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CO-EVOLUCAO DA TERAPEUTICA
E DO DIAGNOSTICO MOLECULAR
DA LEUCEMIA MIELOIDE
CRONICA

Co-evolution of the treatment and molecular diagnosis of chronic myeloid leukemia
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A leucemia mieldide cronica (LMC) é caracterizada geneticamente pela presenga do cromossomo Filadélfia, que resulta da
translocagdo reciproca de material genético entre os cromossomos 9 e 22. O gene quimérico ber/abl, que codifica uma proteina com
atividade de tirosina-quinase, parece ser essencial para a manutengdo da malignidade. Deteccdo do transcrito ber/abl pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) oferece uma técnica sensivel, rdpida e altamente sensivel para diagndstico de LMC. A doenga que era
invariavelmente fatal € atualmente potencialmente curdvel por transplante alogénico de medula éssea (TMO). O sucesso do tratamento
em casos individuais pode ser monitorado pela detecgdo de células malignas individuais. Pacientes sem células tumorais detectadas de
seis meses a um ano apos o transplante tém pouca probabilidade de recidiva. Aqueles com células tumorais detectdveis em duas
andlises consecutivas tém maior risco de recidiva, indicando que uma terapia adicional seria apropriada. Apresentamos uma revisdo
dos aspectos clinicos, alteragdes citogenéticas e moleculares que caracterizam a LMC, assim como a co-evolugdo da terapia anti-LMC

e o diagndstico laboratorial.
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Introducéo
Observacdes clinicas gerais

Leucemia Mieldide Cronica (LMC) é caracterizada

como uma expansio clonal de células miel6ides,

compreendendo cerca de 10% a 15% de todas as
leucemias, tendo sua maior incidéncia na quarta década de vida,
podendo, no entanto, afetar também criangas e idosos (1).

Com a descoberta de uma alteragdo cromossomica presente
na grande maioria dos pacientes com LMC, inicialmente tida como
um achado, e atualmente implicada na etiologia da doenca,
métodos moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain
Reaction) foram desenvolvidos. Esses métodos possibilitaram,
de maneira sensivel e especifica, tanto o diagnéstico de certeza
da doenca, quanto da presenca de doenca residual minima (DRM)
apos tratamento medicamentoso ou transplante de medula éssea
(TMO), permitindo assim a exata avaliagdo da eficicia de cada
um desses procedimentos.

Clinicamente, observam-se trés fases da doenga. A fase cronica
€ de duracdio aproximada de trés a quatro anos e manifesta-se por
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sintomas vagos: mal-estar, fadiga, perda de peso, cefaléia, plenitude
pos-prandial e desconforto no hipocdndrio esquerdo. Alguns
pacientes (20%-30%) apresentam-se assintomaticos. Ao exame
fisico, os achados mais freqiientes sdo hepatoesplenomegalia e
adenopatias periféricas. O hemograma mostra alteragbes na
linhagem branca, com leucocitoses varidveis entre 20 x 10'/L até
600 x 10’/L com aproximadamente 20% de formas mieléides
jovens. No mielograma € observada hipercelularidade com
hiperplasia granular ¢ megacariocitica.

A fase acelerada é uma transi¢io gradual para a fase
blastica com duragdo aproximada de trés a seis meses. Cerca de
15% dos pacientes entram nesta fase. Os sintomas sistémicos como
aleucocitose e hepatoesplenomegalia, que anteriormente eram bem
controlados com tratamento medicamentoso, tornam-se resistentes
a terapéutica e se exacerbam. Nesta fase, o hemograma demonstra
aumento do niimero de mieloblastos, baséfilos e eosindfilos, assim
como o aparecimento de anemia e plaquetopenia.

A terceira fase € denominada fase blastica, com cerca de
85% dos pacientes apresentando este quadro de forma subita ou
gradual. Esta fase € caracterizada pela presenca de um minimo de
30% de micloblastos na medula ssea ou sangue periférico.
Clinicamente, os pacientes apresentam-se com febre, sudorese
noturna, perda de peso rdpida, dores dsseas, dor no hipocondrio
esquerdo (por esplenomegalia ou infartos esplénicos), infiltra¢des
cutdneas ou meningeas, sinais de sangramentos ou infecgdes,
leucoestase (principalmente em pacientes que tiveram trans-
formagfo abrupta para a fase blastica). Os achados de anemia e
plaquetopenia sdo freqiientes. A crise blastica geralmente é refratdria
ao tratamento, independentemente do tipo de diferenciagéo celular
e ocasionalmente pode ter duas ou mais linhagens. Sessenta por
cento dos casos sdo de origem miel6ide, 20% de origem linféide,
15% indiferenciadas e os 5% restantes originam-se de mega-
carioblastos, eritroblastos ou pré-granulocitoblastos. Nesta fase, a
sobrevida mediana € de dois a quatro meses. A tinica excegdo sio
0s casos que evoluem para crise blastica de origem linféide, em
que as taxas de resposta estdo em torno de 40%-70%, com duracoes
das remissdes em torno de 6 a 12 meses ¢ com uma sobrevida
mediana de 9 a'12 meses (1).

Estudos genéticos

Apesar de possuir uma apresenta¢do clinica variada, as
alteracdes citogenéticas e moleculares desta doenga estio bem
estabelecidas através de técnicas desenvolvidas a partir de 1960,
que foram responsaveis pelos grandes avangos na compreensio,
classificagdo e evolugdo do tratamento desta neoplasia.

O primeiro sucesso no estudo citogenético do cancer foi o
descobrimento realizado por Peter Nowell e David Hungeford
em 1960 do cromossomo Filadélfia em pacientes portadores de
LMC (2). Este cromossomo pequeno foi a primeira anormalidade

cromossomica detectada em neoplasias humanas. Durante quase
uma década, o cromossomo Filadéifia permaneceu como um
achado excepcional até que, com o aparecimento da técnica de
bandeamento de cromossomos, na década de 70, esta e outras
neoplasias hematoldgicas, assim como tumores sélidos, tiveram
as suas alteracdes cromossdmicas relevadas e descritas de forma
precisa.

Em 1973 Rowley (3) demonstrou que o cromossomo Filadélfia
resulta de uma translocaco reciproca de material genético entre
o cromossomo 9 € o cromossomo 22, definido citogeneticamente
como t(9:22) (q34;q11) como mostra a figura 1. O proto-oncogene
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FIGURA 1: Sintese de bri-abl pelo cromossomo Filadélfia (t9;22)
Representagdo esquematica da translocagio reciproca entre os
cromossomos 9 e 22, o que resulta na fusdo dos genes ber e abl e
consegliente formagédo de um mRNA e proteina hibridos.

c-abl (Abelson) localizado no brago longo do cromossomo 9 é
translocado para o braco longo do cromossomo 22 no gene bcr,
provocando o encurtamento do brago longo do cromossomo 22.
Desta fusdo forma-se um gene quimérico bcr/abl, cujo produto é
um RNA mensageiro hibrido (mRNA) bcr/abl, de 8,5 kb. Este
mRNA codifica uma proteina hibrida de 210 Kd, com atividade
de tirosinaquinase, similar a proteina codificada pelo gene c-abl,
que tem localizag@o exclusivamente nuclear, porém mais ativa e
com localizacio citoplasmaética (4). Por causa dessa alta atividade
especifica e nova localizagdo na célula, bcr/abl tem acesso a
substratos citoplasmaticos que a proteina c-abl ndo tem, e as
fosforila de uma maneira desordenada. A grande correlagdo entre
a presenga da proteina ber/abl hiperativa e LMC a implica na
etiologia dessa patologia. Vdrios estudos com modelos animais
ou de cultura in vitro t€ém demonstrado que a presenca desse
transcrito transforma células hematopoéticas normais e
fibroblastos (4,5). Outros estudos mostraram que a introdugéo de
bcr/abl em animais provoca distirbios clinicos que se assemelham
a LMC, indicando uma relag¢do causal entre o rearranjo bcr/abl e
o desenvolvimento de LMC (6,7).
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Na LMC, os pontos de ruptura (break points) no cromossomo
22 estdo restritos a uma regido de 5,8 kb chamada de Mbcr (major
break point cluster region) localizada na por¢io central do gene. O
ponto de ruptura exato difere de um individuo para outro na LMC,
porém geralmente ocorre entre os exons 2 ¢ 3, ou 3 e 4, gerando
uma proteina de 210 Kd. Os pontos de ruptura no cromossomo 9
estendem-se por uma regido de mais de 200 kb na extremidade 5’
do gene abl. Os exons 2 a 11 do abl estdo sempre incluidos na
seqii€ncia genética translocada para o cromossomo 22 e os exons
la e 1b podem ser incluidos ocasionalmente. Apesar de os éxons
lae 1b poderem fazer parte do gene ber/abl ao nivel de DNA, eles
sdo retirados no processo de formac¢do do RNA mensageiro
(mRNA), resultando num transcrito uniforme de 8,5 kb constituido
dos éxons 2 a 11 do abl fundidos ao éxon 2 ou 3 do gene bcr,
chamadas de translocag¢des b2a2 ou b3a2, respectivamente (8). O
gene quimérico estd presente em células de linhagem granulocitica,
megacariocitica, monocitica/macrofigica, eritrocitica (9); de forma
menos freqgiiente em linfécitos B e alguns linfécitos T (10-12),
porém ndo em fibroblastos de medula éssea (13).

Diagnéstico molecular

O gene quimérico bcr/abl serve como um marcador
diagnéstico de LMC. O gene nio forma parte do genoma normal
€ sua presenca comprova a existéncia de malignidade. Da mesma
forma como o cromossomo Filadélfia foi a primeira altera¢do
cromossdmica a ser relacionada ao cancer humano, a detecgio de
ber/abl foi o primeiro diagndstico molecular de neoplasias a ser
desenvolvido.

Virias técnicas de andlise molecular sdo capazes de
detectar o cromossomo Filadélfia, como por exemplo “Southern
blotting”, “Northern blotting” ¢ a PCR (“Polymerase Chain
Reaction”) com niveis diferentes de especificidade e sensibilidade.

Uma copia

‘ Desnaturagso, 94 °C
E"S
Trinta vezes

Emparelhamento e polimerizagao, 55°C e 72 C

— e

\

Duas copias

FIGURA 2: A reacdao em cadeia da polimerase (PCR)
Representagio esquematica da PCR. A dupla fita do DNA avo &
iniciamente desnaturada por aumento da temperatura a 94° G, com
aredugao da Zlemperatura, os oligonucleotideos iniciadores se
emparelham a seqiiéncia complementar no DNA alvo. A temperatura
é, entdo, elevada a 72° C, temperatura 6tima de atividade da enzima
DNA polimerase, que catalisa a polimerizagdo do DNA. Este ciclo se
repete 30 vezes, o que resulta na acumulagéo exponencial dos
produtos.

A técnica de PCR, inicialmente descrita por Saiki et al. em 1985
(14-15) é a técnica molecular mais itil e é o foco da discussdo
deste trabalho.

A PCR € uma reagfio enzimdtica que amplifica determinados
fragmentos de DNA numa forma altamente especifica. Ela consiste
basicamente de trés passos que se repetem ciclicamente, como
mostrado na figura 2: primeiro, desnatura¢do do DNA pelo calor,
em fitas simples; segundo, o emparelhamento dos oligo-
nucleotideos iniciadores (“primers”) as fitas de DNA nos
segmentos especificos para iniciar o processo de cépia e,
finalmente, extensdo dos iniciadores através dos nucleotideos e
da polimerase termoestdvel, (figura 3) efetuando a cépia e
duplicando os segmentos definidos do DNA (14). Este ciclo é
repetido entre 25 e 40 vezes até que a amplificacdo atinja um
plateau, onde tipicamente estdo presentes um bilhdo de cépias do
fragmento amplificado. A PCR revolucionou o diagnéstico

Para copiar o DNA a polimerase precisa:
Uma fita de DNA como moide
Um fragmento de DNA complementar

Nucleotideos —-\
C

cC CTGAG
-HFr 1T T T ¢

TTACTTATCTCCATCGCTTGAGCCCTAGATAGCCTAGCTTTAGCTCCTAGATCG

AATGAATAGA

FIGURA 3: Atividade da DNA polimerase

A enzima DNA polimerase incorpora os nucleotideos (A, G, T ou C),
tendo como molde uma fita de DNA de fita simples. Os fragmentos
recém-formados servirdo de molde nos ciclos subsequientes.

molecular e as técnicas de DNA recombinante, permitindo a
deteccdo e identificacdo de pequenos segmentos de DNA ou
mRNA, oferecendo vantagens em relagdo a citogenética ou
Southern blotting. No uso da PCR para o diagnéstico de LMC,
emprega-se um iniciador complementar ao gene bcr (exon 1 ou
2) e o outro ao abl (exon 2 ou 3). Quando nio existe o gene hibrido,
os dois iniciadores se emparelham a genes diferentes, o que néo
resulta na amplificacdo de um fragmento de DNA. Por outro lado,
quando esta presente o gene hibrido bcr/abl os dois iniciadores
se emparelham com o molde e produzem um fragmento de DNA
amplificado detectdvel como uma banda em uma eletroforese em
géis de agarose ou poliacrilamida, como mostra a figura 4 (16).

A PCR, como usada rotineiramente, tem a capacidade
de amplificar fragmentos de DNA de até dois mil pares de bases.
Avancgos recentes aumentaram o tamanho do fragmento
amplificdvel até cerca de 30.000 pb (17). Entretanto, o ponto exato
da translocagio no cromossomo Filadélfia em pacientes diferentes
varia em até 200.000 pb. Um tnico par de iniciadores ndo seria
capaz de amplificar o gene quimérico de todos os casos,
impossibilitando o uso da PCR para o diagnéstico da doenca
através da detec¢lio da translocagfio. Para superar este problema,
uma modificagdo da PCR chamada RT-PCR (“Reverse Trans-
criptase - Polymerase Chain Reaction”) é empregada. Neste caso,
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FIGURA 4: Deteccéo de t(9;22) por RT-PCR

Apds o isolamento de mRNA, este é convertido em cDNA em reacéo
catalisada pela enzima transcriptase reversa, sendo obtidos cDNAs,
que podem ser do gene de fus&o ber-abl, (indicado como C) ou dos
genes bcr (B) ou c-abl normal (A). Na reagdo de PCR, um dos
iniciadores empregados (indicados como pontas de setas) é
complementar a uma seqiiéncia de DNA do gene bcr e o outro do
gene abl. Somente havera a amplificagio se houver a presenga do
gene hibrido, porque do contrario os iniciadores se emparelharao a
genes diferentes. O produto amplificado pode ser detectado através
de eletroforese em um gel de poliacrilamida.

em vez do DNA gendmico, o mRNA serve como molde inicial da
reagdo, sendo primeiro convertido em DNA complementar
(cDNA) através da enzima transcriptase reversa (RT), como
mostra a figura 4. O cDNA por sua vez serve como molde para a
PCR. A vantagem desta metodologia é que a variabilidade do
mRNA hibrido transcrito de bcr/abl é muito inferior A variabilidade
do gene quimérico e um tinico par de iniciadores amplifica todos
0s casos. Para aumentar a sensibilidade da reagiio, permitindo a
detec¢do de somente uma célula expressando ber/abl em meio a
10° linfécitos normais, uma segunda modificagfio do protocolo
pode ser usada. Nesta modificagéo, que se chama “nested” PCR,
o produto da RT-PCR (amplificado pelos iniciadores 1 e 2 na
figura 5) € reamplificado com um segundo par de iniciadores
internos ao primeiro (mostrado na figura 5 como a amplificagdo
com os iniciadores 3 e 4). O produto da PCR “nested” pode diferir
em tamanho, conforme o paciente apresente translocagdes tipo
b2a2 ou b3a2. A técnica de PCR quando realiza a amplificagio
do gene bcr/abl permite a detecgdo de uma s6 célula Ph+ em 10°
a 10° células (16, 18, 19). Porém, quando realizada por “nested”
PCR, detecta uma em 10" a 107 células (18, 19, 20, 21). Para se
avaliar o quanto a PCR é mais sensivel, basta comparar sua
sensibilidade aos métodos até entdo disponiveis para o
diagndstico. A citogenética é capaz de detectar um minimo de
5% de células Ph+, mas em 40% dos pacientes com LMC que
possuem o rearranjo ber/abl da resultados negativos. O uso de
sondas fluorescentes com seqiiéncias de ber ou abl (FISH)
aumenta a sensibilidade de detecgdo para 1% a 2%, compardvel
ao Southern blotting (22).

Apesar da sensibilidade da PCR, algumas consideracdes
devem ser feitas sobre as possibilidades de falsos negativos e
positivos. Para evitar os falsos-positivos, medidas que evitem
contaminagdo entre amostras diferentes, por controles positivos,
ou de maneira mais importante, por DNA previamente
amplificado, devem ser tomadas (23); além de se incluir um
controle negativo sem DNA e uma amostra de DNA sabidamente
negativa para a translocagio ber/abl. Quanto aos falsos-negativos,
devem ser evitadas variagGes na eficiéncia de extragio de RNA,
transcri¢do reversa e amplificagdo do cDNA, e deve-se realizar a
amplifica¢do de uma seqiiéncia de mRNA de controle, que pode
ser o préprio gene abl, mostrado na figura 5 com os iniciadores 4
e 5. Deve-se sempre também incluir na reagio um controle
positivo, importante para saber se a sensibilidade desejada foi
atingida.

Este protocolo diagnéstico baseado em *“nested” RT-PCR
provavelmente representa o procedimento mais complexo que
atualmente ¢ feito em laboratérios de patologia clinica. Apesar
disso, jd existem diversos centros que j4 oferecem o diagnéstico
de LMC por RT-PCR em nosso meio. A figura 6 mostra exemplos
de diagnésticos feitos por nos.

A tendéncia atual é que o diagnéstico por RT-PCR seja
definitivo. Os estudos indicam que sangue periférico ou medula
6ssea podem ser utilizados para a pesquisa com resultados
similares (16, 21, 24). Além de sua sensibilidade, a RT-PCR
também detecta ber-abl em casos com translocagdes complexas
envolvendo mais de dois cromossomos ou quando nio hd
translocagdo reciproca e assim o cromossomo 22 nio exibe um
tamanho diminuido. Estes casos ndo sdo diagnosticaveis por

exons 5°do ber exons 3'do abl
b1|b2|b3 ad !

gene bcr-abl

a2 } a3

cDNA bcr-abl
1
iy

PCR

FIGURA 5: Diagnéstico molecular do ber-abl

O modelo mostra 0 mRNA quimérico formado pela fusdo dos genes
ber-abl, que é transcrito em cDNA. As setas indicam a posi¢ado dos
iniciadores utilizados para o diagnéstico molecular da fusio ber-abl.
Os iniciadores 1 e 2 amplificam a partir do cDNA um fragmento que
sera reamplificado pelos iniciadores 3 e 4 na reacio de “nested-
PCR". Os iniciadores 2 e 5 amplificam um fragmento do gene ab/
normal, que serve como controle da eficiéncia da reago.
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FIGURA 6: Diagnéstico da fusao ber-abl por RT-PCR e “Nested-PCR”
Gel de poliacrilamida a 7% corado com prata mostrando a detecgdo
da amplificagdo por PCR do cDNA da fusdo ber-abl de 3 pacientes
(P1 a P3), na metade esquerda do gel. Os pacientes 2 e 3 s&o
positivos, enquanto paciente 1 é negativo. C+ e C- indicam os
controles da reagao, respectivamente, um paciente sabidamente
positivo € um tubo sem DNA. A metade direita do gel mostra os
produtos de PCR do gene abl, controle interno positivo. As setas
indicam os produtos amplificados.

citogenética, sendo por isso que cerca de metade dos casos
aparentemente negativos para ber-abl i citogenética sdo positivos
por RT-PCR (25). Mas 5% a 10% dos casos clinicamente
diagnosticados como LMC s#o realmente negativos para o bcr-
abl. Estes pacientes tém evolugdo clinica distinta daqueles com
LMC bcr-abl positivo e possivelmente trata-se de uma forma
variante de mielodisplasia ou de mieloproliferaciio (26). Por outro
lado, a translocag@o bcr-abl também existe em outras formas de
leucemia, tais como leucemia mieldide aguda e leucemia linféide
aguda, onde confere um prognéstico pior. Assim, o diagnéstico
molecular tem que ser feito no contexto da analise citolégica do
paciente.

Evolugéo terapéutica da LMC

Com a aplicagiio das técnicas diagnésticas disponiveis
conseguiu-se a andlise da eficdcia de drogas e abordagens
terapeuticas existentes. Isto, aliado aos avangos farmacolégicos,
permitiu a evolugio de um tratamento 2 base de bussulfan na década
de 50 e, depois, no inicio dos anos 60 com hidroxiuréia para os
tratamentos com alfa-interferon (a-IFN) e de transplante de medula
dssea, considerado o tratamento de escolha hoje em dia. Passamos
de um periodo em que a utilizagdo, ora de um agente alquilante,
ora de um antimetabélito, permitiu a conquista de um impacto
positivo na histéria natural da doenga, porém com raras respostas
citogenéticas, para um periodo onde o foco do interesse estd na
integragdo ideal de esquemas terapéuticos para a obtengdo de
respostas citogenéticas duradouras e cura sempre que possivel.

O tratamento com a-IFN induz respostas citogenéticas
completas ou parciais, mas ndo cura a doenga. Os primeiros estudos
relatam indices de resposta hematolégica completa de 70% e de
resposta citogenética em torno de 40%, usando IFN humano
parcialmente purificado (27). O uso de a-IFN recombinante 2a
resultou em 57% - 75% de respostas hematolégicas, sendo menos
de 40% respostas citogenéticas completas (28). Nio ha evidéncias
de que associagdo do tratamento de a-IFN e g-IFN melhora a

resposta terapéutica (29, 30-32). Porém, existe evidéncia de
respostas mais satisfatérias quando a terapéutica com IEN ¢
iniciada no primeiro ano do diagnéstico (27).

Trés estudos de grande importincia comprovam a eficicia
relativa do tratamento com a-IFN 2a em comparagio com a
quimioterapia convencional, mostrando sobrevida mediana maior
para o grupo tratado com IFN (30, 33, 34). Os resultados para os
grupos tratados com a-IFN mostram uma sobrevida mediana de
63 a 72 meses contra 43 a 56 meses de sobrevida mediana em
grupos tratados com bussulfan ou hidroxiuréia.

Os intervalos de sobrevida apés tratamento com a-IFN
enfatizam que a terapia resulta em remissdo mas nunca em cura.
Interessantemente, pacientes com remisses citogenéticas, mesmo
parciais, persistem em remiss@o por longos perfodos (25). Porém,
ao analisar pacientes que apresentam remissdes citogenéticas
completas apds o uso de IFN com a RT-PCR, observa-se que a
maioria tem doenga residual (19) que sugere efeito supressivo in
vivo mediado pelo IFN provocando laténcia tumoral (35).

Os critérios de resposta a terapia com a-IFN para a LMC ja
estdo bem definidos, e atualmente este tratamento é utilizado como
primeira linha em pacientes em que o transplante de medula 6ssea
(TMO) alogénico néo é uma opgdo (14).

O TMO ¢€ considerado a Unica modalidade de tratamento
curativo para LMC capaz de oferecer uma longa sobrevida livre
de doenga (SLD) (36, 37). O objetivo é erradicar o clone maligno
com quimioterapia mieloablativa e radioterapia, e estabelecer a
hematopoese normal através do transplante de células-tronco
hematopoéticas normais de doadores. Além do regime de
condicionamento, a transfusdo de linf6citos do doador pode
erradicar as células malignas que sobreviveram ao con-
dicionamento, conferindo um efeito enxerto versus leucemia
(38). A sobrevida livre de doenga em cinco anos depende do
estddio da doenga no momento do transplante, sendo de 50%-
60% quando o transplante for realizado na fase cronica, 30% na
fase acelerada e 10%-20% na fase aguda. As taxas de recidiva
sdo respectivamente menos de 20%, 40% e 60% (1, 37). A
principal razdo para a falha de tratamento nos estidios mais
avangados € a recidiva, que ocorre entre seis meses e trés anos
ap0s o transplante.

Durante a fase cronica acredita-se na obten¢io de melhores
indices de SLD se o TMO for realizado no primeiro ano apés
diagndstico, com quase 80% de SLD, quando realizado no
primeiro ano, contra 44% se realizado apés esse periodo (39).
Analisando-se os dados do Registro Internacional de TMO
(IBMTR), observa-se uma vantagem de 10% nos pacientes
transplantados logo apés o diagnéstico (25, 40). O Registro
Europeu de TMO (EBMTR) demonstra que o intervalo entre o
diagnéstico e o transplante € um fator progndstico independente
(41). A idade e deplegio de células T sdo fatores prognésticos
importantes (42, 43). Os fatores prognésticos adversos incluem
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tratamento prévio com bussulfan (40), evolugéo clonal (44) e
mielofibrose (45).

Os diferentes regimes de condicionamento utilizados néio tém
impacto na SLD. Os esquemas mais utilizados sdo ciclofosfamida
60 mg/kg em dois dias consecutivos e TBI; bussulfan e
ciclofosfamida; Etoposide e TBI, todos com sobrevidas medianas
similares.

Apesar de ser uma udnica abordagem terapéutica capaz de
oferecer cura da LMC na atualidade, a indica¢do do TMO deve
ser criteriosa devido aos riscos inerentes ao tratamento. Um
numero substancial de pacientes com diagnéstico de LMC em
fase acelerada ou bldstica sdo curados por transplante alogénico
(46-48), em comparagio aos tratamentos convencionais com o0s
quais se obtém resultados muito pobres (37). Neste grupo torna-
se a unica possibilidade curativa, apesar da morbimortabilidade
que estd implicita no tratamento. Por outro lado, a indicagdo nos
pacientes recém-diagnosticados deve considerar que este
procedimento tem mortalidade na fase aguda de 20%-30%, em
pacientes que tém expectativa minima de sobrevida de trés a quatro
anos, aliado 2 probabilidade de o tratamento com a-IFN permitir
uma remissdo hematolégica ou citogenética, além de nao interferir
de forma adversa no resultado do TMO (37, 49). Apesar de ser
ainda um assunto controverso, normalmente indica-se TMO em
pacientes no primeiro ano do diagnéstico, com idades abaixo de
50-55 anos e que possuam doadores HLA compativeis. Quando
um destes critérios ndo € preenchido, opta-se por iniciar
terapéutica com a-IFN. Caso ocorra resposta citogenética parcial
ou minima em 12 meses, mantém-se o tratamento com a-IFN, a
menos que ocorra progressio. Assim, nos pacientes que estao em
fase cronica tardia e naqueles pacientes que ndo obtiveram resposta
ao a-IFN se possivel, indica-se TMO alogénico.

Quando nao & possivel realizar transplante alogénico,
outras modalidades de tratamento tém sido examinadas. Algumas
destas sdo 0 TMO alogénico com doadores ndo-relacionados, e o
TMO autdlogo. Mesmo quando ocorre recidiva apés o primeiro
transplante alogénico, estes pacientes podem ser resgatados com
um segundo transplante, a-IFN ou transfusdes de células
mononucleares de doador.

O diagnéstico molecular para deteccdo de
doenca minima residual apés transplante

Com as perspectivas de tratamento em rdpida e continua
expansdo, a necessidade de detectar doenga residual minima é
premente. Isso permitiria identificar aqueles pacientes com maior
risco de recidiva, que se beneficiariam de tratamento adicional,
sempre na busca de remissdes mais prolongadas. Este objetivo é
atingido com “nested” PCR, através da qual € possivel a deteccio
de uma célula neopldsica em 10° - 10" células normais. J4 estd
ficando claro que a aplicagdo do diagnéstico da DMR por RT-

PCR € de grande valor progndstico. Estudos de seguimento de
pacientes submetidos a TMO com o uso de PCR proporcionaram
informagdes a respeito do comportamento desse teste nestes
pacientes, e como ele deve ser analisado. Uma proporgio
significativa dos pacientes permanece, apés transplante alogénico,
com niveis detectdveis de bcr-abl, durante os primeiros meses,
apesar de estarem em remissdes citogenéticas e hematolégicas
(16, 20, 21, 50, 51, 52). Com o acompanhamento por PCR apés o
sexto més, trés subgrupos de pacientes puderam ser identificados:
aqueles cuja PCR mantém-se persistentemente negativa apés o
periodo inicial; aqueles com PCR positiva de forma intermitente
e outros com PCR sempre positiva, com estes trés grupos
apresentando probabilidades diferentes de permanecer em
remissdo pds-TMO (53, 54). Vinte a 40% dos pacientes que
apresentam uma PCR positiva entre o sexto e décimo segundo
més apos o transplante recidivam, em contraste com apenas 3%
dos que permanecem PCR negativos nesse periodo. Quando hd
duas ou mais determinag¢des positivas, o risco aumenta para 78%
(55). Em intervalos maiores que 12 meses ap6s o transplante, a
negatividade por PCR praticamente exclui o risco de recidiva, e
apds trés anos provavelmente significa cura (21). O grupo que
apresenta resultados positivos por PCR de maneira intermitente
também apresenta menor risco de recidiva em comparagio com
0 grupo persistentemente positivo (8). A intermiténcia da
positividade parece refletir uma menor quantidade de células Ph+,
€ assim, algumas vezes abaixo do limite de detec¢do da PCR.

Na experiéncia do Servigo de Transplante de Medula Ossea
do Depto de Oncologia Clinica do Hospital A.C. Camargo, entre
dois pacientes que foram submetidos a transplante alogénico de
medula éssea (com utiliza¢@o de células progenitoras periféricas)
por serem portadores de LMC, todos apresentaram negativagio
do cromossomo Ph, através de PCR, respectivamente trés e seis
meses apds o procedimento.

O desenvolvimento de métodos de PCR quantitativa poderia
ter maior valor preditivo de recidiva clinica que somente a PCR
qualitativa, e seria 1til para o acompanhamento dos pacientes
persistentemente positivos. Os pacientes PCR positivos com
quantidades crescentes de transcrito quimérico durante o
acompanhamento estariam sob maior risco de recidiva, e seriam
candidatos a tratamentos adicionais. Em contraste, pacientes com
expressdo estdvel ou decrescente de ber/abl devem ter mecanismos
imunolégicos que suprimem o clone maligno, ou entdo este pode
ter perdido a capacidade proliferativa, e portanto apresentam
menor risco de recidiva. Dois estudos, utilizando técnicas de PCR
quantitativa, conseguiram predizer recidivas nos pacientes que
apresentavam elevacdes nos niveis de expressio de ber/abl (56).
Lion e cols., baseados nestas observacgdes, propuseram o termo
de recidiva por PCR para indicar um aumento de dez vezes ou
mais na expressdo do mRNA da fusio bcr/abl, determinado por
um minimo de trés andlises consecutivas de PCR quantitativa (56).
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O autor argumenta que o aumento de dez vezes ou mais na
expressio relativa do gene ber/abl, para diagnosticar a recidiva
por PCR, leva em conta a inexatiddo potencial inerente a0 método
€, assim, procura prevenir erros na interpretagdo de eventos como
recidiva genética transitéria, flutuagdes na expressdo do gene
marcador e contaminagdes da amostra. Nessa série, o tempo médio
entre a elevacio do mRNA de bcr/abl e os primeiros sinais de
progressdo citogenética ou hematolégica foi de seis meses, tempo
suficiente para permitir a intervengao terapéutica (55). O teste de
PCR quantitativa fornece um pardmetro extremamente precoce €
sensivel para melhorar o manejo clinico dos pacientes portadores
de LMC (56). Os métodos de PCR quantitativa, de extrema
utilidade no manejo clinico dos pacientes com LMC sob
tratamento medicamentoso ou apds TMO, provavelmente estaréo
disponiveis em um futuro préximo para a aplicagdo em
laboratérios clinicos.

Concluséao

O cromossomo Filadélfia foi a primeira alteracdo genética a
ser associada consistentemente com cincer, € € uma das melhores
entendidas ao nivel molecular no presente. O resultado dos estudos
da fusdo bcr/abl ao nivel molecular trouxe progressos para o
desenvolvimento tanto de testes diagndsticos como de terapias.
A detecgiio do gene quimérico constitui diagnéstico de certeza de
LMC. O tratamento da LMC com TMO e IFN tornou possivel a
erradicacio total ou parcial das células Ph+, e a deteccdo de doenga
residual minima tornou-se imprescindivel e perfeitamente possivel
com os métodos disponiveis atualmente. Essa sintonia entre a
ciéncia e a aplicagio clinica do conhecimento acumulado deve
servir de prototipo para o entendimento das bases moleculares €
provavelmente terd um grande impacto no manejo terapéutico
futuro de outros tumores.

Summary

Chronic myeloid leukemia (CML) is genetically characterized by the presence of the fusion of the bcr/abl genes, which results from

reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22. The chimeric ber/abl transcript, which encodes a protein with enhanced tyrosine

kinase activity, appears to be essential for the maintenance of malignancy. Detection of the ber/abl transcript by the Polymerase Chain
Reaction (PCR) thus offers a sensitive, rapid and highly specific technique for diagnosis of CML. The once invariably fatal disease is now
potentially curable by allogenic bone marrow transplantation (BMT). The success of treatment in individual cases is monitored by PCR

detection of residual malignant cells. Individuals with no detectable tumor cells 6 months - 1 year after transplantation have very low

probability of relapse. Those who have detectable tumor cells at two time point have higher risk of relapse indicating that additional therapy

is appropriate. In this article, we review clinical, cytogenetic and molecular aspects of CML and explore the co-evolution of anti-CML and

laboratory diagnosis.
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