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ESTUDO DO PERFIL CITOGENÉTICO E DE EXPRESSÃO DOS GENES DO 

COMPLEXO POLYCOMB NA LEUCEMIA MIELÓIDE AGUDA DA INFANCIA 

  

RESUMO 

 

 TESE DE DOUTORADO 

 

         Amanda Faria de Figueiredo 

   

A LMA é uma neoplasia hematológica caracterizada pela proliferação anormal de precursores 

mielóides na medula óssea decorrente de uma parada no processo de diferenciação destas células. 

A etiologia da leucemia ainda é desconhecida, mas alguns fatores, incluindo a presença de 

translocações cromossômicas podem contribuir para o aparecimento desta neoplasia.Três subgrupos 

de alterações genéticas vêm sendo definidos nos últimos anos como os de maior freqüência em LMA 

primária da criança. O grupo que envolve rearranjos do gene CBF (core binding factor): 

t(8;21)(q22;q22) e inv(16)(p13;q22); as leucemias associadas a alterações no gene MLL 

(anormalidades da região 11q23); e as leucemias associadas ao rearranjo PML-RAR: 

t(15;17)(q22;q12). Apesar de todo o conhecimento já acumulado sobre as bases moleculares dos 

processos leucemogênicos da LMA, alterações em reguladores epigenéticos vem ganhando 

destaque na patologia da leucemia.  Neste contexto, os genes pertencentes ao complexo Gênico 

Polycomb (PcG) estão associados ao silenciamento epigenético durante o desenvolvimento 

embrionário e durante a carcinogênese de diversos tumores, incluindo a leucemia mielóide aguda 

(LMA). Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar uma análise citogenética e de expressão dos 

genes do complexo PcG em crianças diagnosticadas com LMA para contribuir para o entendimento 

da biologia desta neoplasia tão heterogênea. As amostras de medula óssea de 84 pacientes foram 

tratadas de acordo com os protocolos padrões e, as técnicas de citogenética, envolvendo técnicas 

moleculares foram realizadas, sendo possível evidenciar uma alta taxa de anormalidades 

cromossômicas de 89%. Além disso, uma alta taxa da t(15;17)(q22;q12) pode ser observada, assim 

como, várias alterações não-recorrentes puderam ser identificadas, já que várias técnicas de 

citogenética molecular de alta resolução foram utilizadas. Dos 84 pacientes, 52 pacientes foram 

avaliados quanto ao perfil de expressão de alguns dos genes PcG, utilizando a metodologia de PCR 

em tempo real (RT-qPCR). Com isso, foi possível observar altos níveis relativos de mRNA dos genes 

PcG nos pacientes quando comparados com os doadores saudáveis.  Quando foram comparados os 

níveis de expressão destes genes de acordo com os subtipos morfológicos, o subtipo LMA-M3 

apresentou os níveis mais aumentados, principalmente nos pacientes menores de 8 anos de idade. 

Com relação aos dados clínicos, apesar da grande variação, a LMA apresentou altos níveis de mRNA 

dos genes PcG em pacientes com mais de 50.000 leucócitos e a LMA-M3 apresentou níveis 

aumentados de mRNA destes genes nos pacientes com baixa contagem de plaquetas. Com isso, 

podemos concluir que apesar da variação nos níveis de mRNA dos genes PcG estudados na LMA, foi 

possível observar uma correlação destes níveis com os dados clínicos dos pacientes, como os 

subtipos morfológicos, com a idade, contagem leucocitária e plaquetas na LMA-M3. 
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CYTOGENETICS AND POLYCOMB GENE EXPRESSION PROFILES STUDY IN 

CHILDHOOD ACUTE MYELOID LEUKEMIA 

 

 ABSTRACT 

 

 TESE DE DOUTORADO 

 

 Amanda Faria de Figueiredo 

 
AML is a hematologic malignancy characterized by the abnormal proliferation of myeloid 
precursors in the bone marrow due to an arrest of differentiation process of these cells. The 
etiology of leukemia is unknown, but some factors, including the presence of chromosomal 
translocations may contribute to the emergence of this neoplasia. Three subgroups of 
genetic alterations have been defined in recent years as the most frequent in primary 
childhood AML. The group involving core binding factor gene rearrangements: t(8;21)(q22; 
q22), and inv(16)(p13;q22); leukemias associated with alterations in the MLL gene (11q23 
abnormalities in the region ); leukemias associated with PML-RARa rearrangement: 
t(15;17)(q22;q12). Despite all the knowledge already accumulated regarding the molecular 
basis of AML leukemogenic processes, changes in epigenetic regulators have been gaining 
attention in the pathology of leukemia. In this context, the Polycomb Complex genes (PcG) 
are associated with epigenetic silencing during embryonic development and during 
carcinogenesis of several tumors, including acute myeloid leukemia (AML). Therefore, the 
aim of this study was to evaluate a cytogenetic and PcG genes expression profiles in 
children diagnosed with AML to contribute to the understanding of the biology of this 
heterogeneous tumor. The bone marrow samples of 84 patients were treated according to 
standard protocols, and the cytogenetic analysis involving molecular techniques were 
performed, and were able to demonstrate a high rate of chromosomal abnormalities in 89% 
of cases. In addition, a high rate of t(15;17)(q22;q12) may be observed, as well as several 
non -recurring changes could be identified, since several high resolution molecular 
cytogenetic techniques were used. From the 84 patients’ samples, 52 were evaluated for the 
expression of some of the PcG genes profile, using the real-time PCR methodology. Thus, it 
was possible to observe mRNA high relative levels of PcG genes in patients compared with 
healthy donors. When the expression levels of these genes according to the morphological 
subtypes were compared, AML-M3 subtype showed the most increased levels, mainly in 
children under the age of 8. Regarding clinical data, despite the wide variation AML showed 
high mRNA levels of PcG genes in patients with more than 50,000 leukocytes and AML - M3 
showed increased mRNA levels of these genes in patients with low platelet counts. Thus, we 
conclude that despite the variation in mRNA levels of PcG genes studied in AML, we 
observed a correlation of these levels with clinical patient data, such as morphological 
subtypes, with age, white blood count and platelets in AML - M3. 
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1. Introdução 

1.1. Leucemias 

As leucemias são um grupo heterogêneo de hemopatias malignas 

caracterizadas pela proliferação clonal de células multipotentes da linhagem 

hematopoiética que sofreram alterações genéticas que se manifestam em uma 

determinada fase durante a sua diferenciação. Estas alterações afetam genes 

importantes que controlam mecanismos naturais de proliferação, 

diferenciação/maturação e apoptose (HEAD, 2004a).  

Magee e colaboradores (2012), assim como, Nguyen e colaboradores(2012) 

descreveram que a leucemia, assim como outros cânceres, pode resultar da 

ocorrência de múltiplas etapas, nas quais, alterações genéticas em múltiplos genes 

podem acontecer tanto nas células-tronco hematopoéticas do espaço medular como 

em precursores já acometidos com alguma das linhagens celulares específicas. 

Segundo Gilland e colaboradores (2004), o primeiro evento levaria a um 

aumento no processo de proliferação e diminuição de apoptose, resultando em uma 

hematopoese clonal. Nesta etapa, são muito comuns alterações genéticas, como as 

mutações que geram ganho ou perda de funções de genes envolvidos nos 

processos de proliferação celular e apoptose.  Porém, esta única alteração não é 

suficiente para o desenvolvimento da leucemia, sendo necessário um novo evento, 

como por exemplo, a presença de outras alterações genéticas como as fusões 

gênicas, que resultariam na geração de proteínas quiméricas, assim como, de outras 

mutações em fatores de transcrição importantes para a hematopoese.  

Mais recentemente, esse modelo de Gilland e colaboradores (2004), passou 

por uma significativa revisão (JAN & MAJETI, 2013). Isso porque com os novos 

estudos de sequenciamento do genoma completo e de partes codificantes e não-

codificantes do genoma das leucemias, outras alterações puderam ser descritas 

(LEY et al., 2008; MARDIS et al., 2009; LEY et al., 2010; SANDRES & VALK, 2013), 

tais como, as alterações em reguladores epigenéticos e também alterações na 

sinalização do microambiente medular (URIBESALGO & DI CROCE, 2011).  

As hemopatias malignas são classificadas de acordo com critérios, como o 

tipo celular envolvido, o grau de diferenciação e a evolução clínica seguida na 

doença. Nas leucemias crônicas, há um aumento de células-neoplásicas maduras 

não-funcionais que substituem os elementos normais da medula óssea, enquanto 
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que nas leucemias agudas, acontece a proliferação de elementos celulares imaturos 

e de rápida evolução clínica (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 na resposta ao 

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

mielóide aguda (LMA) é essencial às intervenções terapêuticas (HEAD, 2004a). 

 

1.2. Leucemia Mielóide Aguda 

A Leucemia Mielóide Aguda (LMA) é caracterizada por um acúmulo excessivo 

de precursores mielóides na medula óssea que perderam a capacidade de se 

diferenciar e de responder a reguladores normais de proliferação. O evento 

leucemogênico pode ocorrer em uma célula-tronco comprometida com a linhagem 

mielóide, impedindo a maturação e a diferenciação das células (Fig. 1.1). O 

mecanismo que leva a célula progenitora a perder o controle da proliferação celular, 

ocasionando a expansão do clone leucêmico, permanece incerto. No entanto, 

alterações genéticas e epigenéticas parecem estar envolvidas na patogênese das 

leucemias. Estes defeitos genéticos podem ser resultado de diversos eventos 

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

entre outras (SANDERS & VALK, 2013). 

O curso clínico natural da LMA pode ser fatal, em termos de dias ou semanas 

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 (CLARKE & GLASER, 

2000). 

A LMA é a neoplasia mielóide mais comum em adultos, com uma média de 

idade de 70 anos e corresponde a cerca de 80% dos casos de leucemias agudas em 

adultos. Além disso, ela é mundialmente descrita em 4 casos a cada 100 mil 

habitantes, correspondendo a cerca de 20% dos casos totais de leucemias na 

população em geral (Head, 2004a). Na infância, a LMA é um tipo raro de hemopatia 

maligna, sendo a sétima neoplasia mais comum em crianças e, pode chegar a cerca 

de 15% a 20% das leucemias agudas em crianças até os 18 anos de idade. A 

incidência da LMA em pessoas com menos de 15 anos de idade aumenta 

rapidamente após o nascimento, correspondendo a 49% de todos os casos de 
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leucemia em lactentes, atingindo o seu pico um pouco antes dos 5 anos de idade 

(HEAD, 2004b; CREUTZIG et al., 2012). 

Com relação a sua apresentação, a LMA pode apresentar-se como uma 

doença de novo ou pode ser secundária a uma crise blástica de Leucemia mielóide 

Crônica (LMC), a uma evolução de mielodisplasia e a tratamentos que utilizam 

agentes alquilantes, inibidores de topoisomerase e/ou radiação ionizante 

(CREUTZIG et al., 2012). 

De acordo com Puumala e colaboradores (2013), há uma considerável 

diferença geográfica no aparecimento de leucemias na infância e, estas diferenças 

podem ajudar no esclarecimento dos mecanismos etiológicos. Por exemplo, nos 

Estados Unidos e em alguns países desenvolvidos da Europa, os gráficos de 

incidências de leucemias mostram um pico significativo de LLA na infância, entre 2 e 

5 anos. Com relação aos países em desenvolvimento, Howard e colaboradores 

(2004) observaram o pico de incidência de LLA entre 3 e 5 anos de idade em 375 

crianças diagnosticadas entre 1980 e 2002. Em relação à LMA, também foram 

observadas diferenças geográficas no seu aparecimento.  Em crianças de origem 

latina, hispânica e asiática, um subtipo da LMA caracterizado pelo acúmulo de 

promielócitos anormais na medula óssea, a leucemia promielocitica aguda (LMA-

M3), foi o subtipo mais encontrado entre as crianças de origem hispânica e latina 

(JACOMO et al, 2008). 

 No entanto, no Brasil, devido aos poucos estudos epidemiológicos e a 

raridade desta doença na infância, são poucos os trabalhos que estudam e 

descrevem os principais aspectos da LMA da infância brasileira. Pombo-de-Oliveira 

e colaboradores (2009) demonstraram que as regiões do Brasil apresentam 

incidências diferentes de LMA, sendo as regiões Sudeste e Nordeste as que 

apresentam uma maior frequência desta neoplasia. Além disso, Pezzi e 

colaboradores (2012) descreveram uma alta frequência do subtipo M3 em um estudo 

de crianças e adultos na população brasileira da região Sul do Brasil. 
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1.3. Classificação da LMA 

Com o objetivo de separar os pacientes em subgrupos dentro da LMA, em 

função da heterogeneidade desta neoplasia, foram desenvolvidas as classificações: 

morfológica, que leva em consideração o tipo celular predominante e o grau de 

maturação da célula envolvida e, imunofenotípica, que se baseia na presença ou na 

ausência de determinados antígenos de superfície nas células blásticas. A 

classificação morfológica, desenvolvida pelo grupo de hematologistas franceses, 

Figura 1.1- Esquema simplificado da diferenciação das células hematopoiéticas e as possíveis 
linhagens correspondentes aos subtipos FAB das leucemias mielóides. Fonte: modificado de 
http:// www. userlogic. com/anll/ studyaids/ maturationchart/ maturation_chart.html 
M0, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7 – Subtipos morfológicosFAB da LMA 

 

Figura 1.1- Esquema simplificado da diferenciação das células hematopoiéticas e as possíveis 
linhagens correspondentes aos subtipos FAB das leucemias mielóides. Fonte: modificado de 
http:// www. userlogic. com/anll/ studyaids/ maturationchart/ maturation_chart.html 
M0, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7 – Subtipos morfológicosFAB da LMA 
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americanos e britânicos (BENNETT et al., 1976,; BENNETT et al., 1985 a,b) 

descreve a LMA em 8 subtipos principais (classificação FAB), cada um dos quais 

podendo apresentar características singulares (Tabela 1.1). A seguir, estão 

destacadas as características de cada subtipo de acordo com o tipo celular 

predominante. 

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

indiferenciados, sem a presença de marcadores citológicos e imunocitoquimicos 

definitivos de mieloblastos, mas expressam pelo menos um antígeno de linhagem 

mielóide (CD13, CD33) por estudos de marcadores de superfície celular. 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. 

A leucemia promielocítica aguda (LPA), subtipo M3, apresenta prevalência de 

promielócitos anormais hipergranulares, nos quais se observam muitos bastonetes 

de Auer por célula, núcleo geralmente bilobulado ou reniforme. Os pacientes com 

este tipo de leucemia freqüentemente desenvolvem coagulopatias (coagulação 

intravascular disseminada, fibrinólise e proteólise). A LMA-M3v (M3 variante) se 

caracteriza pela presença de granulações finas, núcleo com profundas fendas e 

pequeno número de bastões de Auer.  
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Tabela 1.1 – Classificação morfológica, imunológica e citoquímica da LMA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FAB: French, American and British group; LMA: Leucemia mieloide aguda; Eo: eosinófilos; SB:suddan black; EN:esterase não-específica; TdT: 
Terminal deoxynucleotidyl tranferase;  MPO: mieloperoxidase; aMPO: anti- mieloperoxidase ; CD: Cluster differentiation; HLA-DR: Antigeno humano  
do complexo de histocompatibilidade de clase II; c: citoplasmático.                                                       Fonte: Modificado de Bennett et al., 1976. 

 

Subtipo 
    FAB 

   Nome comum e % dos casos                             Citoquímica e Imunofenotipagem 

     M0 LMA com diferenciação mínima 
(2%) 

SB e EN (-), TdT(+/-), aMPO (+), CD33 ou CD13 (+), CD7+/-, CD14, 
 CD15+/-,CD34, (marcadores de células T) 

     M1 LMA sem maturação 
(10- 18%) 

MPO(+) e SB (+),aMPO (+),TdT, CD13 ou CD33, HLA-DR +, CD14, CD15, 
CD34, CD4+/- 

     M2 LMA c/ maturação  
(27-29%) 

MPO (+)SB (+), EN (-):, CD14(+/-);CD11(+), CD33 e ou CD13 (+), 
aMPO(+), HLA-DR +,CD14, CD4 

     M3 Leucemia promielocítica  
aguda (5-19%) 

MPO (+),SB (+), CD14(-);CD11(+);CD15(+);HLA(-), CD33/CD13 (+), 
aMPO (+) 

     M4 Leucemia mielomonocítica 
(16-25%) 

MPO (+)  SB (+) e EN (+)CD14(+);CD11(+/-);HLA(+), CD33/CD13 (+), 
 CD13, CD33,  CD15, CD36, HLA-DR +/-, CD4, CD34+/-, TdT+/- 

     M4Eo Leucemia mielomonocítica  
c/ eosinófilos anormais(5-10%) 

MPO (+) SB (+) EN (+)CD14(+/-);CD11(+); HLA (+), CD33/CD13 (+/-), 
CD15, CD36,CD34+/-, TdT+/- 

     M5 Leucemia monocítica aguda 
(13-22%) 

CD11c, CD13, CD33, CD36, HLA-DR +, CD15, CD14,  CD4,  
CD34, CD7+/- ,MPO (-) SB (-),EN (+) 

     M6 Eritroleucemia (1-3%) Eritrócito: Glicoproteina A+, CD71, CD45+/-, Mieloblasto: os mesmos 
da M1, SB (+), MPO (+), EN (-) 

     M7 Leucemia megacariocítica 
Aguda (4-8%) 

CD36, CD41, CD42, ou CD61+, CD34, CD13, CD33+/-,HLA-DR+,  
SB (-), MPO(-), EN (+) 
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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 M4 eosinofílica (M4Eo) está associada à presença de >5% de precursores 

eosinofilicos displásicos na medula óssea. 

O subtipo FAB M5, leucemia monocítica aguda, caracteriza-se pela presença 

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

contendo granulações finas, são raros os bastões 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 

necessária um teste para peroxidase plaquetária, utilizando microscopia optica ou a 

imunofenotipagem, através de citometria de fluxo ou imunohistoquímica. 

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

identificação da linhagem das células leucêmicas, a classificação FAB se tornou 

obsoleta, uma vez que restringia os aspectos biológicos, terapêuticos e prognósticos 

por não atender a necessidade de introdução das características citogenéticas e 

moleculares que se tornavam cada vez mais proeminentes à fisiopatologia desse 

grupo de doenças. 

A criação de uma nova classificação para as neoplasias hematopoéticas era 

necessária para que fossem incorporados todos esses aspectos. E em 2001, a 
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Organização Mundial da Saúde(OMS) juntamente com a Sociedade dos 

Hematopatologistas e a Associação de Hematopatologistas Europeus divulgaram 

uma nova classificação que incorpora os achados citogenéticos (Jaffe et al., 2001). A 

introdução de informações citogenéticas e moleculares ajudou a definir mais 

claramente as distintas entidades envolvidas na LMA. A tabela 1.2 apresenta os 

subtipos da LMA de acordo com as classificações FAB e OMS (2001)(CUCUIANU, 

2005).  

 

Tabela 1.2 – Comparação entre as classificações FAB e OMS (2001) 

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 topoisomerase-II 

M3 - Leucemia promielocítica aguda LMA não categorizada nos itens anteriores 

M4 - Leucemia mielomonocítica aguda 
 
 

M5 - Leucemia monocítica aguda  
M6 - Eritroleucemia aguda  

M7 - Leucemia megacarioblástica aguda  

 t-translocação, LMA-leucemia mielóide aguda, q =braço longo do cromossomo.            
                                                                                                                       Fonte: Cucuianu, 2005 

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

necessidade de identificação e categorização dos casos onde nenhuma 

anormalidade citogenética era identificada, sendo considerados como 

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

casos de LMA de novo do adulto e 20% da infância. Diversas anormalidades 

genéticas não identificáveis ao microscópio têm sido encontradas nesse grande 

grupo, dentre elas estão mutações e/ou modificações na expressão gênica de genes 

alvos associados à leucemogênese e a resposta ao tratamento das LMAs. Estes 

genes são marcadores prognósticos que contribuem para a melhoria da 

caracterização e estratificação de risco dos pacientes com LMA. Atualmente, os 

marcadores prognósticos mais estudados na LMA são as mutações dos genes 
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NPM1, FLT3, MLL e CEBPalpha (GREGORY  et al., 2009; ROCKOVA et al., 2011). 

A tabela abaixo apresenta a atual classificação da OMS (2008)(Tabela 1.3). 

Tabela 1.3- Classificação da OMS (2008) para as LMAs 

Classificação OMS(2008) para a LMA 

LMA com anormalidades genéticas recorrentes 
 -LMA com t(8;21)(q22;q22);RUNX1-RUNX1T1 
 -LMA com inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22), CBFB-MYH11 
 -LPA com t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 
 -LMA com t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 
 -LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
 -LMA com inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 
 -LMA (megacarioblástica) com t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 
 -Subtipo provisório: LMA com mutação NPM1 
 -Subtipo provisório: LMA com mutação CEBPA 

LMA com alterações relacionadas a mielodisplasia(SMD) 

Neoplasias mielóides secundárias a tratamento 

LMA não categorizada nos itens anteriores 
 -LMA com diferenciação mínima 
 -LMA sem maturação 
 -LMA com maturação 
 -Leucemia mielomonocítica aguda 
 -Leucemia monoblástica e monocítica 
 -Leucemias eritróides aguda 
     *Leucemia eritróide pura 
     *Eritroleucemia, Mielóide/eritróide 
 -Leucemia megacarioblástica aguda 
 -Leucemia basofílica aguda 
 -Pan-mielose aguda com mielofibrose 

Sarcoma mielóide 

Proliferações mieloides relacionadas à Sindrome de Down 
 -Mielopoiese anormal transiente 
 -LMA relacionadas com a síndrome de Down 

Fonte: Modificado de Vardiman et al., 2009. 

 

1.4. Importância da Caracterização Citogenética nas Neoplasias 

 A análise citogenética das células malignas representou o início de um dos 

maiores avanços na compreensão da natureza biológica das neoplasias, em 

especial no campo da leucemogênese e nas implicações prognósticas. Isso porque, 

com o advento da citogenética, foi possível descobrir várias anomalias 

cromossômicas recorrentes e específicas em diferentes tipos de leucemias. Este tipo 

de descoberta possibilitou a determinação dos genes envolvidos no processo de 

aparecimento da leucemia através do mapeamento e da clonagem desses genes, 

sugerindo que a leucemia era uma doença genética. A presença de determinadas 

anomalias cromossômicas caracterizou marcadores tumorais no diagnóstico e na 

determinação do prognóstico. 
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No entanto, a citogenética tumoral foi dependente do melhoramento das 

técnicas de obtenção cromossômica como também das técnicas de análise 

cariotípica. Assim, de modo esquemático, podemos dividir o desenvolvimento da 

análise dos cromossomos em 5 fases. A primeira começou com a descoberta de 

métodos para obter células metafásicas em culturas celulares in vitro e se estendeu 

até 1969, levando à descoberta do cromossomo Philadelphia (Ph) na LMC 

(NOWELl& HUNGERFORD, 1960). Nesta época, os cromossomos eram corados por 

corante de Giemsa sem tratamento prévio, o que tornava difícil a distinção confiável 

entre os cromossomos não-homólogos.   

A segunda fase se iniciou com o desenvolvimento da técnica de bandeamento 

(1969–1971), que possibilitou a individualização precisa dos pares de cromossomos, 

assim como, a natureza das alterações cromossômicas de diversas neoplasias. 

Nesta época, foi descrita a primeira translocação no câncer humano, a 

t(8;21)(q22;q22), em pacientes com LMA (ZECH, 1969) e a natureza do 

cromossomo Ph como resultante de uma translocação recíproca, envolvendo os 

cromossomos 9 e 22, a t(9;22)(q34; q11) (ROWLEY, 1998).  

A terceira fase começou com o uso de sondas de DNA específicas para 

identificar genes ou regiões cromossômicas. Estas sondas marcadas com material 

fluorescente deram origem ao desenvolvimento da técnica de hibridização in situ por 

fluorescência (FISH) (VAN PROOIIJEN-KNEGT etal., 1982), técnica esta, que deu 

início a citogenética molecular (Fig 1.2). Com essa técnica, é possível identificar, de 

forma rápida, anormalidades cromossômicas que envolvem pequenos segmentos de 

DNA, como por exemplo, os genes envolvidos na inversão pericêntrica do 

cromossomo 16, encontrada em pacientes com LMA (KUNDU & LIU, 2001). 

 A quarta fase começou com o uso, não de sondas de regiões 

cromossômicas, mas sondas de cromossomos inteiros e com a utilização de mais de 

três fluorocromos, gerando um padrão diferente de cor para cada um dos 23 pares 

de cromossomos humanos (SCHROCK etal., 1996; SPEICHER etal. 1996). Essa 

poderosa técnica chamada de cariótipo espectral (SKY) ou FISH multiplex (M-FISH) 

tem se mostrado de extrema importância para detectar não só translocações, mas, 

principalmente, para detectar anomalias cromossômicas complexas. Como por 

exemplo, na detecção da amplificação de regiões nos braços longos dos 

cromossomos 11 (11q), 21 (21q) e 22 (22q) que não haviam sido detectadas antes 

em pacientes com LMA que apresentavam cariótipos complexos, mas que podiam 

ter um papel importante na leucemogênese (MROZEK etal., 2002).
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Figura 1.2 – Comparação das técnicas de citogenética para a identificação de anormalidades.O sinal de “+ “ indica que a técnica  é útil para a identificação 

de rearranjos cromossômicos. O sinal de “-“ indica que a anormalidade citogenética não pode ser detectada pela técnica em questão. M-FISH, multiplex 
fluorescence in situ hybridization; SKY, spectral karyotyping; CGH, comparative genomic hybridization; SNP, single nucleotide polymorphism.O Digital 
Karyotyping é uma técnica que consegue realizar uma quantificação do número de cópias de uma pequena sequência de DNA de um loci genômico 
especifico pelo isolamento e enumeração desta sequencia.*Indica que vários experimentos são necessários.  A taxa de detecção das anormalidades em 
interfase depende da seleção das sondas utilizadas. Modificado de Speicher et al., 2005.
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Juntamente com o M-FISH, surgiu uma quinta fase que se caracteriza pelo 

uso de sondas que foram confeccionadas a partir da microdissecção de pedaços de 

todos os cromossomos.  Essas sondas são marcadas com cinco diferentes 

fluorocromos, gerando padrões de cores para cada um dos 24 cromossomos pela 

sobreposição desses inúmeros fragmentos de DNA (WEISE et al., 2008) (Fig. 1.3). 

Essa técnica denominada de Multicolor Banding Chromosome (MCB) tem se 

mostrado muito importante para a caracterização de cariótipos complexos, pequenas 

anormalidades citogenéticas e cariótipos com anormalidades crípticas nas LMAs 

(MACEDO SILVA et al., 2005; SILVA et al., 2008; MARQUES-SALLES et al., 2009).  

Entretanto, há algumas limitações para o emprego destas técnicas, pois estas 

necessitam da presença de metáfases de relativa qualidade na amostra para a 

análise. Com isso, houve a necessidade de se estabelecer uma técnica de FISH que 

não necessitasse de metáfases de qualidade. Então, a hibridização genômica 

comparativa (CGH) conseguiu ultrapassar esse obstáculo através da comparação do 

DNA genômico normal e do DNA genômico neoplásico. Esses DNAs são 

diferencialmente marcados com fluorocromos verde e vermelho, respectivamente, 

misturados em quantidades iguais e co-hibridizados. Com a utilização dessa técnica, 

um grande avanço foi alcançado, principalmente, na citogenética de tumores sólidos 

que apresentam limitações na qualidade das metáfases (KEARNEY, 2001). Porém, 

para os rearranjos que não envolvem perdas genômicas, como é o caso das 

translocações balanceadas e as inversões, o uso da CGH é limitado, por não 

conseguir detectar rearranjos estruturais em que não ocorrem nem perdas e nem 

ganhos de materiais cromossômicos, não fornecendo, portanto, informações sobre 

os segmentos cromossômicos envolvidos nestes rearranjos. 

Na década de 90, o uso do array CGH foi descrito pela primeira vez, 

utilizando pequenas regiões específicas do genoma humano. O desenvolvimento de 

arrays CGH que cobriam todo o genoma humano, utilizando um clone para cada 

megabase (Mb) do DNA, foi rapidamente desenvolvido e, hoje é largamente 

utilizado, tanto na pesquisa em genética clínica quanto em genética tumoral. A 

flexibilidade desses arrays permitiu que eles fossem também utilizados para detectar 

perdas de heterozigosidade de nucleotídeos únicos ou de alterações no número de 

cópias de determinados segmentos cromossômicos. Esses arrays receberam o 

nome de Single Nucleotide Polymorphism (SNP) array. Diferentemente do CGH 

array, no SNP array somente uma amostra genômica é hibridizada, sendo então, 
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possível, a identificação de alterações no número de cópias pela comparação com 

uma hibridização de um controle independente (EMANUEL & SAITTA, 2007).  

Recentemente, the next generation sequencing (NGS) permitiu a 

caracterização do transcriptoma, exoma e dos genomas completos de diferentes 

tipos de câncer, incluindo várias hemopatias malignas. Isso porque, mesmo 

utilizando, métodos baseados na fluorescência e na quimioluminescência, métodos 

estes baseados na hibridização in situ (ISH), o foco da detecção das anormalidades 

presentes no câncer passou do nível de cromossomo para um único nucleotídeo 

alterado ou uma variação do mesmo (DAS & TAN, 2013). No entanto, a quantidade 

de dados gerados, além do custo financeiro e da heterogeneidade dos tumores, 

demonstra que essa técnica ainda está no seu início de uso para a clinica, já que 

mesmo com os dados já gerados poucos biomarcadores já foram incorporados como 

indicadores de prognóstico. 

A combinação de várias técnicas de citogenética demonstra que uma melhor 

análise dos rearranjos cromossômicos presentes na doença pode ser feita. Isso 

porque a técnica de banda G pode revelar a presença de rearranjos citogenéticos 

complexos, mas não pode identificar a origem deste material, enquanto que, o M-

FISH pode identificar os rearranjos cromossômicos presentes, mas não consegue 

nos dar informação sobre os desbalanços genômicos. O CGH array consegue nos 

dar informações sobre as deleções e amplificações presentes na amostra, no 

entanto, não consegue detectar translocações balanceadas. O Tilling CGH (tCGH) 

consegue detectar as translocações balanceadas já conhecidas, mas não consegue 

descobrir novas alterações que possam aparecer (GREISMAN et al., 2011). Isso 

tudo confirma que para uma melhor análise de rearranjos cromossômicos 

complexos, a combinação de várias técnicas de citogenética é a escolha mais 

adequada para o estudo destas anormalidades citogenéticas. 
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Figura 1.3 -Identificação de alterações cromossômicas utilizando FISH, M-FISH, SKY e bandeamento colorido, alterações genômicas, utilizando CGH, array CGH e 

NGS. CGH: comparative genomic hybridization,;                                                                                Fonte: Modificado de Das&Tan, 2013 

Figura 1.3 -Identificação de alterações cromossômicas utilizando FISH, M-FISH, SKY e bandeamento colorido, alterações genômicas, utilizando CGH, array CGH e 

NGS. CGH: comparative genomic hybridization,;                                                                                Fonte: Modificado de Das&Tan, 2013 
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1.5. Padrão Citogenético da LMA 

A literatura tem mostrado que, aproximadamente, 85% das crianças com 

LMA apresentam alterações cromossômicas na medula óssea e ou sangue 

periférico no momento do diagnóstico (MANOLA, 2009; RAIMONDI et al., 1999), 

enquanto que cariótipos anormais são detectados em aproximadamente 60% dos 

pacientes adultos (MROZEK et al., 2004). Os tipos de alterações citogenéticas 

encontradas na LMA podem ser numéricas e/ou estruturais.  

As anomalias estruturais encontradas na LMA são, principalmente, as 

translocações e inversões. As alterações estruturais mais frequentemente 

encontradas na LMA da infância são aquelas que afetam a região q23 do 

cromossomo 11, especialmente nos subtipos M4 e M5, podendo ser observadas 

em 14%a 22% dos casos de LMA. Os rearranjos, que envolvem essa região, mais 

comumente observados são a t(9;11)(p21;q23), a t(10;11)(p13;q23) e a 

t(11;19)(q23;p13) (MANOLA, 2009). 

A segunda alteração citogenética estrutural mais encontrada na LMA da 

infância é a t(8;21)(q22;q22), reportada em 7% a 16% dos casos e, que é, 

preferencialmente, correlacionada com o subtipo morfológico M2. Quando são 

detectadas alterações citogenéticas do tipo translocações, ocorrem fusões de genes 

que codificam fatores transcricionais que, geralmente, estão envolvidos na 

proliferação, diferenciação e apoptose de células sanguíneas precursoras (PUI et al., 

2011).  

As alterações cromossômicas numéricas podem ser do tipo monossomias e 

nulissomias, conferindo um cariótipo com menos de 46 cromossomos e, podem ser 

do tipo trissomias, tetrassomias entre outras, conferindo um cariótipo hiperdiplóide, 

com mais de 46 cromossomos. A trissomia do cromossomo 8 é a anomalia 

cromossômica numérica mais frequente na LMA, tanto no adulto como na infância, 

exceto na M0. Esse cromossomo extra é geralmente visto com outras anormalidades 

citogenéticas recorrentes como a t(8;21)(q22;q22), a t(15;17)(q22;q21) e outras. 

Porém, também pode ser visto como uma única aberração cromossômica do 

cariótipo em 2,1% dos casos de LMA na infância (RAIMONDI et al., 1999) e em 3% 

a 4% em pacientes adultos. Mesmo não estando associada com um subtipo 

específico de LMA, ela é mais comumente observada nos subtipos M1, M4 e M5 

(MANOLA, 2009). 
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Outras alterações cromossômicas numéricas mais raramente observadas na 

infância são as monossomias do cromossomo 5 ou 7, encontradas respectivamente, 

em 5% e 1% dos casos de LMA pediátrica. Já em adultos, esses números 

aumentam para, respectivamente, 7% e 5% dos casos (GRIMWADE, 2001). A 

trissomia do cromossomo 21 é a segunda alteração numérica mais frequente em 

crianças, estando associada às anomalias citogenéticas recorrentes. Mas também 

pode ser encontrada como única anormalidade citogenética no clone em 1,5% dos 

casos (RAIMONDI et al.,1999). Além dessas alterações, as trissomias dos 

cromossomos 4, 11, 13 e 21 também podem ser encontradas em adultos com menor 

frequência do que a trissomia do cromossomo 8  (BACHER et al., 2005).  

Apesar de alguns subtipos morfológicos raros não apresentarem anomalias 

cromossômicas específicas, como o M0, o M1 e o M6, alguns trabalhos já 

descreveram que o subtipo M0 e M1 caracterizam-se por uma alta frequência de 

aberrações cromossômicas clonais (BACHER et al., 2005), mostrando uma 

associação com a trissomia dos cromossomos 4, 11, 13 e 21, tanto como anomalias 

cromossômicas isoladas como adicionais a outras anomalias citogenéticas (KLAUS 

et al., 2004). O outro subtipo raro, M6, inclui uma alta incidência de cariótipos 

complexos, chegando a cerca de 61%, mas ainda não há  uma descrição das 

anomalias cromossômicas mais frequentemente encontradas neste subtipo FAB 

(BACHER et al.,2005). 

 

 

1.6. Prognóstico de pacientes com LMA 

O prognóstico das crianças com LMA melhorou discretamente nos últimos 20 

anos. Atualmente, a sobrevida livre de recidiva em 5 anos pode chegar a quase 60% 

para o conjunto de pacientes (HEAD, 2004b). Nos dias de hoje, o resultado da 

análise citogenética, realizada no diagnóstico, é o fator prognóstico mais importante. 

Ou seja, as estratificações de risco nos diversos protocolos de tratamento de LMA 

dependem praticamente desses resultados (MROZEK et al., 2000). Sendo assim, os 

subgrupos citogenéticos são classificados de acordo com o prognóstico em 

favorável, intermediário ou desfavorável. 

Um prognóstico mais favorável parece estar relacionado com algumas das 

anomalias cromossômicas da LMA, tais como a t(8;21)(q22;q22) sem a deleção do 
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braço longo do cromossomo 9 (9q) ou sem anomalias citogenéticas adicionais, a 

t(15;17)(q22;q21) associada ou não a outras anormalidades cromossômicas e a 

inv(16)/t(16;16)/del(16q). Os pacientes apresentando anomalias cromossômicas 

numéricas, tais como, trissomias dos cromossomos 8 e 6 e, nulissomia do 

cromossomo Y e anomalias estruturais, como, a del(12p) e cariótipos normais são 

selecionados para protocolo de tratamento intermediário. Já os pacientes que 

apresentam a monossomia do cromossomo 5 ou a del(5q), a monossomia do 

cromossomo 7 ou a del(7q), a inv(3q)/t(3;3), a t(6;9), a del(9q), a t(9;22), 

anormalidades da região 11q23 e cariótipos complexos são selecionados para 

protocolos de alto risco. Muitas das alterações encontradas na LMA apresentam um 

prognóstico desconhecido. Os pacientes com a t(9;22)(q34;q11) e com as anomalias 

envolvendo a região 11q23, apresentam mau prognóstico e, são em vários 

protocolos, candidatos ao transplante alogênico das células progenitoras 

hematopoiéticas, após a obtenção da primeira remissão completa (DEWALD et al., 

2002).  

Em um estudo recente com pacientes adultos, cerca de 45% das LMAs 

apresentaram cariótipo normal pela análise da citogenética convencional (KLAUS et 

al., 2004), sendo necessário então, estudos moleculares para detectar rearranjos 

ocultos (invisíveis ao nível de cromossomo por causa do tamanho dos rearranjos 

que podem variar de 1 a 2 Mb) ou aberrações moleculares, como por exemplo, 

mutações em ponto que não podem ser detectadas por análise de citogenética 

convencional ou molecular (YAMAMOTO. et al., 2001; CUNEO et al., 2002; 

GAMERDINGER et al., 2003; KLAUS et al., 2003; KLAUS et al., 2004).  

Análises recentes por FISH e por reação em cadeia da polimerase (PCR) nas 

LMAs com cariótipo normal detectaram aberrações genéticas. A ocorrência dessas 

translocações ocultas em LMA pôde ser mostrada nos casos de LMA M1 e M2 com 

os cromossomos 8 e 21 normais e com a fusão gênica AML1/ETO a nível molecular 

em aproximadamente 3% das LMA (ROWE et al., 2000; GAMERDINGER et al., 

2003; KLAUS et al., 2004). Este fenômeno de rearranjos submicroscópicos pode ser 

comparado com o mecanismo que foi primeiro observado em 3% a 9% dos casos de 

LMC sem o cromossomo Philadelphia, mas com a fusão entre os genes BCR e ABL 

(HEIM & MITELMAN, 1995). 

Outro grupo de pacientes adultos com LMA apresentando cariótipo normal 

pode ser caracterizado pela detecção de marcadores moleculares como, mutações 

em extensão no gene FLT3 (35-40%), mutações no domínio tirosina kinase do gene 
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FLT3 (5-10%), duplicações parciais em seqüência do gene MLL (6-10%), mutações 

NRAS (6-10%) ou mutações de CEBPA, PU.1 e do gene AML1 (5-8%) 

(TAKAHASHI, 2011). 

Além dos aspectos citogenéticos, Radhi e colaboradores em 2010, assim 

como Rubnitz e colaboradores em 2007, conseguiram determinar uma estratificação 

prognóstica que combinava as contagens leucocitárias (WBC) e plaquetárias 

medidas no momento do diagnóstico para a LMA. Dois estudos em crianças com 

LPA também conseguiram estabelecer outros fatores que poderiam influenciar no 

prognóstico dos pacientes com LPA (SANZ et al., 2000; BALLY et al., 2012).  Esses 

fatores são determinados de forma separada para a LPA, pois a LPA apresenta 

características singulares, sendo a única a apresentar uma terapia especifica, 

utilizando o ácido trans-retinóico (ATRA) (JÁCOMO et al., 2007). Esses dados estão 

descritos na tabela abaixo (Tabela 1.4) 

 

Tabela 1.4- Parâmetros clínicos para classificação de risco de recaída da doença 

LMA LPA 

Risco Parâmetros Risco Parâmetros 

Risco baixo WBC ≤50000/uL e 

plaquetas >500000/uL 

Risco baixo WBC≤10000/uL e 

plaquetas>40000/uL  

Risco 

intermediário 

WBC ≤ 50000/uL e 

plaquetas ≤50000/uL 

Risco 

intermediário 

WBC≤10000/uL e plaquetas 

≤40000/uL 

Risco alto WBC >50000/uL Risco alto WBC>10000/uL 

WBC=contagem leucocitária global.                                 Fonte: Bally et al., (2012) e Sanz et al., 2000) 

 

 

1.7. Alterações genéticas e epigenéticas na LMA 

Além de apresentar uma heterogeneidade morfológica, clínica e citogenética, 

a LMA também é caracterizada por uma grande diversidade de alterações genéticas 

e epigenéticas. Uma das hipóteses mais relevantes que explicam o surgimento desta 

neoplasia é aquela que afirma a existência de uma célula-tronco leucêmica que 

possui uma capacidade de auto-renovação conferida por um acúmulo de alterações 

genômicas que afetam vários processos essenciais em uma célula, como a 

proliferação, morte celular e desregulação de genes envolvidos nas vias de 

sinalização da diferenciação hematopoética (Fig. 1.4). Esses eventos oncogênicos 

são frequentemente divididos em duas classes, concordando com a hipótese de dois 
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eventos para a leucemogênese. As mutações denominadas de classe I são aquelas 

que ocorrem em genes relacionados com a vantagem proliferativa ou de 

sobrevivência. Enquanto que, as de classe II impedem o processo de diferenciação 

mielóide (DASH & GILLAND, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4-. Desenvolvimento da leucemia como um processo multistep. Translocações 
cromossômicas tanto em progenitores já acometidos para uma linhagem celular específica ou em 
células-tronco hematopoéticas levam a um estágio anterior a leucemia. Neste estágio, várias 
alterações genéticas levam ao aparecimento da leucemia propriamente dita. Dentro desta população 
celular da LMA, que apresentam mutações envolvidas na patogênese desta neoplasia, a 
subpopulação de células-tronco leucêmicas irá permanecer na medula óssea, dando início ao 
fenótipo da LMA. 

 

 

1.7.1. Alterações genéticas de classe I: 

As mutações de classe I são aquelas que conferem uma vantagem 

proliferativa e de sobrevivência as células hematopoéticas. Mutações nestas vias de 

transdução de sinal incluem componentes das vias RAS-MAPK, PI3/AKT, entre 

outros.  A identificação destas mutações pode melhorar o entendimento do processo 

de leucemogênese, principalmente, nos pacientes que apresentam um cariótipo 
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normal. Já que, mesmo sem alterações citogenéticas detectáveis, muitos 

apresentam um curso muito ruim da doença. 

As mutações no gene FLT3 são as mais frequentemente encontradas na 

LMA, correspondendo a cerca de 50% dos casos, incluindo adultos e crianças. O 

tipo mais comum tanto em adultos quanto em crianças são as duplicações in tandem 

nos éxons 14 e 15. Essas mutações conferem um mau prognóstico ao pacientes 

adultos ou pediátricos, independente das outras características genéticas ou clínicas 

apresentadas no diagnóstico, sendo considerado um fator prognóstico independente 

dos outros fatores de risco (TAKAHASHI, 2011). 

 

Tabela 1.5- Alterações Genéticas de classe I presentes na LMA e suas 

características       

 

  Fonte: Modificado de Takahashi et. al, 2011.  

RR- risco de recaída; SLD- sobrevida livre de doença; SG- Sobrevida Global; CN- cariótipo normal; 
SLE- Sobrevida livre de evento; inv- inversão, t- translocação 

 

 Outras mutações de classe I, que também já foram descritas para a LMA, 

estão resumidas na tabela 1.4, tais como as mutações nos genes KIT e PTNP11 que 

apresentam valor prognóstico quando comparadas com as outras mutações da 

tabela. Os pacientes que apresentam t(8;21) e inv(16) parecem apresentar uma 

correlação com mutações no gene KIT em, respectivamente,45% e 48%  dos casos, 

Gene Aspectos clínicos Subtipo FAB ou 
Subgrupos 

citogenéticos 

Frequência 

FLT3 Associação com alta contagem leucocitária; 
aumentado RR; baixa taxa de SLD e SG. 

LMA-M5, CN 50% na LMA 

KIT Afeta negativamente a SG nos casos que 
apresentam a inv(16).Impacto adverso no RR 

nos casos com t(8;21). Mutações neste gene tem 
um impacto negativo independente na SG e SLE 
em pacientes com t(8;21), mas não em paciente 

com CN. 

LMAs CBF 1.7% AML,22% a 
45% t(8;21;)29% 

a 48% inv(16) 

N-RAS Não foi verificado até o momento impacto 
prognóstico na SG, SLE e SLD. 

Inv(16), Inv(3) 10.3% na LMA 

PTPN11 Sem significância prognóstica. Porém, pacientes 
com mutações nos genes NPM1 e PTPN11 
revelaram ser um fator de risco para a SG. 

- 5.1% na LMA 

JAK2  - 1.6% na LMA 

CBL  Leucemias CBF, 
11q23 

1.1% AML/MDS, 
16% inv(16)AML 
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conferindo um prognóstico desfavorável para estes pacientes (RENNEVILLE et al., 

2008). As mutações no gene PTNP11 foram descritas em uma frequência muito 

baixa na infância, correspondendo a cerca de 5,1% dos casos. Com isso, não foi 

possível correlacionar a presença desta mutação com nenhum subtipo citogenético 

da LMA infantil. Por outro lado, mutações nos genes RAS e CBL apresentaram uma 

correlação com alguns subtipos da LMA, porém sem poder avaliar o valor 

prognóstico destas alterações genéticas na infância (TAKAHASHI, 2011). 

 
1.7.2. Alterações genéticas de Classe II 

 As alterações genéticas de classe II afetam fatores de transcrição que, 

primeiramente, impedem a diferenciação hematopoética. Alterações cromossômicas 

recorrentes, tais como a t(8;21)(q22;q22), a inv(16)(p13;q22) e t(15;17)(q22;q21), 

assim, seus respectivos produtos de fusão RUNX1/RUNX1T1, CBFB/MYH11, 

PML/RARA e as mutações nos fatores de transcrição RUNX1, CEBPA e MLL 

também são classificados neste grupo. 

As mutações mais frequentes são que ocorrem no gene NPM1, 

correspondendo a cerca de 35% dos casos de LMA e nos casos de cariótipo normal, 

esta frequência ultrapassa os 50% dos casos. Sua incidência é muito mais baixa em 

crianças (2% a 6% dos casos) do que em adultos, nos quais a sua frequência pode 

chegar a 30% dos casos. Estas mutações podem ocorrer em todos os subtipos FAB,  

no entanto, são mais frequentes nos subtipos M4 e M5 e nos casos de cariótipo 

normal. Estas alterações genéticas conferem um bom prognóstico ao paciente. 

Outras mutações de classe II que já foram descritas na LMA estão na tabela 

1.5 .A segunda mutação mais frequente na LMA é a que envolve o gene WT1 que 

confere um mal prognóstico para os pacientes que apresentam CN, a 

t(7;11)(p15;p15) e para os casos de LMA-M6 (RENNEVILLE et al., 2008). Outras 

mutações que se apresentam quase na mesma frequência na LMA são as que 

envolvem os genes RUNX1, CEBPA e TP53. Essas alterações podem corresponder 

a cerca de 10% dos casos. Os pacientes que apresentam mutações nos genes 

RUNX1 e TP53 apresentam um pior prognóstico e são mais frequentemente 

encontradas nos subtipos M0 com ou sem trissomia do cromossomo 21 e nos casos 

que apresentam anormalidades envolvendo o braço logo dos cromossomos 5 e 7, 

respectivamente. Já as mutações no gene PU.1 não apresentam um valor 

prognóstico ainda determinado, provavelmente pela baixa incidência desta mutação 

tanto em adultos como em crianças (TAKAHASHI, 2011). 
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Tabela 1.6- Alterações genéticas de classe II presentes na LMA e suas 

características 

   
 Fonte: Modificado de Takahashi et al., 2011. 

SLE- sobrevida livre de evento; SG- sobrevida global; SLD- sobrevida livre de evento; Sobrevida livre 
de doença; SLR- sobrevida livre de recaída; CN- cariótipo normal; Inv- inversão. 

 

 

1.7.3.Alterações genéticas em reguladores epigenéticos na LMA 

Vários estudos têm demonstrado que nem todos pacientes apresentam 

mutações de classe I ou de classe II, sugerindo que outros genes podem estar 

envolvidos na LMA e que não podem ser classificados dentro do modelo de dois hits 

mais amplamente aceito para a leucemogênese mielóide (SHIH et al., 2012).  

Mais recentemente, foi demonstrado que perturbações nos processos 

epigenéticos também podem contribuir com a transformação leucêmica, 

proporcionando uma maior plasticidade à célula tumoral para se adaptar a diferentes 

situações na medula óssea, ou ainda, tornando o ambiente medular mais permissivo 

ao processo da leucemogênese durante a aquisição de mutações adicionais 

(FEINBERG, 2007; NTZIACHRISTOS et al., 2013). Todas as alterações genéticas 

em reguladores epigenéticos descritas até o momento para a LMA estão na tabela 

1.6.  

Gene Aspectos clínicos 
Subtipo FAB ou 

Subgrupos 
citogenéticos 

Frequência 

RUNX1 
Foi considerado um marcador de 

prognóstico independente para uma baixa 
SLE e para SG 

LMA-M0, trissomia do 
21 

6-10% na LMA 

CEBPA 

Pacientes com esta mutação tem uma 
tendência a uma melhora na taxa de RC e 
um significante aumento na taxa de SLE, 

SLD e na SG. 

M1, M2, M4 6-9% na LMA 

WT1 

As mutações foram consideradas um fator 
prognóstico de risco para a SG, SLR 

dentro do grupo total de pacientes e no 
grupo dos que apresentavam CN 

M6, CN e 
t(7;11)(p15;p15) 

10-15%% na 
LMA,8.3-10.7% na 
LMA-CN,6.8% na 

LMA não M3 

PU.1 - - 3% na LMA 

NPM1 
Melhor taxa de SG, de SLD e uma baixa 

incidência de recaída 
M4, M5 e LMA-CN 

27.5- 35.2% na 
LMA,45.7-53% na 

LMA-CN 

TP53 
Pacientes com esta mutação apresentam 

um pior prognóstico 
Anomalias em 5q e 

7q 
10% na LMA,30% na 

LMA secundária 
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Tabela 1.7 - Alterações genéticas em reguladores epigenéticos 
 

 
Fonte: Modificado de Takahashi et al., 2011 

 
SLG- Sobrevida livre global; SLE- sobrevida livre de evento; RC- Recaída, SLD- sobrevida livre de 
doença; SG- sobrevida global; CN- cariótipo normal; SG- sobrevida global; RR – risco de recaída 

 

 

As mutações dos genes IDH1 e IDH2, que codificam duas isoformas da 

isocitrato desidrogenase responsáveis pela defesa celular contra o estresse 

oxidativo, ocorrem em cerca de 10% a 25% dos casos de LMA, sendo as mutações 

no gene IDH2 mais frequentes do que as do gene IDH1 em uma frequência quase 

duas vezes maior (11% e 6%) em pacientes mais jovens do que 60 anos (DANG et 

al., 2010). No entanto, somente em pacientes pediátricos, essas mutações 

acontecem em uma frequência bem mais baixa, chegando a cerca de 1,1% e 0,6%, 

respectivamente para IDH1 e IDH2. Nos pacientes adultos que apresentam cariótipo 

normal, a frequência das mutações que envolvem o gene IDH2 corresponde a 19%, 

enquanto que as do IDH1 a 14% (CHOU et al., 2011). Estas mutações também 

foram descritas com uma alta frequência em pacientes com cariótipos com 

anormalidades citogenéticas consideradas de risco intermediário. No entanto, em 

pacientes que apresentavam anormalidades recorrentes como a t(8;21), a inv(16) e 

Gene Aspectos clínicos Subtipo FAB ou 
Subgrupos 

citogenéticos 

Frequência 

DNMT3A A SLG é significantemente menor LMA-M5 

22% na LMA; 1,2% na 
LMA infância com 

cariótipo normal e com 
rearranjo do MLL 

TET2 

Pacientes de risco favorável tem uma 
baixa SLE, por causa da baixa taxa de 

RC; baixa SLD e SG quando 
comparados com pacientes sem esta 

mutação 

CN 
23% na LMA- CN; 1,7% 
LMA pediátrica com CN 

e t(8;21) 

IDH1 
Mutações IDH1 estão altamente 

associadas a CN; alta taxa de recaída e 
uma baixa SG e SLE. 

CN 
6%-9% na LMA;1,1% 

na infância 

IDH2 
Nos pacientes com CN e com esta 

mutação, há um alto risco de falha na 
indução, alta taxa de RR e pequena SG. 

CN 

3 a 8.7% na LMA; 0,6% 
na infância 

 
 

ASXL1 
Baixa SG. Não pode ser considerada 

como um fator prognóstico independente 
em uma análise multivariada. 

CN 

10.8% na LMA;1,1% na 
LMA pediátrica com 

t(8;21) 
 



24 

 

a t(15;17) não foram detectadas mutações nestes genes. As mutações destes genes 

estão associadas com um prognóstico pior. 

As mutações do gene TET2 que codifica uma proteína responsável pela 

conversão da 5-metilcitosina em 5-hidroximetilcitosina, são as mais frequentemente 

encontradas em neoplasias mielóides, sendo relatada em uma frequência de 8% a 

19% nos casos de LMA de adulto (TAKAHASHI, 2011) e, em cerca de 1,7%-4% nos 

casos de LMA pediátrica (LANGEMEIJER et al., 2011; LIANG et al,2013). Estas 

mutações estão associadas a pacientes que apresentam cariótipo normal em cerca 

de 23% dos casos, mas também já foram associadas, em um estudo de Liang e 

colaboradores (2013), com a presença da t(8;21). Com relação ao prognóstico, esta 

mutação parece estar relacionada a uma reposta desfavorável. As mutações em 

TET3 e TET1 também não foram descritas nos casos de LMA (ABDEL-WAHAB et 

al., 2009). 

 As mutações no gene DNMT3A que codifica uma DNA metiltransferase, 

foram frequentemente descritas em casos de leucemia acompanhadas de mutações 

no gene NPM1, FLT3, IDH1, IDH2, mas não foram descritas em leucemias que 

apresentavam as seguintes fusões protéicas: PML-RARα, RUNX1-RUNX1T1 ou 

CBFβ-MYH11. Essas mutações já foram descritas em 22% dos casos de LMA, 

sendo mais frequente no subtipo M5 e, estão associadas com um pior prognóstico 

(SHAN & LICHT, 2011). Em pacientes pediátricos, alterações atingindo este gene 

foram descritas em uma frequência de 1.2% dos casos e estavam correlacionadas 

com a presença do rearranjo do gene MLL e com cariótipos normais (LIANG et al., 

2013). 

As mutações em ASLX1 foram principalmente descritas em neoplasias 

mielóides, sendo mais frequentemente encontradas em doenças mieloproliferativas. 

No entanto, a frequência desta mutação na LMA pode chegar a 17% dos casos, não 

tendo até o momento nenhuma correlação com os subtipos FAB. As mutações neste 

gene foram mais associadas até o momento com adultos, a presença da trissomia 

do cromossomo 8, mutações no gene RUNX1 e a expressão de HLA-DR 

(TAKAHASHI., 2011). No estudo de Liang e colaboradores (2013), foi possível 

confirmar a baixa frequência desta alteração na população pediátrica, chegando a 

apenas 1,1% dos casos. No entanto, todos os pacientes apresentavam a t(8;21), 

mostrando uma possível correlação desta anormalidade citogenética e a presença 

da mutação neste membro da família Polycomb. 
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1.8- Genes do Complexo Polycomb  

Como já foi dito anteriormente, além da presença de alterações genéticas que 

incluem mutações em genes supressores de tumor, em oncogenes e alterações 

cromossômicas nas neoplasias, também já se sabe que estas neoplasias podem 

apresentar mudanças epigenéticas que se caracterizam por um padrão alterado da 

expressão gênica gerado por mecanismos que não afetam a sequência de DNA 

primária. Essas alterações epigenéticas englobam várias alterações no nível de 

compactação da cromatina em células neoplásicas em comparação com as células 

normais, das quais estas células neoplásicas são derivadas. Essas alterações 

epigenéticas são compostas por perdas e ganhos do grupamento metil no DNA 

(Metilação do DNA), alterações no padrão de modificações pós-tradução das 

histonas (metilação, acetilação, fosforilação), mas também alterações nos fatores do 

complexo remodelador da cromatina (BAYLIN & JONES, 2011)(Fig 1.5). 

 As proteínas PcG foram primeiramente descritas em Drosophila, na qual são 

responsáveis pela manutenção da atividade dos genes homeobox (Hox) em 

segmentos apropriados durante o desenvolvimento de moscas. Essas proteínas 

agem como repressores destes genes, enquanto que as proteínas do grupo 

Trithorax (TrxG) agem como antagonista das proteínas PcG, mantendo a ativação 

em tecidos, nos quais, cada gene HOX foi inicialmente ativo (SCHUETTENGRUBER 

et al., 2011). Porém, os genes da família CDX também podem estimular a 

transcrição dos genes HOX através da sua própria ligação em lugares específicos ao 

longo dos clusters destes genes (HE et al., 2011). 
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H3K27me3- trimetilação da lisina 27 da histona H3; H3K4me1-metilação da lisina 4 da histona H3; 
H3K36me3-trimetilação da lisina 36 da histona H3; H3K9me3- trimetilação da lisina 9 da histona H3; 
H3K9me2- dimettilação da lisina 9 da histona H3; H3K- lisina da histona H3; H4K- lisina da histona 
H4; HP1-heterocronatin protein 1. 

             Fonte: Modificado de Baylin & Jones, 2011 

Figura 1. 5- Modelo da estrutura do epigenoma de células humanas normais 

 

 

As proteínas PcG formam dois complexos, de constituição variável e 

dinâmica, que se ligam ao DNA e que desempenham funções envolvidas no 

silenciamento de genes durante a embriogênese, em processos de diferenciação 

normal de tecidos e na senescência de diferentes tipos celulares. Um dos complexos 

é composto pelas proteínas EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), SUZ12( supressor 
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of zeste 12 homolog), EED ( embryonic ectoderm development), os quais formam o 

núcleo do complexo PRC2 (Polycomb-repressive complex 2).O EZH2 tem a 

atividade de metiltransferase de histonas, podendo além de adicionar um 

grupamento metil, adicionar dois ou três ao aminoácido lisina da histona H3 (Fig 

1.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUZ12- supressor of zeste 12 homolog; Esc- Extra sex combs ; SAM- S-adenosyl methionine; E(z) 
SET- dominio SET do ennhancer of zest; H3- histona 3; H4- histona 4; H2A- histona 2A; H2B 
Histona 2B ; Psc- Posterior sex combs; Pc-Dropholia Polycomb; Ph- Polyhomeotic; Sce-Sex comb 
extra 

Fonte Radulovic e colaboradores (2013) 
 
Figura 1.6- Modelo de silenciamento gênico mediado pelo complexo Polycomb. (a) PCR2 inicia a 
repressão gênica pela metilação da lisina 9 e 27 da histona H3(H3K9/H3K27) catalisada pela 
atividade histona metiltransferase EZH2 atraves de seu domínio SET, utilizando cofator SAM como 
doador de grupos metil. (b) Essa marcação H3K9/H3K27 é reconhecida especificamente pelo PRC1. 
A ligação do PRC1 pode levar a repressão gênica pela mono-ubiquitinização da H2A na lisina 119. 

 

 

No entanto, a composição do PCR2 é variável. O padrão de expressão destes 

vários complexos depende do status de diferenciação e da linhagem celular 

envolvida (Fig. 1.7). Por exemplo, o PRC4 já foi detectado em células diferenciadas, 

mas não em células indiferenciadas, ou do status de célula normal/tumoral, como 
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por exemplo, o PRC4 já foi encontrado em células tumorais, mas não em células 

normais e diferenciadas (BAYLIN & OHM, 2006) 

O segundo complexo, PRC1, é muito mais heterogêneo que o PRC2, mas o 

principal conjunto formador do complexo pode ser composto por RING1, RNF2, 

BMI1, MEL18 e as proteínas CBX. Porém, em alguns casos pode haver a presença 

do gene YY1. Acredita-se que este complexo tem a capacidade de reconhecer a 

adição do grupamento metil realizada pelo PRC2, H3K27me3, e, ser recrutado para 

o DNA em localizações genômicas apropriadas (Fig. 1.7). Esse complexo também 

pode ter diferentes composições com alvos distintos, dependendo do contexto 

celular, do tipo celular, do ciclo celular ou do estágio de diferenciação (BAYLIN & 

JONES, 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Modificado de Baylin & Ohm, 2006 

Figura 1.7- Os diferentes componentes dos 4 complexos Polycomb de silenciamento gênico. 
PRC- Polycomb repressive complex 

 

Os genes Polycomb têm um papel importante na regulação da função 

hematopoética, já que, devido aos mecanismos epigenéticos controlados pelas 

proteínas PcG, o sistema hematopoético consegue gerar um número maciço de 

novas células sanguíneas durante toda a vida de um ser humano através de um 

número de células-tronco hematopoéticas que normalmente residem na medula 
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óssea e que passam por um constante balanço entre a auto renovação e a 

diferenciação celular (Figura 1.8)(RADULOVIC et al, 2013). Vários estudos vêm 

demonstrando nos últimos anos, que alterações genéticas, ou mesmo, alterações no 

nível de expressão dos genes dos complexos PcG podem gerar diferentes 

neoplasias linfoides e mieloides e, também tumores sólidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Modificado de Martin-Perez et al.,2010 

Figura 1.8- Mudanças na cromatina geradas pelos genes do Complexo Polycomb na 

promoção da diferenciação hematopoiética. 

 

Alterações no PRC1, tais como, alterações do tipo mutações  no gene 

BMI1(10p11) já foram descritas,  pois  muitos estudos tem tentando demonstrar 

como esta proteína consegue sustentar a auto-renovação das células-tronco 

hematopoéticas no ambiente medular. Oguro e colaboradores (2006), assim como, 

Liu e colaboradores (2009) conseguiram demonstrar o efeito protetor do BMI1 na 

presença de estresse oxidativo e de dano ao DNA. Na ausência de BMI1, os níveis 

de espécies reativas de oxigênio foram elevados, resultando numa taxa aumentada 
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de apoptose e um reduzido número de células-tronco hematopoéticas, assim como 

uma diminuição da atividade dessas células. 

Alterações em outros componentes PcG também afetam a função 

hematopoética, como por exemplo, a expressão aumentada de EZH2(7q35-q36), 

que confere um potencial de repopularização a longo prazo das células-tronco 

hematopoéticas, prevenindo o esgotamento após o stress replicativo destas células-

tronco. A expressão de um alelo nulo de EED(11q14.2) ou a expressão de dois 

alelos hipomórficos, em camundongos, resulta em uma proliferação linfóide 

aumentada, uma parada no desenvolvimento durante a diferenciação dos timócitos e 

um risco aumentado de desenvolver tumores hematológicos. Por outro lado, 

deleções de MEL18 causam graves defeitos nos órgãos linfóides, enquanto que na 

medula óssea, a maioria das células hematopoéticas é substituída por adipócitos.  

Alterações na expressão de SUZ12(17q11.2), que é outro componente do 

PCR2, já foram descritas na medula óssea de pacientes com leucemia mielóide 

crônica que estavam na fase blástica, mostrando diferenças nas diversas fases 

presentes neste tipo de leucemia (PIZZATTI et al., 2010). Alterações genéticas deste 

gene já foram descritas em outras neoplasias mielóides como as síndromes 

mielodisplásicas e em leucemias linfóides do tipo T (RADULOVIC et al, 2013). 

Vários estudos têm demonstrado uma intrínseca relação entre as alterações 

em diferentes membros do complexo Polycomb e diferentes tipos de cânceres, como 

o câncer de próstata, de endométrio, linfomas, mas uma atenção maior foi dada às 

neoplasias hematológicas (Fig. 1.9) (SANCHEZ-BEATO et al., 2006). Isso porque, 

vários estudos têm demonstrado o papel dos genes Polycomb na hematopoese 

anormal, regulando a proliferação/auto-renovação das células-tronco 

hematopoiéticas (MARTIN-PEREZ et al., 2010; PAUL et al., 2010; RICE et al., 2007). 

Além disso, mesmo com a demonstração da importância do complexo PcG 

para o funcionamento da célula hematopoética tumoral na LMC e/ou Linfomas, 

pouco ainda é conhecido sobre o funcionamento dos complexos Polycomb na LMA. 

Sendo assim, novos estudos se fazem necessários para melhor se conhecer o papel 

destes genes na LMA e, consequentemente, para o desenvolvimento de possíveis 

novas drogas que possam impedir a função deste complexo na LMA, facilitando a 

expressão de determinados genes que estariam silenciados (genes supressores de 

tumor) ou genes que, na verdade, não deveriam ser expressos (oncogenes). 
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Fonte: Modificado de Sanchez-Beato et al, 2006 

Figura 1.9- Diferentes componentes dos complexos Polycomb em tecidos normais e 
tumorais.  

  

1.9.Abordagem de novas tecnologias de larga escala em diferentes estudos de 

LMA 

Como a LMA da infância é uma neoplasia bastante agressiva e que apresenta 

uma taxa de cura de somente 60%, muitos estudos vem tentando buscar um melhor 

entendimento desta neoplasia que tem como principal característica a sua 

heterogeneidade genética. Sendo assim, vários estudos utilizando tecnologias de 

larga escala vem sendo feitos por diversos pesquisadores em todo mundo. Radtke e 

colaboradores em 2009, para tentar identificar alterações genéticas na LMA 

pediátrica, realizaram uma análise utilizando plataformas de SNP array que tinha um 

poder de resolução de 100k e 500k e, puderam verificar que poucas alterações 

genéticas no número de cópias de 25 genes estudados, assim como, o número de 

perdas de heterozigosidade foi baixo. Surpreendentemente, somente 2,38 

alterações no número de cópias dos genes estudados foram detectadas e, que 

menos de uma mutação em ponto por leucemia foi encontrada por paciente. Além 

disso, 34% dos casos estudados não apresentaram nenhuma alteração no número 

de cópias de genes identificáveis e 28% dos casos com anormalidades citogenéticas 

recorrentes não apresentaram nenhuma alteração numérica ou sequencial 

identificável. 

Ding L e colaboradores (2012) conseguiram demonstrar que a presença de 

algumas mutações estavam relacionadas ao processo de recaída da doença, tais 

como, as mutações em genes STOX2, SLC25A12, RIPK4, ABCD2, ETV6,WAC, 

STK4, GBP4, IDH2, DCLK1, entre outras, em mais de 200 casos de LMA, utilizando 
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novas técnicas de sequenciamento completo do genoma humano. Com isso, já foi 

possível inferir que algumas dessas mutações possam ter algum papel na 

resistência às drogas usadas para o tratamento da LMA. No entanto, quando o 

sequenciamento agora é feito somente em regiões codificantes do DNA, Yan e 

colaboradores (2011) puderam mostrar que cerca de 1/5 das LMA-M5 apresentam 

mutações recorrentes no gene DNMT3A, confirmando um estudo anterior em blastos 

CD34+ de LMA e em desordens mieloproliferativas que também apresentaram este 

tipo de substituição (YASHAMITA et al., 2010).  

Embora existam várias tentativas de se identificar as alterações genéticas nos 

diferentes subgrupos citogenéticos, parece que estas alterações genéticas não são 

suficientes para explicar a diversidade biológica da LMA. Vários estudos vêm 

tentando identificar assinaturas moleculares de subgrupos da LMA e conseguiram 

identificá-las, baseado em um padrão mais global de expressão gênica, para os 

diferentes casos que apresentavam alterações citogenéticas recorrentes 

(WOUTERS et al., 2009; MILLER & STAMATOYANNOPOULOS, 2010). No entanto, 

pouco ainda se sabe da significância deste resultado para os eventos envolvidos no 

processo de leucemogênese e para a progressão da doença. É necessária a 

realização de mais estudos, principalmente estudos prospectivos com uma grande 

coorte para os atuais resultados serem confirmados. 

Vários estudos tem tentado demonstrar o papel das alterações epigenéticas 

no processo leucêmico. Figueroa e colaboradores (2010) conseguiu identificar 45 

genes que apresentavam um perfil de metilação aumentado que era comum para 

todos os subtipos da LMA. Além disso, foi possível identificar que o status de 

metilação do DNA de genes específicos pode ajudar na predição de sobrevida de 

pacientes com LMA, sugerindo que biomarcadores de metilação do DNA deveriam 

ser avaliados juntamente com outros aspectos em futuros estudos. 

Outros trabalhos tentaram demonstrar um perfil de assinaturas epigenéticas 

nos definidos subgrupos citogenéticos, mostrando que um perfil de metilação do 

DNA existe tanto para estes subgrupos citogenéticos quanto para os subgrupos com 

diferentes alterações moleculares. Sendo assim, aqueles grupos que apresentaram 

a t(8;21), a inv(16) e a t(15;17) e suas respectivas proteínas de fusão, teriam um 

perfil de metilação único, mesmo quando mutações no gene c-kit estavam 

presentes. Já os casos que apresentaram cariótipo normal foram separados em 5 

diferentes grupos de acordo com os aspectos clínicos e morfológicos. Cada um 

destes grupos apresentou um perfil de metilação diferente, que depois foi 
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correlacionado com a expressão aberrante de genes envolvidos em vias de 

sinalização do sistema imune, na via do p53, na via de reparo de DNA e na 

regulação do ciclo celular (ALVAREZ et al., 2010; DENEBERG et al., 2011). 

A descoberta do papel dos microRNAs na diferenciação hematopoética, na 

regulação epigenética, na apoptose e na resistência a múltiplas drogas, fez com que 

vários estudos, desde 2009, tentassem demonstrar as assinaturas moleculares 

também para os microRNAs nas LMAs (KIM et al., 2009; SCHOTT et al., 2012; 

PLASS et al., 2008), sendo possível agrupar as leucemias com alterações 

cromossômicas nos genes CBF em um único grupo com um perfil característico. No 

entanto, os casos que apresentaram alterações genéticas nos genes NPM1, CEBPA 

e FLT3 apresentaram um perfil distinto. Muitos trabalhos ainda são divergentes 

quanto aos perfis de microRNAs  nos diferentes grupos genéticos da LMA, 

principalmente  porque muitos estudos utilizam diferentes métodos de extração 

deste RNAs, assim como, o tipo de normalização utilizada (SECA et al., 2010). Por 

isso, mais estudos são necessários em uma maior coorte de pacientes melhor 

caracterizados geneticamente. 

Mais recentemente, com as análises de sequenciamento de nova geração 

para o DNA metilado,Marcucci e colaboradores (2013) conseguiu demonstrar que os 

promotores de genes  envolvidos com adesão celular, reorganização de 

citoesqueleto, entre outros, que estavam diferencialmente metilados podem estar 

associados com a sobrevida do grupo citogenético que apresenta cariótipo normal 

na LMA, mas com alterações moleculares importantes, como mutações no gene 

NPMI1. Enquanto que, Saied e colaboradores (2012) puderam verificar que essas 

alterações não estavam presentes somente nos promotores, mas em regiões de 

DNA repetitivo de casos com t(8;21), t(15;17), cariótipo normal e trissomia do 

cromossomo 8. 

Apesar do grande progresso no entendimento da patogênese da LMA, muitos 

estudos vêm tentando buscar um melhor entendimento desta neoplasia para 

melhorar o prognóstico e identificar novos alvos terapêuticos. Porém, como foi dito 

anteriormente, muitos desses estudos ainda não conseguiram correlacionar os seus 

achados com a prática clínica. Por isso, torna-se importante mais estudos na LMA 

da infância para que se possa entender melhorar a biologia desta neoplasia tão rara 

nesta faixa etária. 

 

 



34 

 

2.Objetivo 

Realizar uma análise citogenética e de expressão dos genes do complexo 

Polycom em crianças diagnosticadas com LMA para contribuir para o entendimento 

da biologia desta doença. 

 

2.1.Objetivos específicos: 

a) Definir o cariótipo de 84 crianças com LMA da infância utilizando técnicas de 

citogenética convencional e molecular (FISH, multicolor FISH e MCB). 

b) Análise da expressão de determinados genes dos complexos polycomb: BMI1, 

SUZ12, YY1 e EZH2 nas células de medula óssea de pacientes pediátricos por PCR 

em Tempo Real, comparando com a medula óssea de pacientes normais. 

c) Relacionar os dados clínicos, citogenéticos e moleculares para definir subtipos de 

LMA primária da infância de importância prognóstica. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1.Desenho Metodológico 
  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

FISH FISH 

M-FISH e MCB M-FISH e MCB 
 

Cariótipos 
complexos,  

confirmações de 
pequenas 

anomalias 

Cariótipos 
complexos,  

confirmações de 
pequenas 

anomalias 

Medula óssea/sangue periférico Medula óssea/sangue periférico 

Cultura de células Cultura de células 

colchicina colchicina 

Choquehipotônico e fixação dos cromossomos Choquehipotônico e fixação dos cromossomos 

Lâmina-teste Lâmina-teste 

com mitose com mitose sem mitose sem mitose 

Bandeamento G Bandeamento G 

 
 

 

  Células da medula óssea Células da medula óssea 

Proteoma
  
Proteoma
  

mRNA
  
mRNA
  

 

PCR em tempo Real PCR em tempo Real 

 

BMI1, SUZ12, YY, e EZH2 BMI1, SUZ12, YY, e EZH2 
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3.2. Amostra 

As amostras de medula óssea utilizadas foram provenientes de diversas 

unidades hospitalares do Rio de Janeiro e outros estados do Brasil durante o 

período de abril de 2007 a março de 2013. As amostras incluídas foram de pacientes 

do próprio INCA(RJ), do Hospital da Lagoa(RJ), do Hospital dos Servidores(RJ), do 

Hospital ONCOSUL(BA), da Santa Casa de Misericórdia de Itabuna (BA), 

IPPMG(RJ),  do Hospital Pequeno Príncipe(SC) e do Hospital de Jaú (SP) que 

apresentaram de 0 a 18 anos de idade no momento do diagnóstico de LMA, sem 

nenhum tipo de tratamento. Foram excluídas as amostras de medula óssea de 

pacientes que tinham mais de 18 anos de idade ou que tivessem um diagnóstico 

diferente de LMA de novo. 

Os diagnósticos clínicos, de citoquímica, de imunofenotipagem e de 

morfologia foram fornecidos pelos hematologistas das instituições de internação dos 

pacientes.  

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética do INCA, número 088/07.  

 

 3.3. Estudo Cromossômico por Bandeamento G 

Os estudos cromossômicos foram realizados em aspirado de medula óssea 

e/ou sangue periférico dos 84 pacientes, utilizando técnicas de obtenção e 

identificação cromossômica descritas por Silva e colaboradores (2008). 

 Para obtenção de mitoses, foram cultivadas 5 x 106 células em 5ml de meio 

de cultura composto de RPMI 1640 (80%) e soro bovino fetal (20%) em tubos 

Falcon.  As células foram incubadas durante 24 horas em estufa a 37C. Após 22 - 

23 horas, foi adicionada uma solução colchicina (Difco) numa concentração de 

0,05g/ml.  Ao término do período de incubação seguiu-se a retirada da cultura e 

preparo das lâminas. 

  Após o período de 24 horas de incubação as células foram centrifugadas e o 

precipitado obtido foi submetido a choque hipotônico utilizando uma solução de KCl 

a 0,07M em banho-maria a 37ºC.  Após 15 minutos as células foram fixadas três 

vezes em solução de Carnoy (3 metanol : 1 ácido acético glacial).  Na primeira 

fixação, o material foi deixado à temperatura ambiente por 20 minutos.  Na última 

fixação, o material foi ressuspenso em um pequeno volume de fixador para preparo 

das lâminas pingando-se uma gota da suspensão em lâmina limpa e umedecida.  

Uma lâmina de cada tubo Falcon foi observada em microscopia para verificação dos 
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resultados e então o material foi estocado na geladeira para posterior análise 

cromossômica. 

 Para análise cromossômica, as lâminas de 2 - 10 dias de preparo foram 

incubadas numa solução de tripsina 0,1% aquecida a 37C em tempos que variaram 

de um segundo a um minuto.  Em seguida as lâminas foram lavadas com soro 

fisiológico e coradas em solução de Giemsa (Merck) a 2% em tampão fosfato (pH 

6,8), por 10 minutos. 

 O padrão cariotípico dos pacientes foi determinado pela análise de uma 

média de 20 células metafásicas em microscopia ótica.  Um caso foi considerado 

anormal quando mais de três células apresentarem a mesma anomalia 

cromossômica.  A presença de células normais concomitantes com as anormais foi 

usada como parâmetro para eliminar a possibilidade de uma anomalia 

cromossômica constitucional. Nos pacientes que apresentarem, na análise 

cromossômica, 100% de células anormais com anomalias cromossômicas não 

recorrentes e naqueles portadores de anomalias cromossômicas dos cromossomos 

X e Y, a eliminação de anomalias constitucionais foi determinada pela análise 

cariotípica do sangue periférico estimulado por fitohemaglutinina segundo 

Hungerford (1965), quando o paciente estava em remissão da doença. 

 A documentação dos cariótipos foi realizada no computador por um programa 

analisador de imagem (Ikaros-MetaSystem), utilizando-se para isso, uma câmera 

CCD acoplada ao microscópio Olympus BX51. 

 Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com os 

sistemas internacionais para nomenclatura de citogenética humana de 2013 (ISCN, 

2013). 

 

3.4. Citogenética molecular 

3.4.1.FISH e M-FISH 

Para investigação de rearranjos moleculares, pela técnica FISH, foram 

utilizadas sondas comerciais de seqüência homóloga de DNA para loci específicos 

LSI AML1/ETO, CBF/MUH11, PML/RAR, o gene MLL (Vysis,Inc) e sondas 

específicas para translocações complexas não recorrentes. Além disso, nos casos 

em que foi detectada a presença de cromossomos marcadores ou de rearranjos 

crípticos, foram utilizados diferentes conjuntos de sondas para a técnica do mFISH 
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(“multicolor FISH”) que consiste na utilização simultânea de pelo menos três 

diferentes ligantes ou fluorocromos para a marcação específica de DNA. 

A técnica de FISH foi aplicada no restante do material das culturas, mantidas 

em fixador sob refrigeração. Depois de preparadas, as lâminas foram mantidas por 

dois dias à temperatura ambiente, pré-tratadas por imersão em 2X SSC, pH 7,0 a 

37°C por 20 min, seguidamente pela solução de pepsina 0,005% por 10 min. Depois 

as lâminas foram submetidas a soluções de PBS 1x por 3 min e formaldeído por 10 

min e, em seguida, as lâminas foram desidratadas em série de etanol 75%, 85% e 

100% por dois minutos em cada álcool. Para a hibridação, 8µl da sonda (5,6µl de 

tampão de hibridação; 1,9µl de água; 0,5µl de sonda) foram colocadas sobre as 

lâminas e cobertas com lamínulas de vidro de 25x25mm e vedadas com borracha 

selante, sendo mantidas aquecidas em placa térmica a 75°C por sete minutos.  

Após o período de incubação, as lâminas foram lavadas em um banho de 

2XSSC 0.001% /Tween  pH 7,0 a 72ºC por 2 minutos  e, um segundo banho de 

imersão em 2X SSC, por 2 minutos. Para análise, foi usado a contra coloração com 

DAPI II. A análise pelo FISH foi feita em microscópio de fluorescência Olympus 

BX51 munido de lâmpada HBO 100W e filtros apropriados. A documentação foi 

realizada através de uma câmera CCD e analisador de imagem (Isis da 

MetaSystem). 

 

3.4.2. MCB 

Para a investigação de rearranjos crípticos1 e a confirmação de cariótipos 

anormais, a técnica de MCB foi realizada a partir de sondas que foram geradas pelo 

processo de microdissecção de regiões específicas dos cromossomos, como 

descrito previamente (LÜDECKE et al, 1989; SENGER et al, 1990). Cada uma das 

sondas foi baseada em um número de fragmentos cromossômicos que variou de 15 

a 20 fragmentos que foram retirados de cada cromossomo, intencionalmente, de 

forma imprecisa, para que eles se sobrepusessem. Com isso, foram geradas 169 

sondas de regiões específicas que cobrem todo o genoma humano (LIEHR & 

CLAUSSEN, 2002; LIEHR et al 2002; WEISE et al., 2008). 

O DNA isolado foi, então, amplificado pela técnica DOP-PCR (TELENIUS et 

al, 1992). A reação de PCR original foi feita em um volume de 50µl da amostra 

inicial. Desta amostra, um volume de 0.5µl foi re-amplificado e um volume de 50µl foi 

                                                 
1
 Crípticos: ocultos 
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obtido no final. Depois esse processo foi repetido e, então, foi feita a marcação das 

sondas com 5 diferentes fluorocromos: SpectrumOrange, Rhodamine 110, 

TexasRed, Cyanine 5 e Cyanine 5.5. Essa marcação também foi feita pela técnica 

de DOP-PCR. Com isso, de 2 a 10 bibliotecas de sondas foram criadas para cada 

cromossomo. Essas sondas quando sobrepostas criaram um padrão de 

pseudocores para cada um dos 24 cromossomos humanos. A técnica de MCB é 

baseada na mudança da taxa de intensidade de fluorescência ao longo dos 

cromossomos.  

 O processo de hibridização, a pós-lavagem e a detecção do sinal foram feitos 

de acordo com os experimentos realizados para a técnica de FISH. Os resultados da 

hibridização foram documentados em um microscópio de fluorescência da Zeiss 

Axioplan equipado com o sistema de análise de imagem Ikaros e Isis de imagem 

digital para FISH (MetaSystem), utilizando uma câmera XC77 CCD. 

 
 3.5.Estudos Moleculares 

 3.5.1.Obtenção de células da Medula Óssea 

 Para a obtenção de células mononucleares de medula óssea ou sangue 

periférico, as amostras do aspirado foram submetidas a uma centrifugação a 2000 

rpm por 5 minutos a temperatura ambiente para a separação do plasma. Depois o 

pellet de células foi lavado com PBS 1X e novamente centrifugado por 5 minutos.  

Em seguida, foi adicionada duas vezes a solução de lise de hemácias (10mM Tris 

pH 8.0, 5mM MgCl2, 10mM NaCl), submetido a nova centrifugação a 1000 rpm por 1 

minuto novamente a temperatura ambiente tendo seu sobrenadante descartado. O 

pellet de células foi separado e a partir dele foi preparado, o RNA, assim como, o 

DNA. 

 

 3.5.2.Extração de RNA  

A extração do RNA total foi feita utilizando o reagente TRIzol conforme as 

instruções do fabricante (Invitrogen). O RNA extraído foi quantificado e armazenado 

para posterior reação de PCR. 

Resumidamente, após a adição do Trizol na proporção de 107 células/ml de 

Trizol, as células foram homogeneizadas e incubadas por 5 min a 25oC. As 

suspensões foram centrifugadas por 10 min a 12.000g e 4°C, e o sobrenadante foi 

passado para microtubo de 1,5 mL novo, a fim de eliminar restos celulares. Ao 
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sobrenadante foram adicionados 200μL de Clorofórmio P.A. para cada 1mL de 

Trizol, e em seguida as soluções foram misturadas vigorosamente por 15 seg em 

vórtex de bancada e incubadas por 2 a 3 min a 25oC. Os tubos foram então 

centrifugados por 15 min a 12.000g e 4°C, e a fase aquosa do sobrenadante foi 

passada para um microtubo novo. Foram adicionados então 500μL de Isopropanol 

P.A. para cada 1ml de Trizol, e o tubo mantido na temperatura ambiente por 15 min. 

Após a incubação, o material foi centrifugado por 10 min a 12.000g a 4°C, e o 

sobrenadante descartado. O sedimento (RNA) foi reconstituído em 30μL de água 

tratada com DEPC (Dietil Pirocarbonato – Sigma-Aldrich). 

Para a quantificação da massa de RNA extraída das culturas, foi realizada 

análise em espectrofotômetro NanodropND-100 (Thermo Scientific, EUA) a 260nm. 

 

3.5.3.Tratamento com DNAse e transcrição reversa do RNA 

Depois da extração de RNA, as amostras foram incubadas com DNAse para 

remoção de restos de moléculas de DNA remanescentes da extração de RNA. Para 

tal, foi utilizado a DNAse amplification grade I (Invitrogen), segundo a Invitrogen™. 

Cerca de 2 μg de RNA total foram incubados com 1U de DNAse e 1X de Tampão 

DNAse 10X (200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 20 mM MgCl2, 500 mM KCl) e ajustado o 

volume total de 6μL com água DEPC, durante 15 min a 25oC. A reação foi 

interrompida adicionando 1 μL de EDTA 25 mM e incubando a 65°C por 10 min no 

termociclador MyCycle (BioRad®). 

Os cDNAs foram sintetizados utilizando-se 1μg de RNA, com 1μL de mix de 

dNTPs (10 mM de cada, Invitrogen), 1μL de Annealing buffer em volume final de 8μL 

incubando por  5 min durante 65°C, seguido de incubação no gelo por 1 min. 

Posteriormente, adicionou-se 10μL de 2x First-Strand Reaction Mix e 2μL de 

SuperScriptTM III/RNaseOUTTM/Enzyme Mix  incubando a 50ºC durante 50 min. 

 

 

3.5.4. Níveis de expressão dos genes Polycomb por RT-qPCR 

O nível de expressão de BMI1, YY1, SUZ12, EZH2 e -actina (gene de 

referência), da medula óssea dos pacientes, foi analisado através da técnica de PCR 

em tempo real (RT-qPCR), utilizando o sistema de detecção por SYBR Green. Os 

iniciadores foram desenhados usando o programa OligoAnalyzer 
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(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), e estão dispostos na tabela 

3.1. 

 

Tabela 3.1- tabela contendo as seqüências dos iniciadores usados para amplificação 

dos genes em questão, tamanho dos amplicons e localização no mRNA. 

 

Esta técnica é baseada na detecção de uma molécula fluorescente – SYBR 

Green I – que se liga a moléculas dupla-fita. Durante a reação, a fluorescência 

aumenta a cada novo ciclo de polimerização e através de um limiar (threshold) 

comum a todas as amplificações, todas as amostras puderam ser comparadas. Este 

limiar é definido no início da fase exponencial da reação de PCR, quando a 

quantidade de produto formada traduz de forma satisfatória a concentração inicial de 

fitas-molde (cDNA). A confirmação da especificidade da amplificação é determinada 

pela temperatura de dissociação (temperatura do melting-Tm) por meio da análise 

da curva de dissociação (melting curve), onde cada fragmento amplificado possui 

uma Tm específica.  

As RT-qPCRs foram realizadas com auxílio do Power SYBR Green PCR 

Master Mix® (Applied Biosystems), no termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett). As 

análises foram realizadas com auxílio do programa Rotor-Gene 6000 Series 

Software (Corbett). Os níveis relativos de mRNA foram obtidos através do método de 

Livak  e Schmittgen(2001). 

A análise da expressão gênica por RT-qPCR utilizada representa uma 

quantificação relativa dos genes de interesse. Para controle endógeno, foram 

Gene Tm Amplicon Localização Posição Seqüência 

SUZ12 59
o
C 197 pb 

Éxon 2 Fow 5’AGCAAATCCAGGTTGGCGATGA3’ 

Éxon 2 Rev 5’TGCATTGCCCTTGGTGTACTCT3’ 

EZH2 58
o
C 123 pb 

Éxon 13 Fow 5’TTGTGACAGTTCGTGCCCTTGT3’ 

Éxon 14 Rev 5’TGCTTGGTGTTGCACTGTGCTT3’ 

BMI1 56
o
C 104 pb 

Éxon 14 e 

15 

Fow 5’ATGTGTGTGCTTTGTGGAGGGT3’ 

Éxon 15 Rev 5’TTGCTGGTCTCCAGGTAACGAA3’ 

β-act 59
o
C 86 pb 

Éxon 5 Fow 5´ACCTGAGAACTCCACTACCCT3´ 

Éxon 6 Rev 5´GGTCCCACCCATGTTCCAG3´ 
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utilizados iniciadores específicos para a -actina, um gene expresso 

constitutivamente, sendo utilizado como normalizador. 

 

 

3.6. Análise estatística 

Todas as análises estatísticas foram feitas utilizando o GraphPad Prism 

5.0(GraphPad Software Inc) . Múltiplas comparações foram feitas usando o ANOVA 

test, enquanto que comparações de somente dois grupos foram feitas usando o test 

T student. Os valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 



43 

 

4. Resultados 

Neste estudo, foram estudados por técnicas de citogenética convencional e 

molecular 84 pacientes, sendo 51 do sexo masculino e 31 do sexo feminino.  Destes 

84 pacientes, 52  puderam ser estudados pelas técnicas moleculares propostas 

neste trabalho. A mediana de idade dos 84 paciente foi de 9 anos, variando de 0-18 

anos de idade. 

 

4.1. Subtipos morfológicos encontrados no estudo 

Dentre os 8 subtipos FAB descritos para a LMA, o subtipo M0 foi encontrado 

em 6 casos, o subtipo M1 em apenas 13 casos e o subtipo  M2 em 10 casos. Já o 

subtipo M3 foi o mais frequente neste estudo, sendo encontrado em 29 casos. O 

subtipo M4 foi encontrado em apenas 6 casos, sendo dois deles com a presença de  

eosinófilos e o subtipo M5 em 17 casos. O subtipo M7 foi encontrado em apenas 2 

casos neste estudo. Já o subtipo M6 não foi observado neste estudo. Porém, 1 caso 

se apresentou como sarcoma mielóide (Fig. 4.1).  

 

 

Figura 4.1 – Frequência dos subtipos morfológicos FAB encontrados neste estudo 

 

Quase todos os subtipos FAB apresentaram uma correlação entre as idades 

dos pacientes, sendo mais frequentes ou menos frequentes em uma determinada 

faixa etária. Quatro subtipos FAB foram mais frequentemente observados em 

crianças com idade menor que 10 anos: os subtipos M1 (n= 8; 27%), M4 (n=6; 21%), 
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M5 (n=13; 45%) e M7(n=2; 7%), enquanto que, os subtipos mais frequentes em 

crianças maiores que 10 anos de idade foram: subtipos M0 (n=4; 15%) M2 (n=7; 

27%) e M3 (n=15; 58%) (Fig 4.2). 

 

 

Figura 4.2.- Distribuição dos subtipos FAB nas diferentes faixas etárias encontradas neste estudo. 
M1, M2, M3, M4, M5- subtipos FAB. 

 

4.2. Padrão cariotípico por Bandeamento G 

Neste presente estudo de 84 pacientes, 74 (88%) apresentaram índice 

mitótico adequado para a análise citogenética convencional. Em 10 pacientes, 

não foi possível a realização da análise pela citogenética convencional devido à 

ausência de metáfases e/ou ao pobre índice mitótico (12%). A análise 

citogenética dos 74 pacientes, pela citogenética convencional, mostrou: 12 (16%) 

pacientes com cariótipos normais e 62 pacientes apresentaram aberrações 

cromossômicas (84%). Dos 62 pacientes com cariótipos anormais, 45 (71%) 

apresentaram anormalidades recorrentes e 18 (29%) apresentaram 

anormalidades não recorrentes (Fig 4.3). 
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Figura 4.3– Comparação das frequências de cariótipos normais e anormais encontrados e das 
frequências das anormalidades recorrentes e não-recorrentes encontradas neste estudo. 
Cariótipo normal - não apresentou anormalidades citogenéticas, cariótipo anormal apresentou 
anormalidades citogenéticas. Anormalidades recorrentes- t(8;21)(q22;q22), t(15;17)(q21;q12), 
inv(16)(p13q22) e anormalidades envolvendo a região 11q23.  Anormalidades não-recorrentes –todas 
as que não foram descritas como recorrentes. 

 

4.3. Refinamento citogenético das aberrações genéticas encontradas no 

estudo 

4.3.1.Com a utilização do FISH 

Para aqueles casos em que não foi obtida metáfase e havia material com 

preparação cromossômica disponível foi realizada a técnica de hibridização in situ 

por fluorescência.  Entre as 10 amostras que não apresentaram índice mitótico, em 7 

foi possível realizar a técnica de FISH, porém 3 não foi possível devido a ausência 

de material de preparação cromossômica. Entre estes 7 pacientes, 5 eram do 

subtipo morfológico M3 e foi testado a presença do rearranjo gênico entre os genes 

PML e RARA. Somente 4 pacientes mostraram a presença da fusão gênica PML-

RARA. A figura 4.4 demonstra o resultado esperado em um caso com a presença 

desta fusão. Os outros dois pacientes eram do subtipo M5 e do subtipo M7, nos 

quais foram testados possíveis rearranjos do gene MLL que se confirmaram 

somente no caso do subtipo morfológico M7. Com isso, foi possível a recuperação 

de 50% dos casos que não apresentaram índice mitótico para a análise citogenética. 
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Figura 4.4 – Hibridização in situ por fluorescência ilustrando o rearranjo gênico PML/RARA em uma 
metáfase. 
Sonda Dual Color (Vysis): sinal verde – hibridização na região gênica q22 do cromossomo 15 (PML). 
Sinal vermelho- hibridização na região q12 do cromossomo 17 (RARA). Os dois sinais juntos 
demonstram o rearranjo PML/RARA 
 
 

 Nos casos dos pacientes do subtipo M3 que apresentaram cariótipo normal 

por bandeamento G, a técnica de FISH foi aplicada, utilizando a sonda locus 

específica para o rearranjo PML/RARA. Nos 7 casos que apresentaram cariótipo 

normal, 3 foram positivos para a fusão gênica PML/RARA, enquanto 3 casos foram 

negativos para a rearranjo entre os genes PML e RARA. Esses dados estão 

resumidos na tabela abaixo (Tabela 4.1). 
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Tabela 4.1- Casos de LMA-M3 que apresentaram cariótipo normal pela técnica de 

citogenética convencional 

Paciente Subtipo 

FAB 

Citogenética Convencional Citogenética Molecular 

13 LMA-M3 46, XX [22] NF 

30 LMA-M3 46, XX [40] PML/RARA negativo 

49 LMA-M3 46, XX [15] PML/RARA 

50 LMA-M3 46, XX [12] PML/RARA 

68 LMA-M3 46, XY [20] PML/RARA negativo 

74 LMA-M3 46, XX [20] PML/RARA negativo 

79 LMA-M3 46, XY [25] PML/RARA 

 

 
4.3.2. Com a utilização do Multicolor FISH (mFISH) 
 
 As técnicas de mFISH foram realizadas naqueles casos que apresentavam 

cariótipos complexos ou rearranjos crípticos para que pudessem ser revelados esses 

rearranjos ocultos a técnica de Bandeamento G e os exatos pontos de quebra que 

esses rearranjos geravam. Para isso foram utilizadas sondas de diferentes tipo: 

WCP (Whole Chromosome Painting), PCP (Partial Chromosome Painting), sondas 

de Multiplex FISH (M-FISH), sndas clonadas em BAC (Bacteria Artificial 

Chromosome) e os MCBs de todos os cromossomos. 

 Essas técnicas foram utilizadas em conjunto na maioria dos 13 casos que 

estão descritos na tabela 4.1. 
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Tabela 4.2 – Anormalidades Citogenéticas reveladas por Bandeamento G e mFISH 
 
t- translocação; del-deleção; inv- inversão; ins- inserção; p- braço curto do cromossomo; q- braço 
longo do cromossomo 

  

Paciente Citogenética 
Convencional 

Citogenética Molecular 

19 46, XY, del(9)(q31), 

t(X;11)(p22;q22) [11]/ 46, XY [9] 

46,XY, del(9)(q12q31),del(11)(q13or 

q14)[4]/ 46,XY, del(9)(q12q31)[2]/46,XY[7] 

20 46,XY, inv(16)(p13q22), 
 

+19,-22 [18]/ 46, XY [4] 

46, XY, inv(16)(p13q22), dic(22)(qter- 
 

>p10::p10->qter) 

24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

44, XX, ?der(4), -5, -7, - 

 

10,?dic(13), -15, +2mars 

 

44, XX, der(5)t(5;19)(q13.3q12), 
t(6;18;17)(q24.3;q21;q23.2), 

 
der(7)t(7;13)(p11.2;q120, der(10(7qter-

>7q11.23::12q22->12q21.2::10p14- 
 

>10q21::12q12->12qter), r(12)(::p13- 
>q12::), -15, del(19)(q12), 

der(20)t(20;21)(p11.2;q11.2), 
+der(21)t(12;210(q22;q22) 

39 47, XY, +8, der(11)(q23) 47, XY, +8, del(11)(q23) 

42 46, XY, t(1;11;8)(q21;p21;q23)  
46, XY, der(1)t(1;8)(q21;p21), 

der(8)t(1;8)(q31;p21), 
der(11)ins(11;1)(q23;q21q31) 

 

43 47, XY, t(15;17)(q21;p21), +mar 47, XY, t(15;17)(q21;p21), +8 

46 47, XX, t(15;17)(q21;p21), +mar 47, XX, t(15;17)(q21;p21), +8 

47 45, X,-Y,-8,-22,-22,+3 mars 45,X,-Y,t(8;22;21)(q21.3;q13.3;q22.12) 
,der(22)t(1;22)(q23;q13.3) 

51 46, XX, del(16)(q22) 46, XX, inv(16)del(16)(q22) 

58 46, XY,del(11)(q21),  t(15;17), 

inv(12)(q?q?) 

46, XY, t(15;17), del(6)(…) 

46, XY, t(15;17), inv(6)(..) 

59 46, XY, del(10)(p12) 46, XY, inv(10)(pq),ins(11;10)(q23p12p13) 

63 45, XY, t(8;17)(q?22;?p12), -18 45, XY, t(8;17)q21;p13), -18 

80 46, XX, t(3;13)(q13;p11), 

t(16;21)(p11;q22) [14]/ 47, XX, 

der(2)t(2;?)(q2?;?), 

t(3;13)(q13;p11), add(5)(q35), 

t(16;21)(p11;q22), +mar [3]/ 45, 

XX, t(3;13)(q13;p11), -16, 

der(21), t(16;21)(p11;q22) [3] 

    

   

46,XX,der(2)t(2;3)(q2?;?), 

t(3;13)(q13;p11),der(5)t(3;5)(?;q35), 

t(16;21)(p11;q22) 
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Primeiramente, se fazia necessário à utilização de sondas do tipo WCPs e PCPs 

para verificar e confirmar os envolvimentos de determinados cromossomos nas 

translocações encontradas. Consequentemente, era necessária a determinação dos 

pontos de quebra gerados pelos rearranjos, e, então se utilizava as sondas de MCBs 

para os cromossomos envolvidos e, em alguns casos, sondas obtidas a partir de 

BACs. Alguns desses resultados estão nas figuras 4.5 e 4.6. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5 – MCB do cromossomo 6,mostrando uma alteração cromossômica do tipo inversão no 
caso 58. 
 

As anormalidades encontradas foram: deleções, cromossomos dicêntricos, 

inversões associadas com duplicações e translocações. Somente em 1 paciente, 

essa técnica não revelou diferenças entre o cariótipo determinado pela citogenética 

convencional e a citogenética molecular. Anormalidades citogenéticas não 

específicas também foram detectadas. 
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Figura 4.6- Utilização de BACs para caracterização dos exatos pontos de quebra da deleção 
encontrada no cromossomo 6 em um segundo clone do paciente 58.  
Sonda proveniente de BAC RP11-100A16: sinal vermelho na região 6q22. Sonda proveniente de 
BACRP11-1145D19: sinal verde na região 6q16.3. Sonda centromérica para o cromossomo 6: Sinal 
azul 

 

Sendo assim, com a utilização das técnicas de citogenética molecular foi 

possível então detectar um número maior de anormalidades citogenéticas no estudo, 

passando para 89% a frequência de aberrações citogenéticas no estudo(Tabela 

4.2). 

 
Tabela 4.3– Anormalidades citogenéticas encontradas no estudo 
 
Paciente Subtipo 

FAB 
Idade Citogenética 

Convencional 
Citogenética Molecular 

1 LMA-M1 10 anos 46, XX, del(9)(p21) NF 

2 LMA-M5 8 anos 46, XY, del(11)(q23) NF 

3 LMA-M1 7 anos Sem mitose NF 

4 LMA-M4 5 anos Sem mitose NF 

5 LMA-M1 7 meses 49, XY, +6,+9,+14 NF 

6 LMA-M5 12 anos 46, XY, del(11)(q23) NF 

7 LMA-M2 15 anos 46, XY, del(20)(q12) AML/ETO (-) 

8 
LMA M3 11 anos 

46, XX, 
t(15;17)(q22;q12)[3]/ 46, XX 

NF 
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[23] 

9  
LMA M0 

 
2 a e 8 m 

 
45, XY, -7, del(12)(p12) 

 
NF 

10 LMA M3 12 anos 46, XY t(15;17)(q22;q12) PML/RARA 

11 
LMA M0 13 anos 

46, XX, del(7)(q32) [4]/ 46, 
XX [18] 

NF 

12 LMA M3 3 anos 46, XY t(15;17)(q22;q12) NF 

13 LMA M3 6 anos 46,XY [22] NF 

14 LMA M0 17 anos 46, XY [20] NF 

15 

LMA M3 16 anos 

46, XY, t(15;17)(q22q12), 
del(11)(q23) [2]/ 46, XY, 
t(15;17)(q22;q12) [16]/ 46, 
XY [4]  

NF 

16 LMA M2 13 anos Sem mitose NF 

17 LMA M3 12 anos Sem mitose PML/RARA 

18 LMA M5 6 anos 46, XX[23] NF 

19 

LMA M1 8 anos 
46, XY, del(9)(q31), 
t(X;11)(p22;q22) [11] / 46, 
XY [9] 

46,XY,del(9)(q12q31),del
(11)(q13orq14)[4]/46,XY,
del(9)(q12q31)[2]/46,XY[
7] 

20 
LMA M4 5 anos 

46, XY, 
inv(16)(p13q22),+19, -22 
[18] / 46, XY [4] 

46,XY,inv(16)(p13q22),di
c(22)(qter->p10::p10-
>qter) 

21 LMA M0 12 anos 46, XY[30] 46, XY 

22 LMA M3 15 anos 46, XX, t(15;17)(q22;q12) PML/RARA 

23 
LMA M3 9 anos 

46, XY, 
t(15;17)(q22;q12)[8]/ 46, XY 
[14] 

NF 

24 

LMA M5 13 anos 
44, XX,?der(4), -5, -7, -
10,?dic(13), -15, +2 mars 

44,XX,der(5)t(5;19)(q13.
3;q12),t(6;18;17)(q24.3;q
21;q23.2),der(7)t(7;13)(p
11.2;q12),der(10)(7qter-
>7q11.23::12q22-
>12q21.2::10p14-
>10q21::12q12-
>12qter),r(12)(::p13-
>q12::), -
15,del(19)(q12),der(20)t(
20;21)(p11.2;q11.2),+der
(21)t(12;21)(q22;q22) 

25 
LMA M0 11 anos 

45, XY, -Y, t(8;21)(q22;q22) 
[18]/ 46, XY [2] 

NF 

26 LMA M3 2 anos 

 
46, XX, 
t(15;17)(q22;q12)[3]/ 46, XX 
[23] 

NF 

27 LMA M5 7 meses 
46, XX, 
t(9;11)(p22;q23)[14]/ 46, XX 
[8] 

Nuc ish(5'MLLsep3'MLL) 
[86]/(5'MLLcon3'MLLx2)[
14]/MLLrearranjado 

28 LMA M3 13 anos 
46, XX, t(15;17)(q22;q12) 
[21] / 46, XX [1] 

NF 

29 LMA M1 4 meses 
47, XY, del(5)(q), 
der(7)t(7;?), del(12)(p13), 
+19[5]/ 47, XY, der(7)t(7;?), 

MLL(-) 
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del(12)(p12), +19 [13]/ 46, 
XY [1] 
 

30 LMA M3 8 anos 46, XX [40] 46, XX 

31 LMA M4 1 a e 2 m 
45, XY, -7, del (12)(p)[5]/45, 
XY, -7[7]/46, XY[8] 

NF 

32 LMA M2 15 anos 
45, X, -Y, t(8;21)(q22;q22) 
[17]/ 46, XY [7] 

NF 

33 LMA M2 13 anos 
46, XX, t(8;21)(q22;q22), 
del(12)(p) [20]/ 46, XX [20] / 
46, XX [1] 

AML/ETO 

34 LMA M5 4 anos 
46, XY, der(11), 
del(12)(p12) [20] /46, XY [1] 

46, XY 

35 LMA M3 16 anos 
46, XX, t(15;17)(q22;q12) 
[21] / 46, XX [4] 

NF 

36 LMA M2 8 anos 46, XX NF 

37 LMA M1 16 anos 46, XY [30] NF 

38 
LMA 
M5a 

6 meses 46, XY, t(9;11)(p22;q23)   
Nuc ish(5'MLLsep3'MLL) 
[20]/(5'MLLcon3'MLLx2)[
80]/MLLrearranjado 

39 
LMA 
M5a 

1 ano 47, XY, +8, der(11)(q23) 
Nuc ish(5'MLLsep3'MLL) 
[90]/(5'MLLcon3'MLLx2) 
[10]/MLLrearranjado 

40 LMA M7 10 dias 47, XY, +21 [40] NF 

41 LMA M2 18 anos 
46, XY, 
t(8;21)(q22;q22)[18]/46, XY 
[2] 

AML/ETO 

42 LMA M5 10meses 
46, XY, 
t(1;11;8)(q21;p21;q23) [25] 

46,XY, der(1) 
t(1;8)(q21;p21), 
der(8)t(1;8) 
(q31;p21), 
der(11) 
ins(11;1)(q23;q21q31) 

43 LMA M3 9 anos 47, XY, t(15;17), +mar 47, XY, t(15;17),+8 

44 LMA M1 17 anos 46, XX, del(12)(p12) NF 

45 LMA M5 5 e 4 m 46, XY, del(11)(q23) 
Nuc ish(5’MLLsep3’MLL) 
[30]/del(11q23) 

46 LMA M3 16 anos 47, XY,t(15;17), +mar 
47, XY, t(15;17),+8,  
PML/RARA 

47 LMA M4 6 anos 45, X,-Y,-8,-22,-22,+3 mars 

45,X,-
Y,t(8;22;21)(q21.3;q13.3;
q22.12),der(22) 
t(1;22)(q23;q13.3) 

48 LMA-M3 16 anos 46, XY, t(15;17) PML/RARA 

49 LMA-M3 10 anos 46, XX [15] PML/RARA 

50 LMA-M3 5 anos 46, XX [12] PML/RARA 

51 LMA-M4 1 a e 2 m 
46, XX, del(16)(q22) [8]/ 46, 
XX [14] 

46, XX, inv(16), 
del(16)[14]/ 46, XX [13] 

52 LMA-M5 3 meses 
 
46, XX, t(9;11)(p22;q23) 
[18]/ 46, XX [2] 

NF 

53 LMA-M2 10 anos 
 
46, XY, t(8;21)(q22;q22) 
[23]/ 46, XY [2] 

AML1/ETO 
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54 LMA -M2 4 anos 
45, X, -Y, t(8;21)(q22;q22) 
[16]/ 46, XY [4] 

AML1/ETO 

55 LMA-M2 11 anos 
 
46, XY, t(8;21)(q22;q22) [3]/ 
46, XY [28] 

AML1/ETO 

56 LMA-M5 8 anos 
 
46, XX, t(9;11)(p22;q23) 
[15]/ 46, XX [11]  

NF 

57 LMA-M3 3 anos 
 
46, XY, t(15;17) [13]/ 46, XY 
[5] 

PML/RARA 

58 LMA-M3 10 anos 

46, XY,del(11)(q21),  
t(15;17), inv(12) [ 9 ]/ 46, 
XY, del(11)(q21), t(15;17) [ 
6 ]/ 46, XY, t(15;17) [  6]/ 
46, XY[2] 

46, XY, 
t(15;17)(q21;q12), 
der(6)del(6)(6q) 
 

59 LMA-M5 
1 ano e 
6m 

46, XY, del(10)(p12) [12]/ 
46, XY [8] 

46, XY, 
inv(10)(pq),ins(11;10)(q2
3/p12p13)[13/ 46, XY[6] 

60 LMA-M0 3 anos 45, XY, t(1;18)(q21;q?), -17 
BCR/ABL(-),MLL(-), 
CBF(-) 

61 LMA-M3 17 anos Sem mitose PML/RARA 

62 LMA-M1 4 anos 
46, XY, t(8;21)(q22;q22) 
[15]/ 46, XY [5] 

AML/ETO 

63 
sarcoma/ 
LMA 

1a e 11 
m 

47, XY, +8, t(8;17)(q22; 
q12) 

47, XY, +8, 
der(8)t(8;17)(q22;p12) 
AML1/ETO(-)  

64 LMA- M1 9 anos 
 
46, XX, del(1)(q21q24?) [3]/ 
46, XX [17] 

MLL(-) 

65 LMA-M3 16 anos Sem mitose PML/RARA 

66 LMA-M7 
1a e 4m 
 

Sem mitose MLL 

67 LMA-M5 14 anos Sem mitose MLL(-) 

68 LMA-M3 13 anos 46, XY[20] PML/RARA (-) 

69 LMA- M5 2a e 10m 
46, 
XY,t(1;11)(q21;q23)[7]/46, 
XY [33] 

MLL 

70 LMA-M5 15 anos 47, XY, +21 [30] MLL(-) 

71 LMA-M3 2a e 4m 
 
46, XX, t(15;17)(q22;q21) 
[18]/46, XX [4] 

PML/RARA 

72 LMA-M3 9 anos 
46, XY, t(15;17)(q22;q21) 
[20] 

PML/RARA 

73 LMA-M3 12 anos 
46, XX, t(15;17)(q22;q21) 
[17]/46, XX [3]  

PML/RARA 

74 LMA-M3 6 anos 46, XX[20] PML/RARA(-) 

75 LMA-M3 1 ano Sem mitose PML/RARA 

76 LMA-M3 2 anos Sem mitose PML/RARA 

77 LMA-M4 8 anos 
46, XY, del(7)(q21)[18]/46, 
XY[7] 

Deleção do sinal 
7q21[90]/46,XY[40] 

78 LMA-M5 6 meses 
46, XX, 
t(9;11)(q21;q23)[19]/46, 
XX[1] 

NF 
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79 LMA-M3 13 anos 46,XY [25] PML/RARA 

80 LMA-M2 9 anos 

46, XX, t(3;13)(q13;p11), 
t(16;21)(p11;q22) [14]/ 47, 
XX, der(2)t(2;?)(q2?;?), 
t(3;13)(q13;p11), 
add(5)(q35), 
t(16;21)(p11;q22), +mar [3]/ 
45, XX, t(3;13)(q13;p11), -
16, der(21), 
t(16;21)(p11;q22) [3] 
 

46,XX,der(2)t(2;3)(q2?;?)
,t(3;13)(q13;p11), 
der(5)t(3;5)(?;q35), 
t(16;21)(p11;q22) 
 

81 LMA-M1 13 anos 
45, XX, inv(3)(q21q26), -7 
[20] 
 

NF 

82 LMA-M1 13 anos 
45, X, -X, t(8;13)(q22;q34) 
[18]/ 46, XX, 
t(8;13)(q22;q34) [1] 

NF 

83 LMA-M1 7 meses 
47, XX, +8, 
t(11;19)(q23;p13.) 

 
MLL rearranjado 

84 LMA-M1 16 anos 
46, XX, t(6;11)(q27;q23)[20] 
 

NF 

t-translocação, der-derivativo, NF- não feito, inv-inversão, del-deleção,  
 

Sendo assim, a frequência de anormalidades citogenéticas, utilizando as 

técnicas de citogenética molecular foi de 89%.  Em resumo, o perfil cariótipo da LMA 

da infância encontrado neste estudo, com suas respectivas frequências, está 

representado na figura 4.7. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7 – Perfil das alterações cromossômicas encontradas neste estudo da LMA da Infância.  T- 
translocação; inv- inversão; q –braço longo do cromossomo; CN- cariótipo normal; NR:Não-
recorrentes 
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4.4. Correlação entre a citogenética e os dados clínicos 
 
4.4.1. Correlação das anormalidades Citogenéticas e a idade 
 

A faixa etária dos pacientes neste estudo variou de 10 dias de vida a 18 anos. 

A média de idade dos pacientes que apresentaram cariótipo normal foi 9,6 anos e 

9,2 anos para os pacientes com cariótipos anormais. Dentro do subgrupo das 

anormalidades citogenéticas recorrentes, a média de idade dos pacientes que 

apresentaram a t(8;21)(q22;q22)  foi de 10,2 anos, variando de 4 a 18 anos; a média 

de idade dos pacientes que apresentaram a t(15;17)(q22;q12) foi de 11 anos de 

idade, variando de 1 a 17 anos; a média de idade dos pacientes com a inv(16) foi de 

3, variando de 14 meses a 5 anos; pacientes que apresentaram anormalidades 

envolvendo a região 11q23  apresentaram uma média de idade de 3,8 anos, 

variando de 3 meses a 16 anos; pacientes com as anormalidades envolvendo o 

cromossomo 7 e 5, apresentaram uma média de idade de  1 ano , variando de 4 

meses a 13 anos. Pacientes que apresentaram as anormalidades não-recorrentes 

tiveram uma média de idade de 10 anos, variando de 10 dias a 17 anos de idade 

(Figura 4.8). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figura 4.8 – Associação das anormalidades citogenéticas nas diferentes faixas etárias. T- 
translocação; inv- inversão; q- braço longo dos cromossomos. 
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4.5. Análise do Perfil de Expressão de Genes do complexo Polycomb 
  

 Apesar de a heterogeneidade genética ter sido verificada na LMA da infância 

neste presente estudo quando várias técnicas de citogenética molecular foram 

utilizadas, não foi possível compreender muito sobre a biologia desta doença. 

Então, com o intuito de verificar se os níveis de expressão dos genes do 

complexo PcG poderiam estar alterados na infância, como já havia sido descrito 

em adultos, realizamos uma análise do perfil de expressão dos genes SUZ12, 

EZH2, BMI1 e YY1 pela técnica de RT-qPCR em amostras de 52 pacientes entre 

0 e 18 anos de ambos os sexos e, comparamos com amostras de medula óssea 

de 4 doadores peditátricos saudáveis( média de idade 10.7 anos; 6-15 anos). Os 

dados dos pacientes estão na tabela abaixo (Tabela 4.3). 

 

Tabela 4.4- Dados clínicos dos 52 casos analisados para o perfil de expressão 

dos genes do complexo Polycomb 

Paciente Idade Subtipo Citogenética 

1 10 anos LMA-M1 46, XY,del(9)(p21) 

2 8 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(q23) 

3 7 anos LMA-M1     Sem mitose 

4 5 anos LMA-M4 Sem mitose 

5 7 meses LMA-M1 49, XY, +6, +9, +14 

6 12 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(q23) 

7 15 anos LMA-M2 46, XY, del(20)(q12) 

18 6 anos LMA-M5 46, XX [30] 

27 7 meses LMA-M5 46, XX, t(9;11)(p22;q23) 

29 4 meses LMA-M1 47, XY, del(5)(q), der(7)t(7;?), del(12)(p13), 
+19[5]/ 47, XY, der(7)t(7;?), del(12)(p12), 
+19 [13]/ 46, XY [1] 

30 8 anos LMA-M3 46, XX [40] 

31 1 a e 2m  LMA-M4 45, XY, -7, del (12)(p)[5]/45, XY, -7[7]/46, 
XY[8] 

34 4 anos LMA-M5 46, XY 

35 16 anos LMA-M3 46, XX, t(15;17) 
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36 8 anos LMA-M2 46, XX 

38 6 meses LMA-M5 46, XY, t(9;11) 

39 1 ano LMA-M5 47, XY,+8 
MLL rearranjado 

42 10 
meses 

LMA-M5 46, XY,der(1)t(1;8)(q21;p21), 
der(8)t(1;8)(q31;p21), 
der(11)ins(11;1)(q23;q21q31) 

43 9 anos LMA-M3 47, XY, t(15;17), +8 

44 17 anos LMA-M1 46, XX, del(12)(p12) 

45 5 a e 4m LMA-M5 46, XY, del(11)(q23) 

46 16 anos LMA-M3 47, XX, t(15;17), +8 

47 6 anos LMA-M4 45,X,-Y, t(8;22;21)(q21.3;q13.3;q22.12), 
der(22)t(1;22)(q23;q13.3) 
 

49 16 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17)(q22;q21) 

50 5 anos LMA-M3 46, XX, t(15;17)(q22;q21) 
 

53 10 anos LMA-M2 46, XY, t(8;21)(q22;q22) [23]/ 46, XY [2] 

54 4 anos LMA-M2 45, X, -Y, t(8;21)(q22;q22) [16]/ 46, XY [4] 

55 11 anos LMA-M2 46, XY, t(8;21)(q22;q22) [3]/ 46, XY [28] 

56 8 anos LMA-M5 46, XX, t(9;11)(p22;q23) [15]/ 46, XX [11]  

57 3 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17) [13]/ 46, XY [5] 

58 10 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17)(q21;q12), del(6)(6q) 

59 1 a e 6m LMA-M5 46, XY, 
inv(10)(pq),ins(11;10)(q23/p12p13)[13/ 46, 
XY[6] 

61 17 anos LMA-M3 Sem mitose – PML/RARA 

62 4 anos LMA-M1 46, XY, t(8;21)(q22;q22) [15]/ 46, XY [5] 

64 9 anos LMA-M1 46, XX, del(1)(q21q24?) [3]/ 46, XX [17] 

65 16 anos LMA-M3  Sem mitose – PML/RARA 

66 1 ano LMA-M7 Sem mitose – positivo para o rearranjo do 
gene MLL 

67 14 anos  LMA-M5 Sem mitose- MLL negativo 

68 13 anos LMA-M4 46, XY [20] 
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69 2 anos 
LMA-M5 

46, XY, t(1;11)(q21;q23) 

70 15 anos 
LMA-M5 

47, XY, +21 [30] 

72 9 anos 
LMA-M3 

46, XY, t(15;17)(q22;q21) 

73 12 anos 
LMA-M3 

46, XY, t(15;17)(q22;q21) 

74 6 anos 
LMA-M3 

46, XX[25] 

75 1 anos 
LMA-M3 

Sem mitose – PML/RARA 

77 8 anos 
LMA-M4 

46, XY, del(7)(q21) 

78 1 ano 
LMA-M5 

46, XX, t(9;11)(p22;q23) 

79 13 anos 
LMA-M3 

46, XY[25] – PML/RARA 

80 9 anos 
LMA-M1 

46,XX,der(2)t(2;3)(q2?;?),t(3;13)(q13;p11), 
der(5)t(3;5)(?;q35),t(16;21)(p11;q22) 

 

82 13 anos 
LMA-M1 

45, X, -X, t(8;13)(q22;q34) [18]/ 46, XX,  
t(8;13)(q22;q34) [1] 

   
 

83 7meses 
LMA-M2 

47, XX, +8, t(11;19)(q23;p13) 
 

84 16 anos 
LMA-M1 

46, XX, t(6;11)(q27;q23) 

a-anos; m-meses; t-translocação;inv- inverão; der-derivativo; ins-inserção 

 

Como a LPA é considerada um subtipo da LMA com características clínicas e 

biológicas bem definidas, sendo tratada de forma diferente dos demais subtipos 

da LMA, este subtipo da LMA foi analisado também para o perfil de expressão dos 

genes PcG selecionados para o estudo separadamente dos demais. Primeiro, 

verificamos a expressão dos genes polycomb selecionados na LMA em relação 

aos doadores. E podemos verificar que todos os níveis de mRNA dos genes em 

questão estavam maiores nas amostras de medula óssea de pacientes com  LMA 

do que na medula óssea de doadores saudáveis. Os níveis de mRNA dos genes 

YY1 e BMI1 foram respectivamente, 6 vezes maior e 3 vezes maior nas amostras 

de medula óssea de pacientes com  LMA do que na medula óssea de doadores 

saudáveis(Figura 4.9) 
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Figura 4.9- Níveis de expressão dos mRNAs dos genes YY1 e BMI1 na LMA. Doadores: n=4, YY1: 
n= 49 ; BMI1: n= 39 . 

 

Tanto os níveis de mRNA dos genes SUZ12 e EZH2 foram também maiores 

na LMA do que nos doadores saudáveis. Sendo 6 vezes maior para o gene SUZ12 e 

3 vezes maior para o gene EZH2 (Figura 4.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10- Niveis de expressão dos mRNAs dos genes SU12 e EZH2 na LMA em relação aos 

doadores. Doadores: n=4; SUZ12: n=46; EZH2; n= 46. 

  

Estes resultados sugerem que na LMA possa haver uma maior expressão de 

todos os genes do complexo PcG estudados do que em crianças saudáveis, 

podendo estes genes serem marcadores desta neoplasia. 

 O mesmo perfil de expressão aumentada dos genes PcG selecionados 

também pode ser observado na LPA, demonstrando que os níveis de  mRNAs 

dos genes YY1 e BMI1 foram maiores na LPA do que nos doadores (Figura 4.11). 
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Porém, o gene YY1  parece estar muito mais expresso, cerca de 12 vezes mais 

na LPA do que em doadores saudáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.11- Níveis de expressão dos mRNAs dos genes YY1 e BMI1 na LPA. Doadores: n=4; 

YY1; n=14; BMI1: n=9. 

 

 O mesmo pode ser observado para os genes SUZ12 que também apresentou 

altos níveis de expressão de mRNA em relação aos doadores, sendo maior em 

cerca de 10 vezes nesta neoplasia. O gene EZH2 também apresentou altos níveis 

de mRNA na LPA em relação aos doadores, mas este aumento foi um pouco 

menor, sendo cerca de 7 vezes maior nesta neoplasia do que em indivíduos 

saudáveis(Figura 4.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.12 – Níveis de expressão dos mRNA dos genes YY1 e BMI1 na LPA. Doadores:n= 4; 

YY1; n= 15 ; BMI1: n= 14 . 
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Esses resultados na LPA sugerem que todos os genes do complexo PcG 

estudados possam ter um papel importante no processo de leucemogênese da 

LPA, principalmente aqueles que apresentaram os maiores níveis de mRNA. 

 

4.5.1. Perfil de expressão gênica nos diferentes subtipos FAB 

Neste estudo, os níveis de mRNA dos genes estudados também foi verificado 

para os subtipos morfológicos FAB. Esses níveis de mRNA variaram bastante nos 

subtipos morfológicos da LMA. Os níveis de mRNA dos genes YY1  e BMI1 foram 

maiores no subtipo M3. Porém, os níveis de mRNA do BMI  foram maiores no 

subtipo M4/M5 do que nos outros grupos morfológicos (Figura 4.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.13 – Níveis de expressão de mRNAs  dos genes YY1 e BMI1 nos subtipos morfológicos 

da LMA.. N=52; doadores= 4;YY1: M1/M2: n=13  ; M3: n=14  ; M4/M5: n=21. BMI1: M1/M2: n= 12;  

M3: n=9 ; M4/M5: n=17. 

 

Os níveis de mRNA do gene SUZ12  foram maiores no subtipo M4/M5 e M3, 

apresentando um pequeno aumento no subtipo M4/M5. Mas os achados não 

foram estatisticamente significativos para este gene (p=0.27). Já em relação ao 

gene EZH2, este apresentou níveis aumentados de mRNA nos casos de M3 

(p=0.07) (Figura 4.14). 
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Figura 4.14- Níveis de expressão dos mRNAs dos genes SUZ12 e EZH2 nos diferentes subtipos 
morfológicos da LMA. N= 52, doadores=4; SUZ12: M1/M2: n= 14 ; M3: n= 16 ; M4/M5: n=16. 
EZH2: M1/M2:n=12; M3:n=15; M4/M5:n=18. 

 

Estes resultados sugerem que o gene EZH2 possa estar mais expresso no 

subtipo M3 do que nos outros subtipos FAB, sugerindo  que este gene pode ter 

um papel importante durante o processo de patogênese da LPA da infância. 

 

4.5.2.  Perfil de expressão gênica nos diferentes subgrupos citogenéticos 

Como os achados citogenéticos nos pacientes com LMA apresentam um valor 

prognóstico independente dos outros fatores clínicos de risco, podendo estratificar 

estes pacientes em diferentes grupos de risco, os níveis de expressão dos genes 

PcG foram também verificados em diferentes subgrupos citogenéticos. 

Foi observada uma homogeneidade na expressão dos genes PcG nos 

doadores, enquanto que nas amostras dos pacientes variou consideravelmente. 

Para ver se isso refletia nas diferentes anormalidades citogenéticas dos 

pacientes, os perfis de expressão dos diferentes genes do complexo Polycomb 

foram feitos em distintos subgrupos citogenéticos: leucemias CBF, leucemias com 

rearranjo PML/RARA, cariótipo normal (CN), LMA com outras anormalidades 

citogenéticas não recorrentes, anormalidades no cromossomo 5 e 7 e leucemias 

com rearranjo do gene MLL.  Observamos que os perfis de expressão foram 

diferentes nos 6 subgrupos citogenéticos. (Figura 4.15) do que os níveis de mRNA 

dos genes que compõem o PRC2. Os níveis de mRNA do gene YY1 foi maior 

para o grupo das leucemias CBF e das que tem rearranjo do RARA, enquanto que 
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os níveis de mRNA do gene BMI1 foi maior no grupo das anormalidades de 7 e 5, 

no grupo das leucemias com rearranjo da região 11q23 e nas leucemias com 

rearranjo de RARA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Figura 4.15- Perfil de expressão de genes do complexo  PRC1 nos diferentes subgrupos 
citogenéticos. Doadores:n= 4; para YY1- Leucemias CBF: n=6 ; PML/RARA: n=14;CN: n=2;Outras: 
n=6; anormalidade de 7 e 5:n= 3; Leucemia 11q23: n= 14 

 

O mesmo ocorreu para os genes do PRC2 nos casos com rearranjo de RARA 

e anomalias envolvendo os cromossomos 7 e 5. Porém, baixos níveis de mRNA 

desses genes puderam ser detectados para os casos que apresentavam outras 

anormalidades e rearranjo do gene MLL,  tanto para o gene SUZ12 quanto para o 

gene EZH2 (Figura 4.16). 

Embora, estes resultados não apresentem uma significância estatística, eles 

podem sugerir que os genes PcG estudados possam ter um papel importante na 

LMA, principalmente,  nas leucemias com o rearranjo PML/RARA e naquelas que 

apresentam anormalidades envolvendo os cromossomos 5 e 7. Enquanto que, 

nas leucemias com rearranjo do gene MLL e naquelas que apresentam anomalias 

não recorrentes, os dados sugerem que estes genes não parecem ter um papel 

importante na patogênese deste subgrupo citogenético, já que seus níveis de 

expressão foram muitos mais baixos em relação aos outros subgrupos 

citogenéticos. Isso pode demonstrar que outros genes devem estar envolvidos no 

processo de silenciamento gênico nestes casos. 

 

 

Subgrupos Citogenéticos Subgrupos Citogenéticos 



64 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figura 4.16- Perfil de expressão dos genes do PRC2 nos diferentes subgrupos citogenéticos. 
Doadores: n=4; SUZ12- Leucemia CBF: n=8; rearranjo de RARA: n=16; CN: n=2; Outras: n=3; 
anormalidade de 7 e 5  n=3; Leucemias MLL: n=12.. EZH2; Leucemia CBF: n=5; rearranjo de 
RARA: n=15; CN: n=2; Outras: n=6; anormalidade de 7 e 5  n=3; Leucemias MLL: n=13.. 
 

 

4.5.3 Perfil de expressão gênica nas diferentes faixas etárias 

Como a idade também pode apresentar um valor prognóstico para os 

pacientes com LMA e LPA por diferir na resposta ao tratamento, o perfil de 

expressão dos genes PcG estudados foram correlacionados com a idade dos 

pacientes no momento do diagnóstico.  

 Com relação às faixas etárias no grupo das LMAs, os níveis de expressão 

dos mRNAs dos genes PcG selecionados foram verificados em dois grupos: <10 

anos de idade e ≥10 anos de idade. Isso porque, de acordo com trabalhos 

recentes, estes dois grupos de idade podem apresentar diferente valor 

prognóstico (RUBINTZ et al., 2007). 

  Embora não tenha sido verificada uma significância estatística, foi observado 

altos níveis de  mRNAs dos genes do complexo PRC1 em pacientes com menos 

de 10 anos. Sendo os níveis de mRNA dos dois genes estudados deste complexo 

cerca de 4 vezes maior nesta faixa etária (Figura 4.17).  

 

 

 

 

 

Subgrupos Citogenéticos Subgrupos Citogenéticos 
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Figura 4.17- Perfil de expressão dos mRNAs dos genes do complexo PRC1 na LMA em dois 

grupos de idade. Doador: n=4; YY1 Faixas etárias<10 anos: n=26, ≥10 anos: n=9; BMI1: Faixas 

etárias<10 anos :n=21, ≥10 anos, n=9 . 

 

O mesmo foi observado para os genes do PRC2, sendo os níveis de mRNA 

do gene SUZ12  mais de 10 vezes maior em pacientes menores de 10 anos de 

idade. Enquanto que, os níveis do gene EZH2 se mostraram cerca de 2, 5 vezes 

maior nesta mesma faixa etária (Figura 4.18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 4.18- Perfil de expressão dos genes do complexo Polycomb  PRC2 na LMA em dois 
diferentes grupos de idade.  Doadores :n=4 ; SUZ12: Faixas etárias: <10 anos, n= 23;  ≥10 anos, 
n=8 . EZH2: Faixas etárias: <10 anos, n= 23 ; ≥10 anos, n=8. 

  

Estes dados sugerem que estes genes possam se comportar de forma 

diferente na LMA de acordo com a idade, demonstrando haver uma correlação entre 

os altos níveis de mRNAs dos genes PcG estudados e a idade menor que 10 anos 

na LMA. 
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Com relação às faixas etárias na LPA, os níveis de expressão dos mRNAs 

dos genes PcG selecionados foram verificados em dois grupos: 0-8 anos e de 9-18 

anos. Da mesma forma, trabalhos recentes têm relatado que este dois grupos de 

idade podem apresentar diferente valor prognóstico (BALLY et al., 2012).  

Na LPA, os níveis de mRNA de todos os genes selecionados foram maiores 

no grupo de pacientes com idade de 0-8 anos, demonstrando uma relação destes 

genes PcG com a LPA que ocorre em pacientes pediátricos mais jovens (0-8 anos 

de idade). Nos genes do PRC1 estudados, os níveis de mRNA do gene YY1 

demonstrou expressão cerca de 10 vezes maior nos pacientes com menos de 8 

anos de idade. Porém, o gene BMI1 apresentou os níveis de mRNA aumentados em 

cerca de 2,5 vezes (Figura 4.19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.19- Perfil de expressão dos mRNAs dos genes YY1 e BMI1 na LPA em diferentes faixas 

etárias. Faixas etárias: 0-8 anos; 9-18 anos .Doadores: n=4 YY1: 0-8 anos: n=6; 9-18 anos: n=8.; 

BMI1, 0-8 anos, n=4; 9-18 anos, n=5;  

 

No entanto, os níveis de expressão dos mRNAs dos genes do PRC2 foram 

maiores no grupo de pacientes com idade de 0-8 anos, apresentando-se maior em 

cerca de 15 vezes nos pacientes menores de 8 anos de idade do que em pacientes 

de 9 a 18 anos (Figura 4.20). 
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Figura 4.20- Perfil de expressão dos mRNAs dos genes SUZ12 e EZH2 na LPA em diferentes faixas 

etárias. Faixas etárias; 9-18 anos. Doadores: n4=; SUZ12: 0-8 anos: n=7; 9-18 anos: n=9. EZH2: 0-8 

anos, n=7; 9-18 anos, n=8. 

 

Na LPA, os dados sugerem haver uma correlação entre os altos níveis de 

mRNA dos genes estudados e o grupo de pacientes de 0-8 anos de idade, 

demonstrando que estes genes possam ter um papel importante na LPA desta faixa 

etária. 

 

4.5.4. Perfil de expressão gênica de acordo com os fatores clínicos de 

risco 

Como a leucometria e o número de plaquetas no momento do diagnóstico são 

indicativos de uma possível recaída da doença e possíveis complicações clínicas, os 

níveis de expressão dos genes PcG foram correlacionados com dois grupos 

distintos. Na LMA, os grupos foram:  <50.000 leucócitos/uL e ≥50.000 leucócitos/uL 

no sangue periférico; <50.000 plaquetas/uL e ≥50.000 plaquetas/uL no sangue 

periférico, Na LPA: <10.000 leucócitos/uL e ≥10.00 leucócitos/uL no sangue 

periférico; <40.000 plaquetas/uL  e ≥40.000 plaquetas/uL (RUNITZ et al., 

2007;BALLY et al., 2012) 

Com relação à leucometria, houve uma variação entre os genes do complexo 

PRC1 nos dois grupos de contagem leucocitária diferente (Figura 4.21). Não sendo 

possível verificar diferenças nos níveis de expressão dos mRNAs dos genes YY1, 

mas parece haver uma relação dos níveis de mRNA aumentados do BMI  e uma 

leucometria alta, maior que 50.000 leucócitos/uL . 
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Figura 4.21– Perfil de expressão dos mRNAs dos genes do complexo PRC1 na LMA de acordo com a 

leucometria no momento do diagnóstico. Leucometria: <50.000 leucócitos /uL no sangue periférico; 

≥50.000 leucócitos/uL no sangue periférico. Doadores: n=4; YY1, <50.000 leucócitos/uL: n=13; 

≥50.000leucocitos/uL: n=14. BMI1, <50.000 leucócitos/uL, n=10; ≥50.000 leucócitos/uL, n=12. 

  

 Para os genes do PRC2, apesar de não apresentar diferenças 

estatisticamente significativas, os dois genes do PRC2 apresentaram maiores níveis 

de mRNAs no grupo das LMAs com >50.000 leucócitos/uL, demonstrando que os 

níveis de mRNA de SUZ12 estaria cerca de 10 vezes aumentado no grupo de alta 

contagem leucocitária, enquanto que essa diferença foi muito pequena para o gene 

EZH2 (Figura 4.22). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 4.22- Perfil de expressão dos genes do complexo PRC2 na LMA nos dois diferentes grupos de 

pacientes com diferentes leucometrias. Grupos: <50.000 leucócitos/uL e ≥50.000 Leucócitosu/L no 

sangue periférico. Doadores, n=4;SUZ12,  <50.000 leucócitos/uL, n=12; ≥50.000 leucócitos/uL, n=11; 

EZH2, <50.000 leucócitos/uL, n=12; ≥50.000 leucócitos/uL, n=12. 
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Já na LPA, os níveis de expressão dos genes YY1 e BMI1 variaram bastante 

dentro dos dois grupos de contagem leucocitárias diferentes (Figura 4.23). Os níveis 

de mRNAs do gene YY1 foi 2 vezes maior nos pacientes que apresentaram 

contagem leucocitária maior que 10.000leucocitos/uL. Enquanto que, os níveis de 

mRNAs do gene BMI1 foi cerca de 5 vezes maior nos pacientes que apresentaram 

uma contagem leucocitária menor que 10.000 leucócitos/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.23– Perfil de expressão dos genes do complexo PRC1 na LPA de acordo com a leucometria 

no momento do diagnóstico. Leucometria: <10.000 leucócitos/uL no sangue periférico; ≥10.000 

leucócitos/uL no sangue periférico Doadores, n=4; YY1, <10.000 leucócitosu/L, n=4; ≥10.000 

leucócitos/uL, n=10; BMI1, <10.000 leucócitos/uL, n=2; ≥10.000 leucócitos/uL, n=7. 

 

Embora, não tenha sido observados valores estatisticamente significativos, os 

níveis de expressão dos mRNAs do gene do SUZ12 foram maiores no grupo com 

mais de 10.000 leucócitos/L no sangue periférico do que naqueles que 

apresentaram contagem leucocitária menor. No entanto, não foi possível observar 

diferença nos níveis de mRNA do gene EZH2 nos dois grupos de contagem 

leucocitária diferente (Figura 4.24). 
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Figura 4.24 – Perfil de expressão dos genes do complexo PRC2 na LPA de acordo com a leucometria 

no momento do diagnóstico. Leucometria: <10.000 leucócitos/uL no sangue periférico; ≥10.000 

leucócitos/uL no sangue periférico Doadores, n=4; SUZ12, <10.000 leucócitos/uL, n=6; ≥10.000 

leucócitos/uL, n=10. EZH2, <10.000 leucócitos/uL, n=6; ≥10.000 leucócitos/uL, n=19. 

 

 

Com relação ao número de plaquetas, os níveis de expressão dos mRNAs 

dos genes YY1 e BMI1 variaram na LMA. Foi possível observar que o gene YY1 

apresentou níveis aumentados em mais de 3 vezes nos pacientes com um número 

menor que 50.000 plaquetas/uL no sangue periférico. Enquanto que, os níveis de 

mRNAs do gene BMI1 foi maior nos pacientes com  mais de 50.000 plaquetas/uL em 

cerca de 6 vezes (Figura 4.25). Estes resultados foram estatisticamente significativos 

para o gene BMI1 (p= 0.09). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.25- Perfil de expressão dos genes do PRC1 na LMA nos dois grupos de contagem 

plaquetárias diferentes. Grupos: doadores, n=4; YY1, <50.000 plaquetas/uL, n=7; e ≥50.000 

plaquetas/uL, n=12; BMI1, <50.000 plaquetas/uL, n=76 e ≥50.000 plaquetas/uL, n=11. 
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Enquanto que os níveis de mRNAs dos genes SUZ12 e EZH2 foram maiores 

nos pacientes que apresentavam uma contagem de plaquetas no momento do 

diagnóstico maior ou igual a 50.000 plaquetas/L (Figura 4.26). Demonstrando que os 

níveis de mRNA de SUZ12 estaria maior, em cerca de 4 vezes, nos pacientes com 

mais 50.000 plaquetas/uL. Já os níveis de mRNA do gene EZH2 foi maior  cerca de 

2 vezes no grupo com mais 50.000 plaquetas/L no sangue periférico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.26- Perfil de expressão dos genes do PRC2 na LMA nos dois grupos de contagem 

plaquetárias diferentes. Grupos: doadores, n=4; SUZ12,<50.000 plaquetas/uL, n=76 e ≥50.000 

plaquetas/uL, n=12; EZH2,,<50.000 plaquetas/uL, n=7; e ≥50.000 plaquetas/uL, n=11. 

 

 

Já na LPA, os níveis de expressão dos mRNAs do genes do PRC1  foram 

maiores no grupo de pacientes que apresentava um baixo número de plaquetas   no 

sangue periférico no momento do diagnóstico(Figura 4.27). Os níveis de mRNA do 

gene YY1 foi quase 6 vezes maior no grupo com contagem de plaquetas menor que 

40.000/uL. 
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Figura 4.27- Perfil de expressão dos genes do PRC1 na LPA em dois grupos de pacientes com 

número de plaquetas diferentes. Grupos: doadores, n=4; YY1, <40.000 plaquetas/uL, n=13; ≥40.000 

plaquetas/uL, n=3; BMI1, <40.000 plaquetas/uL, n=8; ≥40.000 plaquetas/uL, n=3. 

 

Apesar de não apresentarem diferenças estatisticamente significativas, os 

níveis de mRNAs dos genes do complexo PRC2 variam na LPA(Figura 4.28). Foi 

possível observar que gene SUZ12 apresentou níveis aumentados em cerca de 5 

vezes nos casos que apresentaram uma contagem de plaquetas menor que 

40.000/L. O inverso foi visto para o gene EZH2, no qual os níveis aumentados foram 

observados nos pacientes que apresentaram uma contagem de plaquetas maior que 

40.000/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.28– Perfil de expressão dos genes do complexo PRC2 na LPA de acordo com o número de 

plaquetas. Doadores, n=4; EZH2, plaquetas: <40.000/L, n=13; Plaquetas: ≥ 40.000/L, n=2; SUZ12, 

<40.000/L, n=14; Plaquetas: ≥ 40.000/L, n=2. 

 

Esses resultados sugerem que SUZ12 possa estar envolvido no quadro 

característico de hemorragia bastante frequente na LPA. 
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5.Discussão  
 

A citogenética molecular tem se destacado na caracterização de 

anormalidades cromossômicas presentes em diferentes tipos de tumores sólidos, 

assim como em neoplasias hematológicas. Tanto o CGH array quanto o tCGH são 

de grande importância na caracterização de anormalidades cromossômicas, 

principalmente, em tumores sólidos que apresentam limitações quanto ao número  

de metáfases de qualidade para a realização do  estudo citogenético. Porém, 

anormalidades balanceadas e não-recorrentes não são possíveis de serem 

detectadas utilizando estas duas técnicas de citogenética molecular, sendo, por isso, 

necessária a aplicação de mais uma técnica de citogenética molecular na 

caracterização destas anormalidades cromossômicas presentes nos diversos tipos 

de tumor (DAS & TAN, 2013).  

No caso das leucemias, a aplicação de outras técnicas de citogenética 

molecular como as de multicolor FISH (WCPs, MCB, BACs) tem se mostrado de 

grande importância para a caracterização de anormalidades crípticas, além de 

anormalidades citogenéticas não-recorrentes, assim como, novas anormalidades 

cromossômicas que podem estar envolvidas na produção de novas fusões gênicas, 

na ativação de oncogenes  e  na perda de genes supressores de tumor que possam 

estar envolvidos na patogênese da LMA (DE FIGUEIREDO et al., 2010; DE 

FIGUEIREDO et al., 2012). 

Com a utilização destas técnicas de citogenética molecular, foi possível 

observar, neste estudo, uma frequência de 89% de anormalidades cromossômicas 

nos casos de LMA. Esses resultados demonstram a importância da utilização das 

técnicas de citogenética molecular para a determinação do perfil cariotipico da LMA 

da infância, já que o percentual deste estudo foi mais de 10% maior do que o 

relatado na literatura, utilizando somente bandeamento G que foi de 75% (Manola, 

2009; Raimondi et al., 1998). Quando foram aplicadas técnicas de multicolor FISH, 

foi possível esclarecer ou até mesmo revelar anormalidades cromossômicas 

crípticas em 24% dos casos. Assim, foi possível estratificar esses pacientes em 

grupos prognósticos distintos. Com isso, foi possível demonstrar a importância da 

combinação das diferentes técnicas de citogenética convencional e molecular na 

caracterização dos casos de LMA da infância, principalmente, quando estes casos 
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apresentam cariótipos complexos ou anormalidades citogenéticas crípticas (anexos 

8.1, 8.2 e 8.3). 

Com relação aos subtipos FAB, o subtipo M3 representou 34,5% dos casos 

desta amostra. Esses dados corroboram com a literatura que afirma que países 

latinos apresentam uma maior frequência de LPA quando comparados com outros 

países (MANOLA, 2009; POMBO-DE-OLIVEIRA et al., 2009). No entanto, a 

frequência descrita nesta coorte foi 10% maior que a já descrita pela literatura. Este 

estudo pode demonstrar que o Brasil apresenta uma alta taxa de LPA na população 

pediátrica, dados estes pouco relatados no Brasil. Nesses casos de LPA do presente 

estudo, a taxa de óbitos foi de 27,5% durante o primeiro bloco de quimioterapia, 

diferindo dos dados da literatura que afirmam que casos de LPA apresentam uma 

alta taxa de cura que pode chegar a cerca de 90% (JACOMO et al., 2008). Além 

disso, esta taxa de óbitos foi maior em pacientes adolescentes(13-18 anos de idade) 

do que em crianças (≤12 anos de idade). Esses dados discordaram de um estudo 

europeu de Bally e colaboradores em 2012 que relatou uma sobrevida livre de 

eventos para os adolescentes com LPA maior que em crianças, com uma taxa de 

sobrevida livre de doença em 5 anos de 93%. 

Já em relação à distribuição das anormalidades nas diferentes faixas etárias, 

foi possível observar que anormalidades envolvendo a região q23 do cromossomo 

11 foram mais frequentes nos pacientes que apresentaram idades de 0 a 2 anos. 

Esses dados estão de acordo com a literatura que mostra uma maior frequência 

desta anormalidade cromossômica em lactentes de até 2 anos de idades (MANOLA, 

2009). No entanto, foi observada uma frequência de anormalidades envolvendo o 

cromossomo 7 nesta mesma faixa etária. Esses dados ainda não tinham sido 

descritos na literatura, sendo necessário, então, um maior número de casos de LMA 

da infância para determinar a frequência deste subgrupo citogenético nesta faixa 

etária na população brasileira. A t(15;17) foi detectada em todas as faixas etárias, 

até mesmo em pacientes de 0 a 2 anos de idade. A presença da t(15;17) nesta faixa 

etária é rara (MANOLA, 2009), sendo necessários mais estudos para determinar a 

frequência desta t(15;17) em pacientes de 0 a 2 anos da população brasileira. 

Os resultados citogenéticos deste trabalho confirmam e aprimoram a 

descrição da grande heterogeneidade genética da LMA da infância, mas não foram 

utéis para identificar novos grupos prognósticos (BUCHEN et al., 2007). Isso 

possivelmente ocorreu devido a identificação de uma grande quantidade de 

anormalidades não recorrentes.  Com isso, faz-se necessário a continuidade do uso 
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destas técnicas numa coorte maior de pacientes nesta faixa etária. Por outro lado, a 

identificação de alterações cromossômicas no diagnóstico da LMA da infância 

apesar de ser fundamental na definição do tratamento e do prognóstico, além de nos 

permitir entender que genes podem estar envolvidos na parada de maturação das 

células e a evolução clinica desta doença, ela não traz informações sobre os 

mecanismos que levaram à doença. Pois, já foi demonstrado que somente a 

presença destas fusões gênicas não poderia causar a doença, sendo necessários 

outros eventos para o aparecimento da leucemia. Recentemente, tem sido sugerido 

que as alterações epigenéticas possam estar envolvidas neste processo como um 

evento importante para o aparecimento da leucemia (SANDERS & VALK, 2013). 

Para contribuir neste aspecto, nós estudamos em 52 pacientes a expressão 

de 4 genes dos complexos PcG para tentar entender possíveis mofificações 

epigenéticas. Sendo assim, foi possível observar que os genes PcG analisados 

neste estudo, de forma geral, apresentaram maiores níveis de mRNA do que o grupo 

dos doadores. Esses dados corroboram com os dados da literatura (MARTINEZ-

PEREZ  et al, 2010) que mostram que os genes PcG estariam mais expressos  em 

diversos tipos de cânceres, incluindo as neoplasias mielóides em adultos 

(GRUBACH et al., 2008; XU et al., 2011). Isso porque, vários trabalhos recentes 

demonstraram que essas alterações no panorama epigenético, como a expressão 

aumentada de genes responsáveis por essas modificações epigenéticas, como a 

modificação pós-tradução das histonas, podem contribuir para o processo da 

leucemogênese. Isso se justifica porque estas modificações podem provocar 

alterações no perfil de expressão gênica, o qual frequentemente pode levar a um 

aumento da auto-renovação das células malignas em detrimento do processo de 

diferenciação normal (RICE et al., 2007).  

A hematopoese é um processo dinâmico, no qual células-tronco 

hematopoéticas (CTH) dão origem a todas as linhagens do sangue, incluindo a 

linhagem linfóide e a mielóide. Esse processo envolve a coordenação de vias de 

transdução de sinal que são responsivas a estímulos extracelulares e a uma rede de 

fatores de transcrição e modificadores da cromatina que afetam a expressão gênica, 

de tal modo que, o destino final das CTH está ligado às necessidades de cada 

organismo (RICE et al., 2007). Sendo assim, quando os níveis de expressão dos 

genes PcG foram estudados nos diferentes subtipos morfológicos, que foram 

estabelecidos de acordo com o grau de diferenciação da CTH acometida pela 

leucemia, foi possível verificar uma heterogeneidade nos níveis de mRNA nos 
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diferentes subtipos morfológicos. Porém, no subtipo M3 foi observado um perfil de 

mRNA aumentado em todos os genes PcG selecionados para o estudo, 

principalmente do gene EZH2 (Anexo 8.4).   

A LMA-M3 ou leucemia promielocítica aguda (LPA) é caracterizada pela 

presença da t(15;17) em 95% dos casos. A fusão gênica gerada produz uma 

proteína quimérica que tem sido sugerida, por muitos estudos, como tendo um papel 

central na transformação oncogênica. Isso porque a fusão PML/RARA pode causar 

perturbações no panorama epigenético normal durante a hematopoese, já que esta 

fusão gênica leva a transformação das CTHs através do silenciamento dos genes-

alvo de PML e RARA, como por exemplo, os genes HOX, levando a um acúmulo de 

promielócitos anormais na medula óssea. Essa repressão transcricional aberrante 

pode ser mediada pelo recrutamento de cofatores que se liguem ao DNA como o 

RXRα e, de uma forma mais destacada, pela associação com complexos co-

repressores, como o NCoR/HDAC, DNMT3A e o complexo PRC2(CHENG & SO et 

al, 2011). Tem sido proposto que modificações de histona pós-tradução, como a 

H3K27me3 e H3K9me3, são positivamente correlacionadas com ligação da fusão 

proteína PML/RARA, enquanto que a acetilação da histona H3 foi associada à perda 

da ligação do PML/RARA ao DNA (MARTENS et al., 2010). A produção da 

H3K27me3 é promovida pelo complexo PRC2 e, acredita-se que o complexo PRC1 

possa reconhecer esta modificação na histona H3 e promover a manutenção do 

silenciamento de genes importantes para os processos de diferenciação, apoptose e 

auto-renovação celular (SAEED et al, 2011). 

O gene EZH2 é um dos componentes do PRC2 com função de adicionar os 3 

grupamentos metil a cauda da histona 3 no resíduo de numero 27 (H3K27me3). 

Alterações genéticas neste gene já foram descritas em diversas neoplasias 

mielóides, principalmente aquelas mais frequentes em adultos, como é o caso da 

SMD e das doenças mieloproliferativas (SHIH et al., 2012). Este gene foi mais 

expresso no subtipo morfológico M3 do que nos outros subtipos. A super-expressão 

deste gene já foi descrita em diversos tipos de tumores sólidos (SIMON & LANGE, 

2008), assim como, em neoplasias hematológicas e em linfomas (RADULOVIC et 

al., 2013), porém ainda não havia sido descrita na LPA, principalmente em uma 

população pediátrica. Este gene contribui para a regulação das decisões do destino 

da célula, controlando o balanço entre a auto-renovação e a diferenciação, mas 

também tem demonstrado estabilizar a estrutura da cromatina e manter o potencial 

de auto-renovação das CTHs através do desligamento dos genes pro-diferenciação 
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e por promover a mudança em direção a diferenciação por aumentar a expressão de 

genes que facilitam a progressão através do ciclo celular (LUND et al., 2014). 

Com a evidência do papel do gene EZH2 no aumento do potencial de auto-

renovação de alguns canceres, incluindo as neoplasias hematológicas, terapias que 

levem a inibição deste gene podem levar a exaustão da população de células-tronco 

do câncer. Em 2009, foi feito um estudo utilizando inibidores de EZH2 e foi possível 

demonstrar que as células da LMA foram induzidas ao processo de apoptose. 

Porém, isto não ocorreu para as células progenitoras da medula óssea CD34+ 

(FISKUS et al, 2009). Pacientes com LPA também podem se beneficiar dessa 

terapia direta ao complexo PRC2. Na LPA, o PRC2 colabora com a fusão 

oncogênica PML/RARA para reprimir genes envolvidos na diferenciação e na 

promoção do desenvolvimento do tumor (VILLA et al, 2007). Esses pacientes são 

tipicamente tratados com acido retinoico, mas a depleção de SUZ12 nos pacientes 

com LPA consegue reverter as modificações epigenéticas induzidas pela proteína 

quimérica PML/RARA, sugerindo que terapias-alvo para PRC2 podem também ser 

usadas para tratar esse tipo de leucemia. 

A heterogeneidade na expressão dos genes PcG entre os pacientes pode 

refletir a diversidade presente na LMA com relação ao seu background genético. 

Como a subclassificação cariotípica tem sido usada como o mais potente indicador 

para a estratificação de risco, os níveis de expressão dos genes PcG também foram 

avaliados para 6 grupos citogenéticos diferentes. Todos os genes PcG foram mais 

expressos no grupo das leucemias com a fusão gênica PML/RARA , nas LMAs com 

rearranjos CBF e nas leucemias com anormalidades de 7 e 5. Estes dados 

corroboram com os pouco dados da literatura que afirmam que as leucemias com 

rearranjo da subunidade CBF apresentam altos níveis de expressão dos genes 

BMI1, YY1 e EZH2 (GRUBACH et al., 2008). Porém, altos níveis de expressão de 

SUZ12 para este grupo ainda não havia sido descrito, nem mesmo em uma coorte 

de pacientes adultos. Foi a primeira vez que este dado foi relatado na literatura. 

Essa alta expressão dos gene PcG tem sido correlacionada com a baixa expressão 

do gene MEIS e de alguns genes HOX, como o HOXA4 e HOXA9. Outros estudos 

conseguiram demonstrar que a alta expressão dos genes MEIS e HOXA9 resultava 

em uma LMA mais agressiva com um período menor entre a transformação da CTH 

primária em uma célula-tronco leucêmica, já que as proteínas codificadas por estes 

dois genes levavam a não-sensibilização da célula aos indutores de apoptoses 

utilizados(GOYAMA & MULLOY, 2011). 
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Várias evidências têm sugerido que exista uma relação entre a regulação 

epigenética e a desregulação da expressão de genes importantes nas leucemias 

CBF. As translocações frequentemente observadas nestas leucemias geram fusões 

gênicas, como a RUNX1/RUNX1T1 e a CBFβ-MYH11 que recrutam proteínas co-

repressoras, assim como, modificadores de histonas, como as histonas deacetilases, 

que vão levar a um silenciamento aberrante de genes importantes para a 

hematopoese normal, como o próprio RUNX1. Além disso, estudos de larga escala 

determinaram que alterações epigenéticas, como a metilação do DNA, estariam 

presente nas leucemias CBF conferindo um perfil de metilação do DNA diferente das 

células CD34+ normais. Porém, somente esta alteração epigenética na presença 

das fusões genicas descritas não seriam suficientes para o estabelecimento da 

leucemia. Isso porque células CD34+ normais que foram induzidas a expressar as 

fusões gênicas RUNX1/RUNX1T1 e a CBFβ-MYH11 não demonstraram o mesmo 

perfil de metilação das amostras das leucemias CBF (GOYAMA & MULLOY, 2011). 

Neste contexto, a expressão aumentada dos genes PcG poderiam levar a um 

silenciamento dos genes MEIS e HOXA4 e HOXA9 que poderiam conferir a estas 

células características importantes, como a não-sensibilização aos sinais apoptose, 

que levaria estas células a um fenótipo maligno. 

As leucemias que apresentam translocações envolvendo o gene MLL 

apresentam desfechos clínicos e biológicos característicos. Rearranjos com o gene 

MLL já foram descritos para mais de 60 parceiros gênicos que, na maioria das 

vezes, são proteínas nucleares que compõem o complexo de elongamento da 

transcrição. O gene MLL codifica uma histona metiltransferase que é responsável 

pela metilação, dimetilação e trimetilação da lisina 4 da histona 3 (H3K4me, me2, 

me3). Esta modificação de histona está associada com uma transcrição gênica ativa 

nos locais onde elas estão presentes(FULLGRABE et al., 2011). A proteína MLL tem 

um papel crítico na proliferação e na determinação da linhagem nos progenitores 

hematopoéticos durante o desenvolvimento embrionário, pois mantem a expressão 

dos genes HOX, como por exemplo, o HOXA7 e HOXA9. Pois, na presença das 

fusões gênicas, o domínio SET responsável pela atividade de metiltranferase é 

perdido, permitindo o recrutamento da DOT1L, uma metiltranferase responsável pela 

adição de grupamentos metil a lisina 79 da histona 3 (H3K79me). Esse recrutamento 

de DOT1L pela presença da fusão com o gene MLL leva a uma expressão aberrante 

dos genes do complexo HOXA, já que os seus promotores recebem alterações 

epigenéticas nas histonsa presentes neste locais (KRIVTSOV & ARMSTRONG, 
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2007). Como a expressão dos genes PcG foi muito baixa nos pacientes com 

rearranjos do gene MLL, isso pode realmente sugerir que a expressão dos genes 

HOX possa estar aumentada garantindo a agressividade e as características de um 

fenótipo de célula-tronco.  

Os níveis de expressão dos genes PcG selecionados também foram 

avaliados em dois grupos diferentes de idade tanto para a LMA como para a LPA. 

Essa avaliação diferiu bastante entre a LMA e a LPA. Na LMA, o gene com maiores 

níveis de expressão no grupo das crianças menores de 10 anos foi o BMI1. 

Enquanto que todos os outros genes foram mais expressos no grupo das crianças e 

adolescentes maiores do que 10 anos. Já na LPA todos os genes PcG selecionados 

foram mais expressos no grupo das crianças até 8 anos de idade, demonstrando 

que estes genes podem ter um papel na LPA desta faixa etária. Modificações nas 

histonas em relação à idade é uma correlação que ainda não foi descrita na 

literatura, necessitando de estudos que possam estabelecer se existe ou não 

alguma relação. 

A leucometria no sangue periférico no momento do diagnóstico também 

caracteriza um importante indicador de resposta ao tratamento que o paciente 

receberá. Isso porque, em termos clínicos, a presença de grande quantidade de 

leucócitos no sangue periférico pode ser um indicativo da gravidade da doença e 

consequentemente, do prognóstico da mesma (CREUTZIG et al., 2012). Quando 

foram avaliados os perfis de expressão destes genes PcG em relação a leucometria 

nos pacientes com LMA e na LPA, não foi possível verificar uma correlação destes 

genes com a contagem leucocitária.  Isso pode estar acontecendo porque estes 

genes apesar de poderem trabalhar em conjunto nos complexos PRCs, eles também 

apresentam funções que podem ser analisadas em separado(RUBNITZ et al.,2007; 

SCHWARTZ & PIRROTA, 2013).  

As plaquetas são os menores componentes do sangue e são produzidas por 

células especializadas da medula óssea denominadas megacariócitos. As plaquetas 

podem estar envolvidas em diferentes condições patológicas, incluindo a trombose, 

a metástase tumoral, a inflamação e a resposta imune (QIAN & WEN-JUN, 2013). A 

leucemia aguda frequentemente pode causar sangramento e, consequentemente, 

pode levar a morte. O mecanismo de sangramento causado pela leucemia é 

complexo e envolve a infiltração de células leucêmicas na parede dos vasos 

sanguíneos, redução da produção de plaquetas e uma disfunção no processo de 

coagulação/anticoagulação Com relação ao número de plaquetas na LMA, os genes 
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do complexo PRC1 apresentaram altos níveis de mRNA no grupo de pacientes com 

plaquetas <50.000/uL, porém, nos genes do complexo PRC2 não foi possível 

observar nenhuma correlação dos níveis de expressão destes genes com algum  

dos dois  grupos de plaquetas propostos. Enquanto os níveis de mRNA foram 

maiores nos pacientes com mais 50.000 plaquetas/uL, os níveis de EZH2 foram 

maiores nos pacientes com menos de 50.000 plaquetas/L. Sendo assim, estes 

dados sugerem que os genes do PRC1 podem participar do processo de produção 

das plaquetas, já que novos estudos tem sugerido que alterações epigenéticas 

podem resultar na disfunção das plaquetas (FREZON et al., 2012). Já na LPA, todos 

os níveis de mRNAs dos genes estudados foram maiores nos casos que 

apresentaram  baixa contagem de plaquetas, menos os do gene YY1. Esses altos 

níveis de mRNA desses genes neste grupo de pacientes podem conferir um mau 

prognóstico, pois pacientes com número baixo de plaquetas na LPA apresentam 

uma alta tendência a hemorragias, principalmente no sistema nervoso, podendo 

levar a Doença Intravascular Disseminada (DIC) (STEIN et al., 2009). 

Sendo assim, níveis aumentados dos genes do complexo PcG na LMA da 

infância, principalmente na LPA, podem resultar em uma instabilidade aumentada 

nesta faixa etária, com uma maior frequência de alterações citogenéticas em 

crianças menores de 10 anos de idade quando comparada a LMA do adulto.  
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6.Conclusões 

 

 • A frequência de anormalidades cromossômicas na LMA da infância brasileira 

foi de 89%, diferente da alta taxa de cariótipos normais  encontrada em pacientes 

adultos. 

• O subtipo morfológico mais encontrado neste trabalho foi o subtipo FAB M3 

com uma frequência de 34,5%. 

• Foram observadas todas as translocações recorrentes na LMA, tais como: 

t(8;21)(q22;q22), t(15;17)(q21;q12), inv(16)(p13;q22) e anormalidades envolvendo a 

11q23. Porém, a t(15;17)(q21;q12), atingiu uma alta frequência (36,5%). Esta 

frequência ainda não tinha sido observada na população da LMA da infância. 

•  A combinação das técnicas convencionais, tais como bandeamento G e de 

técnicas moleculares, tais como M-FISH e MCB, mostrou que houve uma 

aumentada complexidade no perfil cromossômico, sugerindo que técnicas de 

citogenética molecular devam ser incorporadas a outros estudos da LMA da infância, 

principalmente, a estudos citogenéticos da criança brasileira. 

 Os genes PcG estudados podem estar mais expressos na LMA e na LPA do 

que em doadores saudáveis. 

  Com relação aos subtipos FAB, o subtipo M3 foi o que apresentou níveis 

aumentados de todos os genes PcG estudados. 

 Com relação aos subgrupos citogenéticos, as leucemias PML/RARA positivas 

apresentaram níveis aumentados de todos os genes PcG estudados, principalmente 

em crianças menores que 8 anos de idade. Enquanto que as leucemias com 

rearranjo do gene MLL apresentaram baixos níveis de todos estes genes PcG. 

 Níveis aumentados de mRNA dos genes PcG estudados que compõem os 

dois complexos PRC foram maiores em pacientes que apresentaram uma contagem 

leucocitária maior que 40.000 leucócitos/L na LMA. 

 Níveis aumentados de mRNA dos genes PcG estudados que compõem os 

complexos PRC foram inversamente correlacionados com o número de plaquetas na 

LPA. 
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8.5.1.Publicações em 2012 
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8.5.3. Publicação em 2014 
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   Tabela 8.1- Dados citogenéticos e clínicos do diagnóstico dos 52 pacientes analisados para o perfil de expressão dos genes PcG estudados 

Paciente Idade Subtipo Citogenética Leucometria/uL Plaquetas/uL 

1 10 anos LMA-M1 46, XY, del(9)(p21) 59.000 NA 

2 8 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(q23) 32.000 NA 

3 5 anos LMA-M1     Sem mitose 48.000 NA 

4 7 anos LMA-M4 Sem mitose 65.000 NA 

5 7 meses LMA-M1 49, XY, +6, +9, +14 44.000          NA 

6 12 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(q23) 30.000   NA 

7 15 anos LMA-M2 46, XY, del(20)(q12) 53.000   NA 

18 6 anos LMA-M5 46, XX [30] 200.000 73.000 

27 7 meses LMA-M5 46, XX, t(9;11)(p22;q23) 500.000 120.000 

29 4 meses LMA-M1 47, XY, del(5)(q), der(7)t(7;?), del(12)(p13), +19[5]/ 47, XY, 
der(7)t(7;?), del(12)(p12), +19 [13]/ 46, XY [1] 

65.000 204.000 

30 8 anos LMA-M3 46, XX [30] 1.800 18.000 

31 1 a e 2m  LMA-M4 45, XY, -7, del (12)(p)[5]/45, XY, -7[7]/46, XY[8] 140.000 137.000 

34 4 anos LMA-M3 46, XY 1.140 52.000 

35 16 anos LMA-M3 46, XX, t(15;17)(q22;q21) 100.000 51.000 

36 8 anos LMA-M2 46, XX 9.630 35.000 
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38 6 meses LMA-M5 46, XY, t(9;11)(p22;q23) 45.500 67.000 

39 1 ano LMA-M5 47, XY 
MLL rearranjado 

20.900 118.000 

42 10 meses LMA-M5 46, XY, der(1)t(1;8)(q21;p21), der(8)t(1;8)(q31;p21), 
der(11)ins(11;1)(q23;q21q31) 

53.900 29.000 

43 9 anos LMA-M3 47, XY, t(15;17), +8 80.500 36.000 

44 17 anos LMA-M1 46, XX, del(12)(p12) NA NA 

45 5 a e 4m LMA-M5 46, XY, del(11)(q23) NA NA 

46 16 anos LMA-M3 47, XX, t(15;17), +8 1.700 13.000 

47 6 anos LMA-M4 45,X,-Y, t(8;22;21)(q21.3;q13.3;q22.12), 
der(22)t(1;22)(q23;q13.3) 
 

69.000 20.800 

49 16 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17)(q22;q21) 1.920 29.500 

50 5 anos LMA-M3 46, XX, t(15;17)(q22;q21) 
 

21.000 13.000 

53 10 anos LMA-M2 46, XY, t(8;21)(q22;q22) [23]/ 46, XY [2] 140.000 19.000 

54 4 anos LMA-M2 45, X, -Y, t(8;21)(q22;q22) [16]/ 46, XY [4] 26.1000 20.000 

55 11 anos LMA-M2 46, XY, t(8;21)(q22;q22) [3]/ 46, XY [28] NA NA 

56 8 anos LMA-M5 46, XX, t(9;11)(p22;q23) [15]/ 46, XX [11]  139.000 84.000 

57 3 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17) [13]/ 46, XY [5] 88.300 27.000 

58 10 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17)(q21;q12), del(6)(6q) 40.200 24.000 

59 1 a e 6m LMA-M5 46, XY, inv(10)(pq),ins(11;10)(q23/p12p13)[13/ 46, XY[6] 8.900 208.000 
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61 17 anos LMA-M3 Sem mitose – PML/RARA 2.100 21.000 

62 4 anos LMA-M1 46, XY, t(8;21)(q22;q22) [15]/ 46, XY [5] NA NA 

64 9 anos LMA-M1 46, XX, del(1)(q21q24?) [3]/ 46, XX [17] 114.600 NA 

65 16 anos LMA-M3  Sem mitose 1.600 NA 

66 1 ano LMA-M7 Sem mitose – positivo para o rearranjo do gene MLL NA NA 

67 14 anos  LMA-M5 Sem mitose- MLL negativo NA NA 

68 13 anos LMA-M4 46, XY [20] NA NA 

69 2 anos LMA-M5 46, XY, t(1;11)(q21;q23) NA NA 

70 15 anos LMA-M5 46, XY [30] 53.400 23.000 

72 9 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17)(q22;q21) 13.400 48.000 

73 12 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17)(q22;q21) 140.000 37.000 

74 6 anos LMA-M3 46, XX[25] 306.480 16.000 

75 1 anos LMA-M3 Sem mitose – PML/RARA 11.000 10.000 

77 8 anos LMA-M4 46, XY, del(7)(q21) 68.200 147.000 

78 1 ano LMA-M5 46, XX, t(9;11)(p22;q23) 150.000 54.000 

79 13 anos     LMA-M3 46, XY[25] – PML/RARA 24.700 33.000 

80 9 anos LMA-M1 46,XX,der(2)t(2;3)(q2?;?),t(3;13)(q13;p11),der(5)t(3;5)(?;q35), 
t(16;21)(p11;q22) 

5.040 51.000 
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NA- Não avaliado 
 
  

82 13 anos LMA-M1 45, X, -X, t(8;13)(q22;q34) [18]/ 46, XX, t(8;13)(q22;q34) [1] 
   

 

NA NA 

83 7 meses LMA-M2 47, XX, +8, t(11;19)(q23;p13) 
 

20.180 442.000 

84 16 anos      LMA-M1 46, XX, t(6;11)(q27;q23) NA 16.000 



130 

 

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 
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amostra de aspirado de medula óssea ou sangue periférico será encubado e será 

cultivada, a partir deste material, uma cultura celular, onde o objetivo é obter 

metáfases, as quais serão devidamente estudadas, por microscopia óptica, 

apontando as anomalias cromossômicas envolvidas na LMA da infância. 

 Para exames envolvidos neste estudo será utilizada uma parte do material 

(sangue) obtido para realização de exames rotineiros. 

 

 

RISCOS 

 

 O seu tratamento será o mesmo caso você participe ou não deste estudo. A 

coleta de aspirado de medula óssea ou sangue periférico para o estudo coincidirá 

com a coleta de aspirado de medula óssea ou sangue periférico para os exames 

rotineiros de forma a não ser prevista punção de medula óssea ou venosa adicional. 

Essas punções para exames laboratoriais, que são parte de seu tratamento regular, 

podem resultar em dor no local da punção ou manchas rochas transitória chamadas 

de esquimoses. No entanto, essas coletas de material não oferecem maior risco à 

sua saúde, uma vez que, são realizadas por profissionais especializados. 

 

 

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 do Câncer I / INCA e 

equipe de pesquisadores envolvidos. Seu nome não será revelado ainda que 

informações de seu registro médico sejam utiliadas para propósitos educativos ou de 

publicação, que ocorrerão independentemente dos resultados obtidos. 

 

 



132 

 

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. 

 

 

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. Maria Luiza Macedo 

Silva no telefone (21) 22566701. Se você tiver perguntas com relação a seus direitos 

como participante do estudo clinico, também pode com uma terceira pessoa 

imparcial, a Coordenadora do Comitê de Ética do Instituto Nacional do Câncer Dra. 

Adriana Scheliga – Rua André Cavalcanti, 37, telefone (21) 32331410. 
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DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA 
 

 
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. 

Entendo e poderei ser submetido a exames de sangue adicionais aos 
necessários a meu tratamento e não receberei compensação por minha participação 
neste estudo. 

 
 
Eu recebi uma cópia assinada deste formulário de consentimento. 
 
 
 
 

_________________________________    ___ / ___ / ___ 
(Assinatura do Paciente)      dia    mês    ano 
 
 
 

___________________________________________________________ 
      (Nome do Paciente – letra de forma)   

 
 
 

_________________________________    ___ / ___ / ___ 
(Assinatura de testemunha, se necessário)    dia    mês    ano 
 
 

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)   dia    mês    ano 
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