas desacetilases
NPM-RAR. Sensivel ao ATRA
NuMA-RARo. Sensivel ao ATRA

STAT5b-RARw Sensibilidade parcial

Insensivel ao ATRA como agente Unico, responde em combinagéo com inibidores de

(melhora da coagulopatia sem diminuigao das células leucémicas)

PRKAR1A-RARa
FIP1L1-RARu

Sensivel ao ATRA
Sensivel ao ATRA

Tabela 2. Vantagens e desvantagens das principais técnicas utilizadas para o diagnostico genético

Técnicas Vantagens Desvantagens
Citogeneética Permite o diagnéstico de alteragdes citogenéticas Necessita de culturas por até 48horas,
convencional adicionais, além da t(15;17) nao detecta fusoes cripticas (falsos- negativos),

necessidade de metafases de boa qualidade

FISH Altamente especifico; nao necessita de metafases; Nao fornece informagao sobre os subtipos de

sondas comercias para o transcritos do PML-RAR«o
rearranjo PML-RAR« e para ruptura do RARu
RT-PCR Rapido, altamente sensivel, Contaminacgéao e artefatos (falsos-positivos)

detecta doenca residual minima

Imunofluorescéncia
anti-PML

Rapido, simples, baixo custo

Artefatos da degradacgao celular,
nao informa o tipo de fusao

gene RAR¢. A citogenética convencional, hibridagéo in situ
por fluorescéncia (FISH), reacdo em cadeia de polimerase
por transcriptase reversa (RT-PCR) e aimunofluorescéncia
com anticorpos anti-PML s&o opgBes disponiveis, cadauma
com suas vantagens e desvantagens, que se complementam
para defini¢do do diagndstico genético'®2% (Tabela 2). Na
LPA, atécnicade RT-PCR, por ser altamente sensivel e per-
mitir identificar o ponto de quebrado gene PML easisoformas
do transcrito PML-RAR¢, € utilizada ndo so para confirma-
¢do do diagndstico genético como também paraavaliagéo da
resposta terapéutica e monitoramento da doenga. Ensaios
clinicos sugerem que se ao término da consolidacdo o trans-
crito PML-RAR« persiste esse paciente passa a ser conside-
rado de pior progndstico com alto risco de recaida hemato-
|6gica. 6%

Abstract

Acute promyelocytic leukemia (APL) is characterized by structural
chromosomal abnormalities involving the RAR ¢ (retinoic acid re-
ceptor a) gene located on the long arm of chromosome 17 (17921)
that lead to the formation of chimeric genes and fusion oncoproteins.
In about 98% of cases, the RARa gene is fused to the PML gene, the
result of a reciprocal chromosomal translocation t(15;17)(q22;921)
and in the other 2% of cases the RAR« gene may be fused to other
genes, leading to the formation of fusion proteins known generically

as X-RARoa.. Acute promyelocytic leukemia is an example of a
hematologic malignancy where there is a combination of genetic
and epigenetic (acetylation, deacetylation and methylation) changes
in the leukemogenesis process, chromosome structural changes
that affect the dynamic equilibrium of chromatin in the promoter
region of some genes. The use of molecular techniques that improve
genetic diagnosis and the development of targeted molecular therapy
have provided a high cure rate of this disorder. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter.

Key words: Leukemia, promyelocytic acute; genetics; translocation,
genetic.
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