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Introdugao

A leucemia promielocitica aguda (LPA) corresponde a 10% -15% das leucemias mieldides
agudas (LMA). Este tipo de leucemia (LMA-M3 de acordo com a classificagdo FAB)
esta associado, em cerca de 90% dos casos, a translocagdo t(15;17)(q22;q21), que
resulta na fusdo dos genes PML e RARQ. A andlise citogenética tradicional tem sido
utilizada para confirmar o diagnostico morfologico da LPA. Embora a t(15,17) ndo
seja detectada em outros tipos de leucemia, podem ocorrer resultados "falso-negati-
vos", decorrentes da andlise de células que ndo pertencem ao clone neoplasico, da
dificuldade de visualizacdo da translocagdo ou, até mesmo, da existéncia de rearranjos
cripticos que mascaram a translocagdo. Por outro lado, foram descritas alteragdes
cromossomicas alternativas em pacientes com LPA e, nesses casos, o tratamento com
ATRA ndo é eficaz. No periodo de julho de 1993 a dezembro de 2002 foram encaminha-
dos para andlise citogenética 47 casos com suspeita e/ou diagnostico clinico-morfolégico
de LPA. Trinta e quatro pacientes (72,3%) apresentaram a t(15;17), detectada pela
citogenética tradicional e/ou molecular. Em seis destes pacientes foram observadas
alteragbes cromossomicas adicionais ou rearranjos envolvendo um terceiro cro-
mossomo. Em cinco (10%) pacientes com caracteristicas de LPA, a técnica de FISH ndo
revelou a fusdo PML/RARQ, dado importante para a orientagdo do diagnostico e da
conduta terapéutica desses pacientes. O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de avaliar a importdncia da andlise citogenética tradicional e molecular no diagnostico
de pacientes com LPA. Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;27(2):94-101.

Palavras-chave: Leucemia promielocitica aguda; analise citogenética, hibrida¢do in
situ fluorescente (FISH).

formando feixes, dando a estas células a denominacgéao de
"Faggot cells" (células com magos ou feixes).'

A leucemia promielocitica aguda (LPA) ou LMA-M3,
de acordo com a classificagdo FAB, corresponde a 10% -
15% das leucemias mieloides agudas (LMA). Este tipo de
leucemia apresenta morfologia celular caracteristica com
promielodcitos anormais, niicleo excéntrico, abundantes
granulagdes no citoplasma. Caracteriza-se também pela
presencga de multiplos bastonetes de Auer no citoplasma,

Estudos de marcadores de superficie mostram que as
células da LPA tém um padrao distinto quando comparado
a outras LMAs. Ocorre alta expressdo de antigenos mielo-
monociticos (CD13, CD15 e CD33) e auséncia de expressido
de antigenos monociticos (CD14, incluindo My4, Leu M3 ¢
Mo2) e HLA-DR.>** Em cerca de 90% dos casos, esta
associada a translocacao t(15;17)(q22;921), que resulta na
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fusdo dos genes PML e RARQ identificada por Rowley et
al, em 1977,° mas com defini¢do dos pontos de quebra so
em 1984.57

Os pacientes com LPA apresentam quadro clinico e al-
teragOes laboratoriais compativeis com coagulacdo intra-
vascular disseminada (CIVD) e podem evoluir rapidamente
ao oObito, devido a fendmenos hemorragicos. Entretanto, o
tratamento com acido transretindico (ATRA) associado a
quimioterapia, tem resultado em boa resposta clinica dos
pacientes, tornando a LPA uma das leucemias de melhor prog-
nostico.

Na maioria dos casos, os pacientes apresentam sinto-
mas relacionados a anemia, trombocitopenia, organomegalia
e disturbios da coagulagdo.® A primeira manifestacao clinica
em LPA ¢ aleucopenia e na variante da LPA ¢ a leucocitose.’
Outras caracteristicas menos freqiientes sdo observadas em
15% a 20% dos pacientes e infiltragdo no sistema nervoso
central e na pele sdo achados raros.*"°

Por outro lado, em cerca de 2% dos casos, o gene RARQ
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)(q23;q21), t(5;17)
(935;921) e t(11;17)(q13;921), respectivamente. Mais recen-
temente, o gene STATS5D, localizado em 17q21, foi identifi-
cado como um novo parceiro do RARO em um caso de LPA
com [der(17)]."" Nesses casos, o tratamento com ATRA nio
¢ eficaz.

A analise citogenética tradicional tem sido utilizada para
confirmar o diagndstico morfologico da LPA. Embora a
t(15;17) ndo seja detectada em outros tipos de leucemia, po-
dem ocorrer resultados "falso-negativos" decorrentes da
analise de células que ndo pertencem ao clone neoplasico,
da dificuldade de visualizagao da translocacao ou, até mes-
mo, da existéncia de rearranjos cripticos que mascaram a
translocagao.

O advento da tecnologia de acidos nucléicos, tais
como PCR e FISH, tem revolucionado o campo das doen-
¢as genéticas e oncologicas. A sensibilidade destas técni-
cas para o diagnostico e monitoramento das doencas a
nivel molecular esta sendo aplicada na rotina de muitos
laboratorios.

A técnica de FISH permite a visualizagdo de seqiién-
cias especificas de acidos nucléicos, no caso os genes PML
¢ RARO em cromossomos metafasicos ou nucleos interfa-
sicos.'? A técnica de FISH pode ser aplicada para determinar
aorigem clonal das leucemias, monitoramento da eficacia da
terapia no tratamento, detectar a presenca de doenga residu-
al minima seguindo a terapia, identificar recaida da doenga,
detectar anomalias cromossomicas numéricas, bem como
amplificagdo e delecdo de genes. '

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar a importancia da analise citogenética tradicional e
molecular no diagnoéstico de pacientes com LPA.

Casuistica e Métodos

Amostra

No periodo de julho de 1993 a dezembro de 2002 foram
encaminhados ao Hereditas Servigo de Genética Humana (ju-
lho de 1993 a margo de 2001) ou ao Setor de Genética
Laboratorial do Departamento de Patologia Clinica do Hos-
pital Israelita Albert Einstein (margo de 2001 a dezembro de
2002), para analise citogenética, 47 casos de pacientes que
apresentavam suspeita clinica inicial de LPA ou que mostra-
ram resultado de imunofenotipagem compativel com LPA.

Analise citogenética foi realizada em 62 amostras dos
47 pacientes, sendo 47 ao diagnoéstico e 15 amostras no acom-
panhamento do tratamento.

As amostras de aspirado de medula 6ssea foram
coletadas nos diversos servi¢os clinicos e enviadas em meio
de transporte para medula 6ssea (Cultilab) ou seringa hepa-
rinizada.

Cultura e preparacdes citologicas

Para obtencdo de cromossomos metafasicos em amos-
tra de medula oOssea, utilizaram-se os procedimentos técni-
cos tradicionais. Resumidamente, as amostras foram semeadas
em meio de cultura (RPMI 1640-Gibco/ MEM alfa-Gibco/ Soro
Fetal Bovino-Gibco), incubadas por 24 a 48 horas a 37°C e
submetidas a tratamento com colchicina, hipotonica e fixa-
¢do. Em seguida o material foi pingado sobre laminas. Consi-
derando o periodo de analise, houve uma certa variagdo na
técnica, principalmente quanto a tempos de exposigdo a
colchicina e hipotonica. Sempre que possivel foram realiza-
das pelo menos duas culturas de cada paciente, uma de 24
horas e outra de 48 horas; em alguns casos anteriores a 1998
foram realizadas também preparagoes diretas. Apos a anali-
se, material remanescente em fixador foi mantido a4° C.

Para obtengao de banda G foi utilizado o procedimento
descrito por Sanchez et al (1973)'* com modificagdes.

Sempre que possivel, foram analisadas vinte meta-
fases de cada caso, preferencialmente em laminas proveni-
entes de duas culturas diferentes. Foram utilizados como
critérios para classificagdo os recomendados pelo ISCN,
1995.% Nos casos em que o cariotipo nao pode ser realizado
por auséncia de células em metafase ou que o resultado se
mostrou discrepante com outros dados clinico-laboratoriais
e que havia material remanescente em fixador, foi feita a
analise por FISH.

Posteriormente foi realizada revisao citogenética dos
casos em que havia documentagdo fotografica ou imagens
digitalizadas de metafases.

A técnica de FISH foi realizada com a sonda (LSI PML/
RARa Dual Color Translocation Probe - Vysis, Inc) seguin-
do as recomendagdes do fabricante, com modificagdes. Em
resumo: as laminas foram submetidas a um pré-tratamento
com solugdo de 2XSSC (NaCl/ citrato de sodio) e desidrata-
das em uma bateria de alcoois 70%, 80% e 100% a temperatu-
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ra ambiente. Para denaturag@o, as laminas foram colocadas
em uma solugdo de 70% formamida/ 30% 2XSSC (pH 7.0)
aquecida a 73° C por cinco minutos. A sonda denaturada
simultaneamente foi aplicada sobre as ldminas, cobertas com
laminula e colocadas, em cdmara imida e no escuro, em estu-
fa a 37°C por, no minimo, seis horas ou, preferencialmente,
overnight. Apos esse periodo, as laminas foram lavadas em
uma seqiiéncia de trés banhos de formamida e 2XSSC a45°C
por dez minutos, e por cinco minutos na solugdo de 2XSSC e
NP 40%. No momento da analise, as laminas foram coradas
com 10uL de DAPI II (Vysis, Inc.) e cobertas com laminula.
A analise foi feita ao microscopio de fluorescéncia
(Zeiss, axiophot) equipado com filtros Zeiss de bandas sim-
ples dos espectros verde (15), vermelho (09) e azul (02). Sem-
pre que possivel, foram analisados 100 nucleos e metafases.

Interpretacao técnica dos resultados de FISH

As sondas utilizadas detectam a justaposi¢do do locus
do gene PML, localizado no cromossomo 15q22, com o locus
do gene RARaQ, localizado no cromossomo 17g21.1. A
translocagdo t(15;17) produz uma fusdo dos dois genes no
cromossomo derivativo 15.

A sonda LSI PML (15q22), especifica para a regiao
15922, comegando a marcagio no intron 7 até o centromero
com 180Kb,'¢ ¢ marcada com fluoréforo vermelho (Spectrum
Orange™) ea LSIRARa (17q21.1), especifica para a regido
17g21, comegando no intron 4 até o telomero com 400Kb '
¢ marcada com fluordéforo verde (Spectrum Green™). A fu-
sdo dos dois genes produz uma fluorescéncia com sinais
coincidentes (verde/vermelho). Assim, uma célula normal apre-
senta dois sinais verdes e dois vermelhos distintos; uma
célula com a translocagao t(15;17) mostra um sinal verde, um
sinal vermelho e um sinal verde/vermelho coincidentes (Fi-
gura 1). De acordo com os resultados obtidos através da
hibridizagdo das sondas génicas em amostra de individuos
normais (controle negativo), foram considerados como posi-
tivos, isto ¢, com a t(15;17), os casos que apresentaram mais
de 10% dos nucleos ou metafases com um sinal verde, um
sinal vermelho e um sinal verde/vermelho coincidentes.

As imagens foram digitalizadas com a utilizagdo de
camera CCD e software Ikaros e Isis (Metasytem)

Resultados

Foram identificadas amostras de 47 pacientes com sus-
peita ou diagnostico clinico-laboratorial de LPA, 20 do sexo
masculino e 27 do sexo feminino, com idade variando de 1 a
69 anos. Seis casos foram encaminhados no periodo de julho
de 1993 a dezembro de 1996; quatro casos em 1997, seis ca-
sos em 1998; sete casos em 1999; cinco casos em 2000; seis
casos em 2001 e treze casos em 2002. A analise imuno-
fenotipica, por citometria de fluxo foi realizada em 45 casos.
(Tabela 1)
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Figura 1. Esquema da visualizagdo da técnica de FISH em
cromossomos metafasicos (a) e em nucleos interfasicos (b)
mostrando a célula normal a esquerda e com o rearranjo PML/
RARa a direita.

Figura 2. Metafase da paciente TLAT mostrando o envolvimento do
cromossomo 3 na fusédo PML/RARa

A analise citogenética inicial foi possivel em 37 (79%)
dos 47 pacientes. Dezessete pacientes apresentaram a t(15;17)
classica, trés apresentaram a t(15;17) envolvendo um tercei-
ro cromossomo (Figuras 2, 3 e 4), quatro apresentaram ano-
malias cromossomicas diferentes da t(15;17) e treze mostra-
ram cariétipo normal, sendo que um desses pacientes pos-
suia um cari6tipo constitucional com trissomia 21. A analise
por FISH foi possivel nas dez amostras que ndo apresenta-
ram células em metafase e em nove foram observados sinais
compativeis com a fusdo PML/RARA. Em quatro casos com
cariotipo normal, a analise por FISH confirmou a auséncia do
rearranjo citogenético e, em dois casos com anomalias




Sagrillo MR et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;27(2):94-101

g iz

confirmada. Desta forma, verificamos que, em cinco
(10%) casos, a analise citogenética molecular afas-
tou a presenga do rearranjo PML/RARQ. Em 33/42

ﬁgi 88 a8 %8

(78,6%) casos a andlise citogenética classica ou
molecular confirmou o diagnostico de LPA (Ta-
bela 2).

Analises citogenéticas classica e/ou molecular
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foram realizadas durante o acompanhamento tera-
péutico em 15 amostras de 13 pacientes. Em apenas
um paciente foi detectada recaida.

Discussao

O termo Leucemia Mieloide Aguda (LMA) re-
fere-se a um conjunto de doencas distintas que di-

aa

Figura 3. Cariotipo da Paciente TLAT mostrando 46,XX,t (1;4) (924;928),

t (3;15;17)(p21;922;921)
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ferem pelas suas evolugdes patogénicas, anormali-
dades genéticas, aspectos clinicos, resposta tera-
péutica e prognostico. A analise citogenética ou
molecular tem sido um instrumento na identificacao
dos tipos de LMA, bem como no direcionamento
da conduta terapéutica.'’

Entre as recomendagdes do NCCN (National
Comprehensive Cancer Network),'® o exame cito-
genético de aspirado de medula dssea é considera-
do mandatorio para o diagndstico de todos os ca-
sos de leucemia aguda. No caso especifico de LPA,
aidentificacdo dat(15;17) ou o seu equivalente mole-
cular ¢ essencial para o inicio da terapia. Desta
forma, a necessidade de um diagnoéstico genético
rapido e preciso ¢ imprescindivel.

Em nosso meio, a analise citogenética em pa-
cientes com suspeita de leucemias com o objetivo
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clinico-terapéutico vem evoluindo exponencial-
mente no decorrer da Gltima década. De fato, en-
quanto seis casos com suspeita de LPA foram en-
caminhados no intervalo de dois anos e meio (1993

L
18
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a 1996), durante o ano de 2002 realizamos estudo
citogenético em treze casos. Interessante notar que
Chaufaille et al (2001)" selecionaram 13 pacientes
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Figura 4. Cariotipo parcial da paciente MT [46,XX, add(8)(g34),t(15;17)(q22;921)],
mostrando os cromossomos 9, 15 e 17 e caridtipo do paciente FCG [(46,XY,
add(8)(q24),t(15;17)(922;921)] com o segmento adicional no cromossomo 8,

com LPA no periodo de 1996 a 1999 e 42 pacientes
quando esse periodo se estende de 1997 a 2003.
Dados epidemioldgicos referentes a incidéncia de
alteragdes cromossomicas em neoplasias hema-

além da t(15;17)

cromossomicas diferentes da t(15;17), a analise por FISH de-
tectou a fusdo PML/RARQ. Narevisdo das fotos ou imagens
de todos os casos com cari6tipo normal ou outras alteragdes
detectamos a presenca da t(15;17) em trés deles: um com
trissomia do cromossomo 8, um com monossomia do
cromossomo 7 € um com caridtipo aparentemente normal.
Analise por FISH foi realizada também em sete pacientes que
apresentaram a t(15;17) classica e nos trés pacientes com
translocagdes variantes. Em todos, a fusdo PML/RARQ foi

tologicas sdo escassos no Brasil. Em um levanta-

mento realizado no Departamento de Patologia Cli-
nica do HIAE, no periodo de 2001 a 2002, entre 43 pacientes
adultos com LMA, 11 (25%) apresentaram a t(15;17).%° En-
tre 190 casos de LMA encaminhados para analise
citogenética a outro laboratorio comercial de SP, no perio-
dode 1997 22003, 42 (21%) tinham a t(15;17).?' Entre 453
pacientes com diagnostico de LMA, no Rio Grande do Sul,
a propor¢do de LPA ¢é de 23%.% Estas freqiiéncias estdo
aumentadas em relag@o aos relatos da literatura de paises
europeus ¢ Estados Unidos. Se por uma lado esses valores
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podem ser atribuidos a importancia da identifica-
cao da t(15;17) para fins terapéuticos e represen-
tar um desvio de averiguagao, por outro sugerem
uma maior incidéncia da LPA entre latinos.”

Em nossa amostra, a analise cromossomica
foi possivel em 37 casos, dos quais 23 (62%) apre-
sentaram a t(15;17). Quando incluimos a analise
por FISH dos dez casos que nao apresentaram
metafases, a freqiiéncia do rearranjo PML/RARQO ¢
de 72.3% (34 dos 47 casos).

Esses valores encontram-se no limite inferior
aos relatados na literatura, que consideram que a
analise por banda G em células provenientes de
preparagdes de aspirado de medula 6ssea docu-
mentam a t(15;17) em 70% a 80% dos casos com
caracteristicas morfologicas de LPA.** Diversas
razdes podem explicar esse resultado:

A t(15;17) pode ndo ser visualizada devido a
qualidade das preparagdes. Em nove casos de nos-
saamostra, a t(15;17) ndo foi observada pela anali-
se citogenética classica e ndo havia material dis-
ponivel para analise por FISH. Diversos autores
relatam que a morfologia dos cromossomos dos
pacientes com LPA ¢ ruim, dificultando a visua-
lizagdo da alteragdo.” ¢ De fato, em trés casos de
nossa amostra, a t(15;17) s6 foi observada durante
a revisdo das fotos ou imagens digitalizadas. Por
outro lado, as células que entram em divisdo du-
rante a cultura podem ndo ser derivadas dos
promieldcitos anormais, ndo contendo, portanto, a
alteracdo cromossomica. Haferlach et al, (1998)*
usando uma técnica combinada de FISH e colora-
¢do May-Griinwald-Giemsa, mostraram que, en-
quanto 97% dos promieldcitos possuiam sinais
compativeis com a fusdo PML/RAR®, apenas 18%
dos polimorfonucleares mostravam sinais positi-
vos ¢ nenhum eritroblasto, linfocito ou célula
plasmatica mostrou o rearranjo. Por essa razao,
outros autores consideram que a proporgao de
células com a t(15;17) ¢ menor em amostras prove-
nientes de preparagdes diretas do que em culturas
de 24-48 horas.?® Em nossa amostra, trés casos com
cariotipo normal (4, 5 e 8) foram analisados apenas
apos preparagao direta. Mancini et al (1995)* de-
tectaram apenas 1% a 12% das metafases com a
t(15;17) em pacientes com a fusaio PML/RARQ pre-
viamente detectada por reagdo em cadeia da poli-
merase (PCR) usando bibliotecas dos cro-
mossomos 15¢e 17.

Sabemos hoje que, em cerca de 2% dos ca-
sos, o gene RARO esta envolvido em rearranjos
com os genes PLZF, NPM ou NuMA, nas
translocagdes t(11;17)(q23;q21), t(5;17)(q35;921) e
t(11;17)(q13;g21), respectivamente.'' Nestes casos,

resultados da imunofenotipagem.

Tabela 1
Identificagéo dos 47 pacientes estudados, idade, sexo e

Imunofenotipagem
Caso Idade Sexo
CD13 CD33 CD34 HLADR CD2 Interpretagdo
1 33 M + + LMA-M3
2 32 F + + LMA-M3
3 10 M + + LMA-M3
4 8 M + + LMA-M3
5 34 F + = LMA-M3
6 27 F + LMA-M3
7 61 F + BE LMA-M3
8 33 M + + = = LMA-M3
9 24 M + BE LMA-M3
10 50 M + + LMA-M3
11 4 F + = LMA-M3
12 1 F + + - - LMA-M3
13 22 F + - - LMA-M3
14 14 M + + BE LMA-M3
15 3 F + + - - LMA-M3
16 29 F + + - - LMA-M3
17 45 F + + = = LMA-M3
18 42 M + + BE LMA-M3
19 49 M + + - LMA-M3
20 68 M + + = = LMA-M3
21 16 M + + - LMA-M3
22 9 F BE + LMA-M3
23 7 F + + - LMA-M3
24 13 F + LMA-M3
25 37 M + - - LMA-M3
26 6 F + - = LMA-M3
27 20 F + - - LMA-M3
28 14 M + - - LMA-M3
29 28 M + + LMA-M3?
30 69 F + LMA-M3
31 39 M + + = LMA-M3
32 58 M + + = = LMA-M3
33 32 F + + - - LMA-M3
34 36 F + + LMA-M3
35 45 F + + + LMA-M3
36 25 M + + - - LMA-M3
37 39 F + + LMA-M3
38 45 F + + LMA-M3
39 19 M + + - - LMA-M3
40 41 M NR
41 13 F + = = LMA-M3
42 69 F + = = LMA-M3
43 37 F + = = LMA-M3
44 63 M + + LMA-M3
45 23 F NR
46 27 F + + BE LMA-M3
LMA
£ i 3 * * * s/maturagao

M = masculino; F = feminini; NR = ndo realizado; BE = baixa expressao
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Resultados da analise citogenética classica Tiit():ie::ll?, ipc’;s revisdo e citogenética molecular (FISH)
Caso Caridtipo FISH
Analise Inicial Revisao

1 47 XY, +8/46,XY[11] 47 XY1(15;17)(q22;921),+8/46,XY NR
2 46,XX,t(15;17)(922;921)[11] NR
& S/M Negativo
4 46,XY[11] NR
5 46, XX[11] NR
6 46,XX,t(15;17)(922;921)[11] NR
7 46, XX[11] NR
8 46,XY[11] NR
9 46, XY{(15;17)(g22;921) [11] NR
10 46,XY[11] 46,XY(15;17)(922;921) NR
11 46, XX[11] NR
12 46,XX,t(15;17)(922;921) [11] NR
13 46,XX,2,i(12p) [11] Positivo
14 46,XY, 1(15;17)(922;921) [11] Positivo
15 S/M Positivo
16 S/M Positivo
17 46 XX,1(15;17)(q22;921) [11] NR
18 46,XY,del(11923) [11] NR
19 46,XY, 1(15;17)(922;921) [11] NR
20 S/M Positivo
21 S/M Positivo
22 47 XX,+21c[11] Negativo
23 46,XX,t(15;17)(922;921) [11] NR
24 45,XX,-7 [20] 45 XX,%(15;17)(922;921),-7 Positivo
25 46,XY[20] Negativo
26 46,XX[20] NR
27 S/M Positivo
28 S/M Positivo
29 46,XY, 1(15;17)(922;921) [20] NR
30 46,XX[20] Negativo
31 46,XY, 1(15;17)(922;921) [20] Positivo
32 46,XY, 1(15;17)(922;921) [20] Positivo
33 46,XX[20] Negativo
34 46,XX,t(15;17)(922;921)/46,XX[20 NR
35 46,XX,t(15;17)(922;921)/46,XX[20] NR
36 S/M Positivo
37 46,XX,t(15;17)(922;921),add(9)(q34) [20] Positivo
38 46,XX,t(15;17)(922;921) [20] Positivo
39 46,XY1(15;17)(922;921),add(8)(q24) [20] Positivo
40 S/M Positivo
41 S/M Positivo
42 46,XX[20] NR
43 46,XX,t(15;17)(922;921) [20] Positivo
44 46,XY;t(15;17)(q22;921) [20] Positivo
45 46,XX[20] NR
46 46,XX,t(15;17)(922;921) [20] Positivo
47 46,XX,(1;4)(q34;928)t(3;15;17)(p21;922;921) [20] Positivo

NR = nao realizado; S/M = sem metafases
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a sonda por nos utilizada ndo detecta estas alteragdes em
nucleos interfasicos.

Em um paciente de nossa amostra (3) nao foram visua-
lizadas metafases e a analise por FISH foi negativa. Nao po-
demos afastar a presenga de um rearranjo alternativo neste
caso.

Insercdes cripticas da fusao PML/RARO sdo observa-
das em cerca de 10% dos casos de LPA.?**° Esses rearranjos
podem ser evidenciados por FISH. Em nove casos de nossa
amostra que apresentaram cariotipo normal, a analise por FISH
nao foi possivel por ndo haver material disponivel. Nao pode-
mos afastar a presenca de rearranjos cripticos nesses casos.

As vezes, a avaliagio clinico-morfoldgica inicial pode
ndo ser conclusiva e o paciente pode pertencer a outro
subtipo das LMAs. Em nossa amostra, dois casos com
cariotipo normal (7 e 30) foram reclassificados como perten-
centes ao grupo FAB-M2 apos reavaliagdo clinico-morfo-
logica.

Finalmente, ainda podem ocorrer mecanismos alterna-
tivos que levam a uma doenga indistinguivel da LPA.
Grimwade et al 1998,*° com o objetivo de caracterizar casos
com LPA sem a t(15;17) classica, revisaram noventa casos
através da analise morfologica e resultados citogenéticos ou
moleculares. Destes, quatro foram excluidos por apresenta-
rem caracteristicas morfologicas compativeis com M1 ou M2,
11 por apresentar citogenética compativel com LPA
(isocromossomo 17q) e 15 por nao haver material remanes-
cente para analise molecular. Dos sessenta casos restantes,
em cinco ndo foram evidenciadas alteragdes envolvendo o
gene RARQ.

A analise citogenética classica ou molecular realizada
em 13 pacientes durante o acompanhamento terapéutico per-
mitiu a detecc¢do de recaida em sistema nervoso central (SNC)
em um paciente. Neste caso, a analise por FISH em amostra
de liquido cefalorraquidiano mostrou sinais compativeis com
a fus@o em mais de 90% das células, enquanto a analise por
PCR em amostra de sangue periférico revelou-se normal. Vin-
te e nove dias ap0s este Ultimo exame, o teste de FISH em
amostra de medula dssea mostrou sinais compativeis com a
fusdo PML/RARO em 15% das células, confirmando uma re-
caida sistémica.

Conclusoes

No presente trabalho verificamos que a freqiiéncia da
t(15;17) entre 37 pacientes foi de 62% nos quais realizou-se
analise citogenética classica. Quando aplicada a técnica de
FISH nos casos que ndo apresentaram metafases adequa-
das, esta freqiiéncia aumenta para 72,3%. A presenca de alte-
ra¢des cromossOmicas adicionais ou complexas foi observa-
da em 15,8% dos casos. Interessante notar que, em nossa
amostra, em 10% dos casos encaminhados com suspeita de
LPA, a analise citogenética molecular afastou a presenca do
rearranjo PML/RARa.
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A LPA requer especial atengao entre os subtipos de
LMA por suas implicagdes prognosticas e terapéuticas. Com
a terapia atual, 70%-80% dos pacientes se mantém com
sobrevida livre de doenga em pelo menos cinco anos. O
diagnostico laboratorial preciso e a detecg¢@o rapida da t
(15;17) (922;921) ou o seu equivalente molecular ¢ impor-
tante para definir o diagnostico e introdugao do tratamento
comATRA.

O método de FISH tem se tornado rotina na pratica
clinica para confirmar alteragdes cromossomicas especificas
e definir alteragdes mesmo quando a analise classica ndo
apresenta resultados satisfatorios. A analise por FISH pode
ser realizada em diferentes tecidos e, por ser um método quan-
titativo, permite inclusive a detecgdo da recaida da doenga.

A combinagdo de técnicas de citogenética classica e
molecular deve ser utilizada para obtengéao de resultados mais
precisos e com maior rapidez, apresentando grande impor-
tancia no auxilio da selegdo da terapia apropriada para os
pacientes com LPA.

Abstract

Acute promyelocytic leukemia (APL) accounts for 10 to 15% of
acute myeloid leukemias (AML). This type of leukemia (AML-M3

according to the FAB classification) is associated, in about 90% of
the cases, with a t(15;17)(q22,;q21) translocation, resulting in the
fusion of the PML and RARa genes. Traditional cytogenetic analysis

has been used to confirm the morphological diagnosis of ALP.

Although the t(15,17) translocation is characteristic for this kind of
leukemia, "false-negative” results may occur as a result of the
analysis of cells which do not belong to the neoplastic clone, of the
difficulty to visualize the translocation and even of the existence of
cryptic rearrangements masking the translocation. Moreover,

alternative chromosome alterations were described in patients with

APL and in these cases treatment with ATRA is not effective. From

July 1993 to December 2002, 47 cases suspected of or being
diagnosed with APL by clinical-laboratorial methods were referred
Jor cytogenetic analysis. Thirty-four patients (72.3%) had the t(15,17)

translocation, detected by traditional and/or molecular cytogenetics.

In six of these patients, additional chromosome alterations or
rearrangements involving a third chromosome were observed. In
five patients (10%) with APL characteristics, the FISH technique
did not reveal the PML/RAR® fusion, an important finding in the
process of reaching a diagnosis and of establishing a therapeutic
conduct for these patients. This work was carried out with the purpose
of evaluating the importance of traditional and molecular cytogenetic
analysis in the diagnosis of APL. Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;

27(2):94-101.

Key words: Leukemia promyelocytic acute/genetics, cytogenetic
analysis; fluorescent in situ hybridization (FISH).
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