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Resumo

A Leucemia Mieldide Crbnica € uma doenca mieloproliferativa crénica que
representa 20% de todas as leucemias, sendo caracterizada por uma leucocitose com
desvio a esquerda, esplenomegalia e presenca do cromossomo Philadelphia (Ph) que
resulta de uma translocacao entre os bracos longos dos cromossomos 9934 e 22q11,
gerando uma proteina chamada BCR-ABL que resulta de uma hiperproliferacdo
celular anormal e inibidores da apoptose. A doenca evolui em trés fases: crénica (FC)
onde ocorre a proliferacdo clonal macigca das células granulociticas, mantendo estas
a capacidade de diferenciacao, posteriormente num periodo de tempo variavel, o
clone leucémico perde sua capacidade de diferenciacdo e a doenca passa a ser de
dificil controle sendo a esta fase acelerada (FA) e progride para uma leucemia aguda
tornando- se a fase de crise blastica (CB). O diagndstico da LMC pode ser feito por
varios métodos entre eles 0 exame microscopico do sangue periférico e da medula
0ssea, incluindo analises por citometria de fluxo, citogenética e biologia celular. Este
estudo apresenta uma revisao bibliografica sobre a histéria natural e os diferentes

métodos de diagnosticos da doenca.

Palavras chave: leucemia mieléide crbénica (LMC), cromossomo Philadelphia,

diagnéstico laboratorial.

INTRODUCAO

A Leucemia Miel6de Crdnica (LMC) constitui uma desordem mieloproliferativa,
gue se caracteriza pela presenca de uma mutacdo adquirida, a qual afeta a célula

tronco hematopoiética. A LMC representa cerca de 20% das leucemias do adulto e



ocorre com a mesma frequéncia ao redor do mundo. Sua incidéncia anual é de 1,6
cas0s/100.000 habitantes/ano, havendo um discreto predominio masculino (1,4/1,3),
com mediana de idade a apresentacao de 55 anos. Menos de 10% dos casos ocorrem

em pacientes com menos de 20 anos (CORTES, 2004).

OBJETIVOS
Objetivos gerais

- Realizar uma revisao bibliografica sobre a histéria natural da Leucemia Mielbide
Crbnica e os diferentes métodos de diagndsticos promovendo o conhecimento dos
mesmos.

Objetivos especificos
- Mostrar a fisiopatologia da Leucemia Mieldide Cronica.

- Listar os principais métodos diagndsticos.

MATERIAL E METODO

Para elaboracdo dessa revisdo bibliografica foi realizada buscas em
publicacdes de artigos cientificos com fontes citadas no presente trabalho a fim de
ressaltar os diagnésticos utilizados na Leucemia Miel6ide Crénica.

DESENVOLVIMENTO

1.0 - FISIOPATOLOGIA

Em 1960, um pequeno cromossomo foi identificado em pacientes com LMC
(NOWELL; HUNGERFORD,1960).

Pela primeira vez na historia da Medicina, foi descrita a associagdo entre uma
anormalidade cromossdmica e uma doenca oncoldgica. Posteriormente, demonstrou-
se que essa alteracdo cromossémica era resultado de uma translocacgéo reciproca e
balanceada entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22, 1(9;22) (q34;911), sendo
denominado cromossomo Filadélfia (Ph). Presente em 95% dos pacientes com LMC,
o cromossomo Ph resulta de uma translocacdo balanceada entre o gene ABL

(Abeldon Murine Leukemia) localizado no cromossomo 9, com o gene BCR



(breakpoint cluster region) no cromossomo 22 (NOWELL; HUNGERFORD, 1960;
GEARY,2000).

O gene hibrido resultante, o BCR-ABL, codifica uma proteina de fusdo anormal
que contém atividade tirosina quinase (TK) continuadamente ativada na regido ABL,
sendo responséavel pelo desenvolvimento da leucemia. A partir da identificacdo da
patogénese molecular da LMC, esfor¢cos tém sido feitos com o objetivo de identificar
as vias de sinalizacdo que influenciam a atividade TK do BCR-ABL, ligando essas vias
as alteracbes caracteristicas da LMC. Essas alteracdes incluem: aumento da
proliferacdo celular (ativacdo da via RAS); diminuicdo da apoptose (via STATS);
heperativacdo da molécula antiapopitética (BCLxI); inativacdo da molécula proé-
apoptética (BAD via AKT); desregulacdo da citoadesdo celular havendo liberacéo
prematura de células mieldides imaturas na circulacdo (efeito da CRKL); alteracbes
na angiogénese; e aumento da instabilidade genética responsavel pela progresséo da
doenca (MELO; DEININGER, 2004; DEININGER; GOLDMAN; MELO, 2000).

1.2 - CURSO CLIiNICO

Classicamente, a doenca evolui em trés fases: crbénica (FC), acelerada (FA) e
crise blastica (CB). Na FC ocorre proliferacéo clonal macica das células granulociticas,
mantendo estas a capacidade de diferenciacao, sendo a doenca facilmente controlada
(CORTES; KANTARJIAN,2003). Ao diagndstico, cerca de 20 a 40% dos pacientes sao
assintomaticos porém quando sintomaticos, apresentam sintomas de
hipercatabolismo (fadiga, perda ponderal, sudorese noturna e febre) e desconforto
abdominal decorrente da esplenomegalia. Complicagbes trombaoticas ou hemorragia
ocorrem em menos de 5% dos casos em FC (GEORGII; BUESCHE; KREFT, 1998).

Posteriormente, num periodo de tempo variavel, o clone leucémico perde a
capacidade de diferenciacdo e a doenca passa a ser de dificil controle (FA) e progride
para uma leucemia aguda ou (CB) (CORTES; KANTARJIAN, 2003).



1.3- DIAGNOSTICO

e Hemograma

O diagnéstico da LMC pode ser feito por varios métodos, incluindo o exame
microscépico do sangue periférico e da medula 6ssea, analise por citometria de fluxo,
citogenética e biologia molecular. Pacientes com LMC apresentam, no sangue
periférico leucocitose de aproximadamente 225.000/mm?3 com varia¢do de 20.000 a
600.000/mm?3 e intenso aumento de granulécitos na circulagdo. A granuilocitose é
caracterizada por pequena proporcdo de blastos leucémicos e promieldcitos,
predominio de formas intermediarias como mielécitos e metamieldcitos, além de
neutréfilos em processo de maturacao e ja totalmente maduros como os bastonetes e
segmentados. Proporcbes de 15 a 20% de basofilos e eosindfilos podem ser
encontradas (CHARLES; SAWYERS,1999; DULLEY; HAMERSCHLACK,2004).

Na LMC, é comum a presenca de anemia discreta e de trombocitose. Os
valores de hemoglobina oscilam em torno de 9,7g/dL com variagéao de 5,4 a 14,4g/dL,
notando-se pequena correlacdo entre a concentracdo de hemoglobina e o nimero
total de glébulos brancos circulantes. O nimero de plaquetas oscila em torno de
485.000/mm3, podendo variar de 25.000 a 1.400.000/mm?3, lembrando que esses
valores variam de acordo com a fase da doenca. A atividade da fosfatase alcalina dos
leucécitos fica reduzida em quase todos os pacientes e pode ser usada para distinguir
a LMC de outras doencas mieloproliferativas (CHARLES; SAWYERS, 1999; DULLEY;
HAMERSCHLACK, 2004; JAMUR, 2005).

e Mielograma e Biopsia de Medula

O mielograma revela hipercelularidade a custa do aumento marcante de
neutrofilos e células precursoras, levando a relacéo leuco-eritroblastica para 20:1. A
sequéncia de diferenciacdo é mantida, mas com predominio de células mais jovens
como promielécitos e mieldcitos. O numero de megacariocitos também é aumentado.
A biopsia de medula 6ssea também mostra hipercelularidade intensa com aumento
de granulécitos e de magecariocitos. Fibrose reticulinica medular detectada por meio
de coloragcéo de Hematoxilina & Eosina habitual, com evidente aumento de fibras de
reticuina também pode ser observada (CHARLES; SAWYES,1999;
HAMERSCHLACK, 2004).



e Citometriade Fluxo

A técnica de citometria de fluxo, criada em meados da década de 50, permite
avaliar caracteristicas fisico- quimicas de células ou particulas suspensas em meio
fluido. Esta tecnologia utiliza anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos
como ferramenta de investigacdo em diversas analises e necessita de controles
isotipicos para a definicdo da regido negativa (background). Estes controles sdo
representados por imunoglobulinas do mesmo isotipo marcadas pelos mesmos
fluorocromos dos anticorpos testes, sendo o isotiocinato de fluoresceina (FITC) o
marcador fluorescente mais utilizado na conjugacdo dos anticorpos. Os controles
isotipicos tem como funcao definir a fluorescéncia inespecifica (células negativas) e
as regides fluorescentes (células positivas). Desta forma verifica-se a proporcéao total

de células brancas e cada tipo das mesmas (GOLIM et al., 2007).
e Citogenética

Quanto & citogenética, a presenca de cromossomo Philadelphia (Ph)
representa o alvo mais explorado, mas é importante ressaltar que o Ph nao é
patognomoénico da LMC, uma vez que esta presente em 25% dos individuos adultos

e em 3 a 5% de criangas com leucemia linfoblastica aguda (LLA) (JAMUR,2005).

A metodologia classica por banda G é o exame de escolha para identificar essa
anormalidade cromossdmica, seja pela possibilidade de detectar alteracdes adicionais
que poderiam indicar evolug¢do clonal ou Ph variante, seja pelo seu menor custo,
porém essa analise ndo é rapida. A sensibilidade do método é superior a 90%, com
um limite de deteccdo de celular de 1:20 (uma célula maligna para vinte células
normais) (JAMUR,2005; VENDRAME-GOLONI et al., 2006).

7

O exame citogenético é realizado preferencialmente em células de medula
Ossea colhidas com heparina ou em meio de cultura especial. Alternativamente, pode
ser usado o sangue periférico colhido com heparina de forma estéril, mas a
sensibilidade € bem menor do que o exame em medula éssea. Em 10% dos pacientes
em critérios compativeis para LMC, nenhum Ph é detectado, mas em cerca da metade
desses, o rearranjo BCR-ABL é identificado por métodos moleculares (FISH ou RT-

PCR). Nos restantes, nem Ph nem rearranjo BCR-ABL sé&o identificados e,



aparentemente, estes pacientes tém a doenca mais agressiva (CHARLES;
SAWYERS,1999; CHAUFFAILLE et al., 2001; VENDRAME-GOLONI et al., 2006).

e Southern Blotting

A analise por Southern blotting para detectar o rearranjo BCR-ABL também ja
foi usada, empregando o DNA gendmico apoOs digestdo com endonucleases de
restricio. O DNA empregado pode ser extraido de células colhidas a fresco ou
congeladas a partir do sangue periférico ou da medula 6ssea. A sensibilidade do
meétodo é dependente da distribuicdo espacial dos pontos de quebra e da combinacéo
da sonda com a enzima de restricdo. A sensibilidade desse método é de
aproximadamente 98%, com um limite de detec¢ao celular de 1:20 a 1:100, sendo

mais sensivel que a citogenética classica (JAMUR,2005).
e Biologia Molecular

Ja os métodos mais modernos e eficazes para a deteccao dos transcritos BCR-
ABL sédo baseados em técnicas de biologia molecular. Os mais frequentes incluem a
hibridizacao fluorescente in situ (FISH — fluorescent in situ hybridization) e a reacao
em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction) apés a conversdo do
MRNA extraido das células leucémicas em DNA complementar (cDNA). Para esta
etapa inicial, utiliza —se uma enzima conhecida como transcriptase reversa (RT), dai
o home do método: RT- PCR (CHARLES; SAWYERS,1994; CHAUFFAILLE et al.,
2001; VENDRAME-GOLONI et al.,2006; GOUVEIA, 2007; SAHAY; SCHIFFER,
2008).

A etapa subsequente é a amplificacdo da sequéncia génica a ser estudada,
usando um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) e a detec¢ao dos transcritos
(HOCHHAUS et al., 2000).

Uma variante do método de RT-PCR, com potencial de oferecer resultados
guantitativos para o transcrito BCR-ABL, vem se mostrando Util no seguimento dos
pacientes com LMC. Trata-se da RT-PCR em tempo -real ou real-time PCR. Como
consequéncia da deteccao com quimica fluorescente, o método € mais sensivel para
o diagnostico definitivo da LMC e também para a identificacdo de doenga residual
minima apos o transplante de medula 6ssea ou durante tratamento com o Mesilato de

Imatinibe (MI). Além disso, essa metodologia € mais rapida, possibilitando melhores



controles de qualidade e permitindo a padronizacdo do processo de amplificacéo e a
eliminagcéo de contaminag&o no laboratorio. A menor chance de contaminagdo com o
método RT-PCR em tempo real ocorre porque o tubo de reacao nao precisa ser aberto
ao seu final, uma vez que a deteccéo e a quantificacdo dos transcritos sao feitas em

tempo—real durante os ciclos de amplificagcdo (GOUVEIA, 2007).

A RT-PCR em tempo real € um grande aliado do oncologista clinico em busca
de melhores resultados terapéuticos, porque ajuda na definicdo do tratamento, que
pode ser mais ou menos agressivo de acordo com a resposta de cada paciente. Com
essas caracteristicas, a RT-PCR em tempo real permite o acompanhamento dos
pacientes portadores de LMC ao longo de intervencdes que promovem remissao
duradoura da doenca (CHARLES; SAWYERS, 1999; VENDRAME-GOLONI et al.,
2006; GOUVEIA, 2007).

1.4 - DOENCA RESIDUAL MINIMA

A resposta do paciente oncoldgico ao tratamento para LMC deve ser avaliada
sob trés aspectos. Além da resposta clinica, caracterizada pela auséncia do quatro
sintomatologico de leucemia, é necesséario pesquisar: a resposta hematoldgica,
definida pela normalizacédo de valores quantitativos no sangue periférico e avaliagao
do tamanho do baco; a resposta citogenética, definida pela proporcdo de metafases
Ph-positivas residuais; e a resposta molecular, definida por meio da avaliacdo da
transcricdo génica (MRNA) ou da deteccédo de proteinas BCR-ABL residuais (EDER
et al., 1999; HOCHHAUS et al., 2000; PALLOTTA et al., 2006; FRAZER et al., 2007;
ALMEIDA; SADDI, 2007).

Assim, apods o tratamento da LMC, a presenca de células leucémicas residuais
sem evidéncias clinicas de doenca é conhecida como doenca residual minima (DRM),
na qual os niveis de leucemia estdo abaixo da deteccdo pela microscopia
convencional. A PCR quantitativa em tempo real, entretanto, traduz de forma legitima
os niveis de DRM, sendo atualmente o “padrdo ouro” para seu monitoramento, uma
vez que o método fornece informacdes a respeito do niumero e da cinética das outras
células tumorais residuais (ALMEIDA; SADDI, 2007).



1.5 -TRATAMENTO

Nos ultimos anos, houve uma revolugdo no tratamento da LMC. Surgiram os
chamados inibidores de tirosino-quinase. O imatinibe foi o primeiro deles a ser
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), nos EUA, e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil. Apresentou respostas
hematoldgicas e citogenéticas surpreendentes, somente demonstradas anteriormente
com o transplante de medula 6ssea. Esta medicacdo tornou-se hoje o padrdo de
tratamento. Funciona melhor nas fases mais precoces da doenca, diminuindo sua
eficiéncia a medida que a leucemia progride para as fases acelerada e blastica
(DRUKER et al., 2006; BACCARANI et al., 2006).

Descrevem- se mecanismos de resisténcia primaria e secundaria ao uso de
imatinibe, com superexpressdo do BCR-ABL, evolucéo clonal e mutacdes do ABL.
Novos medicamentos, como o desatinibe e o nilotinibe, aprovados pelo FDA, séo
usados para superar a refratariedade ou a intolerancia de pacientes ao imatinibe,
porém sua utilizacdo em criancgas € ainda incipiente e esta sendo testada em estudos
clinicos. A utilizacédo deles em primeira linha também esta reservada, pelo menos no
momento, a estudos clinicos em desenvolvimento (KANTARJIAN et al.,, 2007;
CORTES et al., 2007).

1.6 - CONCLUSAO

Diante da revisdo realizada, evidencia-se a necessidade do diagnostico
precoce, rapido e preciso dessa doenca, destacando a metodologia da RT-PCR em
tempo real como o método mais moderno e eficaz para esse fim, porém a analise do
hemograma correta € importante para direcionar o médico aos exames

complementares para diagnéstico e melhor método de tratamento.

Destaca-se a eficacia do Mesilato de Imatinibe em relacdo &s demais
estratégias terapéuticas, mas mesmo durante ou apés o tratamento, deve- se realizar
avaliacao periddica dos pacientes para a deteccao precoce de uma possivel doenca

residual minima (DRM).
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