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RESUMO

Introdugao: A leucemia promielocitica aguda (LPA) é causada pela translocagdo 1(15,17)(q24;q21), cujo produto é a oncoproleina
de fusdao PML-RARa (leucemia promielocitica-receplor alfa do dcido retinoico). A morfologia dos promieldcitos leucémicos é
habitualmente caracteristica, com presenga de taggot cells (células em magos ou feixes) e granulagoes citoplasmdticas grosseiras;
0 imunofenotipo é caracleristico na maiovia dos casos. Porém, o diagnaostico laboratorial definitivo deve ser feito pela deleccio
da 1(15;17) ou pela oncoproteina PML-RARa. Objetivos: Comparar a cilomorfologia, a citometria de fluxo e a cilogenélica
cldssica de amostras de medula dssea de pacientes com LPA atendidos no Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parand (CHC-UFPR), bem como descrever as possiveis discrepancias entre as metodologias. Método: Andlise retrospectiva
dos casos de LPA atendidos no CHC-UFPR entre janeiro de 2000 e julbo de 2018. Resultados: Dos 88 pacientes (42 homens e
46 mulheres; média de idade: 34 anos), 42,1% apresentaram prognostico de allo risco. A citometria de fluxo foi realizada em
83 casos (94,3%); o cariotipo, em 79 casos (89,7%), mas a translocacdo Joi confirmada em apenas 53 (60,2%) casos. Dos 28
pacientes com cariotipo ndo conclusivo, 14 (15,9%) tinbam a presenca do transcrito PML-RARo. No fotal, 35 pacientes (39,8%)
realizaram a pesquisa do gene PML-RARa. por biologia molecular. Quarenta e cinco pacientes (51,1%) obtiveram diagnostico
concordante entre as metodologias (morfologia, citometria de fluxo e citogenética). A sobrevida global foi de 67% em 4,8 anos,
com 29 6bitos. Conclusdo: A confirmagdo genética foi realizada em 76,1% das amostras, sendo 60,2% por citogenética e 15,9%
por biologia molecular. Houve discordancia entre as metodologias e baixa sensibilidade da citogenética convencional, o que
demonstra a importancia da realizagdo de técnicas moleculares para confirmacdo diagndstica.

Unitermos: leucemia promielocitica aguda; citogenética; biologia molecular; citometria de fluxo/citologia.

ABSTRACT

Introduction: Acute promyelocytic leukemia (APL) is caused by t(15;17) (q24;q21) translocation, which product is the fusion oncoprotein
PML-RAR . (promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor alpha). The morphology of leukemic promyelocytes is usually characteristic,
with the presence of faggot cells and coarse cytoplasmic granulations; immunophenotype is characteristic in most cases. However, definitive
laboratory diagnosis should be performed by detecting t(15;17) or by PML-RARo. fusion protein. Objectives: To compare cytomorphology,
flow cytometry, and classical cytogenetic of bone marrow samples from patients with APL, treated at the Complexo Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parand (CHC-UFPR), as well as describe the possible discrepancies between the methodologies. Method:
Retrospective analysis of APL cases treated at the CHC-UFPR from January 2000 to July 2018. Results: Eighty-eight patients (42 man/
46 woman; mean age: 34 years), 42.1% of them presented a high-risk prognosis. Flow cytometry was performed in 83 cases (94.3%);
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karyotype was performed in 79 cases (89.7%), but translocation t(15;17) was confirmed in only 53 cases (60.2%). From the 28 patients
with a non-conclusive karyotype; fourteen (15.9%) of them presented the PML-RARa. transcript in the molecular analysis. In total, 35
patients (39.8%) performed research of the PML-RAR . gene by molecular biology. Only 45 patients (51.1%) presented concordant diagnosis
among the three technical exams (morphology, flow cytometry and cytogenetics). Overall survival was 67% at 4.8 years, with 29 deaths.
Conclusion: Genetic confirmation was observed in 76.1% of samples, 60.2% by conventional cytogenetics and 15.9% by molecular biology.
There was a disagreement between the methodologies, and a low sensibility of the conventional cytogenetics, demonstrating the importance
of performing molecular techniques for diagnostic confirmation.

Key words: acute promyelocytic leukemia; cytogenetics molecular biology; flow cytometry/cytology.

RESUMEN

Introduccion: La leucemia promielocitica aguda (LPA) es causada por la translocacion 1(15;17)(q24,921), cuyo producto es la
oncoproteina de fusion PML-RARo. (proteina de la leucemia promielocitica-receplor alfa de dcido retinoico). La morfologia de los
promielocitos lercémicos suele ser tipica, con presencia de células faggot (células en haces) y gruesas granulaciones citopldasmicas;
el inmunofenotipo es caracteristico en la mayor parte de los casos. No obstante, el diagnastico final de laboratorio debe ser
hecho por la deteccion de la 1(15;17) o por la oncoproteina PML-RAR«. Objetivos: Comparar la citomorfologia, la citometria de
Jlujo y la citogenética cldsica de muestras de médula dsea de pacientes con LPA asistidos en el Complexo Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand (CHC-UFPR), asi como describir las posibles discrepancias entre los métodos. Método: Andlisis
retrospectivo de los casos de LPA asistidos en el CHC-UFPR entre enero de 2000 y julio de 2018. Resultados: De los 88 pacientes
(42 hombres y 46 mujeres; edad promedio: 34 aios), 42,1% presentaron prondstico de alto riesgo. Cifometria de flujo se realizo
en 83 casos (94,3%); cariotipo en 79 casos (89,7%), pero la translocacion se confirmo en solo 53 (60,2%) casos. Entre los 28
pacientes con cariotipo no concluyente, 14 (15,9%) presentaron el transcripto PML-RARo. En lotal, 35 pacientes (39,8%) realizaron
la pesquisa del gen PML-RAR por biologia molecular. Cuarenta y cinco pacientes (51,1%) tuvieron diagnistico acorde entre
los métodos (morfologia, citometria de flujo y citogenética). La supervivencia global fue de 67% en 4,8 arios, con 29 muertes.
Conclusion: Hubo confirmacion genética en 76,1% de las muestras, siendo 60,2% por citogenética y 15,9% por biologia celular.
Hubo desacuerdo entre los mélodos y baja sensibilidad de la citogenética convencional, lo que demuestra la importancia de la
realizacion de técnicas moleculares para confirmacion diagndstica.

Palabras clave: leucemia promielocitica aguda; citogenética; biologia molecular; citometria de flujo/citologia.

INTRODUQAO A presenca de promieldcitos leucémicos € ocasionalmente,
observada no sangue periférico; no entanto, a andlise da medula
0ssea € essencial para o diagndstico, principalmente nos casos de
pancitopenia grave®. A LPA pode se apresentar como morfologia
tipica, com promielécitos hipergranulares ou na forma
microgranular. Na forma hipergranular, o tamanho e a forma do
nucleo sdo irregulares e o citoplasma € marcado por varios granulos
densos, agrupados na forma de bastoes de Auer, que caracterizam as

células fzggot (em maco ou feixe). Na forma hipogranular, o niicleo

A leucemia promielocitica aguda (LPA) € um subtipo de
leucemia mieloide aguda (LMA), com caracteristicas clinicas,
morfoldgicas e moleculares dnicas, descrita pela primeira vez
em 1957 por Hillestad”. A LPA € caracterizada pela presenca da
translocacdo t(15;17)(q22; q21)®, que resulta na quebra e fusdo
do gene da leucemia promielocitica [promyelocytic lewkemia
(PML)], localizado no cromossomo 15, com receptor 4cido

retinoico alfa [retinoic acid receptor alpha (RARw)], localizado
no cromossomo 17. O produto final da translocagio € a fusdo dos
genes que codificam as proteinas hibridas PML-RARa. e RARo-
PML®, oncoproteinas com sensibilidade a acdo retinoide®. Essa
oncoproteina provoca interrupcao da maturagio e do acimulo de
células no estgio de promieldcitos anormais na medula dssea®.
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é bilobado e o citoplasma possui pouco ou nenhum granulo®.

Embora o diagndstico morfoldgico seja altamente sugestivo
de LPA, isso ndo € suficiente para caracteriza-lo; é necessdrio o uso
de exames complementares como citoquimica, citometria de fluxo
multiparamétrica (CFM) e técnicas de citogenética convencional
e molecular. Na andlise citoquimica, os promieldcitos neoplasicos
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marcam fortemente com as reagdes de mieloperoxidase ou negro
de Sudao®. 0 estudo do imunofenctipo pela CFM evidencia a
presenca de blastos com alta autofluorescéncia, que expressam
marcadores mieloides, como CD117, CD13 e CD33; este dltimo
com padrio homogéneo de intensidade de fluorescéncia, no
qual o marcador de células precursoras hematopoiéticas CD34
e 0 antigeno leucocitirio humano (HLA)-DR sdo geralmente
negativos. Diferentemente dos promielocitos normais, os
marcadores indicativos de maturidade mieloide CD11b e CD15
s20 negativos ou de expressao muito baixa. Por ser um método
rapido, a CFM reforca a suspeita diagnostica de LPA e auxilia na
indicacdo terapéutica precoce, mas ndo é um método adequado
para o diagnostico definitivo, que deve ser realizado por técnicas
citogenéticas e moleculares®. E importante enfatizar que as trés
metodologias ndo sdo exclusivas, mas complementares para o
diagndstico preciso da LPA.

Embora todos os pacientes com LPA apresentem t(15;17)
ou uma variante dessa translocacdo, com métodos citogenéticos
convencionais, essas translocacdes sio detectadas em apenas
70%-96% dos pacientes no diagndstico. Casos raros de LPA sem a
classica t(15;17)(q21.1;q21.2) em estudos citogenéticos de rotina
foram descritos com variantes complexas das translocagdes,
cromossomo adicional ou com insercdo submicroscopica de
RARa na PML, levando a expressao de transcricio PML-RAR0.!?.,

OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo comparar os resultados obtidos
na andlise morfologica da medula dssea, no imunofendtipo por
citometria de fluxo e na citogenética convencional de pacientes
com LPA atendidos no Complexo Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Paran4 (CHC-UFPR).

METODOLOGIA

Andlise retrospectiva de pacientes com  diagndstico
morfoldgico suspeito de LPA tratados no CHC-UFPR entre janeiro
de 2000 e julho de 2018.

Os resultados da morfologia da medula dssea, dos citogenéticos
classicos e da CFM foram consultados nos prontudrios e os dados
comparados, buscando analisar a concorddncia entre as trés
metodologias.

A CFM foi realizada no BD FACS Calibur™ utilizando
painéis de quatro cores, marcando com as seguintes combinagdes
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de anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos:
isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e
peridinina-clorofila-proteina (PerCP) ou ficoeritrina-cianina 5
(PE-Cy5), fluorocromo e aloficocianina tandem (APC),
direcionados contra antigenos de superficie: CD11b, CD13, CD14,
CD15,CD19, CD33, CD34, CD36, CD38, CD45, CD56, CD64, CD117,
CD123, HLA-DR. Além disso, a expressdo de MPO, CD79a e CD3
também foi explorada no nivel citoplasmatico. Apds o ano de
2017, FAGS Canto 1I™ foi introduzido e foi realizado o painel
Euroflow de oito cores em todos os casos de leucemia.

A citogenética convencional foi realizada conforme descricao
de Gus (2011)™. A andlise molecular do transcrito PML-
RARo. comecou a ser sistematicamente realizada apds o ano
de 2006, quando o CHC-UFPR entrou no estudo corporativo
brasileiro denominado Consorcio Internacional sobre Leucemia
Promielocitica Aguda [International Consortium on Acute
Promyelocytic Leukemia (IC-APL)]". ApGs esse ano, todos os
pacientes que realizaram andlise molecular foram considerados
para confirmaco da doenca.

Selecdo de pacientes

Inicialmente, 95 pacientes com diagndstico citomorfologico
suspeito para LPA foram selecionados entre janeiro de 2000 e julho
de 2018.

Foram excluidos quatro pacientes que nao foram submetidos
a citogenética e citometria de fluxo para comparagdo. Apos a
revisdo morfologica e da citometria de fluxo, outros dois pacientes
diagnosticados com LMA com alteragdes relacionadas com
mielodisplasia e um confirmado como leucemia monoblastica
aguda sem outras especificacdes (SOE) também foram excluidos.
Os perfis citogenéticos desses pacientes estao descritos na Tabela 1.

Para calcular a sensibilidade e a especificidade da andlise
citogenética cldssica, excluimos os nove casos em que o exame
ndo foi realizado e consideramos os 82 casos restantes (53 casos
positivo-verdadeiros, 26 casos falso-negativos e trés casos negativo-
verdadeiros). No houve casos falso-positivos nesta coorte.

TABELA 1 — Cari6tipo e diagnostico dos trés pacientes excluidos do estudo

Paciente Cariotipo Diagndstico final

(39~46,XY,del (7) (q22),del (9)
! @D ﬁ:ﬁl(;?)zgp [1 033)][; P16y com mielodisplasia

2 46XYde(11))(q23)[2]/46,XY[6]

46, XY, del(7) (q32)
[3]/47 XYsl,+8([31]

com mielodisplasia

3

LMA com alteragdes relacionadas

LMA com alteracOes relacionadas

Leucemia monobldstica aguda SOE

LMA: leucemia mieloide aguda; SOE: sem outras especificagoes.
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RESULTADOS

Foram avaliados 88 pacientes — 42 homens e 46 mulheres —,
com idade mediana de 34 anos (variando de 12 a 78 anos).

Apenas 66% dos casos puderam ser classificados de acordo
com o risco progndstico devido a disponibilidade dos dados.
A mediana das plaquetas nesse periodo foi de 31 x 10%1
(intervalo de 7 x 10%1 a 528 x 10%1), e a dos leucdcitos, de
5,48 x 10%1 (intervalo de 63 x 10%/1a 122,92 x 10%1). Como
resultado, 11 pacientes (19,3%) foram classificados como
de baixo risco; 22 (38,6%), como risco intermedidrio; e 24
(42,1%), como alto risco.

Aandlise morfol6gica da medula dssea ou do sangue periférico
foi considerada o padrao-ouro do estudo. Apenas dois casos sem
andlise da medula ossea foram incluidos, os quais exibiram
morfologia sanguinea periférica altamente sugestiva de LPA.
Dez casos de morfologia microgranular ou morfologia variante
(ndcleos em forma de halteres e poucos granulos citoplasmaticos)
foram observados. A analise citoquimica da mieloperoxidase
(MPO) foi positiva em todas elas.

Dos 88 pacientes com andlise morfoldgica sugestiva de LPA,
83 realizaram exames de CFM (94,3%) (Figura 1).

A andlise citogenética convencional foi realizada em 79 casos
(89% da amostra), mas a translocacio (15; 17) foi confirmada
em 53 casos (60,2%). Treze pacientes tinham cariétipo normal e
cinco ndo tinham metéafase para avaliacio. Nove pacientes nio
realizaram o cariotipo, sete deles antes da entrada no estudo do
Consércio Internacional (IC-APL). Esses dados sdo apresentados

na Figura 2.
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FIGURA 1 — Testes CFM sugestivos de LPA (sim, ndo ou ndo realizado), antes e depois de
20006, e no periodo total do estudo

CFM: citometria de fluxo multiparamélrica; LPA: leucemia promielocitica aguda; NR: ndo
realizado.
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FIGURA 2 — Cilogenélica convencional de pacientes com translocagdo 1(15; 17) presente,
ausente ou ndo realizada antes de 20006, depois de 2006 e no periodo total do estudo

NR: ndo realizado.

Como esperado, a especificidade da citogenética classica foi de
100% nos casos com suspeita morfoldgica, mas a sensibilidade foi
de 67% (53 casos positivo-verdadeiros e 26 casos falso-negativos),
quando os casos ndo realizados foram considerados.

A busca pelo transcrito PML-RARo por biologia molecular
foi realizada pelo estudo IG-APL desde dezembro de 2005 em 35
pacientes (39,8%), todos positivos. Em relacio aos 26 pacientes
com cariétipo ndo conclusivo, 14 (53,8% dos testados, 15,9% do
total de casos) confirmaram a presenga do transcrito PML-RAR.
por andlise molecular.

No total, 35 pacientes (39,8%) realizaram pesquisa do gene
PML-RAR«. por biologia molecular, e as amostras foram enviadas
para Ribeirdo Preto, no estudo IC-APL.

Antes de 2006, foram encontrados sete casos sem analise
citogenética, quatro sem metafase e cinco com cariétipo normal.
Apds esse perfodo, apenas dois pacientes nao realizaram o cariétipo e
um caso néo apresentou crescimento de metéfases na cultura celular.

Dos pacientes com translocagdo t(15;17) confirmada, houve
alteraces citogenéticas adicionais em seis pacientes; destes,
dois foram considerados cariotipos complexos. Oito pacientes
apresentaram alteracdes citogenéticas: +8 (2 =2),del11q (n=1),
dell7p (n = 2) e cromossomos marcadores (7 = 1), mas sem
translocacdo t(15;17).

Um caso nesta amostra apresentou a translocagio variante
t(11; 17)(q13;q21), e um caso, translocagio tripla t(5;15;17)
(q13;924;q21).

Normalmente, a translocacao que envolve os cromossomos 15
e 17 ou suas variantes foi detectada por citogenética convencional
em 60,2% dos casos e confirmada por andlise molecular em 15,9%,
totalizando 76,1% das amostras confirmadas por métodos genéticos
nesta coorte. Esses resultados sao mostrados na Tabela 2.
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TABELA 2 — Resultados do caridtipo e da fusao PML-RAR«.

Paciente Cariotipo Fusdo PML-RARa.
1,5,7,12,13, 14,17, 34, 86 Nio realizado NR
9,15,19,e29 Sem metdfase NR
47 Sem metdfase Sim
25 Cariotipo normal 46,XY[20] NR
26 Cariotipo normal 46,XX[15] NR
31 Cariotipo normal 46,XX[9] Sim
33 Caridtipo normal 46,XX[20] NR
36 Cariotipo normal 46,XY[5] Sim
40 Cari6tipo normal 46,XY[20] NR
41 Cari6tipo normal 46,XX[21] NR
60 Cariotipo normal 46,XX[20] Sim
63 Cariotipo normal 46,XY[20] NR
68 Cariotipo normal 46,XX[11] Sim
75 Cariotipo normal 46,XX[3] Sim
78 Cariotipo normal 46,XX[13] Sim
84 Cariotipo normal 46,XY[20] Sim
2 46,XY,t(15;17) (q24,721)[02] NR
3 46,XY,£(15:17) (q24;,q11) [19] /46, XY[1] NR
4 46, XX t(15:17) (q24;q11)[10] NR
6 46,XX,t(15;17) (q24;q21)[13] NR
8 46, XY1(15:17) (q24;q21)[19] /46 XY[01] NR
10 46,XY,t(15,17) (q24;q21) [11]/46,XY[5] NR
11 46, XXt(15;17) (24,2 D [11] NR
16 46 XY,t(15;17) (q24;q11) [6] / 46, XY[14] NR
18 46,XV,£(15;17) (q24;q11) [4]/46 XY [08] NR
20 46,XY,t(15;17) (q24;q11) [12] / 46.XY [5] NR
21 46,XX,t(15;17) (q24;q21) [1]/46,XX[1] NR
2 46,XX,t(15;17) (q24;q11)[3] / 46,XX[20] NR
23 46,XX,t(15;17) (q24;q11) [15]/46 XX[5] NR
24 46,XX,t(15;17) (q24;q21)[2]/46,idem, del (1) (p22) [6]/46,XX[2] NR
27 46,XX,t(15;17) (q24;q21) [14]/46 XX[6] NR
32 46,XY1(15;17) (qR4;q1 1) [11] /46, XY[9] NR
35 46,XX,t(15;17) (q24;q21) [7]/46 XX[13] NR
37 46, XX t(15;17) (q24;q11-21) [5]/ 46, XX[11] Sim
39 46,XX, t(15;17) (q24;q21) [18] / 46,XX [2] NR
42 46,XXt(15;17) (q24;q21)[11]/ 46, XX[10] NR
43 46,XY,1(15;17) (q24;q21) [5]/ 46,XY[9] Sim
44 46, XX,6(15:17) (q24;q11) [14] / 46, XX[6] Sim
45 46.XY,1(15;17) (q24:q21) [15]/46 XY[5] Sim
50 46,XX,t(15;17) (q24;q21) [7]/46 XX[13] Sim
51 46,XX,t(15;17) (q24;q21)[20] Sim
52 46,XX,t(15;17) (q24;q21) [5]/46,XX[21] NR
55 46,XY[11]/246,XY,£(15:17)[2] NR
56 46,XY1(15;17) (q24;q21)[41 /46 XY[16] NR
57 46,XY1(15;17) (q24;q21)[12] /46 XY[8] NR
62 46,XY1(15;17) (q24;q21) [13]/46 XY[2] Sim
64 46,XY1(15;17) (q24;q21) [15]/46 XY[5] Sim
65 46,XX,t(15;17) (q24;q21) [13] /46 XX [4] NR
66 46,XX,t(15;17) (q24;q21) [13]/46, XX[1] Sim
70 46,XYt(15;17) (q24,q2D [ 15] Sim
72 46,XX,t(15;17) (q24;q21)[5]/46,XX[23] NR
74 46, XY1(15;17) (q24;q21)[18] /46, XY[6] NR
76 46, XY,(15;17) (q24;q21) [04]/46,XY[03]
79 46,XY,£(15;17) (q24) (q21)[5] NR
80 46, XY,(15;17) (q24) (q21)[81/46 XY[11] Sim
81 46, XY1(15;17) (24,21 [11]/46 XY[4] Sim
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82 40, XX,t(15;,17) (q24,q21) [17] Sim
83 46,XY.1(15;17) (q24;q21) [4]/46 XY[9] Sim
85 46,XY1(15;17) (q24;q21)[9]/46, XY[20] NR
87 46,XX,t(15;17) (q24;q21)[13]/46 XX [2] Sim
83 46,XX,t(15;17) (q24;q21)[19]/46 XY[1] NR
48 46, XX1(5;11) (q31;023);(15;17) (q24;q21) [8] /46 XX[7] Sim
49 46,XY,inv(9) (p12q13),t(15;17) (q24;q21) [20] Sim
54 46,XX,t(15;17) (q24;q21), add(16) (p?) [20] NR
67 46, XX t(15,17) (q24;921) [9]/46,s1. del (11) (q23) [2] /46, XX[9] Sim
46 46,XY,1(15;17) (q24;q21) [6]/47 81, +8[4] /47 sdLinv(9) (p11q13) 7]/ 46, XY[6] Sim
77 46-47 X2-X[11],26(15;17) (q24;q21) [4],+mar[ 18],+marX2[3] [cp26] /46,XX[2] Sim
71 46,X,7del (X) (q21),2t(5;15;17) (q13;q24;q21),2del (18) (p10) [ 14] NR
58 44~46 XX, 2+8 t(11;17) (q13;q21),-14,del (22) (q11) [9]/46,XX[12]

28 47 XX,-6, +mar,+21[03]/46,XX,-6,+mar[14] NR
30 46,XX, del(17) (p11) [11] / 46,XX [16] NR
38 46,XX,-E,+mar [7] / 46 XX [14]

53 47 XY, +8[9]/46,XY[21]

59 46,XY.del(11)(q23) [2]/46,XY[18] Sim
61 Complex karyotype 7 and 11 [22]/46,XX[2] Sim
69 47 XY?+8[6]/46 XY[16] Sim
73 46,XY,2del (17) (q24) [5]/46, XY[13] Sim

PML-RARa.: gene da leucemia promielocitica-receptor alfa do dcido retinoico; NR: ndo realizado;

Houve cinco casos de discordancia entre morfologia,
citometria de fluxo e citogenética convencional e 32 casos de
concordancia apenas entre imunofenotipo e morfologia, com
cariotipo normal em 13 e auséncia de metafases em cinco. Nove
ndo realizaram cultura e seis realizaram outro cari6tipo.

Apenas 45 pacientes (51,1%) apresentaram diagndstico
concordante entre os trés exames (morfologia, citometria de fluxo
e citogenética convencional) (Figura 3).

Janeiro 2000 a julho de 2018

Morfologia da medula dssea Imunofenotipo

Citogenética

FIGURA % — Diagramas relacionados com morfologia da medula dssea, imunofenotipo e
cilogenética para pacientes diagnosticados de janeiro de 2000 a julho de 2018
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sim. positivo.

Tratamento e acompanhamento

A maioria dos pacientes recebeu terapia com 4cido all-trans-
retinoico (ATRA) (45 mg/m? por via oral até a remissdo completa),
iniciada o mais rdpido possivel apds o diagndstico presuntivo de
LPA, com base nas caracteristicas morfoldgicas, no imunofenotipo
e no julgamento clinico. Entre 2001 e 2006, o protocolo de
tratamento baseou-se na combinago de ATRA com quimioterapia
(daunorrubicina 60 mg/m? e mitoxantrona 10 mg/m?), seguida
de consolidacio com transplante autdlogo de medula 6ssea. Apos
2006, o protocolo de indugdo foi substituido pela antraciclina nos
dias 2, 4, 6 e 8, associado a0 ATRA, de acordo com o algoritmo de
tratamento proposto pelo IC-APL, em 200672,

Em um segmento médio de 4,83 anos, 59 pacientes estdo
vivos com resposta completa (sobrevida global de 67%). Houve 18
mortes precoces (até trés meses de terapia) e 11 mortes tardias,
sendo seis mortes por recaida confirmada. Quatorze das 29 mortes
relatadas ocorreram em pacientes de alto risco (48,3%).

DISCUSSAO

ALPAé&um tipo de leucemia causada pela translocacao t(15; 17)
(q24;q21), cujo produto é a oncoproteina PML-RAR«. A avaliagio
clinicomorfologica inicial do LPA € essencial para o inicio precoce
da terapia; no entanto, sabe-se que nem sempre € conclusiva®.



Aline C. Hey; Ana Paula Azambuja; Yara Carolina Schluga; Elenaide C. Nunes; Rodrigo Miguel Bendlin; Valderez R. Jamur

A LPA requer atencdo especial entre os subtipos de LMA para
suas implicacdes progndsticas e terapéuticas. Com a terapia atual,
70%-80% dos pacientes permanecem livres de doenca por pelo
menos cinco anos'™, Pacientes com proteina de fusao PML-RARo.
apresentam coagulopatia; 40% deles desenvolvem sangramento
grave, como pulmonar e cerebral, que pode ser letal"®. Devido a
essa complicacio, a LPA foi, por muitos anos, considerada um dos
subtipos mais fatais da LMA. Contudo, com a introducdo do ATRA
como tratamento, tornou-se a forma mais curével de LMA®®.

0 diagndstico definitivo de LPA deve ser confirmado por
técnicas capazes de detectar a translocacdo t(15;17)(q24;q21)
ou o rearranjo PML-RARa, ou alteracdes que envolvem o gene
RARa. Citogenética convencional, hibridizacao fluorescente
in situ (FISH) e reacdo da transcriptase reversa seguida de reacao
em cadeia da polimerase (RT-PCR) sdo as opcles disponiveis.
A técnica FISH tem sensibilidade mais baixa que a RT-PCR, mas
€ mais especifica.

0 cariétipo convencional tem a vantagem de permitir o
diagnostico de alteracdes citogenéticas adicionais, no entanto,
o tempo de execucdo é maior e o nimero e a qualidade das
metdfases podem variar®. Casos raros de LPA sem a t(15;17)
(q24;,q21) cldssica em estudos citogenéticos de rotina foram
descritos com translocacOes variantes complexas, cromossomos
adicionais ou com inser¢do submicroscopica do RARo na PML,
levando 2 expressio do transcrito PML-RARQ™. Apesar das
limitagoes da técnica, a citogenética parece ter boa especificidade
e valor preditivo positivo nessa patologia.

No presente estudo, a translocacio t(15;17) ou suas variantes
foram confirmadas pela andlise citogenética convencional em
apenas 60,2% da amostra (53 casos), e 14 (15,9%) pacientes
adicionais com cari6tipo inconclusivo puderam ser confirmados
pelo presenca do transcrito PML-RARa. por andlise molecular.
No total, 76,2% das amostras dessa coorte foram confirmadas
por métodos genéticos. Esse resultado é semelhante ao obtido por
Berger e Coniat (2000)"%, em que 62,8% dos 121 pacientes
estudados apresentaram essa alteracdo citogenética. Como
esperado, a especificidade da citogenética cldssica foi de 100% neste
estudo, mas a sensibilidade foi bastante baixa (67%). Segundo a
literatura, a translocacio t(15;17) estd presente em até 90% dos
casos em alguns estudos'”. O baixo percentual de deteccdo de
translocacdo na citogenética convencional pode ocorrer devido a
limitacao da técnica, uma vez que a andlise pode ser realizada em
células que nao pertencem ao clone neoplasico (clone normal),
podendo haver dificuldades em identificar a translocacéo, ou

297

mesmo em razdo da presenca de rearranjos enigmdticos que
mascaram a translocagao ',

Neste estudo, em cinco casos, nao houve sucesso na obtencao
da metafase; quatro deles ocorreram antes de 2006. Além disso, o
grande ntimero de testes ndo realizados (sete casos antes de 2006 e
dois casos apos essa data) pode ser explicado pela auséncia de um
protocolo rigido para avaliagdo e acompanhamento dos pacientes
até esse periodo. A associacdo com o [C-APL"?, estabelecida no
final de 2005, poderia contribuir para o aprimoramento das
ferramentas de diagndstico e para o melhor progndstico em nossa
instituicio, uma vez que foi implementada uma abordagem
padronizada para um diagnostico especifico e imediato, além de
mudangas no tratamento, medidas de apoio e acompanhamento
dos casos. Foi possivel observar um aumento no diagndstico
conclusivo a partir do ano de 2006, quando o protocolo IC-APL foi
introduzido no nosso hospital. Houve uma melhora significativa
de diagndstico correto para a doenca devido ao estabelecimento do
fluxo correto dos testes diagndsticos a serem realizados, resultando
em diminui¢ao no nimero de exames que no foram processados
e em um aumento no diagnostico conclusivo, principalmente
por conta da implantacio do transcrito PML-RARo por biologia
molecular.

Aproximadamente 30% a 40% dos pacientes com LPA
podem ter alteragdes citogenéticas adicionais além da t(15;17).
0s mais frequentes sdo trissomias dos cromossomos 8 e 21,
anormalidades estruturais no cromossomo 9 e isocromossomo
17q®. Neste estudo, foram encontrados dois casos com trissomia
do cromossomo 8 e um caso com delecio no braco longo do
cromossomo 17.

Ademais, em cerca de 2% dos casos, 0 gene RARa. pode ser
fundido com outro gene que no o PML, sendo a proteina com
dedos de zinco da leucemia promielocitica (PLZF) resultante da
t(11;17)(q23;q21), nucleofosmina (NPM) resultante da t(5;17)
(935;21) e aparelho mitGtico nuclear (NUMA) resultante da
t(11;17)(q13;q21)"®. Translocacdes complexas com mais de
dois cromossomos também podem ser encontradas, com 33 casos
comprovados relatados na literatura desde o ano de 2009
Neste estudo, foram encontradas duas translocaces variantes:
a translocacdo t(11;17)(q13;q21) em um caso e a t(51517)
(q13;924;¢21) em outro.

Aimunofenotipagem por citometria de fluxo tem sido ttil para
distinguir a LPA de outros tipos de LMA, uma vez que a auséncia
de expressdo dos marcadores HLA-DR e CD34 € caracteristica,
mas ndo especifica da LPA®Y. A LMA com mutagdes FLT3 e NPM
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sao exemplos de outras doencas que também podem apresentar
negatividade para esses marcadores®’. Essa diferenciacdo é
bastante importante porque essa técnica pode ajudar a orientar a
terapia especifica para a doenca, aumentando a taxa de sobrevida
do paciente com LPA. Em nosso estudo, houve trés pacientes cujo
diagndstico integrado entre morfologia, CFM e citogenética foi
essencial para a exclusdo de LPA.

A andlise da classificagdo de risco baseou-se na classificacio
realizada por Cingam e Koshy (2017)*?. A maioria dos pacientes
deste estudo foi classificada como de alto risco (41,1%), risco
intermedidrio (39,3%) ou baixo risco (19,3%). Esse resultado foi
diferente do encontrado em centros europeus, que apresentam
maior prevaléncia de pacientes de risco intermedidrio (55,5%),
seguidos por pacientes de baixo risco (37,8%) e, por ultimo,
pacientes de alto risco (16,7%)™. A sobrevida global foi de 67%
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