
7
Arq Ciênc Saúde 2006 jan-mar;13(1):07-11

Resumo

Palavras-chave

Abstract

Keywords

Análise do rearranjo BCR/ABL por bandamento GTG e FISH:
comparação das freqüências ao diagnóstico da LMC
Analysis of the BCR/ABL rearrangement by GTG banding and FISH: A
comparison of frequencies at diagnosis of CML
Cristina B.Vendrame-Goloni¹; Andréa B.Carvalho-Salles²; Octávio Ricci Júnior²; Carlos E.Miguel²; Agnes C.Fett-Conte³
¹Departamento de Biologia IBILCE/UNESP São José do Rio Preto-SP; ²Hemocentro Fundação Faculdade Regional de Medicina de São José do Rio
Preto - FUNFARME; ³Departamento de Biologia Molecular, Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP

A Leucemia Mielóide Crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa clonal caracterizada pela presença do
cromossomo Philadelphia (Ph). Este cromossomo é resultante de uma translocação  t(9;22) (q34;q11) que
justapõe os genes BCR e ABL. A detecção do cromossomo Ph e/ou do rearranjo BCR/ABL, uma vez que este
último é submicroscópico em alguns casos, é fundamental, pois não somente contribui para transformação
leucêmica, mas também interfere no sucesso do tratamento. Sua detecção é, portanto, fundamental para o
diagnóstico, prognóstico e terapêutica. Este trabalho teve como objetivos estudar a freqüência do cromossomo
Ph ou rearranjo BCR/ABL nas células da medula óssea de pacientes portadores de LMC ao diagnóstico, com
uso das técnicas de bandamento GTG e FISH, e comparar os resultados obtidos com as duas técnicas. O
cromossomo Ph e o rearranjo foram observados em 100% dos casos analisados nas diferentes técnicas. Em
alguns casos a freqüência do cromossomo Ph, detectado por GTG foi maior do que a do rearranjo molecular
BCR/ABL detectada por FISH. A técnica de FISH também identificou alterações inespecíficas envolvendo os
genes BCR e/ou ABL. Ambas as técnicas foram fundamentais para os resultados obtidos e, portanto, devem
ser usadas como complementares na análise de células da medula óssea de pacientes com LMC ao diagnóstico.

Hibridização In Situ Fluorescente; Leucemia Mielóide Crônica; Proteína de Fusão BCR-ABL; Bandamento
Cromossômico.

Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disorder characterized by the presence of the
Philadelphia (Ph) chromosome. This chromosome results from a t(9;22)(q34;q11) translocation that overlaps
the BCR and ABL genes. Detection of the Ph chromosome or the BCR/ABL rearrangement, once the latter is
submicroscopical in some cases is fundamental, because they not only contribute to the leukemic
transformation, but also interfere in the success of treatment. Their detection is, thus, essential for diagnosis,
prognosis, and therapy. This work aimed at studying the frequency of the Ph chromosome or the BCR/ABL
rearrangement in the bone marrow cells at diagnosis of CML patient using the GTG banding and FISH
techniques, and comparing the results obtained by both techniques. The Ph chromosome and the
rearrangement were observed in 100% of the cases analyzed in different techniques. The frequency in some
cases was higher for the Ph chromosome than for the rearrangement. Using FISH, unspecific alterations
involving the BCR and ABL genes were also identified. Both techniques were essential for the results
achieved and, therefore, should be employed as complementary examinations in the analysis of bone marrow
cells in patients suffering from CML at diagnosis.

Fluorescence In Situ Hybridization; Chronic Myeloid Leukemia; BCR-ABL Fusion Protein; Chromosome
Banding.
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Introdução
A Leucemia Mielóide Crônica (LMC) é uma doença
mieloproliferativa clonal, caracterizada pela presença do
cromossomo Philadelphia (Ph) nas celulas-tronco, pluripotentes
anormais, da medula óssea dos pacientes. Esse cromossomo é
resultante de uma translocação t(9;22)(q34;q11), que origina

um derivado do cromossomo 9 (9q+) e um pequeno cromossomo
22 (22q-) conhecido como cromossomo Ph. Este abriga a fusão
gênica BCR/ABL que codifica uma proteína quimérica BCR/ABL
com uma atividade tirosina quinase desregulada.  A expressão
desta, mostra-se necessária e suficiente para o fenótipo
transformado das células. A LMC se difere dos outros canceres
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humanos, pois um único produto do oncogene tem sido
identificado como responsável pelo aparecimento da patologia.1,

2 BCR/ABL ativa várias vias de transdução de sinal, incluindo
aquelas relacionadas ao STAT5 (transdutor de sinal e ativador
de transcrição 5), Ras/Raf/MEK (mitogen-activated protein
kinase kinase)/ERK (extracellular signal regulating kinase) and
P13K (phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt, que juntas favorecem
as células afetadas com vantagem proliferativa e de
sobrevivência. BCR/ABL também confere resistência a danos
no DNA ativado por várias drogas quimioterápicas e radiação.
BCR/ABL nas células malignas pode aumentar a expressão de
proteínas antiapoptóticas como STAT5, BCL-XL e AL, ou das
que promovem alterações pós-transcricionais, como PI-3K/AKT
e Bad.3

A translocação clássica é detectada em 90-95% dos pacientes
com LMC estudados por métodos de citogenética convencional
(bandamento GTG). Nos 5-10% dos casos restantes,
translocações variantes ou rearranjos críticos estão presentes
e são necessárias outras técnicas para identificar a presença da
fusão gênica BCR/ABL, diferentes RNAm transcritos da fusão,
ou outras proteínas quiméricas.4 Uma das técnicas muito
utilizada é a de Hibridização in situ Fluorescente (FISH), que
quando emprega sonda de fusão dupla, é capaz de detectar o
rearranjo em cerca de 100% dos casos.5

A LMC atípica (cromossomo Ph negativo) ocorre raramente e,

na maioria dos casos, suas características iniciais e curso clinico
são similares aos de pacientes Ph positivos. Contudo, a LMC
atípica inclui um grupo heterogêneo de pacientes. Em alguns a
doença evolui mais agressiva e há um mau prognóstico.2

A detecção de BCR/ABL é fundamental, pois este rearranjo não
somente contribui para a transformação leucêmica, como
interfere no sucesso do tratamento. Sua detecção é, portanto,
fundamental para o diagnóstico, prognóstico e terapêutica.
O presente trabalho teve como objetivos estudar a freqüência
do cromossomo Ph ou rearranjo BCR/ABL nas células da
medula óssea de pacientes portadores de LMC ao diagnóstico
com uso das técnicas de bandamento GTG e FISH e comparar
os resultados obtidos com as duas técnicas.

Material e Métodos
Células aspiradas de medula óssea foram obtidas de 25 pacientes
com LMC, no diagnóstico, ainda não submetidos a tratamento
químio ou radioterápico. A Tabela 1 apresenta a caracterização
dos pacientes quanto ao sexo, à idade, à procedência, às queixas
clínicas ao diagnóstico e à fase da doença no momento do
estudo. A maioria (68%) foi composta por homens que estavam
na fase crônica da doença (92%), eram procedentes de São José
do Rio Preto, SP (52%), e apresentavam queixas clínicas
comumente observadas no curso da doença.
As células foram cultivadas por 24 horas em meio de cultura

Tabela 1. Dados clínicos/demográficos dos pacientes estudados.

M = masculino; F = feminino; C = fase crônica; A = fase aguda
? = cidade não informada; MG = Minas Gerais; MS = Mato Grosso do Sul; MT = Mato Grosso; RO = Rondônia; SJRP = São José do Rio  Preto;
SP = São Paulo

Caso

1
2
3
4

5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25

Sexo

M
M
M
F

M
F
F
M
M
F
M
M
M
F
F
F
M
M
M

M
M
M
M
M
F

Idade

44
18
55
13

42
69
26
30
40
45
64
49
29
36
48
26
52
48
16

26
58
77
54
69
60

Procedência

SJRP – SP
SJRP – SP
SJRP – SP
SJRP – SP

? – MT
SJRP – SP

Barretos – SP
Barretos – SP

? – MG
SJRP – SP
SJRP – SP
SJRP – SP

? - MS
? – RO
? – MS

Barretos
SJRP – SP

? - MS
Barretos – SP

Barretos – SP
Barretos – SP

SJRP – SP
SJRP – SP
SJRP – SP
SJRP – SP

Fase da
Doença

C
C
C
C

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
A

C
C
C
A
C
C

Queixas clínicas

NI
dor nas costas, esplenomegalia
aumento do volume e dor abdominal, perda de peso e fraqueza
dor em hipogástrio, diarréia, urina escura, febre, desorientação e dificuldade de
deambulação por fraqueza em M.M.I.I
NI
“queimação” em região retro-esternal, associado à dispnéia
NI
dores ósseas, febre e emagrecimento
NI
Mialgia
sem queixas
dor em hipocôndrio e esplenomegalia
nódulo no braço
náusea e febre
tontura, náusea, cefaléia e febre
astúria
Esplenomegalia
Esplenomegalia
falta de apetite, palidez, aumento do volume abdominal, sangramento fecal, febre,
tosse, falta de ar e cansaço
dor epigástrica
NI
“queimação” epigástrica
nódulo infra-mamário, emagrecimento, dor abdominal e massa abdominal palpável
prurido pelo corpo, placas eritematosas e emagrecimento
leucocitose evidente em exames pré-operatórios a incontinência  urinária
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RPMI1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino. Parte
do material foi submetido à técnica de bandamento GTG e a
outra parte submetida à técnica de FISH. A sonda utilizada foi
de marcação dupla para os genes BCR e ABL (LSI/BCR labeled
in SpectrumGreen and LSI/ABL labeled in SpectrumOrange,
Vysis). Os protocolos para Hibridização e detecção seguiram
os descritos por ESTÉCIO e col. (2002)6 e instruções do
fabricante. A análise do material submetido à técnica de
bandamento GTG foi realizada em cerca de 20 metáfases. Para a
técnica de FISH pelo menos 300 núcleos foram analizados por
paciente. Os resultados foram descritos de acordo com o
International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN 1995).7 Como controles foram utilizadas células de cultura
de linfócitos de indivíduos normais e nenhum apresentou os
dois sinais fundidos. Foram considerados positivos os casos
com freqüências do rearranjo BCR/ABL superiores a 0,5%.3

Resultados
As freqüências relativas do cromossomo Ph, observadas na
análise citogenética por bandamento GTG, as freqüências do
rearranjo BCR/ABL e de outras alterações,  detectadas pela
técnica de FISH, estão apresentadas na Tabela 2.
O cromossomo Ph foi observado em 100% dos casos estudados
por citogenética convencional (Figura 1A). Em oito pacientes a
investigação citogenética por bandamento GTG não foi possível,
em decorrência da ausência de metáfases ou por estas não
apresentarem em condições de análise.

Nenhum caso apresentou alterações cromossômicas clonais,
além da t(9;22).
O caso 12, porém, apresentou o cromossomo Ph em todas as
células e apenas uma das 20 metáfases analisadas com a perda
do derivado do cromossomo 9 translocado, um evento
considerado inicialmente como não clonal. Quando analisado
por FISH, a maioria (88,5%) dos núcleos exibia apenas uma
fusão e os dois sinais normais, caracterizando a perda de um
dos cromossomos derivados (provavelmente o 9), como clonal
e sugestiva de evolução clonal da doença.
Na análise por FISH, todos os outros casos também mostraram
o rearranjo típico envolvendo BCR e ABL, caracterizado por
dois sinais fundidos, um sinal verde e um sinal vermelho (Figura
1B) em freqüências que variavam de 0,5 a 99%.
A detecção por FISH de alterações atípicas adicionais foi
observada em 32% dos pacientes (12, 13,16, 17, 19, 20, 22 e 25).
Com exceção do caso 19, os demais apresentaram freqüências
destas alterações muito mais altas do que as do rearranjo BCR/
ABL. Tal caso apresentou inclusive cromossomo Ph em 1% das
células analisadas. A Tabela 3 mostra tais alterações observadas
por FISH em núcleos considerados não poliplóides por não
apresentar alterações de tamanho ou sinais fluorescentes
indicativos de cópias extras de todos os cromossomos passíveis
de análise.

Discussão
A detecção do rearranjo BCR/ABL ou do cromossomo Ph, que
em alguns casos são a mesma coisa e em outros não, é importante
para o diagnóstico diferencial e prognóstico da LMC.2  Tais
alterações foram observadas por bandamento GTG e FISH,
mesmo em freqüências diferentes, em todos os casos aqui
estudados, o que possibilitou a conclusão do diagnóstico
hematológico e a sugestão de um bom prognóstico  para os
pacientes.2

Neste trabalho foram utilizadas duas; contudo, são diversas as
estratégias de análise genética das células leucêmicas e estas
incluem além do bandamento GTG e da técnica de FISH, a técnica
de RT-PCR e de PCR real-time.8
A análise em bandamento GTG, embora mais demorada e
dependente da obtenção de metáfases em boas condições, tem

Tabela 2. Freqüência de metáfases submetidas ao bandamento GTG
com a translocação t(9;22)(q34;q22), freqüência de núcleos com o
rearranjo BCR/ABL e freqüência de núcleos com outras alterações
envolvendo BCR e/ou ABL, detectados por FISH

Caso

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

GTGFreqüência de
metáfases com Ph

(%)
100
100
100
95
100
100
100
100
100
NP
17
100
17
NP
22
100
NP
NP
NP
NP
67
NP
NP
100
17

FISH  núcleos
com BCR/ABL

(%)
84
42
97
77
96
98
31

51,5
79,5
78
68
0,5
3
24
76
2
1
99
91
1,5
75
4,5
81
98
4,5

FISH  núcleos
com  alterações
adicionais (%)

___
___
___
___
___
___
___
___
___
___
___
88,5
72

___
___
83,5
92,5
___

1
54,5
___
69

___
___
41

Tabela 3. Descrição e freqüência das alterações atípicas observadas.

Caso

12
13
16

17

19
20
22

25

Alterações atípicas

FRG
FRGG
FRG

GFRG
FFG
FRG

GFRG
FFG

FFFRG
FRG

F/ganhos/perdas
variáveis de R ou G

FRRGGG
FFRRGG

FFRRGGG

%

88,5
72

69,5
12
2
67
24
1,5
1

54,5
69

37
2
2

NP= análise não foi possível

F = fusão; R = vermelho (gene ABL ); G = verde (gene BCR)
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uma importância fundamental na detecção de alterações
adicionais ao cromossomo Ph ou variantes deste e,
conseqüentemente, na investigação da evolução clonal da
doença.9 Neste estudo, realizado em pacientes ao diagnóstico,
apenas um deles (12) apresentou uma alteração atípica
observada em apenas uma metáfase como a perda não clonal
do derivado do cromossomo 9. Pela técnica de FISH a alteração
foi confirmada como clonal e caracterizada pela presença de
apenas um sinal fundido e dois sinais normais, sugerindo a
perda de um dos derivados da translocação t(9;22). Se a técnica
de FISH não fosse realizada, a clonalidade e evolução clonal
não seriam detectadas.
Realmente, a técnica de FISH possui vantagens em relação ao
bandamento GTG, que incluem maior sensibilidade, total
especificidade, uso de células interfásicas, número maior de
células analisadas e capacidade de detectar rearranjos
submicroscópicos. No entanto, a técnica de FISH tem sempre
um alvo específico relacionado com as sondas que  foram
utilizadas e não permite a detecção de outras alterações.10

A porcentagem de células com o rearranjo BCR/ABL observadas
por FISH ao diagnóstico variou de 0,5 to 99% (x = 54,5). Outros
autores tem descrito níveis de 30 a 98%, 66 a 98% e mais
freqüentemente de 77 a 88%.11  Deve ser considerado, no
entanto, que muitas freqüências descritas envolveram o uso de
sondas de marcação simples que resultam em freqüências
aumentadas de células falso positivas para a fusão, ao contrário
das sondas de marcação dupla, como aqui utilizadas, com as
quais esta possibilidade chega a ser nula.12,10

Na maioria dos casos aqui estudados, a freqüência de células
com Ph foi maior que a freqüência de núcleos detectados com o
rearranjo BCR/ABL e, estes casos mostram, portanto, a
existência de células hematopoéticas residuais normais e clones
de células Ph positivo se proliferando ativamente.13 Freqüências
maiores são obviamente esperadas pela análise em bandamento
GTG pelo fato desta ser realizada apenas em células metafásicas.
Como as culturas não recebem estímulo mitogênico, as células
que freqüentemente se dividem mais são as malignas, pelo
próprio estímulo anormal para crescimento que possuem. Assim,
esta técnica, ao diagnóstico, é fundamental para investigar a
presença ou ausência de alterações, mas não a freqüência real
na medula óssea in vivo, o que é possibilitado pela técnica de
FISH, pelas razões já referidas anteriormente.
A freqüência do rearranjo BCR/ABL foi alta na maioria dos casos
estudados, mas em 32% deles tais freqüências foram baixas e o
rearranjo foi observado em associação com outros rearranjos
incomuns envolvendo o oncogene ABL e o gene BCR
detectados com freqüências altas na maioria deles. Com exceção
do caso 19, cuja alteração era um rearranjo BCR/ABL extra, tais
alterações atípicas, não puderam ser esclarecidas, pois não foram
observadas em bandamento GTG, mas foram indicativas de
evolução clonal da doença e de mau prognóstico, indicativos
do uso de medidas terapêuticas mais agressivas.14

Estudos recentes descrevem que 15% dos casos de LMC
apresentam uma deleção no der(9), que ocorre no momento
inicial da formação do cromossomo Ph, 76% destes casos
apresentam deleções distais no BCR e proximais no ABL. Os
pacientes com tais deleções têm sido relacionados com
prognóstico pior quando tratados com quimioterapia
convencional, embora quando tratados com imatinibe tanto os
que apresentam a deleção ou aqueles que não apresentam,
respondem de maneira igualmente favorável.15 Existem dois
mecanismos que explicam como um rearranjo BCR/ABL atípico

pode surgir. Um é que pode ocorrer uma inserção não recíproca
entre os cromossomos 9 e 22, resultando na fusão gênica. A
inserção pode ocorrer dentro de qualquer cromossomo, embora
a fusão gênica esteja situada mais freqüentemente (75%) em
seu local habitual que é no 22q11, do que no derivado do
cromossomo 9 (25%). O outro mecanismo, mais complexo,
envolve duas translocações seqüenciais. Primeiro ocorre a
translocação (9;22)(q34;q11) que origina o  Ph.  Esta é seguida
por uma segunda translocação recíproca envolvendo outros
pontos de quebra que reconstitui o padrão cromossômico
normal e, neste caso, o gene quimérico pode estar nos pontos
habituais ou nos recíprocos, dependendo se a segunda quebra
ocorreu distal ou proximal aos genes alterados,
respectivamente.15

HAIGH & CUTHBERT (2004)15 descreveram quatro casos de
LMC com rearranjos BCR/ABL crípticos (atípicos):
microinserção de BCR no ABL (resultando, em FISH, em FRGG);
microinserção de ABL no BCR (FRRG); rearranjo complexo
incluindo deleção de seqüências adjacentes flanqueadas (FRRG)
e rearranjos mais complexos envolvendo o cromossomo 1
(FRRG). Nesses casos os autores utilizaram também a sonda
ASS probe para detectar deleções de seqüências flanqueadas,
que estão relacionadas a mau prognóstico.  Portanto, uma única
fusão pode estar relacionada a diferentes deleções no derivado
do cromossomo 916, o que poderia explicar a freqüência elevada
de fusão única em sete dos pacientes.
A presença de fusão extra geralmente está relacionada a um
segundo cromossomo Ph,16 o que foi observado em um caso
deste estudo (caso 19), e que também está relacionado com um
mau prognóstico.
Todos os pacientes foram submetidos a tratamentos específicos,
de acordo com os critérios estabelecidos no Protocolo de
Diretrizes Terapêuticas (Portaria SAS/MS nº 431, de 03/10/2001)
e submetidos ao tratamento com o inibidor da tirosina quinase
BCR-ABL (IRIS Study)17 denominado mesilato de imatinibe,
utilizado em muitos serviços de hematologia como tratamento
de primeira linha da LMC18. Alguns pacientes também foram
submetidos ao transplante de medula óssea.
Os resultados obtidos permitiram concluir que as técnicas de
bandamento GTG e FISH são fundamentais e complementares
para o diagnóstico e prognóstico da LMC. Contudo, como não
esclarecem todos os eventos citogenéticos detectados na LMC
devem também, sempre que possível, serem associadas, com
técnicas moleculares.
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