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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). 

08 

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. 

12 

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). 

16 

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

17 

Figura 5: Via metabólica do retinol.  19 

Figura 6: 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). 
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Figura 7: 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 
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RReessuummoo  

A leucemia promielocítica aguda (LPA) corresponde a cerca de 20-28% das LMAs nos 

países latino-americanos, sendo caracterizada pelo acúmulo de células leucêmicas na medula 

óssea semelhantes a promielócitos e clinicamente associada à coagulopatia, que é responsável 

pela alta mortalidade precoce nas fases iniciais de tratamento. Apesar da LPA ser geralmente 

reconhecida por seus caracteres morfológicos, existem casos atípicos. A LPA é uma patologia 

beneficiada pelo tratamento com ATRA e, portanto, um rápido e eficiente diagnóstico é 

essencial. A citogenética em geral e a RT-PCR são amplamente utilizadas na detecção da fusão 

gênica PML-RARα. Estas técnicas fornecem informações adicionais sobre a presenca de outras 

anormalidades citogenéticas, porém consomem tempo e requerem laboratórios especializados. O 

padrão da PML provou-se útil ao diagnostico da LPA clássica através de técnicas imunológicas 

utilizando anticorpos monoclonais ou policlonais. Neste estudo foram analisados 15 pacientes, 

de ambos os sexos, idade variando de 4 a 17 anos, diagnosticados com LPA no Centro de 

Oncohematologia Pediátrica do HUOC ou Instituto Nacional do Câncer entre os anos de 2004 a 

2008. As amostras de medula óssea dos pacientes foram tratadas de acordo com protocolos 

padrões sendo realizadas as técnicas de bandeamento G, RT-PCR, FISH usando sonda para o 

rearranjo PML-RARα e imunofluorescência com anticorpo monoclonal PG-M3. A análise por 

bandeamento G revelou alterações cromossômicas, com excessão de dois casos que 

apresentaram cariótipos normais. O estudo apresentou: um cariótipo complexo 

47,XX,del(12p),add(14q),del(15q),i(19q),+mar, onde não foi detectada a fusão PML-RARα pela 

RT-PCR, nem pela FISH; um 48,XX,+2mar, no qual também não foi detectada a fusão PML-

RARα pelas técnicas moleculares. Estes dois casos podem conter fusões variantes. Sete casos 

com t(15;17) foram detectados pela citogenética e confirmados pela FISH; cinco casos com 

t(15;17) confirmados pela FISH quando não foi possível realizar a análise citogenética. Em três 

casos a RT-PCR mostrou-se divergente da FISH. A imunofluorescência foi realizada em cinco 

casos e todos confirmaram o diagnóstico da LPA clássica. Sete pacientes estão vivos, seis em 

remissão, um em tratamento e oito foram a óbito. Estes dados mostram a importância da união 

de diversas metodologias para o aperfeiçoamento da eficiência e sensibilidade do diagnóstico e 

do tratamento desta doença. 

  
Palavras-chaves: Leucemia promielocítica aguda (LPA), Diagnóstico genético, Bandeamento G, 

Anticorpo Anti-PML (PG-M3)
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AAbbssttrraacctt  

 

The acute promyelocytic leukemia (APL) accounts for 20-28% of all AML in Latin-

Americans’ countries, it have been characterized by a block in differentiation of hematopoietic 

cells at the promyelocytic stage of development and it is clinically associated with coagulopathy, 

which is responsible for high rate of early mortality. Although APL generally is recognized by 

its characteristic morphologic features, there are atypical cases. The APL is a pathology that 

benefits from treatment with ATRA and for which a rapid and accurate diagnosis is essential. 

Cytogenetics in general and RT-PCR are used widely for the detection of the PML-RARα fusion 

gene. These techniques provide additional information about the presence of other cytogenetic 

abnormalities, but they are time consuming and require specialized laboratories. The PML 

pattern has proved useful for the diagnosis of classic APL by standard immunologic techniques 

using monoclonal or polyclonal antibodies. In this study were analyzed 15 patients, both sex, 

with an age variation between   4 and 17 years old, diagnosed with APL from Pediatric 

Oncohematology Center of HUOC or National Cancer Institute between 2004 and 2008. The 

patient´s samples of bone marrow were treated according standard protocols and were performed 

the techniques of G banding, RT-PCR, FISH using PML-RARα probe and immunofluorescence 

with PG-M3 antibody. The G banding analyzes reveal chromosomal alterations except for two 

cases that presented normal cariotypes. The study showed: a complex cariotype 

47,XX,del(12p),add(14q),del(15q),i(19q),+mar, that was not detected by RT-PCR the PML-

RARα fusion, neither FISH; one 48,XX,+2mar, in which wans´t detected PML-RARα fusion in 

both molecular techniques. These cases could contain a variant fusion. Seven with t(15;17) 

detected by cytogenetic and confirmed by FISH; five with t(15;17) confirmed by FISH when 

cytogenetic analyzes wasn´t possible. In three cases RT-PCR showed divergence with FISH. In 

five cases immunofluorescence was performed and all confirmed the classic APL diagnoses. 

Seven patients are alive, six in remission and one in treatment, and eight are deceased. This 

finding shows the importance of joining several methodologies for improving the diagnoses 

accuracy and sensibility and the treatment of this disease. 

 

Key words: Acute promielocytic leukemia (APL), Genetic diagnoses, G banding, Anti-PML 

antibody (PG-M3). 
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1. Introdução  

 
A leucemia promielocítica aguda (LPA) corresponde a cerca de 20-28% das leucemias 

mielóide agudas (LMAs) nos países latino americanos e caracteriza-se pela expansão clonal de 

promielócitos anormais, sendo classificada pelo grupo franco-americano-britânico (FAB) como 

LMA-M3, podendo ocorrer em qualquer faixa etária. Os pacientes com este tipo de leucemia 

freqüentemente desenvolvem coagulopatia e podem evoluir rapidamente ao 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.  

Esta doença é geneticamente caracterizada pela translocação recíproca t(15;17)(q22;q12), 

resultando numa nova proteína de fusão (PML-RARα), responsável pela inibição da 

diferenciação normal de células mielóides e promovendo sua sobrevivência. Aproximadamente 

90% dos casos de LPA apresentam esta translocação. 

O diagnóstico genético da LPA passou a ser considerado um dos métodos mais confiáveis 

para a fiel identificação dos casos desta doença na atualidade. A análise citogenética 

convencional vem sendo utilizada para a confirmação do diagnóstico morfológico desta doença. 

Embora o achado citogenético da t(15;17) não seja encontrado em outros tipos de leucemia, é 

fato a ocorrência de “falsos negativos” devido, principalmente, a rearranjos crípticos desta 

translocação que ocultam a visualização deste evento. Desta forma, a combinação de vários 

métodos é essencial para a avaliação completa do cariótipo. A união de técnicas da citogenética 

clássica e molecular e de biologia molecular, tais como FISH e PCR aumentam a sensibilidade 

do diagnóstico e monitoramento da doença. A análise por imunofluorescência para detecção do 

padrão nuclear microparticulado de coloração da proteína PML resultante da fusão PML-RARα, 

usando anticorpos anti-PML monoclonal (PG-M3), também vem sendo utilizada por ser uma 

técnica rápida, sensível e de baixo custo comparada às técnicas moleculares como FISH e PCR.  

As LMAs correspondem a 20% das leucemias agudas em crianças, no entanto este grupo 

de doenças é muito pouco estudado, sendo este fato ainda mais evidente em nosso país. A 

estimativa para o biênio 2008/09 feita pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA/RJ/Brasil) 

informa que ocorrerão cerca de 9.890 novos casos de câncer por ano em crianças e adolescentes 

com até 18 anos de idade. Em países em desenvolvimento, o câncer pediátrico atualmente se 

destaca como principal causa de óbito. No Brasil, em 2005, a taxa de mortalidade por câncer em 

pacientes de 1 a 19 anos foi de 8% em relação a todos os óbitos, configurando a segunda 

colocação dentre as causas de morte em crianças e adolescentes. Este dado traz grandes e novos 
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desafios à gerência das questões que cercam a atenção oncológica, principalmente por parte do 

Sistema Único de Saúde (SUS). 

Desta forma, a finalidade deste trabalho é relacionar os dados citogenéticos 

clássicos/moleculares, de biologia molecular e a detecção imunológica da proteína PML com o 

objetivo de auxiliar o diagnóstico e o estabelecimento do prognóstico, bem como subsidiar novas 

condutas terapêuticas e preventivas de recaída nos pacientes atendidos nas diferentes instituições 

que farão parte deste projeto, além de contribuir para a geração de conhecimento quanto ao 

estudo cromossômico das leucemias em nossa população. 
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2. Revisão da Literatura 

 

2.1 Origem do Câncer 
Atualmente, o câncer é considerado como uma doença genética de células 

somáticas e seu desenvolvimento é determinado pelo acúmulo simultâneo de mutações 

no DNA da célula. A perda do controle sobre o número de células devido a estas 

alterações promove falhas nos mecanismos de controle, os quais mantêm o equilíbrio 

dos processos celulares de crescimento e diferenciação. Afirma-se assim uma vantagem 

proliferativa para as células cancerígenas em detrimento das demais células do órgão 

(Petrilli e Toledo, 2001).  
 

2.2 Características Gerais da Leucemia 
A leucemia é uma neoplasia maligna originada de uma célula hematopoética 

multipotente, caracterizada pela proliferação anárquica e clonal de blastos anormais na 

medula óssea (Caligiuri e Bloomfield, 2001). Ela resulta 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 cromossomais adicionais costumam ocorrer levando 

a alterações cromossômicas 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 conseqüentes à anemia devido à escassez eritrocitária, sangramento 

(equimoses, petéquias, hemorragias) secundário a plaquetopenia, febre e infecções 
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recorrentes, refletidas pela deficiente função fagocitária secundária ao 

comprometimento do setor granulocítico (Rapaport, 1990). 

As leucemias agudas 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 leucemias agudas 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 (Mayani, 1996). 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 freqüente em recém nascidos (Lichtman e 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 
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mielóides. Estes defeitos genéticos podem ser resultado de diversos eventos mutationais 

possíveis, tais como deleções cromossômicas, translocações, mutações pontuais, entre 

outras (Rowley, 1999). 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, e 

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

2.3 Classificações da Leucemia Mielóide Aguda 

Objetivando a padronização dos tipos celulares presentes nas leucemias agudas 

foram criadas as classificações morfológicas e imunofenotípicas. A classificação 

morfológica foi criada por um grupo de hematologistas franceses, americanos e 

britânicos, conhecida também como classificação FAB (Tabela 1), possuindo oito 

subtipos principais, M0 a M7 e algumas variantes, os quais apresentam caracteres 

particulares. Atualmente a classificação FAB se baseia nos aspectos morfológicos das 

células predominantes nos esfregaços de medula óssea e/ou sangue periférico analisados 

dos pacientes, e nas características citoquímicas, de imunofenotipagem e citogenéticas 

destas células. A seguir serão destacadas as características de cada subtipo de acordo 

com o tipo celular predominante (Bennett, 1985a,b). 

O subtipo FAB M0, LMA sem diferenciação, apresenta blastos muito 

indiferenciados, desprovidos de marcadores citológicos e imunocitoquimicos definitivos 

de mieloblastos, mas expressam pelo menos um antígeno de linhagem mielóide (CD13, 

CD33). Os blastos são pequenos e agranulares com cromatina frouxa, nucléolo evidente 

e assemelham-se a mieloblastos do ponto de vista ultraestrutural. Este subtipo é raro e 

representa apenas 2% dos casos de LMA. 

A LMA minimamente diferenciada, subtipo FAB M1, apresenta elevada 

percentagem de blastos indiferenciados (>30%) na contagem diferencial do mielograma 

com pouca diferenciação para mieloblasto. Neste subtipo, os bastonetes de Auer são 

ocasionalmente visualizados. A LMA M1 representa cerca de 20% dos casos. Por outro 

lado, o subtipo M2, LMA com diferenciação granulocítica, representa cerca de 30% dos 

casos e é caracterizado pela presença da série de maturação até pró-mielócitos (< 20% 

de monoblastos) com bastonetes de Auer proeminentes. 
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 A leucemia promielocítica aguda (LPA), subtipo M3, apresenta prevalência de 

promielócitos anormais hipergranulares onde se observa muitos bastonetes de Auer por 

célula, núcleo geralmente bilobulado ou reniforme. Sua incidência varia de 5% a 19% 

dos casos da doença. Os pacientes com este tipo de leucemia freqüentemente 

desenvolvem coagulopatia (coagulação intravascular disseminada, fibrinólise e 

proteólise). A M3v (M3 variante) se caracteriza pela presença de granulações finas, 

núcleo com profundas fendas e pequeno número de bastonetes de Auer.  

O subtipo FAB M4 conhecido como leucemia mielomonocítica aguda, comum 

em 15-20% das LMAs, apresenta tanto diferenciação mielocítica como monocítica 

sendo que 20% a 80% das células não-eritróides são compostas de monoblastos. A 

variante M4Eo está associada à presença de >5% de precursores eosinofílicos 

displásicos na medula óssea. 

O subtipo FAB M5, leucemia monocítica aguda, caracteriza-se por apresentar 

pelo menos 80% de células monoblásticas grandes com citoplasma abundante contendo 

granulações finas, são raros os bastonetes de Auer, de núcleo convoluto e cromatina 

frouxa, podendo conter grandes nucléolos. Pode também apresentar promonócitos e 

monócitos. Ocorre em aproximadamente 10% das LMAs. Este subtipo abrange as 

variantes M5a e M5b. No subtipo M5a ocorre o predomínio de monoblastos sem 

diferenciação, células grandes com citoplasma livre de granulações e núcleo de 

cromatina frouxa, representando mais de 80% dos componentes celulares não-eritróides. 

Enquanto a M5b apresenta mais de 80% de células de linhagem monocitária 

(monoblastos, promonócitos e monócitos), demonstrando diferenciação. 

A eritroleucemia aguda, FAB M6, é pouco freqüente, representando apenas de 

2-5% dos casos de LMA. Nesta leucemia eritroblastos anormais são numerosos na 

medula e muitas vezes no sangue. Algumas destas células são megaloblastóides ou 

possuem núcleos gigantes e/ou múltiplos. Mieloblastos também estão presentes em pelo 

menos 30%.  

O subtipo FAB M7, leucemia megacarioblástica aguda, também é raro e é 

caracterizado pela ocorrência de megacarioblastos com fibrose medular associada. 

Apresenta blastos pequenos com citoplasma pálido agranular e com protrusões, 

podendo assemelhar-se a linfoblastos. Para um diagnóstico preciso faz-se necessário um 

teste para peroxidase plaquetária, utilizando microscopia eletrônica ou a 

imunofenotipagem, através de citometria de fluxo ou imunohistoquímica. 
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Uma nova classificação para as neoplasias hematopoéticas e linfóides foi 

estabelecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) juntamente com a Sociedade 

dos Hematopatologistas e a Associação de Hematopatologistas Europeus (Jaffe et al., 

2001). Este sistema de classificação atual é baseado não apenas nos caracteres 

morfológicos, mas aliados a estes inclui aspectos clínicos, biológicos, imunofenotípicos 

e genéticos dos pacientes para definir especificamente a patologia instalada. A 

introdução de informações citogenéticas e moleculares ajuda a definir mais claramente 

as distintas entidades envolvidas na LMA (Tabela 1) (Cucuianu, 2005). A classificação 

OMS incorpora e interralaciona todas estas características tentando identificar 

categorias com prognósticos distintos (Rego e Falcão, 2002).  

 
 

Tabela 1: Classificação das LMAs: FAB e OMS.  

Classificação Francesa-Americana-
Britânica (FAB) da LMA 

Classificação da Organização mundial de 
Saúde (OMS) 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 topoisome-

rase-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. 
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2.4 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 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 (Fig. 

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 

disseminada1 (CID) e podem evoluir rapidamente ao óbito, devido a fenômenos 

hemorrágicos (Fig. 1C e 1D) (Sagrillo et al., 2005).  

                                                                    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). 

 

                                                 
1 A coagulação intravascular disseminada (CID ou 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 conseqüente comprometimento da irrigação sangüínea 
de diversos órgãos, que em conjunto com alterações metabólicas e hemodinâmicas, contribui para a falência de 
múltiplos órgãos. O consumo e conseqüente depleção dos fatores da coagulação e plaquetas, resultantes da contínua 
atividade procoagulante, pode levar a quadros de sangramento grave, o que freqüentemente é a primeira manifestação 
notada (Pintão e Franco, 2001). 
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A LPA pode ocorrer em qualquer faixa etária. Sua incidência é muito baixa em 

crianças com idade iinferior a 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. 

Recentemente um estudo realizado em 12 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. Esta neoplasia também foi documentada em neonatos (Ribeiro 

e Rego, 2006). 

Embora características morfológicas dos blastos da LPA geralmente permitam o 

reconhecimento específico deste subtipo particular de leucemia aguda (Bennett et al., 

1985b), casos atípicos já foram descritos (Allford et al., 1999; Lo 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 (Allford et al., 1999; Lo Coco et al., 1999; 

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

2.4.1 Um 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) descreveu 
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características mais detalhadas da LPA, e a diátese hemorrágica2 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 

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

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

síndrome hemorrágica após a quimioterapia, o que ocasionava altas taxas de 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 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 RARα no cromossomo 17, 

juntamente com seus produtos anormais foram identificados em 1990 (Borrow et al, 

1990; Longo et al, 1990a,b; 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/RARα 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 

deste (1985 até o início da década de 1990); (3) utilização do ATO no tratamento da 
                                                 
2 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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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). 

 

2.5 Aspectos Citogenéticos e Patogênese Molecular da Leucemia 

Promielocítica Aguda 

A LPA é geneticamente caracterizada por rearranjos cromossômicos da região 

17q12, os quais promovem a fusão do gene que codifica o receptor alfa do ácido 

retinóico (RARα – retinoic acid receptor alpha) com alguns genes “parceiros” (X) 

(Tabela 2) (Mistry et al., 2003).  

O mais freqüente 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-RARα e seu recíproco RARα-PML 

(Grimwade et al, 2000). Esta patologia é assinalada pela translocação 

t(15;17)(q22;q12), que gera os dois produtos quiméricos anteriormente citados (Fig. 2) 

(Larson et al, 1984). 
  
Tabela 2: Frequência e caracteres clínicos dos cinco subtipos da LPA. 

Alteração 
Citogenética Frequência na LPA Produtos da fusão Caracteres 

Clínicos 
t(15;17)(q22;q21) >95% PML-RARα 

RARα-PML 
Sensível ao 
ATRA e ao 
ATO 

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

Resistente 
ao ATRA e 
ao ATO 

t(11;17)(q13;q21) Muito rara1 NuMA- RARα 
Produto recíproco não 

encontrado 

Sensível ao 

ATRA 

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

Sensível ao 

ATRA 

der(17) Muito rara1 STAT5b- RARα 
Produto recíproco não 

encontrado 

Sensível ao 

ATRA? 
     1 apenas um caso descrito                                                                                                           Fonte: Mistry, 2003. 

 

Apesar dos mecanismos de formação subjacentes desta translocação ainda não 

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

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 (Tabela 2), 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). 

           Fonte: O Autor. 

Figura 2: Desenho esquemático da citogenética e estrutura molecular do rearranjo 
t(15;17)(q22;q12).  Observe os cromossomos normais (CN) 15 e 17 (#15 e #17, 
respectivamente) e os cromossomos derivativos envolvidos na t(15;17) 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. 

 

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

amplamente estudada é a t(11;17)(q23;q21). Esta translocação foi primeiramente 

descrita por Chen et al. (1993) e representa 0,8% dos casos de LPA (Mistry et al., 
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2003). A translocação t(11;17) fusiona o gene PLZF (promyelocytic leukemia zinc 

finger) com o RARα (Chen et al., 1994). Assim como acontece nos rearranjos PML-

RARα o ponto de quebra nesta translocação localiza-se no íntron 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 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 (Fig. 4C). Nesta translocação a fusão 

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

Grimwade et al., 2000).     

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

demonstram uma gama de caracteres morfológicos incomuns à LPA, 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 indicam 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 (Fig. 6C) 

(Jansen e Lowenberg, 2001).               

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

também a segunda mais freqüente (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 (Redner et al, 1996) 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 (Fig. 4E). A nucleofosmina é uma fosfoproteína nucleolar que participa da 

montagem do RNA ribossomal e apresenta atividades de chaperona3 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 na maioria dos 

                                                 
3 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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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 t(5;17), podem responder 

a diferenciação induzida pelo ATRA e em um caso avaliado, onde o paciente foi tratado 

com ATRA, a remissão medular foi alcançada (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 domínios globulares N-terminais e 

coiled-coil desta, responsáveis pela reorganização nuclear, oligomerização4 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) (Fig. 4D) (Wells et al., 1997; Redner, 2002). 

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

No entanto, diferente do caso com a t(11;17)(q13;q21) que ocorreu num lactente, a 

alteração der(17) foi identificada em um homem com 67 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 

                                                 
4 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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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 íntron 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 seqüências N-

terminais do gene STAT5b são fusionadas à mesma seqüência do gene RARα como 

ocorre nas outras LPAs variantes (Fig. 4F) (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 (Fig. 3). Nenhum caso de rearranjo apenas envolvendo o 

gene 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 do 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 seguinda 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: Frequência de rearranjos moleculares detectados em casos de LPA 
caracterizados através de análise citogenética. As frequências dos subgrupos 
citogenéticos e moleculares estão baseadas no estudo de 611 casos de LPA do European 
Working Party (EWP). 

 

Recentemente foi possível estabelecer o papel chave representado pelas 

proteínas quiméricas X-RARα (Fig. 4), 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 mielóide 

(Mistry et al, 2003).  

As proteínas de fusão X-RARα 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 

(Fig. 6). A natureza do gene parceiro na fusão RARα 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 caracterização citogenética e molecular dos pacientes com 

esta doença para a determinação da abordagem terapêutica mais adequada (Mistry et al, 

2003). 
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                                                                                                                    Fonte: Modificado de Mistry et al., 2003. 

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

 

2.5.1 As Funções do RARα 

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

receptores hormonais, que atuam como reguladores transcricionais ligante-induzíveis5. 

Uma vez que o gene RARα está envolvido em todos os rearranjos 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). 
                                                 
5 Reguladores transcricionais ligante-induzíveis são uma família de fatores de transcrição, receptores nucleares, os 
quais são de suma importância nos processos de crescimento celular, diferenciação, devenvolvimento e manutenção 
da 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). 
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O RARα se liga a elementos de resposta6 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) (Fig. 5). 

 Acredita-se que o RARα 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 celulares apontam 

que a via RA-RARα 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 RARα é expresso preferencialmente nas células da linhagem 

mielóide, distintamente dos outros membros da família RAR, o RARβ e o RARγ 

(Labrecque et al, 1998; Zhu et al, 2001). Por fim, camundongos transgênicos 

carregando uma mutação no domínio LBD (ligand binding domain) do RARα, a qual 

impossibilitava a ligação do ácido retinóico, demonstraram elevação da contagem dos 

neutrófilos imaturos (Kogan et al, 2000). 

 

 

                                                 
6 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). 
 



Amaral, BAS                        LPA: citogenética clássica e molecular, PG(M3) e biologia molecular 19 

 

                                                                                                          Fonte: Modificado de Wiegand e Chou, 1998. 

Figura 5: Via metabólica do retinol.  
 

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

RARα 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 RARα, 

como um fator transcricional ligante-induzível, está baseado na capacidade do RARα-

desligado (desassociado do RA ou ligado a um antagonista) 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 
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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 RARα são 

silenciados (Fig. 6A) (Chen e Evans, 1995; Mistry et al, 2003). 

                                                                                                                                                                                          Fonte: O Autor. 

Figura 6: 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). 
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A união do ligante retinóide (RA) ao receptor (RARα) induz uma mudança 

conformacional no domínio LBD (Fig. 4A) 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 RARα, seguido 

pela iniciação da transcrição e promoção da granulopoese (Fig. 6A) (Glass e Rosenfeld, 

2000). Desta forma, acredita-se que o RARα possui uma função dual, onde o RARα-

desligado seria um regulador negativo da diferenciação granulocítica, enquanto o 

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

diferenciação (Kastner et al, 2001). 

 

2.5.2 As Funções dos Parceiros do RARα 

 São conhecidos atualmente cinco parceiros de fusão do RARα na leucemia 

promielocítica (Tabela 3). 

Dentre as proteínas de fusão parceiras do RARα, a mais conhecida e estudada é 

a proteína PML. As funções fisiológicas precisas e atividades bioquímicas da PML 

ainda não são totalmente compreendidas. Não obstante, sabe-se que esta proteína está 

envolvida em diversos processos celulares, dentre eles: apoptose, senescência celular, 

regulação do crescimento celular, regulação transcricional, processamento do RNA, 

controle da estabilidade genômica, resposta à patógenos virais, apresentação antigênica 

e supressão tumoral (Borden, 2002). 

Em células normais, a PML apresenta-se em discretas estruturas nucleares 

características denominadas corpúsculos nucleares (NBs - nuclear bodies) PML. Esta 

proteína sofre modificações pós-transcricionais, dentre as quais estão a fosforilação e a 

mudança por um pequeno modificador semelhante à ubiquitina (SUMO – small 

ubiquitin-like modifier), que afeta a localização celular final da PML. A forma não-

modificada da PML é encontrada difusa no carioplasma, enquanto a PML modificada 

pela SUMO localiza-se nos NBs (Muller et al, 1998). Normalmente, as células possuem 

de 10 a 20 NBs por núcleo. Nestes corpúsculos nucleares foram identificadas mais de 
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30 proteínas com diversas funções celulares. Na presença da proteína quimérica PML-

RARα os NBs são rompidos e este fato é evidenciado pelo padrão de coloração 

microgranular do núcleo quando da utilização de anticorpos anti-PML. Estudos iniciais 

sugerem que a PML é essencial para manter a integridade funcional dos NBs (Zhong et 

al, 2000). Algumas proteínas também co-participantes da formação dos NBs, como o 

fator de iniciação da transcrição eucariótica 4E (eIF4E - eukaryotic translation initiation 

factor 4E)  entre outras, são capazes de formar NBs na ausência da PML. No entanto, a 

presença da PML modificada pela SUMO nos NBs parece ser necessária ao 

recrutamento de outras proteínas, tais como a Daxx (death-associated protein 6) que 

funciona como um adaptador, trazendo outras proteínas componentes dos NBs que não 

estão diretamente ligados à PML. Isto implicaria na existência de uma hierarquia para a 

formação dos NBs, contudo o significado funcional desta evidência ainda não é clara 

(Borden, 2002). 

A PML também está envolvida na regulação do crescimento celular e esta 

atividade é, ao menos em parte, dependente da integridade estrutural dos NBs. A 

superexpressão da PML provoca a parada do ciclo celular no estágio G1 e, em alguns 

casos, leva a apoptose (Melnick e Licht, 1999). O rompimento dos corpúsculos 

nucleares provocado por mutações no domínio RING (Fig. 4B) do gene PML está 

relacionado com a perda da sua atividade supressora do crescimento (Le et al, 1998), 

perda da atividade apoptótica e de regulação do transporte de determinados RNAs 

mensageiros (Lai e Borden, 2000; Cohen et al, 2001). No entanto, parece que o gene 

PML não é essencial à vida. Estudos em camundongos PML_/_ (knockout para o gene 

PML) mostraram que estes animais apresentam-se morfologicamente normais e não 

possuem taxas de formação de cânceres espontâneos mais altas que os animais controles 

(Borden, 2002). 

As funções dos parceiros menos frequêntes do receptor RARα estão descritas no 

Anexo 6.2. 
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Tabela 3: Comparação entre as proteínas de fusão parceiras do RARα. 

 PML PLZF NPM NuMA STAT5b 

Isoformas Cerca de 20 transcritos 
já foram identificados 

Apenas uma iso-forma 
principal 

Duas isoformas princi-
pais e uma terceira 
associada à matriz nu-
clear 

Pelo menos três isofor-
mas identificadas 

Duas isoformas devido à 
clivagem proteolítica 

Localização 
nuclear 

Principalmente nos 
NBs, mas também 
encontrada no citosol e 
outras regiões nucleares 

Em partículas nucleares 
pacialmente sobrepostas 
à PML 

Princialmente nucleolar, 
mas também no núcleo-
plasma. Transporte para 
o citosol 

Interfase: difusa e 
particulada (núcleo) 
Mitose: ligada aos pólos 
do fuso acromático 

Inicialmento no 
citoplasma, após sofrer 
fosforilação vai para o 
núcleo 

Padrão de 
expressão 

Presente em células 
precursoras mielóides, 
tecidos inflmatórios 

Progenitores de 
macrófagos CD34+. 
Embrião de camundon-
gos: SNC, figado, cora-
ção, rin 

Ubíqua Ubíqua, exceto em 
algumas células em fase 
final de diferenciação 

Extremamente expressa, 
peito, figado, progênito-
res hematopoéticos, cé-
lulas T, células NK 

Função Envolvida na supressão 
do cresci-mento celular, 
di-ferenciação, resposta 
imune.  
Modulador transcricio-
nal 

Supressor do cresci-
mento celular, repressor 
transcricional, controle 
do desenvolvimento e 
diferenciação 

Maturação de ribonu-
cleoproteínas, transporte 
de proteínas citoplasma-
núcleo.  
Modulador transcricio-
nal. 

Papel estrutural na 
interfase e na mitose de 
células particulares. 
Principal alvo do pro-
grama apoptótico 

Ativador transcricional 
envolvido no crescimen-
to celular e funciona-
mento de células hema-
topoéticas e imunológi-
cas 

Hemodi-
merização 

Através do domínio 
“coiled-coil” 

Através do domínio 
BTB/POZ 

Forma hexameros 
através de suas porções 
N- e C-terminais 

Através do domínio C-
terminal 

Através do motivo 
“coiled-coil” N-terminal 

                               Fonte: Modificado de Zelent, 2001. 
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2.6 A Importância do Diagnóstico Genético da Leucemia Promielocítica 

Aguda 

Dentre as malignidades hematológicas, a LPA é uma das doenças melhor 

caracterizadas genética e clinicamente. As lesões moleculares específicas desta entidade 

(rearranjos da região 17q21) distinguem um fenótipo único (leucemia mielóide aguda 

hiper ou microgranular – FAB-M3) sendo apenas esporadicamente reportadas fora desse 

subtipo (Mistry et al., 2003). 

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 α do ácido 

retinóico, ou, contrariamente, pacientes cujos aspectos morfológicos não apontam para 

um diagnóstico de LPA, mas que possuem alguma das suas alterações genéticas 

específicas são frequêntemente 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 significantivo 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 tratamento. 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 citogenética 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 com a utilização 

das técnicas de citogenética clássica (cariotipagem por bandeamento G), FISH, RT-PCR 

e anticorpo monoclonal anti-PML (PG-M3), respectivamente (Tabela 4) (Sanz et al., 

2005). 
 

 



Amaral, BAS                        LPA: citogenética clássica e molecular, PG(M3) e biologia molecular 25 

 
Tabela 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). 

Proteína 
(núcleo) 

Distribuição mi-
crogranular da pro-
teína nuclear 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 focadas 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 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). 
 

2.6.1 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 
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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 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 limitação da cariotipagem; 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 deficiência é geralmente superada através de culturas mais prolongadas (24-

48h) das células leucêmicas antes da avaliação citogenética. Este precedimento 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 transcritos 

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

pôde 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 (Fig. 3) 

(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 aberrações 

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 
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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) 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 a 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).  
 

2.6.2 FISH: Vantagens e Desvantagens 

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 (intérfase-FISH). Além disto, esfregaços de medula óssea e sangue 

periférico ou citospins podem ser utilizados para a realização de intérfase-FISH. Isto 

pode ser particularmente útil em situações em que a citogenética convencional e/ou a 

RT-PCR não puderam 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 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 
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avaliação dos resultados obtidos, principalmente em pacientes sem a fusão clássica 

t(15;17). O ideal é o uso de sondas cosmidiais7 específicas para a fusão PML-RARα 

relativamente pequenas, pois tal rearranjo pode não ser detectado se 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 formado (Grimwade et 

al, 2000). Outro contratempo diz respeito à interpretação do intérfase-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). 
 

2.6.3 A RT-PCR no Diagnóstico Molecular da Leucemia Promielocítica Aguda 

 Dentre várias técnicas moleculares disponíveis, a RT-PCR (reverse transcriptase 

PCR) proporciona numerosas vantagens, contanto que precauções sejam tomadas para 

evitar os resultados falso-positivos devido à contaminação e falso-negativos pela 

utilização de RNA de baixa qualidade, falhas nas etapas de transcrição reversa ou na 

PCR, ou ainda pelo uso de primers inadequados devido à ocorrência de pontos de 

quebra pouco frequentes (Grimwade, 1999).  

 A RT-PCR pode fornecer rápida confirmação do diagnóstico clínico da LPA e 

neste contexto tanto amostras de sangue periférico como de medula óssea são adequadas 

para análise (Diverio et al., 1996). Adicionalmente, ela possui a capacidade de detecção 

das diferentes regiões de quebra que resultam na formação heterogênea de transcritos 

PML-RARα, 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 freqüente ponto de quebra do gene PML ocorre no íntron 6, sendo 

o transcrito denominado bcr1, seguido da quebra no íntron 3 (bcr3) e com menor 

                                                 
7 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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freqüência no éxon 6 (bcr2). Os transcritos bcr1, bcr2, bcr3 são denominados de longo 

(L), variante (V) e curto (S), respectivamente (Fig. 7) (Jurcic et al., 2001). 

 

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

Figura 7: 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. 
 

 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 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 simultaneamente o ATRA e 

quimioterapia como agentes indutores e antraciclínicos na fase de consolidação, 

nenhum efeito semelhante foi 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 
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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). 

 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). 
  

2.6.4 O Papel da Imunofluorescência 

 Uma vez que a LPA é considerada uma emergência hematológica, um 

diagnóstico rápido é de suma importância. Enquanto a técnica RT-PCR convencional 

assim como as técnicas mais novas de RQ-PCR podem liberar um resultado dentro de 

um dia a técnica de imunofuorescência que utiliza anti-soro8 PML, policlonal ou 

monoclonal, pode ser realizada dentro de duas a quatro horas, através da qual um 

diagnóstico de uma LPA positiva para a fusão PML-RARα é confirmado pela detecção 

de um padrão microparticulado de coloração do núcleo (Dyck et al., 1995; Grimwade et 

al., 1996; Falini et al., 1997).  

                                                 
8 Soro de origem humana ou animal, que é composto de anticorpos contra antígeno específico como os soros 
monovalentes ou para diversos antígenos, que são os soros polivalentes. Estes anticorpos são resultado de prévia 
imunização ou exposição ao agente da doença (Brunner e Suddarth, 2002). 
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 A técnica de imunofluorescência é confiável nas seguintes condições: (1) a 

integridade das células seja preservada (este fato pode ser confirmado através da 

observação por contraste de fase ou pela utilização de um contra-corante nuclear); (2) os 

estiraços de células sejam suficientemente delgados para prevenir a sobreposição dos 

blastos; (3) o material a ser analizado deve conter promieloblastos em quantidade 

razoável para a análise (i.e. se for utilizado sangue periférico para análise de pacientes 

com baixa contagem leucocitária, esta produzirá resultados falso-negativos caso blastos 

estejam ausentes neste tipo de amostra). Esta técnica é também adequada para análise de 

preparações não fixadas de medula óssea (sejam elas preparações frescas ou estocadas a 

-20ºC), podendo ser realizada em amostras arquivadas (Hummel et al., 1999; Grimwade 

et al., 2000). 

A proteína PML tipo selvagem está localizada no núcleo das células, formando 

corpos nucleares (2-20 por núcleo), enquanto a RARα distribuí-se uniformemente no 

nucleoplasma. Por sua vez, a proteína quimérica PML-RARα possui um padrão 

microgranular, com co-localização das proteínas PML e RARα contrastando com o 

padrão normal de manchas da proteína PML do tipo selvagem (Villamor et al., 2000; 

Gomis et al., 2004).  

O PG-M3 é um anticorpo monoclonal de camundongos (MoAb) direcionado 

contra a porção amino-terminal do produto gênico PML, o qual tem sido usado em 

ensaios imunohistoquímico ou imunofluorescente como uma ferramenta no diagnóstico 

genético da LPA (Falini et al., 1997; Villamor et al., 2000; Gomis et al., 2004). 

  Estudos comprovaram que a detecção específica para o padrão de marcação 

nuclear microparticulada pela imunofluorescência anti-PML em blastos é exclusiva para 

os casos de leucemia mielóide aguda que expressam a proteína quimérica PML-RARα, 

por isso esta técnica identifica o grupo de pacientes apropriado para beneficiar-se dos 

tratamentos baseados no uso dos retinóides e trióxido de arsênico. Os casos onde o gene 

RARα está fusionado a um gene parceiro alternativo (PLZF, NuMA, NPM ou STAT5b) 

ou em casos de LPA onde é identificada a ausência de rearranjos do RARα, o padrão 

selvagem macrogranular da distribuição nuclear da PML tem sido encontrado 

(Grimwade et al., 1996; Wells et al., 1997; Hummel et al., 1999; Grimwade et al., 

2000). 

 A imunofluorescência anti-PML provou ser de grande valia no rápido 

estabelecimento do diagnóstico clínico da LPA, na condição de que nos casos prováveis 
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de possuírem rearranjos (15;17) crípticos, sejam realizados testes confirmatórios nos 

baseados em análises por FISH ou RT-PCR. Outro importante benefício da 

discriminação da LPA associada à fusão PML-RARα é a possibilidade de adequar 

regimes de quimioterapia menos intensivos para estes pacientes. Apesar desta técnica 

ser uma abordagem diagnóstica bastante útil, não deve ser considerada a substituição 

das técnicas moleculares, FISH e RT-PCR, por esta. Pois apenas a RT-PCR pode 

distinguir os diferentes trancritos do rearranjo PML-RARα e possui sensibilidade para 

detecção da DRM; e a FISH é a técnica ideal para a detecção das formas variantes dos 

rearranjos RARα, além de ser confirmatória nos casos onde a tranlocação clássica não é 

detectada pela citogenética convencional (Grimwade e Lo Coco, 2002). 

 Todas as técnicas descritas possuem suas limitações e a combinação de vários 

métodos é essencial para a avaliação completa do cariótipo. A combinação da 

citogenética clássica e molecular na leucemia aguda tem se destacado na determinação 

de alterações cromossômicas não aleatórias especificas de importância prognóstica. 

Além disso, estas técnicas podem detectar alterações cromossômicas complexas e 

proporcionar mais informações sobre as regiões envolvidas nessas trocas (Freitas et al., 

2004; Lee et al., 2004). 
 

2.7 Os Fatores Prognósticos na Leucemia Promielocítica Aguda 

 Diversos fatores determinados na fase anterior ao tratamento são preditivos 

sobre os resultados e evolução da doença em pacientes com LPA (Tabela 5).  
 

Tabela 5: 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 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 adultos mais velhos 

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 

                    Fonte: Modificado de Mistry et al., 2003.  
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 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). 

Várias determinações de limite para estabelecer um pior prognóstico em relação a 

contagem leucocitária foram propostas, incluindo >2, >5 e  >10x109/L (Fenaux et al, 

1999; Burnett et al, 1999). No entanto, atualmente a contagem leucocitária é 

considerada uma variável contínua9, portanto qualquer determinação de limite seria um 

tanto arbitrária. O grupo espanhol PETHEMA e o grupo italiano GIMEMA decobriram 

que a consideração da contagem plaquetária proporciona um fator prognóstico 

adicional, o qual é atualmente utilizado para estratificação de risco em seus protocolos, 

influenciando a intensidade de tratamento e a periodicidade da monitorização da DRM. 

Pacientes com contagem leucocitária ≤ 10x109/L e plaquetas > 40x109/L possuem rísco 

de recaída muito baixo, aqueles pacientes com contagem leucocitária ≤ 10x109/L e 

plaquetas ≤ 40x109/L têm prognóstico intermediário, enquanto que pacientes com WBC 

> 10x109/L possuem risco de recaída significantemente aumentado (Sanz et al, 2000).

                                                 
9 Variáveis contínuas são variáveis numéricas que podem assumir, em princípio, qualquer valor em um determinado 
intervalo (Silva et al., 2003). 
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Resumo 

 

Dentre as malignidades hematológicas, a leucemia promielocítica aguda (LPA) é uma 

das doenças melhor caracterizadas genética e clinicamente. Esta leucemia representa de 

5% a 10% dos casos de LMA em populações de países desenvolvidos. No entanto, em 

países latino-americanos chega a cerca de 20% a 25%. 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 (RARα) com 

alguns genes “parceiros”. O mais freqüente destes genes é o gene da leucemia 

promielocítica (PML), o qual está associado com a t(15;17)(q22;q21) que leva a 

formação de dois genes de fusão, o PML-RARα e seu recíproco RARα-PML. A 

identificação das alterações genéticas específicas da LPA pode ser realizada em nível de 

cromossomos, DNA, RNA e proteína. Neste estudo foram analisados 15 pacientes com 

LPA através da citogenética clássica, FISH, RT-PCR e anticorpo monoclonal. A 

t(15;17) foi confirmada em sete pacientes pelo bandeamento G, o rearranjo PML-RARα 

foi confirmado pela FISH em 13 pacientes e a RT-PCR em quatro dos nove pacientes 

analisados. Nos cincos pacientes analisados com o anticorpo monoclonal PG-M3 todos 

apresentaram padrão microgranular de distribuição nuclear da proteína PML, 

confirmando o diagnóstico de LPA. Estes resultados ilustram a importância da análise 

combinada de diferentes métodos para a identificação da fusão do gene PML-RARα nos 

casos de LPA. 

 

Palavras-chave: Leucemia promielocítica aguda (LPA), Diagnóstico genético, 

Bandeamento G, Anticorpo Anti-PML (PG-M3). 
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Introdução 

A leucemia promielocítica aguda (LPA) se caracteriza por sua morfologia 

distinta, apresentando promielócitos anormais que possuem núcleo excêntrico e 

abundante granulações no citoplasma podendo conter vários bastonetes de Auer. A LPA 

é uma doença de extrema gravidade, pois sua apresentação clínica é caracterizada 

principalmente por distúrbios da coagulação manifestados por eventos de trombose que 

evoluem para quadros de francas hemorragias conhecida como coagulação intravascular 

disseminada (CID). Uma intervenção imediata com protocolos terapêuticos é essencial 

para interromper a morte do paciente [1,2]. A incidência da LPA em crianças com idade 

abaixo de 10 anos é baixa e aumenta progressivamente durante a adolescência, 

alcançando seu ápice no início da fase adulta. Esta leucemia representa de 5% a 10% 

dos casos de LMA, de acordo com estimativas de ocorrência em populações de países 

desenvolvidos. No entanto, em países latino-americanos essa incidência sobe para cerca 

de 20% a 25% [3]. Dados a respeito da epidemiologia da LPA no Brasil são escassos e 

baseiam-se, sobretudo, nos registros hospitalares. Recentemente um estudo realizado 

em 12 centros nacionais que tratam de neoplasias hematológicas apresentou um 

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

LMA [4,5]. 

A LPA é geneticamente caracterizada pelo rearranjo do gene que codifica o 

receptor alfa do ácido retinóico (RARα – retinoic acid receptor alpha) com o gene da 

leucemia promielocítica (PML – promyelocytic leukemia gene) resultante da 

translocação t(15;17)(q22;q21), a qual ocorre em mais de 95% dos casos [6-8]. No 

entanto, uma pequena parcela dos casos de LPA apresentam as translocações 

t(11;17)(q23;q21), t(11;17)(q13;q21), t(5;17)(q35;q21) ou a deleção intersticial no 

cromossomo 17 que são chamadas de translocações variantes da LPA e envolvem as 

fusões gênicas PLZF-RARα, NuMA-RARα, NPM-RARα  e STAT5b-RARα, 

respectivamente [9-12].  

A identificação das alterações genéticas específicas da LPA em células 

leucêmicas pode ser realizada em nível de cromossomos, DNA, RNA e proteína com a 

utilização das técnicas de citogenética clássica (análise citogenética por bandeamento 

G), FISH, RT-PCR e anticorpo monoclonal anti-PML (PG-M3), respectivamente [13]. 

As abordagens diagnósticas são focadas essencialmente na determinação da presença da 

fusão gênica oculta PML-RARα, que prevê uma resposta favorável a administração do 

ATRA (ácido trans-retinóico) e ATO (trióxido de arsênico), e na identificação dos casos 
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com a fusão PLZF-RARα, que constituem quase 1% das LPA, e são refratários ao 

tratamento com estas drogas como únicos agentes terapêuticos [14]. 

Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil citogenético clássico/molecular e 

de biologia molecular, como também introduzir e estabelecer a detecção imunológica da 

proteína PML de forma a fornecer o diagnóstico e prognóstico acurados nos pacientes 

com LPA. Dessa forma, fornecendo subsídios para novas condutas terapêuticas e 

preventivas aos pacientes atendidos nas instituições que fizeram parte deste projeto, 

assim como contribuindo para a geração de conhecimento cromossômico/molecular das 

leucemias, uma vez que tais estudos são escassos no Brasil. 

Estudos clínicos multicêntricos mostraram que a t(15;17) não foi identificada 

pela citogenética clássica em cerca de 15% dos casos suspeitos de LPA em exame 

morfológico. Todavia, na maioria destes casos foi posteriormente detectado rearranjos 

crípticos PML-RARα [15-17]. Isto mostra a importância de abordagens técnicas 

adicionais, tais como RT-PCR, FISH ou imunofluorescência anti-PML, para 

complementar a citogenética clássica na confirmação do diagnóstico de LPA. 

 

Material e Métodos 

Pacientes 

Os pacientes deste trabalho fazem parte de um estudo multicêntrico consecutivo 

em leucemia mielóide aguda (LMA) que teve início em 2004, envolvendo o Instituto 

Nacional do Câncer (INCA/RJ) e o Centro de Oncohematologia Pediátrica do Hospital 

Oswaldo Cruz (CEONHPE/UPE). No período de 2004 a 2008 foram registrados 50 

pacientes com LMA, destes 15 foram diagnosticados com LPA. O diagnóstico 

morfológico destes pacientes foi fornecido pelas instituições supracitadas.  

 

Citogenética clássica e molecular  

A cultura de medula óssea para obtenção de metáfases mitóticas seguiu os 

critérios de Silva et al. (2002) [18] e o bandeamento G para identificação individual dos 

cromossomos segundo Seabright, 1971 [19]. O perfil citogenénico foi efetuado a partir 

da análise de 20 metáfases mitóticas, em média, e os critérios de identificação das 

alterações cromossômicas seguiu as normas do Sistema Internacional de Nomenclatura 

Cromossômica (ISCN 2005) [20]. A técnica de FISH foi realizada de acordo com os 

protocolos dos fabricantes (Aquarius Probes e Vysis). As sondas utilizadas foram a 

PML/RARα Translocation Probe Two Color Direct Labelled (Aquarius Probes) para a 
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t(15;17) em todos os casos. Nos casos onde a FISH foi negativa para a t(15;17) a sonda 

LSI RARA Dual Color Probe (Vysis LSI DNA Probes) foi utilizada para a detecção de 

qualquer rearranjo envolvendo o gene RARα. 

 

Imunofluorescência indireta com o anticorpo monoclonal PG-M3 

A análise por imunofluorescência indireta foi realizada segundo Falini et al.  

[21] com modificações. O material utilizado nesta análise foi esfregaço de medula óssea 

a fresco ou células recuperadas de congelamento a -80ºC em DMSO. Vale salientar 

que controles negativos de células congeladas a -80ºC em DMSO e de medula óssea a 

fresco foram realizados para validação dos resultados. Em todos os casos foram 

preparadas lâminas contendo fina camada do material biológico a ser analisado, as quais 

foram inicialmente fixadas em metanol e seguiram o protocolo padrão, passando pelas 

etapas de fixação, incubação do anticorpo PG-M3 (Santa Cruz Biotechnology), 

incubação do anticorpo secundário conjugado a fluorocromo (FITC - Santa Cruz 

Biotechnology), lavagens e contra-coloração com DAPI que permitiu a contagem 

nuclear. O material foi analisado em microscópio de fluorescência para o estudo do 

padrão de distribuição da proteína PML. A proteína PML selvagem está localizada no 

núcleo das células e forma corpos nucleares (2-20 por núcleo), enquanto a RARα 

distribui-se uniformemente no nucleoplasma. Por sua vez, a proteína quimérica PML-

RARα possui um padrão microgranular, com co-localização das proteínas PML e 

RARα contrastando com o padrão normal de manchas da proteína PML do tipo 

selvagem [22]. 

 

RT-PCR para fusão gênica PML-RARα  

 A separação de leucócitos do sangue total foi realizada utilizando-se Ficoll-

Paque Plus® (Amersham Pharmacia Biotech). A extração do RNA foi realizada a partir 

das células armazenadas em Trizol® (Invitrogen) ou armazenadas em guanídio 

(extração por fenol-clorofórmio). A construção do cDNA foi realizada a partir de kits da 

ImProm-II™ Reverse Transcription System.  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) [23]. Os primers utilizados 

neste controle interno foram: PBGD, ABL, β2MG e BCR. Os primers utilizados para a 
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detecção dos transcritos bcr 1/2 e bcr 3 foram baseados no protocolo descrito por van 

Dongen et al. (1999) [24] e estes foram:  
 

 t(15;17) bcr 1/2 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 

identificar 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 subseqüentes; 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. 
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Resultados  

 As informações clínicas como idade, sexo, status atual e diagnóstico, bem como 

os resultados da citogenética convencional (bandeamento G) e molecular (FISH com 

sonda para a fusão PML-RARα), biologia molecular e imunofluorescência com o 

anticorpo monoclonal PG-M3 estão apresentados na Tabela 1. 

 A idade dos pacientes estudados variou de 3 a 17 anos, incluindo ambos os 

sexos, com média de 10,87 anos. Houve prevalência do sexo feminino na amostra 

(60%). A análise cariotípica com o bandeamento G revelou alterações cromossômicas 

em 11 pacientes e com em dois pacientes o cariótipo foi normal (Tabela 1). 

A translocação t(15;17) (Fig. 1) foi detectada pela citogenética convencional em 

sete pacientes (46,7%) (casos 05, 08, 10-12, 14 e 15), dois apresentaram cariótipos 

normais (casos 01 e 02) e dois apresentaram alterações cromossômicas diferentes da 

t(15;17) (casos 03 e 04). A análise por FISH (Fig. 2) confirmou o rearranjo PML-RARα 

em nove pacientes (casos 01, 02, 05, 08, 10-12, 14 e 15) e nas amostras que não 

apresentaram células em metáfases (casos 06, 07, 09 e 13). Nos casos 03 e 04 a FISH 

foi negativa para o rearranjo PML-RARα, contudo, o caso 04 apresentou em 60% dos 

núcleos negativos um sinal extra para a região do gene PML. 

A análise de RT-PCR para o rearranjo PML-RARα foi realizada em nove 

pacientes (01 a 09), dos quais três apresentaram o transcrito bcr 1 (casos 02, 08 e 09), o 

caso 01 apresentou o transcrito bcr 3 e cinco casos foram negativos.  Divergência entre 

as análises moleculares foram observadas em três pacientes (05 a 07), sendo positiva em 

todos estes casos a detecção da t(15;17) pela FISH e negativa pela RT-PCR. 

A técnica de imunofluorescência indireta com o anticorpo monoclonal PG-M3 

foi realizada em cinco pacientes (casos 05-09). Todos os casos apresentaram padrão 

microgranular de distribuição nuclear da proteína PML, confirmando o diagnóstico de 

LPA (Fig. 3). Todos estes casos apresentaram além da imunofluorescência positiva para 

a presença do rearranjo PML-RARα, alguma das técnicas moleculares positivas para a 

presença da t(15;17), senão ambas. 

Dos 15 pacientes aqui estudados, oito (53,33%) foram a óbito e sete encontram-

se vivos, sendo que seis estão em remissão (40%) e apenas um em tratamento (6,67%). 
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Discussão 

 A leucemia é o tipo de neoplasia mais comum na criança, representando cerca de 

30% de todas as doenças malignas em pacientes com idade inferior a 14 anos [25]. As 

LMAs correspondem a 20% das leucemias agudas em crianças, no entanto este grupo de 

doenças é muito pouco estudado, sendo este fato ainda mais evidente em nosso país. Os 

dados sobre esta patologia e sobrevida de crianças que sofrem com esta doença são 

insuficientes, visto que a grande maioria dos trabalhos publicados refere-se a estudos 

em adultos [26-32].  

Dentre as malignidades hematológicas, a LPA é uma das doenças melhor 

caracterizadas genética e clinicamente. As lesões moleculares específicas desta entidade 

(rearranjos da região 17q21) assinalam um fenótipo único (leucemia mielóide aguda 

hiper ou microgranular – FAB-M3) sendo apenas esporadicamente reportadas fora desse 

subtipo [6]. 

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

hipergranulares típicos, é considerado duvidoso. Isto por que os pacientes com 

características morfológicas sugestivas de LPA sem rearranjos do receptor do 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 [33]. Estudos mostraram que 

aproximadamente 10% dos casos de LPA são erroneamente diagnosticados [19]. Isto 

porque as variantes morfológicas da LPA podem representar até 50% dos casos de LPA, 

juntamente com a semelhança da LPA a outros subtipos FAB de LMA [34]. Apesar de a 

LPA possuir subsídios clínicos e genéticos para um diagnóstico preciso, esta doença 

requer rapidez nos resultados de exames biológicos e clínicos para iniciar o tratamento, 

uma vez que a instalação da DIC, condição hematológica agressiva, evolui rapidamente 

para o óbito. Assim, o rápido estabelecimento de um diagnóstico de LPA é vital para 

manejo adequado do paciente estabelecendo a eficácia do tratamento indutor da 

diferenciação através dos retinóides estritamente dependente da presença das fusões da 

região 17q21 que respondem a este tipo de tratamento [6,35]. Sendo assim, todos os 

pacientes, incluindo aqueles com LPA hipergranular típica que iniciarem tratamento 

específico devem ser estudados através de análises cariotípica e molecular para 

confirmação da fusão gênica específica e caracterização da sua isoforma para a 

monitorização molecular da doença residual mínima (DRM) [15]. 
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 No presente estudo observou-se uma freqüência de 46,67% da t(15;17), levando 

em consideração apenas a análise citogenética clássica. No entanto, quando aplicadas as 

técnicas moleculares, este percentual de detecção da t(15;17) subiu para 86,67%. Os 

cariótipos falsos negativos podem ser reflexo de problemas nas culturas de medula 

óssea para obtenção de preparações cromossômicas [36]. No entanto, neste trabalho foi 

tomada a precaução de efetuar culturas mais prolongadas (24-48h) das células 

leucêmicas antes da avaliação citogenética, procedimento este adotado em casos com 

suspeita de LPA e indicado pela literatura [15]. Além disto, diversos autores relatam 

que a morfologia dos cromossomos de pacientes com LPA é ruim, o que dificulta a 

visualização da alteração clássica [37-38]. Este resultado enfatiza que as técnicas 

moleculares adicionais, tais como RT-PCR e FISH são necessárias para complementar a 

citogenética clássica na confirmação de um diagnóstico de LPA. Entretanto, isto 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 aberrações cromossômicas secundárias, as 

quais nos casos de LPA, ainda possuem importância biológica e clínica pouco 

conhecidas [15]. Adicionalmente, a citogenética clássica é muito bem estabelecida, de 

baixo custo, fácil acesso e deve ser prioritária em centros com menos recursos ou sem a 

presença de laboratórios especializados. 

Nos casos morfologicamente diagnosticados como LPA (casos 06, 07, 09 e 13, 

totalizando 26,67% da amostra) em que não foi possível obter células em metáfases, a 

aplicação da técnica de FISH confirmou a presença da t(15;17) nas amostras, mostrando 

assim a eficácia da FISH na detecção desse rearranjo em nossos pacientes, contribuindo 

para que a conduta terapêutica adequada fosse adotada nestes casos.  

 A análise da FISH mostrou dois casos com sinais extras para a região do gene 

PML (casos 04 e 06). O caso 04 apresentou dois cromossomos marcadores na análise 

por bandeamento G, mas na análise por FISH não foi possível determinar se o terceiro 

sinal correspondia a alguma parte dos marcadores devido à ausência de metáfases 

adequadas. O caso 06, por sua vez, foi um dos que não apresentaram metáfases 

mitóticas após a cultura e a origem do terceiro sinal também não foi identificada. De 

qualquer forma, 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 
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celulares, os quais incluem apoptose, senescência celular, regulação do crescimento e da 

transcrição, processamento do RNA, controle da estabilidade genômica, resposta a 

patógenos virais, apresentação de antígenos e supressão de tumores [6]. 

 Neste estudo em dois casos (pacientes 03 e 04, totalizando 13,33% da amosta) 

não foi observada a presença da t(15;17) na citogenética clássica, e o rearranjo PML-

RARα não foi detectado nas técnicas moleculares. No primeiro momento, a presença de 

rearranjos alternativos do gene RARα não pôde ser descartada na análise visto que os 

pacientes apresentaram cariótipos complexos (Tabela 1). Contudo, posteriormente foi 

realisada a FISH para a detecção da presença de rearranjos alternativos do gene RARα 

nestes pacientes, sendo esta análise negativa em ambos os casos. 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 [7]. Além disto, a morfologia, 

imunofenotipagem e evolução clínica destes pacientes foram compatíveis com o 

diagnóstico de LPA. 

 Em nosso estudo dois casos (13,33%) apresentaram cariótipo normal. O achado 

de cariótipos normais na literatura tem sido explicado pela presença de rearranjos 

crípticos da fusão PML-RARα, os quais são encontrados em cerca de 10% dos casos de 

LPA [39-40]. Quando realizadas as técnicas moleculares, FISH e RT-PCR, foi possível 

detectar a presença do rearranjo críptico da fusão PML-RARα nos casos citados. 

A técnica de imunofluorescência indireta com anticorpo monoclonal PG-M3 foi 

utilizada em cinco pacientes. Os cinco casos estudados pela técnica de imufluorecência 

anti-PML apresentaram o padrão microparticulado, confirmando a presença da proteína 

quimérica PML-RARα e todos foram confirmados pela FISH para o rearranjo PML-

RARα. É importante ressaltar que este trabalho está decrevendo pela primeira vez no 

Brasil a introdução e caracterização do estudo monoclonal da LPA na infância, o qual 

poderá contribuir na taxa de cura das crianças brasileiras com esta doença. A detecção 

do padrão de marcação nuclear microparticulada pela imunofluorescência anti-PML em 

blastos é exclusiva para os casos LPA que expressam a proteína quimérica PML-RARα, 

permitindo a identifição do grupo de pacientes apropriado para beneficiar-se dos 

tratamentos baseados no uso dos retinóides e trióxido de arsênico. Os casos onde o gene 

RARα está fusionado a algum gene parceiro alternativo (PLZF, NuMA, NPM ou 

STAT5b) ou em casos de LPA que é relatada a ausência de rearranjos do RARα, o 

padrão selvagem macrogranular da distribuição nuclear da PML tem sido encontrado 

[7]. 
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 Com relação ao emprego da RT-PCR em nosso estudo dentre os nove pacientes 

onde foi possível a aplicação da RT-PCR, em quatro (44,44%) foram detectados os 

produtos transcritos resultantes da fusão PML-RARα, onde três apresentaram o 

transcrito longo (bcr 1) e um o transcrito curto (bcr 3). Em cinco pacientes a RT-PCR 

não detectou a presença dos transcritos, sendo que destes cinco, três apresentaram o 

rearranjo PML-RARα na análise por FISH, além de padrão microgranular de 

distribuição nuclear da proteína PML na técnica de imunofluorescência indireta com 

anticorpo monoclonal PG-M3, confirmando a presença da t(15;17) clássica. Sabe-se que 

a RT-PCR é uma técnica muito sensível e de utilidade para o monitoramento da DRM 

durante o tratamento e revisões de acompanhamento do paciente. No entanto, esta 

técnica não está isenta de desvantagens e dificuldades técnicas, pois ela requer perícia 

habilidosa, assim como padronização inter-laboratorial apropriada para consecução de 

resultados e suas interpretações. Além disso, e a baixa qualidade do RNA extraído 

contribui significativamente para os achados falso negativos [23,33].  

 Atualmente os tipos de transcritos possuem valor prognóstico e estudos sugerem 

que a presença do transcrito bcr3 pode conferir um mau prognóstico, sendo identificada 

nas células que expressam esta isoforma maior resistência à terapia de diferenciação 

com ácido retinóico, assim como à quimioterapia citotóxica ou ainda ao controle 

biológico/imunológico dos clones residuais do que células que expressam a isoforma 

longa (bcr 1) [41]. No entanto, este efeito foi mais evidenciado em estudos onde o 

ATRA foi administrado como único agente indutor durante a terapia, podendo estar 

relacionado à diminuição da sensibilidade ao ATRA observada em estudos in vitro de 

casos com bcr3. Nos 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 [42]. 

 Devido às suas implicações prognósticas e terapêuticas é requerida uma atenção 

especial à LPA dentre as leucemias mielóides agudas. A literatura relata que taxa de 

sobrevida de no mínimo 5 anos chega a 80% dos pacientes com a terapia atual e a taxa 

de cura excede os 70% [2,3]. No entanto, a real situação dos resultados do tratamento da 

LPA em países em desenvolvimento, como o Brasil, é desconhecida [3]. Neste trabalho 

a taxa de mortalidade chegou a 53,33%, 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 o aumento incidência da LPA no Brasil 
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(>20% dos casos de LMA) [4], 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. Existe também a possibilidade da 

origem in utero da fusão PML-RARα. Estudos revelaram que quando questionado o 

comportamento materno, a vida em cidades rurais e a exposição a produtos agrícolas, 

como pesticidas e/ou herbicidas, foram fatores comuns entre as mães de pacientes [43]. 

O trabalho de Jácomo et al. [4] observou uma alta taxa de mortalidade e levanta a 

hipótese de que o suporte deficiente durante a fase de indução, que é o período onde 

ocorre a maioria dos óbitos precoces, é o principal problema enfrentado pelos países em 

desenvolvimento. Além disso, neste mesmo trabalho os autores sugerem que o 

prognóstico da LPA não é 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. 

Adicionamente enfatiza-se a importância da realização de estudos semelhantes em 

maiores e diferentes amostras no Brasil. 

A estimativa para o biênio 2008/09 feita pelo Instituto Nacional do Câncer 

(INCA/RJ/Brasil) informa que ocorrerão cerca de 9.890 novos casos de câncer por ano 

em crianças e adolescentes com até 18 anos de idade. O Brasil é um país de população 

jovem e a estimativa populacional para o ano de 2007 apontou que 38% da população 

brasileira encontrava-se na faixa abaixo dos 19 anos [32,44].  

 O câncer pediátrico é a segunda causa de óbito entre zero e 14 anos em países 

desenvolvidos, perdendo apenas para mortes por acidentes [45]. Em países em 

desenvolvimento o câncer pediátrico atualmente se destaca como principal causa de 

óbito. No Brasil, em 2005, a taxa de mortalidade por câncer em pacientes de 1 a 19 anos 

foi de 8% em relação a todos os óbitos, configurando a primeira causa de morte por 

doença nesta população em crianças e adolescentes. Este entendimento traz grandes e 

novos desafios à gerência das questões que cercam o trato oncológico, principalmente 

por parte do Sistema Único de Saúde (SUS) [44]. 
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Tabela 1: Resultados das análises por citogenética clássica e molecular (FISH), biologia molecular (RT-PCR), imunofluorescencia (PG-M3).  
 

Pacientes Id/Sx Citogenética 
FISH 
sonda  

PML-RARα 

FISH 
sonda  

rearr. RARα 
RT-PCR PG-M3 Status 

01♦ 12a/F 46,XX[16] P  - PML-RARα 
[bcr 3] - VR 

02♦ 15a/F 46,XX[18] P - PML-RARα 
[bcr 1] - VR 

03♦ 9a/F 
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] 

N  Negativo Negativo - VR 

04♦ 8a/F 48,XX,+2mar[4]/46,XX[18] N (60% 3s. 
PML) Negativo Negativo - O 

05♦ 4a/M 46,XY,t(15;17)[20] P (80%) - Negativo MiG. (MO) O 
06♦ 7a/F Sem metáfase P (3s. PML) - Negativo MiG. (MO) O 
07♦ 17a/M Sem metáfase P  - Negativo MiG. (CC) O 

08♦ 16a/F 46,XX,t(15;17)[14]/46,XX[6] P  - PML-RARα 
[bcr 1] MiG. (CC) O 

09♦ 15a/M Sem metáfase P  - PML-RARα 
[bcr 1] MiG. (CC) VT 

10* 11a/F 46,XX,t(15;17)(q22;q12)[3]/46,XX[23] P - - - VR 
11* 12a/M 46,XY,t(15;17)(q22;q12)[16]/46,XY[4] P - - - O 
12* 3a/M 46,XY,t(15;17)(q22;q12)[18]/46,XY[5] P - - - VR 
13* 12a/F Sem metáfase P - - - VR 
14* 9a/M 46,XY,t(15;17)(q22;q12)[8]/46,XY[14] P - - - O 
15* 13a/F 46,XX,t(15;17)(q22;q12)[20]/46,XX[1] P - - - O 

 

Legenda: Id/Sx = idade/sexo; F = feminino; M = masculino; P = positivo; N = negativo; MiG. = microgranular; MO = medula óssea; CC = células congeladas; V = vivo em 

remissão; VT = vivo em tratamento; O = óbito; s. = sinais; ♦ = casos do HUOC/UPE; * = casos do INCA. 
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Figura 1: Cariótipo por bandeamento G (paciente 15) apresentando a t(15;17). 

 

Figura 2: Análise pela FISH. Esquema da visualização da técnica de FISH em núcleos 
interfásicos; (A) célula normal, (B) célula com o rearranjo PML/RARα. Análise dos pacientes; 
(a) núcleo positivo para fusão PML/RARα (paciente 02), (b) núcleo positivo para fusão 
PML/RARα com sinal extra para região do gene PML (paciente 06), (c) núcleo negativo para 
t(15;17), porém com cópia extra da região do gene PML (paciente 04). 
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Figura 3: Imunufluorecência Indireta anti-PML (paciente 05) apresentando padrão microgranular 

determinando a presença da t(15;17). Setas apontam as células blásticas. 
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5. Conclusões 
 
1. A cariotipagem através do bandeamento G além de eficiente na maioria dos casos estudados, 

permitiu a detecção de alterações cromossômicas outras que não envolvessem o rearranjo 

clássico t(15;17) presentes nos cariótipos dos pacientes com LPA. 

 

2. Devido à alta eficiência da FISH na confirmação da fusão PML-RARα, sempre que os 

pacientes apresentarem cariótipo normal ou na ausência de metáfases para a realização da 

cariotipagem, a FISH deverá ser usada em casos suspeitos de LPA. 

 

3. A técnica de FISH mostrou-se mais eficiente na identificação do rearranjo molecular PML-

RARα do que a RT-PCR. 

 

4. A imunofluorescência indireta com anticorpo monoclonal PG-M3 mostrou-se eficiente na 

confirmação do diagnóstico da LPA, tanto nas amostras frescas como em células congeladas. 

 

5. A união das técnicas utilizadas no estudo foi essencial à conclusão final do diagnóstico de 

LPA. 
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6. Anexos 



Amaral, BAS                             LPA: citogenética clássica e molecular, PG(M3) e biologia molecular 67 

 
6.1 Guide for Authors – Cancer Genetics and Cytogenetics 
 
Manuscripts should be submitted to Editor-in-Chief: Dr. Avery A. Sandberg, Cancer Genetics 
and Cytogenetics, Department of DNA Diagnostics, St. Joseph's Hospital and Medical Center, 
350 West Thomas Road, Phoenix, AZ 85013, USA (Tel: 602-406-3588; Fax: 602-406-4118; E-
mail: jvaugha@chw.edu). In addition to full-length research papers, Short Communications (no 
longer than 4 printed pages) and Letters-to-the-Editor (no longer than 2 printed pages) may be 
submitted. Review and Special articles will be published from time to time by invitation or 
arrangement with the Editor-in-Chief. Editorials may also be published from time to time. Book 
Reviews will be published as space permits. Manuscripts are submitted with the understanding 
that they are original unpublished work and are not being submitted elsewhere. 
 
Manuscript. A computer disk must accompany the manuscript. Type double-spaced on 8½ x 11 
in. bond paper. All materials are to be submitted in triplicate. On the title page, include full 
names of authors (no degrees), academic or professional affiliations, and complete address for 
the corresponding author. The phone and fax number and e-mail address (if available) of the 
corresponding author must be included. Except for Letters-to-the-Editor, all articles must include 
an abstract of up to 200 words. All tables, numbered with Arabic numerals, should have brief 
descriptive titles. Please use horizontal rules only. Authors not fluent in the English language 
should have their manuscripts edited by an expert in the language, prior to submission to the 
journal, thus avoiding delays in the review and publication of their papers. The journal will 
follow strictly the cytogenetic nomenclature and karyotype depictions given in ISCN 2005. 
Human gene names should be written in italicized capital letters and Arabic numbers. Any 
abbreviations should be defined when first used and be consistent throughout the text. Normal 
laboratory values should be provided in parentheses when first used. Authors seeking 
information about the status of their accepted papers can log-in at External link 
http://authors.elsevier.com (the reference number needed to track the paper will be sent by 
Elsevier as soon as the paper is received for publication). 
 
Revised manuscript. Two copies of the revised text and pictorial materials with disk should be 
returned to the Editor-in-Chief, along with a detailed list of the revisions made. If changes 
suggested by the reviewers are not made by the authors, justification of this must also be 
submitted. 
 
Computer disks. Please, observe the following: 1. Send a hard copy of your paper together with 
a disk (a disk should be included with the first submission and each subsequent revision). 2. 
Make sure that the disk and the hard copy match exactly. Please, note that failure to submit a 
computer disk will result in delays in publication. 3. Specify what software was used, including 
which release, e.g., Word 2000. 4. Specify what computer was used (IBM-compatible PC, Apple 
Macintosh, etc.). 5. The article file should include all textual material (text, references, tables, 
figure captions, etc.) and separate illustration files, if available. 6. The file should follow the 
general instructions on style/arrangement and, in particular, the reference style of this journal as 
given below. 7. The file should be single-spaced and should use the wrap-around end-of-line 
feature, i.e., returns at the end of the paragraphs only. Place two returns after every element such 
as title, headings, paragraphs, figure and table call-outs. 8. Keep a backup disk for reference. 
 
Illustrations. At least 3 glossy or high-quality prints of karyotypes are to be submitted with the 
manuscript. If submitting electronic art, for karyotypes specifically, please provide the graphics 
as JPG, PDF, or TIFF files for the highest print production quality. Authors must label in black 
numbers the chromosomes accurately, both normal and abnormal, but refrain from including 



Amaral, BAS                             LPA: citogenética clássica e molecular, PG(M3) e biologia molecular 68 

 
annotations, which should appear in the legend. For line artwork, submit black-ink drawings of 
professional quality or glossies of originals. Duplicates may be photocopies. On the back of each 
illustration, give the first author's name, number of the figure, and indication of "top." The 
legends to figures must match the information in the illustrations, and must be typed on separate 
pages. For more information on submission guidelines for figures, visit External link 
http://authors.elsevier.com/artwork. 
 
Color art. Authors must enclose a letter agreeing to pay the color charge upon submission of 
their manuscript because such agreement must be received by the journal before the article can 
be published. Once a manuscript is accepted for publication, the exact charge will be determined 
by the publisher and a color agreement faxed or e-mailed to you in the form of a PDF. As a 
guideline, color artwork supplied with your article will appear in color on the web - at no charge. 
For reproduction of color illustrations in print, there is a $650 charge for the first color picture 
and &dollar100 for every additional color picture in the article. 
 
References. Authors must follow the instructions given. References are to be listed and 
numbered consecutively in the order in which they are cited in the text and not presented 
alphabetically. Include names of all authors for each reference. Authors are responsible for 
completeness and accuracy of all references. Citation in the text is by number in brackets, i.e. 
[1]. Periodical abbreviations should follow those given by Index Medicus. References must be 
styled as follows: 
 
Journal. Maarek O, Salabelle A, Le Coniat MB, Daniel MT, Berger R. Chromosome 16 
inversion-associated translocation: two new cases. Cancer Genet Cytogenet 1999;114:126-9. 
 
Book. Sandberg AA, Bridge JA. The cytogenetics of bone and soft tissue tumors. Austin: RG 
Landes Co., 1994. 
 
Chapter. Sandberg AA, Chen Z. Cancer cytogenetics: nomenclature and clinical applications. In: 
Kurzrock R, Talpaz M, editors. Molecular biology in cancer medicine. London: Martin Dunitz 
Ltd, 1995; pp.54-84 
 
Online publication. Health Care Financing Administration. 1996 statistics at a glance. Available 
at: External link http://www.hcfa.gov/stats/stathili.htm Accessed December 2, 1996. 
 
Proofs and reprints. The corresponding author will receive proofs via e-mail in PDF format, 
which should be corrected and returned within 48 hours of receipt. Proofs must be carefully 
checked by the authors, as it is their responsibility to see that all errors are corrected and queries 
from editors answered. Any paid color art will be included in the PDF proof. 
 
Copyright. Upon acceptance of an article by the journal, the author(s) will be asked to transfer 
copyright of the article to the publisher. This transfer form is to be signed and returned to the 
publisher at the address shown on the form, which will ensure the widest possible dissemination 
of information under the U.S. Copyright Law. 
 
Sponsored Articles: 
Cancer Genetics and Cytogenetics offers authors or their institutions the option to sponsor non-
subscriber access to their articles on Elsevier's electronic publishing platforms. For more 
information please click here. 
 



Amaral, BAS                             LPA: citogenética clássica e molecular, PG(M3) e biologia molecular 69 

 
AUTHOR ARTWORK INSTRUCTIONS 
 
Help us reproduce your artwork to the highest possible standards - in both paper and 
digital formats  

Submitting your illustrations, pictures, tables and other artwork (such as multimedia- and 
supplementary files) in an electronic format helps us produce your work to the best possible 
standards, ensuring accuracy, clarity and a high level of detail. These pages show how to prepare 
your artwork for electronic submission and include information on common problems, 
suggestions on how to ensure the best results, and image creation guides for popular 
applications. See the links under Application Guidelines for details about using specific artwork 
software for Windows and Macintosh platforms. 

Checklist  

Before you send us your artwork, make sure you can answer 'yes' to the following: 

• My files are in the correct format - TIFF, EPS or PDF. MS Office files (Word, 
Powerpoint, Excel) are also accepted, provided they meet certain conditions. For more 
information, see File Formats.  

• My color images are provided in the RGB colorspace. 
• The physical dimensions of the artwork match the dimensions of the journal to which I 

am submitting. 
• The lettering used in the artwork does not vary too much in size. See Sizing of Artwork.  
• I have used the recommended naming conventions. See File Naming.  

If you are delivering your artwork on disk: 

• All illustrations are provided as separate files and as hardcopy on separate sheets. 
• All artwork is numbered according to its sequence in the text. 
• Figures, schemes and plates have captions and these are provided on a separate sheet 

along with the manuscript, in addition all figures are referred to in the text. 
• If required, I have specified the preferred magnification factor of my artwork on the sheet 

with filenames that accompany the disk. 
• My artwork is on a 3.5" disk, CD-ROM, ZIP disk or JAZ disk. See Acceptable Media.  

FONT INFORMATION 
 
To ensure that the final, published version (in print and online) matches your electronic file as 
closely as possible, make sure that you only use the following fonts in the creation of your 
artwork: 

• Arial 
• Courier 
• Helvetica 
• Symbol 
• Times 

When your artwork contains non-Elsevier standard fonts, Elsevier will substitute these fonts with 
an Elsevier standard font, which may lead to problems such as missing symbols or overlapping 
type. 



Amaral, BAS                             LPA: citogenética clássica e molecular, PG(M3) e biologia molecular 70 

 
6.2 As Funções dos Parceiros do RARα (continuação) 

A proteína PLZF é um fator de transcrição zinc-finger que possui 673 aminoácidos e 

pertence a uma família caracterizada por possuir o domínio BTB/POZ (Broad complex, 

Tramtrack, Bric and brac/Pox virus and Zinc finger), a qual é responsável pelos processos de 

homodimerização e heterodimerização, assim como pela repressão transcricional através da 

interação com o complexo HDAC e co-repressores (Fig. 4C) (Mistry et al, 2003). O BTB/POZ 

pode atuar como um domínio de repressão transcricional e pode estar envolvido no processo de 

remodelação estrutural da cromatina (Bardwell e Treisman, 1994; Chang et al., 1996).  

A PLZF localiza-se no núcleo e sofre fosforilação em seus resíduos de serina e treonina. 

O exame por microscopia imunofluorescente revela a presença da PLZF num padrão de 

aproximadamente 50 pequenas partículas nucleares, sendo para isto necessária presença do 

domínio BTB/POZ (Reid et al., 1995; Dong et al., 1996; Ball et al., 1999). O estudo de Koken et 

al. (1997) mostrou que as proteínas PML e PLZF compartilham  parcialmente a localização nos 

NBs da PML, ao passo que o trabalho de Ruthardt et al. (1998) decreve a existência de estruturas 

nucleares particulars adjacentes para cada proteína. A quimera PLZF-RARα não se localiza 

juntamente a PML, nem ao menos desloca a PML de suas estruturas nucleares de origem, 

indicando que desestruturação dos NBs da PML isoladamente não é essencial ao 

desenvolvimento da LPA. No entanto, na LPA com t(15;17) a PLZF aparece deslocada 

apresentando um padrão microparticular idêntico ao da PML-RARα (Koken et al., 1997; 

Grimwade et al., 2000). 

O mRNA da PLZF é expresso em células de linhagem mielóide indiferenciadas (Reid et 

al, 1995). Chen et al (1993) descreve que durante a diferenciação de linhagens célulares HL-60 e 

NB4 a expressão da PLZF sofre controle negativo10, sugerindo que a PLZF pode ser importante 

para a manutenção ou sobrevivência das células-tronco hematopoéticas. A PLZF regula genes 

envolvidos nos processos de diferenciação e proliferação celular, tais como os genes ciclina A2, 

c-myc e o complexo hox, além de ser um conhecido supressor de crescimento. Adicionalmente, é 

possível que a PLZF possua uma função supressora de tumor que é rompida no evento da 

t(11;17)(q23;q21) (Zelent et al, 2001). A prole de camundongos nocauteados para o gene PLZF 

apresentam aumento da capacidade proliferativa e diminuição da apoptose, dados estes que 

corroboram com a função de supressão de crescimento da PLZF (Zelent et al, 2001).  

                                                 
10 Controle negativo: processo no qual a célula diminui a quantidade de um componente celular (por exemplo, RNA ou proteína), 
pela diminuição da expressão gênica, em resposta a uma variável externa. Um exemplo para isto seria uma situação onde ocorre 
uma diminuição do número de receptores para uma determinada molécula (hormônio ou neurotransmissor, por exemplo) numa 
célula, que reduz a sensibilidade desta célula a esta molécula específicamente. Este fenômeno é um exemplo do mecanismo de 
feedback negativo atuanto localmente (Cheadle et al., 2005). 
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Semelhantemente à PML, a PLZF pode reprimir o crescimento de células em cultura. 

Células 32DCL3, que super-expressavam a proteína PLZF sofreram inibição acentuada de seu 

crescimento, acumulando-se na fase G1 e prolongando a fase S, além de apresentarem aumento 

da taxa de apoptose (Shaknovich et al., 1998). O estudo de Yeyati et al. (1999) com células 

mielóides infectadas com um retrovirus contendo o gene PLZF sugere que a PLZF promove 

inibição do crescimento celular através da alteração da expressão de reguladores do ciclo celular, 

como a ciclina A. Seria possível que, uma vez ocorrido o evento da t(11;17)(q23;q21) na LPA, a 

função de supressor tumoral da PLZF seja corrompida. A proteína fusionada PLZF-RARα pode 

agir como um inibidor dominante negativo da PLZF selvagem. De fato, a heterodimerização 

entre a PLZF-RARα e a PLZF parece ser preferencial em relação à formação de complexos 

homoméricos11 da PLZF (Dong et al., 1996). Desta forma, níveis altos de expressão da proteína 

quimérica PLZF-RARα em blastos com a t(11;17)(q23;q21) desviaria a PLZF selvagem de ligar-

se aos seus genes-alvos naturais e/ou ligar-se a quantidades limitadas de co-fatores 

transcricionais da PLZF (Ruthardt et al., 1997). 

A Nucleofosmina (NPM) é uma fosfoproteína nucleolar expressada ubiquamente e 

acredita-se que ela tenha um importante papel no transporte de componentes ribossômicos e 

outras proteínas entre o citoplasma e o nucléolo, assim como teria participação nos processos de 

controle do crescimento celular (Szebeni et al, 1997). O gene da nucleofosmina humana tem 25 

kb e contém 12 éxons, sendo que o splicing alternativo de seus transcritos produzem duas 

isoformas principais, as quais diferem em suas regiões C-terminais (Chan et al., 1997; 1989; Lee 

e Welch, 1997). Os caracteres estruturais da proteína incluem: dois domínios ácidos ricos em 

Asp/Glu, potenciais sítios ligantes para outras proteínas; um domínio biparticioinal de 

sinalização de localização nuclear (NLS - nuclear localization signal); um motivo de ligação à 

metais; um sítio de ligaçãoaoATP; sítios de fosforilação e um domínio de ligação à proteínas que 

posuam NLS (Chan et al., 1986a,b; 1989; Li et al., 1996). Ambas as isoformas formam 

hexameros através de seus domínios de oligomerização em suas porções N-terminais (Chan e 

Chan, 1995). 

A NPM se localiza proeminentemente em regiões do nucléolo assossiadas ao 

precessamento de ribonucleoproteínas (RNP) (Dumbar et al, 1989). A (Fig. 4e) ilustra o domínio 

estrutural presente na NPM que permanece na proteína de fusão NPM-RARα. O gene NPM é 

alvo de outros rearranjos presentes em distintas malignidades hematológicas, a saber, a 

                                                 
11 Constituído por varios fragmentos idênticos (Wolkoff, 2005). 
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translocação t(3;5)(q25;q34-35) que causa a fusão NPM-MLF1, encontrada na síndrome 

mielodisplásica (SMD), e a t(2;5)(p23;q34-35) que gera o rearranjo NPM-ALK, observado no 

linfoma anaplásico de grandes células (Shiota et al, 1995). O trabalho de Colombo et al (2002) 

apresentou evidências de que a NPM pode ser um regulador crítico da p53. Este estudo mostrou 

que a NPM interage diretamente com a p53 e regula o aumento da estabilidade e ativação 

transcricional da p53 após diferentes tipos de estresse, assim como induz a senescência 

prematura na sua super-expressão em fibroblastos. 

Os níveis de NPM são elevados em células em proliferação e em blastos leucêmicos. Isto 

ocorreria em consequência à demanda de precussores ribossomais (Kondo et al., 1997). A 

expressão da NPM alcança seu ápice durante as fases S e G2 e está em níveis mínimos em G0 

(Sirri et al., 1997). Este dado pode ser relacionado ao fato que a NPM estimula especificamente a 

atividade da DNA polimerase α, ou pode simplesmente ser um reflexo da demanda metabólica 

da célula. Durante a fase G2 e a mitose, a proteína NPM é intensamente fosforilada pela cdc2. 

No transcorrer da progessão da mitose a NPM se associa às regiões pericromossômicas e aos 

NBs em formação, e dessa forma conectando funcionalmente os processos de desmontagem do 

núcleo e condensação cromossômica (Peter et al., 1990). Uma fração das proteínas NPM pode se 

localizar nos pólos do fuso acromático juntamente com as proteínas NuMA durante a mitose 

(Zatsepina et al., 1999). O trabalho de Okuda et al. (2000) mostrou que a NPM é o principal 

substrato do complexo ciclina E/cdk2 nos centrossomos. No entanto, a NPM associa-se apenas 

aos centrossomos não-duplicados e se desliga dos centrossomos duplicados após sofrerem 

fosforilação. A função da NPM nos centrossomos pode estar relacionada à sua atividade de 

chaperona, mantendo as proteínas em suas conformações apropriadas e possivelmente 

participando do processo de regulação da duplicação dos centrossomos. 

A NPM é preferencialmente desfosforilada e degradada durante a apoptose ou dano 

celular (Tawfic et al., 1995). A NPM se desloca reversivelmente do nucléolo para o 

nucleoplasma quando as células são expostas a condições de inibição da síntese de DNA/RNA 

ou da divisão celular (Chan e Chan, 1999). Desta maneira, semelhante a proteína PML, a NPM 

sofre mudanças em condições de estresse celular, indicando que ambas podem medir ou 

controlar os processos homeostáticos da célula (Zelent et al, 2001). 

A proteína NuMA, que até o momento foi envolvida em apenas um caso de LPA com 

t(11;17)(q13;q21), tem papel ativo na divisão mitótica. Ela é uma proteína abundante, 

conservada e ubiquamente expressa que está envolvida na finalização da mitose e na 

reconstrução do núcleo nas células-filhas pós-mitóticas (Compton et al., 1992; He et al., 1995). 
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O gene NuMA codifica uma proteína de 2115 aminoácidos e peso molecular de 

aproximadamente 230 kDa. O splicing alternativo dos seus transcritos também podem produzir 

proteínas com 1776 e 1763 aminoácidos (Tang et al., 1993, 1994). A proteína NuMA é dividida 

em dois domínios globulares, um em cada porção final da proteína, com uma região central 

coiled-coil de 1485 aminoácidos (Compton et al., 1992; Yang et al., 1992). Os motivos coiled-

coil provavelmente são responsáveis pelos processos de homodimerização e heterodimerização 

(Yang et al., 1992). A região C-terminal contém o domínio para fosforilação agenciada pela cdc2 

e outras quinases, além de sequências que promovem a sinalização de localização nuclear (NLS) 

e no fuso mitótico da proteína (Compton e Cleveland, 1993) (Fig. 4D). A NuMA pode 

protagonizar uma função estrutural no ancoramento dos pólos do fuso acromático da célula 

(Dionne et al., 1999).  

A NuMA é regulada através do ciclo celular por modificações pós-transcricionais. Por 

exemplo, a proteína NuMA é fosforilada pelo complexo cdc2/ciclina B no inicio da divisão 

mitótica e se associa aos microtúbulos do fuso mitótico (Saredi et al., 1997). Esta proteína pode 

ser requisitada para a formação dos pólos e astes do fuso acromático, assim como para a 

reorganização dos núcleos das células-filhas para a finalização da divisão celular (Gordon et al., 

2001). Ao final da mitose, a NuMA sofre clivagem proteolítica e desfosforilação. Quando as 

células progridem para fase G1, a NuMA remanescente é revertida a sua forma insolúvel, a qual 

irá forma uma cadeia fibrosa que pode ter uma função estrutural na formação do arcabouço 

nuclear (Harborth et al., 1999). Nas células em intérfase esta proteína encontra-se difusa no 

núcleo, seguindo um padrão particulado, assim como as outras proteínas parceiras da RARα na 

LPA associadas à matriz nuclear (Zeng et al., 1994). No entanto, a proteína NuMA anexa-se às 

regiões de associação à matriz  nuclear (MAR - matrix attachment regions), que são importantes 

para os processo de compactação da cromatina dentre outros (Luderus et al., 1994). O trabalho 

de Harborth et al. (2000) encontrou um provável regulador transcricional ao qual a NuMA se 

liga, implicando numa possível participação na regulação da trancrição por parte da NuMA. 

A proteína NuMA é um alvo precoce da proteílise pelas caspase-3 e caspase-6, que 

produz um produto proteolítico que pode atuar como um fator dominante negativo, corrompendo 

a estrutura nuclear normal. Desta forma, a liberação da NuMA das MARs facilitaria a 

fragmentação do DNA característico no processo apoptótico (Zweyer et al., 1997). Em resumo, a 

proteína NuMA é um componente celular que responde prontamente aos sinais do ciclo celular e 

não um fator de controle da proliferação celular. Isto significa que é pouco provável que a 
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inibição da função desta proteína possa contribuir ao processo oncogênico (Gueth-Hallonet et 

al., 1997). 

Finalmente, a proteína STAT5b também se fusiona a RARα através de uma deleção 

intersticial de 3Mb no braço longo de cromossomo 17 (Arnold et al., 1999). Existem sete 

membros na família das proteínas STAT, os quais são fatores de transcrição que residem no 

citoplasma até terem seus resíduos específicos de tirosina fosforilados depois da ativação de 

vários receptores de citocinas. A ligação de uma determinada citocina a um receptor específico 

induz a dimerização destas proteínas e a ativação da tirosina quinase. A STAT5b, assim como as 

outras proteínas STAT, se ligam a quinase JAK através do domínio SH2 e depois é auto-

fosforilada em seu resíduo C-terminal (Fig. 4F). Assim a STAT5b pode então se homodimerizar, 

através do seu domínio coiled-coil, e migrar para o núcleo para ligar-se a um elemento GAS 

(Gamma interferon activation site) (Darnell, 1997). A ativação anormal das proteínas da família 

STAT está envolvida no processo de transformação celular em diversos tipos de câncer, 

incluindo leucemias e linfomas (Mistry et al., 2003). A proteína STAT5b é amplamente expressa 

em vários tecidos, incluindo os progenitores hematopoéticos e pode ser ativada por diversas 

citocinas, dentre elas a prolactina, GM-CFC, EPO e IL-3 (Dong et al., 1998). Dentre os genes 

alvejados pela STAT5b encontram-se genes relevantes a hematopoese, incluindo o c-myc e o 

gene do receptor da IL-2 (Matikainen et al., 1999; Gesbert e Griffin, 2000). Camundongos com 

deficiência de STAT5b apresentam aumento da apoptose em resposta a indução da diferenciação 

pelo fator estimulante de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF - Granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor) (Kieslinger et al., 2000). Adicionalmente, esta proteína 

pode induzir a expressão do gene anti-apoptótico Bcl-x e, portanto, deve ter um papel na 

prevenção da apoptose durante a fase final da diferenciação mielóide (Santos et al., 2001).  

A quimera STAT5b-RARα contém a maioria dos domínios da proteína STAT5b. Sua 

região N-terminal possui um domínio coiled-coil responsável pela dimerização e pela interação 

com uma proteína chamada Nmi1 (N-Myc interactor), a qual potencializa a ligação das proteínas 

STAT aos co-ativadores transcricionais de acetilação p300/CBP (E1A binding protein 

p300/CREB binding protein), que juntos aumentam a transcrição de IL-2 e INF-γ (Zhu et al., 

1999; Spiegelman e Heinrich, 2004). Este domínio deve permitir que a STAT5b-RARα 

sequestre os co-ativadores dos receptores normais remanescentes na célula. O domínio de 

ligação ao DNA localiza-se no centro da proteína, sendo seguido pelos domínio SH3 e pelo 

domínio SH2 truncado. Um estudo preliminar indica que a fusão STAT5b-RARα pode formar 

hemodímeros, assim como heterodímeros com os receptores RXR nos elementos de resposta ao 
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ácido retinóico (RAREs) (Dong e Tweardy, 2000). Igualmente às outras formas homodiméricas 

da RARα na LPA, a proteína de fusão STAT5b-RARα possue alta afinidade com os co-

repressores SMRT, ocorrendo o desligamento apenas quando a concentração de ATRA chega a 

10-6 M (Zelent et al., 2001). Como um heterodímero, a proteína quimérica possue alta 

capacidade para sequestrar os RXRs. Nesse sentido, esta quimera parece possuir função similar 

as outras oncoproteínas de fusão da LPA. 

Um importante potencial da proteína STAT5b-RARα é sua habilidade em interferir na 

via de sinalização das proteínas STAT. Esta proteína quimérica conserva a porção N-terminal do 

domínio SH2 da STAT5b, dessa forma poderia competir com a proteína normal pelos receptores 

de citocinas. No paciente estudado a proteína STAT5b encontrou-se localizada no núcleo, 

enquanto que nas células medulares utilizadas como controle a STAT5b se localizava no 

citoplasma (Arnould et al., 1999). A proteína STAT5b-RARα pode formar heterodímeros com a 

STAT5b selvagem em células transfectadas12 e assim inibir a expressão do gene da prolactina 

estimulado. Contrariamente, a STAT5b-RARα acentua a expressão da IL-6 mediada por um 

promotor dependente de STAT3 (Dong e Tweardy, 2000). Os potenciais efeitos pleiotrópicos da 

STAT5b-RARα devem desrregular a capacidade da STAT5b selvagem ou das outras proteínas 

STAT de responder as citocinas e dessa forma levam a proliferação celular e/ou controle da 

sobrevivência alteradas. Este fato poderia explicar a resistência ao ATRA do paciente que 

desenvolveu essa forma variante da LPA, apesar da fusão STAT5b-RARα apresentar 

propriedades muito similares à fusão PML-RARα. Estes achados podem servir de ponto de 

partida para mais estudos da via de sinalização STAT nas outras formas da LPA, uma vez que 

foi demonstrado que as citocinas podem aumentar os efeitos de diferenciação do ATRA 

(Nakamaki et al., 1994). Sendo assim, semelhantemente a PLZF, a proteína STAT5b representa 

um fator de transcrição fusionado a RARα, que sozinho pode possuir função no 

desenvolvimento hematopoético normal e neoplásico (Zelent et al., 2001). 

 

                                                 
12 Transfecção gênica (horizontal ou lateral) é qualquer processo no qual um organismo incorpora material genético de outro 
organismo sem ser descendente deste último. Contrariamente, a transfecção gênica vertical ocorre quando um organismo recebe 
material genético de seu antecessor, ou seja, seus pais ou de uma espécie apartir da qual ele evoluiu. A tranfecção gênica 
horizontal artificial é uma ferramenta da engenharia genética (Beckwith e Sihavy, 1992). 



Amaral, BAS                             LPA: citogenética clássica e molecular, PG(M3) e biologia molecular 76 

 
6.3 Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa em Seres Humanos do Hospital 

Universitário Oswaldo Cruz – HUOC 
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6.4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

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. 

 
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 
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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. 

 
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. 
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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. 
 

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. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Terezinha de Jesus 

Marques Salles nos telefones (81) 3422-0908/9451-7243. Se você tiver perguntas com 

relação a seus direitos como participante do estudo clinico, também pode com uma 

terceira pessoa imparcial integrante do Comitê de Ética do Hospital Oswaldo Cruz, 

telefone (81) 2101-1536/1530. 
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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 200___ 

 
 

 
__________________________________________________________  
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 200___ 

 

 

__________________________________________________________  

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   
 


