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RESUMO

As leucemias agudas (LAs) constituem um grupo de neoplasias
malignas caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células
hematopoiéticas na medula 6ssea e nos tecidos linféides. As LAs podem
estar relacionadas a anormalidades genéticas, como é o caso da
leucemia promielocitica aguda (LPA) caracterizada pela presenga de
rearranjos cromossdémicos envolvendo o gene da Leucemia
Promielocitica (PML) e o gene Receptor Alfa do Acido Retindico
(RARw), a translocacdo t(15;17)(g22;g21). O gene hibrido PML-RAR«,
presente em 90% dos casos, codifica uma proteina de fusdo essencial
para a patogénese da doenca. Conforme o ponto de quebra do gene
PML, no cromossomo 15, os transcritos bcrl, bcr2 e ber3 podem ser
formados. A correlagdo entre essas isoformas e os parametros clinicos
ainda é controversa. O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia
dos subtipos transcricionais PML-RARe em um grupo de 16 pacientes
portadores de LPA com a translocagdo t(15;17)(g22;921), atendidos no
Servigo de Hematologia do HU-UFSC e avaliar a associacdo desses
subtipos com diferentes parametros clinicos e laboratoriais, como
leucometria, idade, LDH, percentual de blastos, expressdo
imunofenotipica dos marcadores CD34 e CD2 e presenca da mutacio
FLT3-DIT. O método utilizado foi 0 RT-PCR. Os resultados mostraram
uma maior frequéncia das isoformas bcrl e bcr2 e uma associacao entre
0 aumento da contagem de leucécitos e o transcrito bcr2 (P = 0,019).
N&o houve nenhuma associacdo estatisticamente significativa entre os
subtipos moleculares e a idade, LDH e porcentagem de blastos. Esses
resultados sugerem a importancia de analisar a expressao dos transcritos
para o diagndstico e prognéstico, assim como para a terapia
individualizada.

Palavras-chave: Leucemia promielocitica aguda; PML-RARa;
Translocagdo t(15;17)(g21;922).



ABSTRACT

Acute leukemias (LAs) are a group of malignant neoplasms
characterized by the uncontrolled proliferation of hematopoietic cells in
the bone marrow and lymphoid tissues. The LAs may be related to
genetic abnormalities, such as acute promyelocytic leukemia (APL)
characterized by the presence of rearrangements involving the
promyelocytic leukemia gene (PML) and retinoic acid receptor (RAR«)
gene, the translocation t(15;17)(g22;921) . The hybrid gene PML-RARa,
present in 90% of cases, encodes a fusion protein essential to the
pathogenesis of the disease. Depending of the PML’s gene breakpoint in
chromosome 15, the transcript subtypes bcrl, bcr2 and bcr3 may be
formed. The correlation between these isoforms and clinical parameters
is still controversial. The objective of this study was to determine the
frequencies of the PML-RARa transcripts in a series of 16 APL patients
with translocation t(15;17)(q22;921) treated at the Hematology Service
of HU-UFSC and to evaluate the association of these subtypes to
different parameters, like white blood cell (WBC) count, age, LDH,
percentage of blasts, expression of immunophenotypic markers CD34
and CD2 and presence of the FLT3-DIT mutation. The method used was
RT-PCR. The results showed a higher frequency of the bcrl and bcr2
isoforms and an association between increased WBC count and bcr2
transcript (P=0,019). No significant statistical association was found
between molecular subtypes and age, LDH and percentage of blasts. In
conclusion, these data suggest the importance to analyze the expression
of transcripts for diagnosis and prognosis, as well as for the therapy
individualized.

Keywords: Acute promyelocytic leukemia; PML-RARa, Translocation
t(15;17)(q22;921).
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1 INTRODUCAO

Cancer é um termo usado para descrever um grupo de mais de
uma centena de doencas que apresentam em comum a proliferagdo
desordenada de células e a incapacidade de diferenciacdo celular
(LODISH et al., 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Em 2008, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes de 6bitos, o
que corresponde a aproximadamente 13% de todas as mortes no mundo,
e mais de 70% dessas mortes ocorrem em paises de baixa e média renda.
A previsdo é de que as taxas tendem a continuar crescendo, com um
numero estimado de 11 milhdes de mortes em 2030 (OMS, 2012). No
Brasil, as estimativas para 2013, apontam 8.510 novos casos de
leucemia, sendo 300 deles no estado de Santa Catarina (INCA/MS,
2011).

Entre 2000 e 2007, os investimentos do Ministério da Salde
com o atendimento de pacientes oncoldgicos aumentou em 20% ao ano,
atingindo R$ 1,7 bilhdo. Esse valor representa a internacdo de 500 mil
pessoas por ano, 235 mil sessdes de quimioterapia e 100 mil de
radioterapia por més (INCA, 2011). Esses dados mostram que o cancer
consolida-se como um importante problema de salde publica. Assim, o
aumento da eficiéncia no diagnostico laboratorial conduz a uma melhora
na avaliagdo clinica do paciente, o que resulta na escolha de tratamentos
com protocolos terapéuticos individualizados e especificos que podem
diminuir o tempo de internacdo hospitalar, e, dessa forma, diminuir os
custos para o Sistema Unico de Salde e melhorar a qualidade de vida
desses individuos.

1.1 LEUCEMIA

As leucemias agudas (LAS) constituem um grupo de neoplasias
malignas caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células
hematopoiéticas na medula dssea e nos tecidos linfoides, que
posteriormente, atingem a circulacdo periférica e podem se infiltrar em
outros sistemas organicos (SWERDLOW et al., 2008). A proliferacéo
descontrolada de células leucémicas inibe a producdo das células
sanguineas normais, como os leucdcitos, os eritrdcitos e as plaquetas.
Em decorréncia da ndo-funcionalidade dessas células, os individuos
afetados, além de sofrerem de anemia e desordens hemorragicas, estdo
mais sujeitos a infec¢des (ISLAM, 1992).
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As células leucémicas originam-se a partir de uma mutacao
somatica em uma Unica célula-tronco ou célula primordial, a qual forma
0 clone leucémico. A transformacdo leucémica pode ocorrer em
diferentes fases da diferenciacdo de precursores linfoides ou mieloides,
0 que a caracteriza como uma doenca heterogénea, sob 0 aspecto
biolégico e morfolégico. Por constituirem um grupo heterogéneo de
doencas, as leucemias diferem-se quanto a etiologia, patogénese,
prognostico e resposta ao tratamento (PUI; EVANS, 1998; BAIN,
2003). O fato de a leucemia ser uma doenca genética faz com que a
identificacdo das alteracBes nas células blasticas seja imprescindivel
para a identificacdo de subgrupos de pacientes com caracteristicas
clinicas distintas, que orientam o tratamento e a monitoracao da resposta
terapéutica (RUBNITZ; PUI, 1999, SWERDLOW et al., 2008).

Em 2008, a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) estabeleceu
novos critérios para o diagndstico e classificagdo das neoplasias do
sistema hematopoiético e linfoide. A leucemia mieloide aguda foi
subdividida em 7 subcategorias, como mostra 0 Quadro 1.
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Quadro 1 — Classificagdo OMS (2008) para as Leucemias Mieloides
Agudas.

Leucemia mieloide aguda (LMA):

1. LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes;

e LMA com t(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1TZ;

e LMA com inv(16)(p13;022) ou t(16;16)(p13;q22); CBF-
MYH1;

e LMA comt(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL,;

e LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214;

e LMA com inv(3)(q21;g26.2) ou t(3;3)(g21;926.2); RPN1-

EVI1,

e Leucemia Promielocitica Aguda com t(15;17)(g22;q12);
PML-RARq;

e LMA (megacariobléstica) com t(1;22)(p13;913); RBM15-
MKL;

¢ LMA com NPM1 mutado;
e LMA com CEBPA mutado.

2. LMA com alterag6es relacionadas com mielodisplasia;

3. Neoplasias mieloides associadas ao tratamento;

4. LMA néo categorizada nos itens anteriores;

LMA minimamente diferenciada;

LMA sem maturagéo;

LMA com maturacéo;

Leucemia mielomonocitica aguda;
Leucemia monoblastica e monocitica aguda;
Leucemia eritroide aguda;

Leucemia megacariocitica aguda;

Leucemia basofilica aguda;

Pan-mielose com mielofibrose aguda.

5. Sarcoma mieloide;

6. Proliferacdo mieloide relacionada com Sindrome de Down;

7. Neoplasia de células blasticas dendriticas plasmocitoides.

Fonte: Adaptado de Swerdlow et al., 2008.

A leucemia linfoide aguda (LLA) foi subdividida de acordo
com a linhagem em B, T ou NK e B com anormalidades genéticas
recorrentes (Quadro 2) (SWERDLOW et al., 2008). A LLA de linhagem
B pode ser classificada de acordo com o grau de diferenciacdo celular
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em pré-B (B-1), comum (B-II), pré-B (B-11l) e LLA-B (B-1V), e a de
linhagem T em LLA pro-T (TI), LLA pré-T (TII), T cortical (THI), T
madura (T-1V) (BENE et al., 1995; PUI; EVANS, 1998; BASSO et al.,
2001).

Quadro 2 — Classificagdo OMS (2008) para as Leucemias Linfoides
Agudas.

Leucemia linféide aguda (LLA):

1. Leucemia/linfoma linfoblastica B associada a anormalidades
genéticas recorrentes;

e Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(9;22)(q34;q11);
BCR-ABL1,;

e Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(v;11g23), rearranjo
MLL;

e Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(12;21)(p13;
022)TEL-AML1(ETV6-RUNX1);

e Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(5;14)(q31,932)
IL3-CMI;

e Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(1;19)(q23;p13);
TCF3-PBX1;

o Leucemia/linfoma linfoblastica B com hiperdiploidia;

e Leucemia/linfoma linfoblastica B com hipodiploidia.

2. Leucemia/linfoma linfoblastica B, ndo categorizada nos itens
anteriores;

3. Leucemia/linfoma linfoblastica T.

Fonte: Adaptado de Swerdlow et al., 2008.

Entre os subtipos de LMA associada a anormalidades genéticas
recorrentes descritos pela OMS em 2008, esta a leucemia promielocitica
aguda (LPA), a qual é foco deste estudo.

1.2 LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

A LPA é um subtipo de LMA caracterizada pela presenca de
translocacdes cromossdmicas. Entre elas, a t(15;17)(q22;921) é a mais
frequente, detectada em mais de 90% dos casos (JACOMO et al.,
2008).

Como resultado dessa translocacdo pode-se observar uma
parada na maturacdo das células da linhagem mieloide no estagio de
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promieldcitos (GANZITTI et al, 2010). Morfologicamente, o0s
promieldcitos anormais possuem nuacleo excéntrico, disforme e
abundantes granulagdes no citoplasma. Além disso, podem apresentar
multiplos bastonetes de Auer, o que da a estas células a denominacao de
Faggot cells (SAGRILLO et al., 2005).

Os sinais e sintomas normalmente s&o comuns as outras LMAs
como febre, emagrecimento, palidez, sangramentos, prostracdo e
fraqueza. Ocorrem predominantemente em adultos jovens com quadro
clinico de leucopenia e coagulopatia, a qual se caracteriza por estados
hemorragicos com coagulacao intravascular disseminada (CIVD) que €
a manifestacdo mais notdria da doenga (TALLMAN; ALTMAN, 2009;
ZHOU et al., 2006).

A LPA ¢ uma malignidade hematoldgica que combina
alteragBes genéticas e epigenéticas no processo de leucemogénese e
alteragdes cromossOmicas estruturais que influenciam no equilibrio
dindmico da cromatina na regido promotora de alguns genes (LEAL et
al., 2009).

Geneticamente, ela estd associada com alteracBes
cromossdmicas estruturais, como a translocacdo cromossdmica t(15;17),
que é o resultado da quebra e fusdo do gene da Leucemia Promielocitica
(PML), localizado no brago longo do cromossomo 15, com o gene
Receptor Alfa do Acido Retindico (RARa), localizado no brago longo do
cromossomo 17 (Esquema 1) (JACOMO et al., 2008). A presenca dessa
alteragdo genética confere bom progndstico para os pacientes portadores
de LPA (SWERDLOW et al., 2008; BACHER et al., 2009). Embora a
t(15;17)(g22;921) seja a mais frequente, outras fusbes alternativas, em
menor frequéncia, podem ocorrer, com o gene PLZF (Promyelocytic
Leukemia Zinc Finger) da t(11;17)(g23;q21), com o NPM
(Nucleophosmin) da t(5;17)(935;921), com o NuMA (Nuclear Matrix—
associated) da t(11;17)(g13;921), e com 0s genes parceiros STATSb
(Signal Transducer and Activator of Transcription 5B) da
dup17(qll;q21) (WANG; CHEN, 2008). O conhecimento da alteracéo
genética é de extrema importancia, pois esta relacionada com a resposta
aos medicamentos utilizados no tratamento, como o Acido
Transretindico (ATRA) (LO COCO, et al., 1999; GRIMWADE; LO
COCO, 2002; OHNISHI, 2007).
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Esquema 1 — Representagdo esquematica da t(15;17)(q22;921).
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Demonstragdo da translocagdo cromossémica reciproca t(15;17)(q22;921)
envolvendo os gene PML e RARo, localizados nos cromossomos 15 e 17,
respectivamente.

Fonte: LEAL et al., 2009.

1.3 GENE PML

A proteina codificada pelo PML encontra-se organizada em
dimeros e atua como supressor de tumor através do controle da apoptose
e diferenciacéo celular (JACOMO et al, 2008). Estudos com células em
cultura sugerem que ele controla a inducdo de apoptose dependente de
p53, supressdo de crescimento e senescéncia celular em resposta a
radiacdo ionizante e transformacdo oncogénica (GRIMWADE, 1999;
ZHONG; SALOMONI; PANDOLFI, 2000; LO-COCO; AMMATUNA,
2006). Além disso, o PML é requerido para a repressao da transcri¢do
mediada por outros supressores de tumor (GURRIERI et al., 2004). A
proteina PML, no nucleo, é detectada fazendo parte de um complexo de
multiproteinas, estruturas nucleares conhecidas como NBs (nuclear
bodies), juntamente com outras proteinas (LEAL et al., 2009).

Na translocacdo cromossdmica t(15;17), o ponto de quebra no
gene PML pode ser variavel, sendo capaz de gerar produtos de tamanhos
diferentes, isoformas do transcrito PML-RARa, entre os pacientes. No
entanto, no mesmo paciente, o transcrito é invariavel, o que demonstra a
natureza clonal do fendbmeno (LEAL et al., 2009). Trés diferentes
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isoformas séo formadas como resultado de splicing alternativo de éxons
do gene: a berl (breakpoint cluster region 1), ou isoforma longa, a qual
deriva de pontos de quebra no intron 6 do gene e é detectada em 55-60%
de casos de LPA; a bcr2 (breakpoint cluster region 2), ou variavel,
derivada de pontos de quebra no éxon 6 e ocorre em cerca de 8% dos
casos; e a bcr3 (breakpoint cluster region 3), ou isoforma curta, que
resulta de pontos de quebra no intron 3 e tem frequéncia de 35-40% em
pacientes com LPA (HASAN et al., 2010).

Estudos indicam que a variabilidade genética, correlacionada a
distribuicdo geogréfica, pode influenciar na frequéncia de um
determinado sitio de quebra do gene PML; contudo, a correlacdo entre
esses subtipos de transcritos e parametros clinicos ainda é controversa
(LEAL et al., 2009).

1.4 GENE RAR«a

O gene RARa codifica 0 Receptor Alfa do Acido Retindico, o
qual faz parte da superfamilia de receptores nucleares de horménios que
atuam como reguladores da transcricdo dependentes do ligante, sdo
capazes de se ligar a segmentos especificos do DNA, denominados
elementos responsivos ao horménio, o qual tem papel fundamental na
diferenciacdo mieloide (LEAL et al., 2009).

Os elementos responsivos ao DNA, denominados Elementos
Responsivos ao Acido Retindico (RARES), estdo localizados nas regides
promotoras dos genes-alvo especificos. A heterodimerizagdo de RARa
com a familia de receptores X retindides é requerida para ligar ao DNA
de forma eficiente. A agdo de RARa e RXR ¢ traduzida pelo sinal
retindide e ativada pelo acido 9-cis-retingico (MISTRY et al., 2003).

Na auséncia do ligante (acido retindico) o RARo forma
heterodimeros que se ligam a segmentos especificos do DNA na regido
promotora de seus genes-alvo associando-se com Co-repressores
transcripcionais, 0s quais recrutam um complexo que contém atividade
histona desacetilase. Esse complexo formado vai produzir a
desacetilagdo de histonas e induzir & condensa¢do da cromatina na
regido promotora, 0 que impede a organizacao dos fatores de transcrigdo
basal e, dessa forma, reprime a transcricdo desses genes (LEAL et al.,
2009). Concentracdes fisioldgicas de &cido retindico (1 nM) sdo capazes
de liberar o complexo do co-repressor nuclear RXR-RARa e recrutar
co-ativadores com atividade de histona acetiltransferase. Como
consequéncia da fusdo PML/RARa, pode ocorrer homodimerizagdo com
outra PML/RARe, € o hibrido ligar-se ao complexo co-repressor histona
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desacetilase com maior afinidade que o0 RARa tipo selvagem. A
liberacdo do complexo hibrido somente é obtida por meio de doses
farmacolégicas (1 pM) de Acido Transretindico (ATRA), 0 que
possibilita a descondensacdo da cromatina e permite assim o
amadurecimento normal da célula (Esquema 2) (OHNISHI, 2007).

Esquema 2 — Representagdo esquematica do complexo RARa e RXR na
auséncia e presenca do acido retingico (AR).

AR em concentragéo fisiologica AR em concentragéo fisiologica

O complexo RARa e RXR, na auséncia de AR, associa-Se a CO-repressores e
ndo ocorre a transcricdo. Em concentragdes fisiolégicas, o AR se liga ao
complexo RARa e RXR, liberando o complexo repressor e recrutando co-
ativadores que vao descondensar a cromatina e permitir que ocorra 0 processo
transcricional.

Fonte: Leal et al., 2009.

Por isso, 0 conhecimento dos processos citogenéticos sdo de
extrema importancia, pois estdo relacionados com a sensibilidade aos
farmacos a serem utilizados no tratamento (LO COCO, et al., 1999).

1.5 TRANSLOCAGCAO PML-RARa,

Em 1977, Rowley e colaboradores, da Universidade de
Chicago, relataram a translocacdo entre o0s cromossomos 15 e
17[t(15;17)] como um marcador genético da LPA (LEAL et al., 2009).

Como citado anteriormente, a translocagdo cromossdmica
reciproca t(15;17) é o resultado da quebra e fusdo dos genes PML
(Promyelocitic Leukemia) e RARa (Retinoic acid receptor alpha). A
consequéncia dessa alteracdo genética é a producdo de dois genes de
fusdo que codificam as proteinas hibridas PML-RARa e RARa-PML
(JACOMO et al., 2008). O hibrido PML-RARw. ¢é expresso em todos os
casos de LPA, enquanto que seu parceiro reciproco de fusdo RARa-
PML é detectado na maior parte dos casos (HASAN et al., 2010), o que
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sugere que 0 PML-RARa tem um papel na leucemogénese da LPA
(LEAL et al., 2009). Como visto anteriormente, os hibridos PML-RARa
retém a maioria dos dominios funcionais das proteinas parentais e atuam
como produtos oncogénicos dominante-negativos, interferindo nas
funcdes da via retindide e do PML (JACOMO et al., 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

A LPA foi o primeiro modelo de doenca genética adquirida
tratada com um medicamento especifico, ATRA, o qual induz
diferenciacdo terminal seguida de apoptose nos promielécitos
leucémicos (JACOMO et al., 2008). Esse progresso no tratamento da
doenca foi atribuido a introdugcdo de novos agentes terapéuticos que
atuam diretamente na lesdo molecular, o qual passou a ser o primeiro
exemplo de sucesso de terapia alvo molecular (LEAL et al., 2009). Com
o0 protocolo de tratamento atual, 80 a 90% dos pacientes se mantém com
sobrevida livre de doenca em cinco anos (TALLMAN; ALTMAN,
2009). Assim, o diagndstico laboratorial preciso e a detec¢do rapida da
presenga da translocacdo ou de seu equivalente molecular é
imprescindivel para definir o diagnostico e a introducdo do tratamento
com ATRA (SAGRILLO et al., 2005).

A técnica de RT-PCR, por ser altamente sensivel e permitir a
identificacdo do ponto de quebra do gene PML e as isoformas do
transcrito PML-RARa é utilizada para confirmacdo do diagndstico
genético, o que € importante para a decisdo terapéutica e
monitoramento da doenca (LEAL et al., 2009). No entanto, muitas vezes
a variabilidade das isoformas do transcrito PML-RARa pode gerar
duvidas na analise do RT-PCR. Dessa forma, o foco deste trabalho foi
analisar a presenca dessas isoformas nas amostras dos pacientes com
suspeita clinica de LPA encaminhados ao Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias da UFSC.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a existéncia de polimorfismos genéticos nas amostras
sanguineas dos pacientes com suspeita clinica de LPA com translocagdo
t(15;17)(g22;921) atendidos pelo Servigo de Hematologia do Hospital
Polydoro Ernani de S&o Thiago e encaminhados ao Laboratorio de
Oncologia Experimental e Hemopatias, da Universidade Federal de
Santa Catarina, no periodo de agosto de 2009 a novembro de 2012.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Caracterizar o perfil de expressao das isoformas da
t(15;17)(g22;921) nas amostras dos pacientes com diagndstico de LPA
antes da primeira terapia e durante o tratamento quimioterapico;

. Comparar o perfil de expressdo da t(15;17)(g22;q21) entre as
amostras analisadas;

. Determinar a frequéncia dos transcritos encontrados nos
pacientes portadores de LPA;

. Analisar se a presenca de alguma isoforma esta relacionada com
a diminuicdo da expressdo dos sintomas durante a detec¢do de doenca
residual minima (DRM) nos pacientes com diagnéstico de LA,

. Associar a presenca de diferentes transcritos com as
caracteristicas clinicas e laboratoriais: leucometria, LDH, percentual de
blastos, idade, expressdo imunofenotipica dos marcadores CD34 e CD2
e presencga da mutacdo FLT3-DIT, no momento do diagndstico e com a
evolugdo clinica dos pacientes portadores de LPA, atendidos pelo
Servico de Hematologia do HU-UFSC.
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4 METODOLOGIA
4.1 CASUISTICA

Foram analisadas todas as amostras sanguineas dos pacientes
atendidos pelo Servico de Hematologia do Hospital Polydoro Ernani de
Séo Thiago, e encaminhadas ao Laboratério de Oncologia Experimental
e Hemopatias da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), com
suspeita clinica de LPA ou andlise de DRM, para investigacdo da
presenca da anormalidade genética da t(15;17)(q22;g21) no periodo de
agosto de 2009 a novembro de 2012.

Nesse periodo, foram encaminhadas ao laboratorio 62 amostras
com suspeita de LPA. Destas, 16 apresentaram banda compativel com a
da translocacdo t(15;17)(g22;q21) no momento do diagndstico. Outras
22 amostras foram encaminhadas para o acompanhamento de DRM,
totalizando 38 amostras incluidas nesse estudo. Foram excluidos aqueles
pacientes que ndo tiveram o diagndstico final de LPA e aqueles que ndo
foram tratados no HU-UFSC.

A coleta dos dados clinicos e laboratoriais (leucometria, LDH,
percentual de blastos, idade, expressdo imunofenotipica dos marcadores
CD34 e CD2 e presenca da mutacdo FLT3-DIT) foi realizada a partir da
analise dos prontuarios dos pacientes do HU-UFSC.

Foi obtida a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE, n°913/2010), como prevé o Comité de Etica de
Pesquisa em Seres humanos da UFSC, previamente a coleta das
amostras.

4.2 CULTURA DE CELULAS DE LINHAGEM LEUCEMICA

Como controle positivo para a isoforma bcrl, foram utilizadas
células de linhagens de LPA com a translocacdo t(15;17)(q22;921) de
origem humana (NB-4). As células foram mantidas em meio de cultura
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 10 mM de tamp&o HEPES em
pH 7.4, e permaneceram em estufa Umida a 37°C com 5% de CO..

4.3 EXTRACAO DE RNA
Para a extracdo de RNA, foi utilizado o QlAamp RNA Blood

Mini Kit (QIAGEN, Austin, Texas, USA). As amostras de sangue
periférico ou medula éssea foram coletadas, anticoaguladas com EDTA
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e processadas em até duas horas ap6s a coleta. Os processos foram
realizados em fluxo laminar exclusivo para extracdo de RNA, a fim de
evitar contaminacdo das amostras.

Inicialmente, a amostra foi homogeneizada com a solucdo
tampao de lise de eritrocitos (EL) fornecida pelo kit, na proporcéao de 1
mL de sangue para 5 mL de EL, e incubada no gelo por 15 minutos.
Apos a incubacdo, foi centrifugada a 400 x g por 10 minutos na
temperatura de 4°C. Depois, o sobrenadante foi descartado e os
leucocitos ressuspendidos em 2 mL de tampdo EL. A amostra voltou a
ser centrifugada a 400 x g por 10 minutos, a 4°C. Ao final da
centrifugacédo, os leucdcitos obtidos foram lisados com 600 pL de uma
solucdo tampédo fornecida pelo kit (RLT), suplementada com -
mercaptoetanol 0,1%, a fim de que o RNA da célula fosse exposto. A
amostra lisada foi transferida para a coluna de separacdo QlAshredder e
centrifugada a 10.000 x g por 2 minutos. Adicionou-se 600 pL de etanol
70% ao fluido filtrado, que foi transferido para uma coluna QlAamp e
centrifugado por 15 segundos a uma velocidade de 10.000 x g. Apoés
centrifugacéo, a coluna foi lavada uma vez com 700 pL de tampdo RW1
e duas vezes com tampdo RPE, fornecidos pelo kit, e centrifugada
novamente por 15 segundos na velocidade de 10.000 x g entre as duas
primeiras lavagens e na ultima por 3 minutos. No final da extracdo, foi
adicionado 50 pL de agua livre de RNases sobre a membrana da coluna,
e a amostra foi submetida a centrifugacdo de 1 minuto a 10.000 x g a
fim de que o RNA fosse eluido da membrana. O filtrado foi armazenado
em refrigerador -80°C para ser utilizado posteriormente na transcri¢do
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).

4.4 SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR

A expressdo da anormalidade genética t(15;17)(g22;q21) foi
avaliada por RT-PCR. A transcricdo reversa consiste na sintese de DNA
complementar (cDNA) ao RNA através da enzima transcriptase reversa
(RT) que atua em RNA total ou numa fracdo enriquecida de RNA
poliadenilado.

Inicialmente, para a sintese de cDNA, foi realizada a digestdo
da amostra por DNase, a fim de evitar a presenca de DNA
“contaminante”. Foram colocados em microtubos de 0,2 mL, 10 pL de
amostra de RNA, 1 pL da enzima (1 U/uL) e 1 pL de tampéo de reacéo.
Apo6s 15 minutos em temperatura ambiente, a reacdo foi inativada por 1
pL de EDTA (25mM) e incubada por 10 minutos a 65°C. Depois de
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inativar a enzima, as amostras foram incubadas por mais 5 minutos a
70°C e depois colocadas no gelo por 5 minutos.

Posteriormente, foi preparada uma solucdo mix, segundo a
Tabela 1 e foi adicionado 15 pL da mesma em cada tubo de amostra.

Tabela 1 — Protocolo da RT-PCR para cDNA.
Master Mix cDNA

Reagente Volume
H,0.DEPC 0,1% 4,6 pL
Tampdo para cDNA 5X 5,0 uL
DTT (0,1M) 2,0 pL
dNTP mix (100mM) 0,4 pL
Random Hexamers (100ng/uL) 2,0 uL
RNase OUT® (40U/ pL) 0,5 pL
SuperScript 11° (200U/ pL) 0,5 uL
Volume Final 15,0 uL

Por fim, as amostras foram levadas ao termociclador e
submetidas aos ciclos de 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 37 °C e 5
minutos a 90 °C, depois, foram incubadas no gelo por 5 minutos ao
término da programacéo.

4.5 DETECCAO DA EXPRESSAO GENICA DE GAPDH

A fim de confirmar a sintese de cDNA, foi utilizada a expresséo
de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Foi preparada a
solucdo mix de acordo com a Tabela 2 e, em seguida, foi adicionado 1
pL de cDNA da amostra, totalizando 50 puL em cada microtubo.

A sequéncia dos iniciadores utilizados foi de: 5’-
CGTCTTCACCACCATGGAGAA-3> para 0 sense e 5’-
GAGGCAGGGATGATGTTCTG-3’ para o antisense.

As amostras foram levadas ao termociclador e sofreram
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos. Depois foram submetidas a
25 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por
30 segundos, finalizando o programa a 4 °C.
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Master Mix GAPDH

Reagente Volume
H,O. PCR 39,7 ul
Tampéo para PCR 10X 5,0 ul
MgCl, (50mM) 1,5l
dNTP mix (100mM) 0,4 pl
Primer GA sense (10mM) 1,0l
Primer GA antisense (10mM) 1,0 ul
Taq DNA polymerase (5U/uL) 0,4 ul
Volume Final 49,0 ul

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 2%, submetidos a 100 volts por 30 minutos, corados com
brometo de etidio e visualizados sob iluminacdo ultravioleta de 320nm
(HOEFER-MacroVue UV-20), utilizando-se um sistema de foto-
documentacdo de géis (DOC-PRINT® Biosystems). O tamanho dos
fragmentos foi estimado em 330 pares de base (pb), em comparagdo
com o marcador de peso molecular 50pb DNA ladder (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA).

4.6 PESQUISA DA TRANSLOCACAO t(15;17)(q22;q21)

Para pesquisar a translocacdo t(15;17)(g22;921), foi realizada
RT-PCR seguida de nested PCR, utilizando os iniciadores descritos na

Tabela 3.
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Tabela 3 — Sequéncia dos iniciadores utilizados na analise da RT-PCR
da t(15;17)(922;921) com o gene fusionado PML-RARG.

Iniciador Posigdo 5’ Sequéncia (5°-3%)

(tamanho)
PML-A1 1438 (21) CAGTGTACGCCTTCTCCATCA
PML-A2 969 (18) CTGCTGGAGGCTGTGGAC
RARo-B 485 (20) GCTTGTAGATGCGGGGTAGA
PML-C1 1546 (21) TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG
PML-C2 997 (19) AGCGCGACTACGAGGAGAT
RARo-D 426 (20) CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT
RARa-E3’ 682 (20) GCCCACTTCAAAGCACTTCT

Fonte: DONGEN et al, 1999.

Nas primeiras PCRs, foram utilizados os pares iniciadores
PML-AL (sense) e RARa-B (antisense), PML-A2 (sense) e RARa-B
(antisense), PML-C1 (sense) e RARa-E3’ (antisense), PML-C2 (sense)
e RARo-E3’ (antisense) (Tabela 3). A solucdo Mix foi preparada
conforme Tabela 4, e ao final foi adicionado 2 pL de cDNA, totalizando
um volume de 50 puL em cada microtubo.

Tabela 4 — Protocolo da 1° RT-PCR para t(15;17)(g22;921).
Master Mix 1° RT-PCR

Reagente Volume
H,O. PCR 37,9 ul
Tampéo para PCR 10X 5,0 ul
MgCl, (50mM) 2,5 ul
dNTP mix (100mM) 0,4 ul
Primer sense (10mM) (A1, A2, C1 ou C2) 1,0l
Primer anti-sense (10mM) (B ou E3’) 1,0 ul
Tag DNA polymerase (5U/uL) 0,2 pl
Volume Final 48,0 pl

Para a nested PCR, o protocolo utilizado foi 0 mesmo, com
excec¢do da agua ultra-pura que foi utilizado 1 pL a mais. Os iniciadores
utilizados foram o PML-CL1 (sense) e 0 RARa-D (antisense), e PML-C2
(sense) e 0 RARa-D (antisense) (Tabela 3), e utilizou-se como molde 1
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pL dos produtos amplificados da primeira PCR, com os iniciadores
PML-A1 (sense) e RARa-B (antisense), e PML-A2 (sense) e RARa-B
(antisense).

Apb6s preparagcdo, as amostras foram colocadas no
termociclador, submetidas a 30 segundos a 95°C para desnaturacao
inicial, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo por 30 segundos a 94°C, 1
minuto a 65°C para pareamento, e 1 minuto a 72°C para extensao,
finalizando a 4°C. Os produtos das PCRs foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 2%, submetidos a 100 volts por 30
minutos, corados com brometo de etidio e visualizados sob iluminagédo
ultravioleta de 320nm. O tamanho dos fragmentos foi estimado, por
comparacao, com o marcador de peso molecular 50 pb.

Os transcritos foram classificados de acordo com o tamanho
estimado dos produtos das PCRs segundo a Tabela 5. Um exemplo
ilustrativo de cada um deles pode ser visualizado na Figura 1.

Tabela 5 — Tamanho dos produtos de PCR nos diferentes transcritos
PML-RARa de acordo com os diferentes conjuntos de iniciadores.

Tipode Al-B A2B Cl1-D C2D C1-E C2-E
transcrito

Bcrl 381 (1329) 214 (688) 470  (944)
Ber2  345%  (819)*  178*  (652)* 434*  (908)*

Ber3 - 376 - 289 - 545

*0 tamanho dos produtos de PCR nos pacientes positivos para o transcrito bcr2
sdo variaveis devido a variagdo do ponto de quebra no éxon 6 no gene PML.
Fonte: DONGEN et al, 1999.
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Figura 1 — Fotos de géis de agarose 2% corados com brometo de etidio
mostrando os produtos de PCR nested dos diferentes transcritos.

A
330pb

214pb

GAPDH PACIENTE PACIENTE NB-4 NB-4  CNH20
(c1-D)  (c2-D) (C1-D) (C2-D)

GAPDH PACIENTE PACIENTE NB-4 NB-4 CNH20
(C1-D) (C2-D) (C1-D) (C2-D)

330p

289pb

GAPDH PACIENTE PACIENTE NB-4 CONTROLE+ CNH20
(c1-D)  (c2-D) (c1-D) (C2-D)

A) A banda do paciente com o par de iniciadores PML-C1 e RARa-D é igual ao
do controle positivo NB-4 e corresponde a 214 pb, caracterizando a isoforma
berl. B) A banda do paciente corresponde a aproximadamente 280pb e difere
do controle positivo NB-4 devido a variabilidade da isoforma bcr2 no ponto de
quebra. C) A banda apareceu no paciente no par de iniciadores PML-C2 e
RARGa-D com aproximadamente 289pb, caracterizando a isoforma bcr3.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o software SPSS Statistics 17.0.

Para a avaliacdo da distribuicdo das amostras foram utilizados os
testes Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov. Para variaveis néo-
paramétricas, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, para as paramétricas,
0 ANOVA com post-hoc-Tukey entre os diferentes transcritos da
translocagdo t(15;17)(q22;q921).

Para expressao dos resultados foi utilizado a mediana ou a média,
e valores méaximos e minimos. Os resultados que apresentaram valor de
P<0,05 foram considerados significantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de agosto de 2009 a novembro de 2012, foram
incluidas nesse estudo 38 amostras, das quais 16 (42,1%) tiveram
diagnostico de LPA com a presenca de banda compativel com a
translocagdo t(15;17)(q22;921). Em 10 pacientes, foi possivel o
acompanhamento de DRM.

Como visto anteriormente, na translocacdo cromossdmica
t(15;17)(g22;g21), o ponto de quebra no gene PML pode ser variavel, e,
por isso, é capaz de gerar produtos de tamanhos diferentes, ou seja,
diferentes isoformas do transcrito PML-RARa entre os portadores da
translocagdo. Trés isoformas podem ser formadas como resultado de
splicing alternativo de éxons do gene PML, a bcrl, ou isoforma longa,
derivada de pontos de quebra no intron 6 do gene; a bcr2, ou variavel,
derivada de pontos de quebra no éxon 6 do gene PML; e a bcr3, ou
isoforma curta, resultante de pontos de quebra no intron 3 (HASAN et
al, 2010).

Nesse estudo, do total dos pacientes que apresentaram a
t(15;17)(g22;921), em 6 (37,5%), 6 (37,5%) e 4 (25%) casos
apresentaram os transcrito bcrl, ber2 e ber3, respectivamente (Figura 4).
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Figura 2 — Classificacdo e frequéncia dos diferentes transcritos
encontrados nas amostras dos pacientes analisados com diagndstico de
LPA (n=16).

Hbcrl
W ber 2

W bcr3

HASAN et al. (2010) em um estudo com pacientes portadores de
LPA com t(15;17)(g22;921), observaram uma frequéncia de 55-60%
para berl, 8% para ber2 e 35-40% para ber3. Em outro estudo, realizado
por AMMATUNA et al. (2011), com 30 pacientes com a mesma
doenca, constataram que 87% apresentaram o bcrl e 13% o bcr3. Outros
estudos mostraram que os subtipos bcrl e bcr2 sdo os mais frequentes
(CHAUFFAILLE et al., 2001; SUCIC et al., 2002; MELO et al., 2006) e
demonstraram como tendéncia a maior taxa desses transcritos em
pacientes latino-americanos (DOUER et al., 2003; MELO et al., 2006).
Como pode ser observado, com excecdo do primeiro estudo (HASAN et
al., 2010), as frequéncias encontradas neste trabalho se aproximam do
que foi citado pela literatura (DOUER et al., 2003; MELO et al., 2006),
com frequéncia de 75% para 0s transcritos bcrl e ber2. Sendo assim, as
diferentes frequéncias de transcritos em pacientes portadores de LPA
com t(15;17)(g22;q21) parecem estar relacionadas com grupos
populacionais de diferentes regides do mundo. Por exemplo, DOUER et
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al. (2003), demonstraram que no Peru as isoformas bcrl e bcr2 sdo mais
frequentes (85% dos casos) que em paises da Europa como a Italia
(51%), a Espanha (54%) e a Inglaterra (61%).

Vérias caracteristicas de apresentacdo da LPA sdo consideradas
como fatores de prognostico, 0s quais sdo importantes na decisdo da
conduta terapéutica. Entre elas, a coagulopatia combinada com
episodios de CIVD e de fibrindlise representam o principal risco de
morte (KWAAN; WANG; BOGGIO, 2002; ADES et al., 2010). No
entanto, outras caracteristicas bioldgicas dos promieldcitos leucémicos,
estdo associadas com maior risco de recaida, como a expressdo do CD2
e CD34, e a mutacdo do gene FLT3. Todos esses parametros estdo
associados a leucometria aumentada (ADES et al., 2006; CALVINO;
IRISH, 2007; BALJEVIC et al., 2011). Logo, a contagem de
leucdcitos no momento do diagndstico € utilizada para a estratificacéo
do grau de risco da doenca, quanto maior o nimero, pior o progndstico e
mais intensivo deve ser direcionado o tratamento (ADES et al., 2006;
BEITINJANEH et al., 2010; SANZ et al., 2000).

Enquanto alguns trabalhos na literatura fazem associacdes entre
os diferentes transcritos e algumas caracteristicas clinicas e prognésticas
em pacientes portadores de LPA com t(15;17)(q22;921) (BORROW,
1992; CASSINAT, 2009), em outros a importancia do ponto de quebra
de PML em termos de prognoéstico tem sido controversa (VAHDAT,
1994; GONZALES, 2001). Por outro lado, alguns estudos demonstram
que a presenca das isoformas bcr3 e ber2 estdo relacionadas com pior
progndstico em portadores de LPA com t(15;17)(q22;921) (MISTRY et
al., 2003).

Dessa forma, neste trabalho, as caracteristicas clinicas e
laboratoriais no momento do diagnostico dos pacientes incluidos nesse
estudo foram avaliadas (Tabela 6).
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
translocacdo t(15;17)(q22;g21) no momento do diagnostico.

SUBTIPOS PML-RARa

Pardmetros
bioldgicos berl bcr2 ber3 P
Idade - anos* 25,0 (23-55) | 44,5 (23-86) |28,5 (19-59) 0,300
Sexo [n (%)]
Feminino 2 (33,3) 3 (50,0) 2 (50,0)
Masculino 4 (66,7) 3 (50,0) 2 (50,0)
273 277 194
LDH* (U/L) (189-353) (121-490) (125 -871) 0,805
n=5 n=5 n=4
63,2 53,0 82,2
Blastos* (%) (24,0-79,5) | (7,8-988) | (26,1-90,0) | 0,627
n=4 n=6 n=3
Leucometria 15 23,8 12,0
(x103)** (0,3-2,2) (4,5-89,4) (0,4-44,6) 0,0224#

*Mediana (limite), **Média (desvio-padrdo), #Valor de P<0,05 foram
considerados estatisticamente significante . Nos casos em que ndo foi
especificado o n, foi considerado o ndmero total de amostras (bcrl=6, bcr2=6 e
bcr3=4)

Como demonstrado na Tabela 6, com exce¢do da leucometria,
ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os subtipos de
transcritos dos pacientes portadores de LPA com t(15;17)(922;921) em
relacdo a idade, sexo, LDH e percentual de blastos.

Em relacdo a leucometria, foi observado diferenca estatistica
significativa entre os pacientes com P=0,022. Ao aplicar o teste post-
hoc-Tukey, observou-se que a diferenca esta entre os portadores dos
transcritos berl e ber2, com P=0,019. Nos casos que apresentaram bcrl
os valores de leucometria foram mais baixos, com média de 1,54 x
103/uL e limites de 0,3 e 2,24 x 10%uL. J& nos pacientes que
apresentaram isoforma bcr2 a média foi maior, ou seja, de 23,78 x
103/uL, com limites entre 4,5 e 89,41 x 10%/uL. Segundo a literatura, 0s
grupos de alto risco de recidiva sdo aqueles que apresentam o nimero de
leucécitos > 10 x 103/uL (COUTRE, 2010), o que foi de encontro ao
reportado nesse estudo. Embora alguns estudos como o realizado por
Gonzalez et al. (2001) demonstre correlagfes entre o transcrito bcr3 e o
aumento da leucometria, neste estudo, provavelmente devido ao
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pequeno numero de casos avaliados, ndo foi encontrado diferencas
estatisticas significativas entre esse subtipo e 0s demais

Em um estudo com 576 pacientes portadores de LPA, mostrou
gue aqueles que apresentaram alta contagem de leucécitos tiveram
maior incidéncia de recidiva (ADES et al., 2010). Em um outro trabalho,
realizado por MISTRY et al. (2003), o ATRA teve baixa resposta em
alguns casos de pacientes portadores de LPA que possuem o transcrito
bcr2 e nagueles que apresentavam a associacdo de bcr3 com a alta
contagem de leuctcitos. Dos casos em que foi possivel
acompanhamento de doenga residual minima (n=10), 2 deles (20%)
apresentaram recidiva pela analise molecular, ambos eram portadores do
transcrito bcr2, mas somente 1 deles possuia alta contagem de
leucocitos. Esse fato corrobora com a associacdo acima de que o
transcrito bcr2 esta relacionado a baixa resposta ao tratamento com
ATRA.

Embora ndo tenha sido encontrada nenhuma diferenca estatistica
em relacdo aos subtipos de transcritos e a idade, a idade avancada é
considerada um fator de mau progndstico independente nas LAs, sendo
de 19% a frequéncia da mortalidade em pacientes com mais de 70 anos,
comparado a mortalidade de 1% em pacientes com menos de 60
(BALJEVIC et al.,, 2011). Ao analisar os casos individualmente,
somente um dos pacientes possuia mais de 70 anos, apresentava a
isoforma bcr2 e alta contagem de leucécitos. Ele foi a o6bito, antes do
final da inducdo. Esses resultados corroboram a literatura, onde
descrevem que as maiores taxas de morte e pior sobrevida sdo
observadas em pacientes mais idosos, leucometria aumentada e presenga
do transcrito bcr2 (MISTRY et al., 2003). Além disso, pacientes idosos
geralmente apresentam outros fatores de mau prognoéstico como maior
suceptibilidade aos efeitos tdxicos da quimioterapia, anormalidades
citogenéticas desfavoraveis, e contraindicacdes a terapia intensiva
(KRUG et al., 2011).

Alguns trabalhos relatam que a expressdo de CD34 na LPA esta
associado com o aumento do nimero de leucocitos, co-expressdo de
CD2, e a presenca da isoforma bcr3 de PML-RARa (FOLEY et al.,
1998; LEE et al., 2003; ALBANO et al., 2006). Além disso, foi descrito
associacdo entre a presenca das mutaces no gene FLT3 com a isoforma
curta bcr3 em pacientes portadores de LPA com t(15;17)(g22;921)
(BEITINJANEH et al., 2006; SMITH et al., 2011). Alguns estudos
mostram que a presenca da mutacdo FLT3-DIT nesses pacientes tem
pouco efeito sobre a inducdo da remissdo, mas possui um impacto
significante sobre o risco de recaida e sobrevida global. Além disso, ela
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esta associada clinicamente com a leucocitose no sangue ou na medula
Ossea (SMITH et al.,, 2011). Outro estudo associou a presenca da
mutagdo FLT3-DIT, em pacientes portadores de LPA com
t(15;17)(g22;921), com a expressdo de CD2 e CD34, alto risco de
recidiva, mais de 70% de blastos, alta leucometria, isoforma bcr3, LDH
maior que 600 U/L e hemorragias (BARRAGAN et al., 2011). Do total
das amostras analisadas, duas delas (12,5%) apresentaram co-expressao
de CD2 e CD34, ambas apresentaram o transcrito bcr3, e somente uma
delas (6,25%) apresentou alta leucocitose e presenca da mutacdo FLT3-
DIT, bem como alto LDH e 90% de blastos. Outras 2 amostras (12,5%),
apresentaram somente a expressdo de CD34, sendo negativas para CD2.
Apresentaram a isoforma bcr2, alta leucometria e baixo LDH.

Poucos estudos sdo realizados avaliando os diferentes transcritos
e associando as caracteristicas clinicas e laboratorias. O conhecimento
das frequéncias das isoformas nas diferentes regides geogréaficas e suas
relagdes com os parametros clinicos e laboratoriais, permite a deteccao
precoce das complicagBes, bem como o correto diagnostico e a pronta
instituicdo do tratamento mais adequado.
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7. CONCLUSOES
Nossos resultados mostram que:

¢ Do total de pacientes portadores de LPA com t(15;17)(922;921)
0s transcritos mais frequentes foram o bcrl (37,5%) e
bcr2(37,5%);

e Com excecdo da leucometria, ndo foram observadas diferengas
estatisticas entre os subtipos de transcritos dos pacientes
portadores de LPA com t(15;17)(922;921) em relacdo a idade,
sexo, LDH e percentual de blastos.

e Pacientes portadores da isoforma bcr2 apresentaram maior
leucometria do que as outras isoformas, e, dessa forma, pior
prognostico;

e Do total das amostras analisadas, dois casos (12,5%)
apresentaram co-expressao de CD2 e CD34, ambas
apresentaram o transcrito bcr3, e somente uma delas (6,25%)
apresentou alta leucocitose e presenca da mutagdo FLT3-DIT,
bem como alto LDH e 90% de blastos, as quais sdo
caracteristicas clinicas associadas a mau progndstico

e Em dois casos (12,5%), foi observada a expressdo de CD34,
sem associagdo com a expressdo de CD2, presenca da isoforma
bcr2 e leucometria aumentada, que também estdo relacionados
a prognéstico desfavoravel.

Esses resultados sugerem que a analise da expressdo dos
transcritos é importante para o diagndstico e prognostico de pacientes
portadores de LPA com t(15;17)(g22;g21) e na avaliagdo da doenca
residual minima. Além disso, as isoformas estdo associadas com as
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes, e, dessa forma,
podem servir de apoio para a escolha terapéutica mais adequada para
cada individuo.
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