REVISAO /

ANALISE CITOGENETICA NA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

RESUMO

Este artigo visa investigar, atraves de revisao bibliografica, a
aplicacdo da analise citogenética classica e molecular na
pesquisa da Leucemia Mieldide Cronica (LMC). Tais
técnicas de analise detectam anormalidades cromossomicas e
as relacionam a um melhor ou pior prognostico para o
paciente, com possivel evolu¢ao para uma fase aguda ou
cronica da doenga e auxiliam na orientagdo terapéutica mais
adequada. Com base nos erros de divisdo celular, pode-se
observar a maior freqiiéncia de mutagdo e de aberracdes
cromossomicas em células afetadas. Os dados citogenéticos
envolvidos tém também importancia fundamental no
mapeamento génico. O cariotipo final ¢ estabelecido com
base em estudos de técnicas em analise citogenética classica e
permite que o profissional avalie o progndstico e tratamento
da doenca mediante a presenca do marcador da leucemia
mieloide cronica, o cromossomo Philadelphia.

Descritores: leucemia mieldide cronica, aberragdes
cromossomicas, analise citogenética.

ABSTRACT

This article aims to investigate, through literature review,
the application of classical cytogenetic and molecular
analysis in search Chronic Myelogenous Leukemia (CML).
These techniques of analysis detect chromosomal
abnormalities and relate to a better or worse prognosis for
the patient, with possible changes to a chronic or acute
phase of the disease and help guiding the therapy in a more
appropriate form. Based on the errors of cell division, one
can observe the highest frequency of mutation and
chromosomal aberrations in cells affected. Cytogenetic data
involved also have fundamental importance in gene
mapping.The karyotype final is set based on studies of
techniques in classical cytogenetic analysis and allows the
professional evaluate the prognosis and treatment of
disease through the presence of the marker of chronic
myeloid leukemia (CML), the Philadelphia chromosome.
Key-words: chronic myeloid leukemia, chromosome
aberrations; cytogenetic analysis.

INTRODUCAO

A andlise citogenética das células malignas representou
o inicio de um dos maiores avangos sobre a natureza bioldgica
das neoplasias, em maior significado no campo da
leucemogénese, com sua implicagdo prognostica.” Em 1902,
Theodor Boveri e Walter Sulton’ propuseram que os fatores de
hereditariedade sdo partes de cromossomos, de acordo com as
leis de Mendel em que o gene passa a ser considerado como a
unidade funcional basica da hereditariedade, gerando grande
diversidade de experimentos. Os autores reconheceram
independentemente que o comportamento das particulas
estudadas por Mendel, durante a producdo de gametas nas
ervilhas, era exatamente o paralelo ao comportamento dos
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cromossomos na meiose. Em 1910, Thomas Morgan’ reforca
ateoria cromossomal da hereditariedade, em que os genes sdo
partes das estruturas celulares especificas dos cromossomos.
Jaem 1914, o cientista e pesquisador Theodor Boveri’ afirma
que um padrio cariotipico anormal esté ligado a um fenotipo
maligno da célula em que aparece, entdo, um cromossomo
mutante. Em 1960, que Nowell e Hungerford detectaram a
primeira alteracdo cromossdmica em doenga neoplasica e
descreveram a existéncia do cromossomo Philadelphia
(Ph).4.5.6

Este artigo visa investigar, através de revisdo
bibliografica, a evolucdo das técnicas citogenéticas aplicaveis
na detec¢ao da Leucemia Mieldide Cronica (LMC) enfatizando
a urgéncia da implantagdo desse tipo de andlise no servigo
publico de Satde.

ANALISE CITOGENETICA CLASSICA

A citogenética ¢ a parte da genética que estuda os
cromossomos (constituido de Acido Desoxirribonucléico
(DNA) e outros complexos protéicos), sua funcao, estruturas,
comportamento biolégico, patologico e sua hereditariedade.”
Esta dividida em citogenética classica, que envolve a cultura de
célula, ¢ a molecular, com uso de técnica e métodos
tecnologicos através de DNA e, ainda, a citomolecular, a qual se
utilizam sondas especificas.”™ Segundo Carakushansky, as
anormalidades cromossdmicas ocorrem em 0,4% dos nascidos
vivos. Elas estdo ligadas a alteragdes no fenotipo e resultam do
desequilibrio das informagdes genéticas gragas a erros
advindos da divisdo celular. As aberragdes cromossdmicas
podem ser numéricas ou estruturais, sendo que as primeiras
relacionam-se com o nimero de cromossomos ¢ as outras com
alteragdes estruturais, como translocagdes reciprocas ou
robertsonianas, inversodes, duplicagdes, delegdes, entre outras,
ocasionadas por quebras cromossémicas. Sempre que as
mutagdes comprometem segmentos relativamente grandes de
um cromossomo, sendo permitida sua visualizagdo através de
microscopio de luz, elas sdo denominadas aberracdes
cromossomicas.

Os cromossomos contém todas as informagdes
genéticas que sao transmitidas aos seus descendentes, material
este essencial na andlise citogenética. Com a técnica de
bandeamento - um método de coloragdo usado na citogenética
em que 0S cromossomos sao submetidos a uma enzima
(tripsina) que degrada as proteinas cromossdmicas em regides
especificas e individualizadas - ¢ possivel visualizar todos os
cromossomos com bandas claras e escuras.™
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Isso tornou possivel a determinago segura e confiavel
dos pares de cromossomos ¢ a detec¢do da natureza das
aberragdes cromossomicas de diversas formas neoplasicas.
Dessa forma, foi verificada a presenga do cromossomo Ph que
Nowell ¢ Hungerford (1960) acharam ser uma deleg@o. A partir
da técnica do bandeamento, comprovou-se que tal delegao era,
na realidade, uma translocagdo reciproca, envolvendo os
cromossomos 9 e 22.

Segundo o Instituto Fleury,’ a importincia em
diagnosticar a presenga de uma alteragdo citogenética clonal
(grupo de células com a mesma anormalidade), como o
Philadelphia (Ph), ¢ de que pode-se esclarecer uma situagao
reacional sobre o estado e a gravidade que se observana LMC.
Assim, a medula 6ssea € o principal 6rgdo ativo que reflete o
estado do sistema hematopoiético observado no sangue
periférico.’

Para se fazer uma analise cromossOomica, as células
devem ser capazes de crescer e se dividir rapidamente em meios
de cultura. Portanto, as melhores células sao os leucécitos, mais
especificamente os linfocitos T, por serem capazes de se dividir
com maior facilidade e se encontrar em maior concentragao na
circulagdo.’

A andlise citogenética ¢ feita nas células
hematopoiéticas, preferencialmente, em amostra da Medula
Ossea (MO) por estar em completo processo de divisio celular e
conter mais material para analise. Deve-se utilizar como
anticoagulante a heparina.’ A célula deve estar na metafase, fase
de divisao celular mitética em que 0s cromossomos estao
condensados, os centriolos estdo em polos opostos na célula,
ficando os cromossomos na regido mediana e presos pelos
centromeros.

O aspirado da medular, entdo, passa por uma lavagem
com meio especifico que também nutrira as células. Para
melhorar a nutrigao e o cultivo, utiliza-se também o soro fetal
bovino. Incuba na estufa de CO, e, logo ap6s, ¢ necessario fazer
com que todas as células parem de se dividir. Para tanto, utiliza-
se a colchicina (substancia capaz de parar a divisdo celular
mitotica). Agora basta dar um “choque hipotonico” com salina
(KCL) por 15 a 20 minutos. Isso causara inchago e separagdo
dos cromossomos e, ainda, eliminara restos citoplasmaticos. E
preciso colocar fixador na dilui¢do 1:3 (acido acético e
metanol).’

Devem-se preparar, entdo, as ldminas para a analise
citogenética, sendo necessario que o material seja bem
espalhado para ter uma boa visualizagdo. Em seguida, essas
laminas ja podem ser coradas com corante convencional
(Giemsa ou Leishman). Utiliza-se o bandeamento que melhor
auxiliard no diagnostico. No caso da LMC, o melhor ¢ o
bandeamento G. Ao se fazer uma analise de, no minimo, 20
metafases, fazendo uma varredura na lamina e analisando as
melhores células. A presenca de pelo menos quatro
cromossomos Ph + pode levar ao diagnéstico positivo para
LMC.

ANALISE CITOGENETICAMOLECULAR

Segundo o Instituto Fleury,” a citogenética molecular
independe de divisdo celular, pois estd mais ligada a andlise do
DNA feito por outra metodologia. A citogenética molecular
compreende as técnicas de hibridagao in situ por Fluorescéncia
(FISH), Reacao da Cadeia da Polimerase (PCR), Hibridagao
Genomica Comparativa (CGH) e Cariotipagem Espectral
(SKY), dentre outras. A técnica de FISH, a qual tem aumentado
substancialmente a capacidade de detec¢do de anormalidades
cromossOomicas, baseia-se em utilizar sondas marcadas com
corante fluorescente, que ¢ uma seqiiéncia de bases
complementar ao alvo, que ¢ o DNA com genes especificos.
Esta técnica permite detectar uma translocagdo em qualquer
regido de qualquer cromossomo, podendo ser no brago curto, no
braco longo ou, até mesmo, na regido centromérica. A SKY ¢
uma técnica em que sdo usados corantes fluorescentes que se
ligam a regides especificas do cromossomo.” Uma vantagem
tecnologica € o uso de um interferometro no qual, através de um
programa de computador, até as minusculas variagdes de cores
sdo posteriormente fotografadas.

BANDEAMENTO

Os métodos de bandeamento para os pares de
cromossomos, usados na andlise citogenética, sdo: o
bandeamento Giemsa (bandeamento G), que devera tratar as
laminas ja envelhecidas na tripsina (0,10%) por mais ou
menos 5 a 10 segundos. Depois, € preciso lava-las em tampao
ou agua bidestilada; em seguida, passar em solug@o corante
Giemsa e lavar novamente em agua biodestilada. Os pares de
cromossomos coram-se de modo caracteristico com bandas
claras e escuras (bandas G) e, assim, ocorre a diferenciagao
individual dos cromossomos. Este método é o mais utilizado
nas técnicas de citogenética.

O bandeamento Q requer coloragdo com quinacrina
mostarda ou outros compostos correlatos fluorescentes. A
analise ¢ feita em microscopio de fluorescéncia, onde os
cromossomos coram-se em padrao especifico de bandas
claras com regides pouco coradas (eucromatina) e escuras
(bandas Q), regides densamente coradas (heterocromatina),
sendo que as bandas Q claras correspondem as bandas G
escuras. No bandeamento R, as laminas recebem um
tratamento especial com aquecimento antes de fazer a
coloragdo; as bandas escuras e claras (bandas R) resultantes
serdo o contrario do bandeamento G ou Q. Ja no bandeamento
C, a coloragao ¢ feita por um processo especifico que cora a
regido centromérica de cada cromossomo e outras regioes que
possuem heterocromatina. A figura 1 mostra um ideograma
do padrao de bandeamento G de um conjunto de cromossomo
humano normal, do sexo masculino, com ilustra¢do de bandas
claras e escuras para analise e identificagdo dos 46 niimeros
de cromossomos. O padrao de bandas de cada cromossomo ¢
numerado de acordo com cada braco do centromero ao
telomero. Usando esse sistema de numeragdo, a localizagdo
de cada banda e os genes presentes nos cromossomos podem
ser descritos sem ambigiiidade e com maior precisao.
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Figura 1. Montagem de ideograma de cariétipo humano do sexo masculino (46, XY).
Coloragao feita pelo Bandeamento G. Fonte: El cariotipo humano... Disponivel
em: www.ucm.es/.../practicas/cariotipo/carioP.htm

ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Todas as células que contribuem para o corpo humano
sd0 somaticas, com exce¢ao das células germinativas (células
sexuais). Os 46 cromossomos das células somaticas humanas
sdo compostos de 23 pares. Dentre estes 23, 22 pares sdao
similares entre homens e mulheres e sdo chamados de
autossomos. Devem ser numerados em ordem decrescente do
tamanho os demais cromossomos sexuais XX e XY,
respectivamente de mulheres e homens.

Qualquer erro no processo de divisdo celular pode
acarretar em uma mutagdo celular. As aberragdes
cromossomicas sdo classificadas em aberragdes numéricas e
estruturais. Podem comprometer tanto os cromossomos
sexuais como os autossomos.. Essas aberragdes sdo
decorrentes de erros na divisdo celular, que resultam de uma
mutagdo em uma célula germinativa no progenitor ou de
mutagdo somatica, como o que ocorre na LMC. A mutacgdo
somatica ocorre tecido somatico em desenvolvimento que
formar4 uma populacio de células idénticas (clones).”

As mutagdes de cancer ocorrem em uma categoria de
genes celulares normais denominados proto-oncogenes,
responsaveis pelo controle positivo da proliferacdo e
regulag@o da multiplicagdo e diferenciacdo celular. Quando as

células sofrem um processo de multiplicagdo celular
totalmente descontrolada, o clone derivado do processo ¢
chamado de tumor.

Segundo Carakushansky,' os oncogenes sio formas
modificadas de genes normais. Griffths ez al’ afirmam que
varios eventos podem transformar um proto-oncogene em
oncogene, que promovera duas caracteristicas do cancer: a
multiplicagdo desordenada e o crescimento excessivo das
c¢lulas em questao.

Segundo Carakushunsky,' a alteragdo cromossomica
bem como a mutagdo génica sdo formas e mecanismos de
ativacdo de proto-oncogene. Assim, na citogenética pode-se
investigar e mapear varios tipos de oncogenes presentes nos
pontos de quebra nos rearranjos cromossomicos nao-
randomicos nos tumores humanos.

Nos seres humanos, as células com um nimero de 23
cromossomos sdo denominados haploides. Quando formado
qualquer numero de cromossomo com multiplo exato do
numero haploide ¢ denominado euploide. Assim sendo, as
células dipléides humanas com mais de 46 cromossomos sdao
chamadas poliploides. Ja as células que desviam dos
multiplos do numero hapléides sdo denominadas
aneuploides, ou seja, indicando a auséncia ou presenca extra
de um cromossomo.'
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As aberra¢Oes estruturais estdo envolvidas com as
mudangas da estrutura dos cromossomos. Ocorre quebra em
determinadas regides, formando novos rearranjos que, em
conseqiiéncia, poderdo causar uma anormalidade
cromossOmica com caracteristicas fenotipicas normais ou
ndo. Quando ocorre quebra em apenas um dos bragos do
cromossomo, esse pode ser reconstituido com mecanismo de
reparo da propria célula e sem alteragdo em seus genes; mas,
quando se trata de mais de uma quebra, os mecanismos de
reparo podem ndo conseguir distinguir uma extremidade
adesiva da outra, unindo-as de forma errada e alterando,
assim, os genes ¢ a fungdo metabdlica.

Temos as translocagoes, troca de material genético entre
dois cromossomos ndo-homdlogos em que néo ocorre perda ou
adi¢do de material genético (translocagdes reciprocas
balanceadas); as reciprocas ndo-balanceadas, em que ocorrem
trocas de material genético entre os cromossomos e perda de
segmentos;' e as translocagdes robertsonianas, em que ocorre a
adesdo de um cromossomo inteiro a outro geralmente
acrocéntrico.

Segundo Nussbaum et al,’ as translocagdes estdo
presentes em cerca de 1 em 375 neonatos, e a troca
cromossomica ocorre espontaneamente em uma freqiiéncia
baixa, mas também pode ser induzida por agentes causadores
de cancer, tais como radiacdes ionizantes, infravermelhos e
outras quimicas.

Os cromossomos resultantes das translocagdes
reciprocas sfo denominados derivativos. Segundo
Carakushansky,' os portadores desse tipo de translocagdo sdo
fenotipicamente normais, mas também podem estar sob o
risco de ter uma prole com cromossomos anormais e abortos
devido a anormalidade de segregacao ocorrida nos gametas.

CARIOTIPO

O cariotipo € o conjunto de cromossomos arranjados ¢
visualizados de individuo ou de uma espécie (cariotipo
humano). Para se montar um cariétipo, os cromossomos devem
estar bem condensados e preferencialmente na fase de divisao
celular na metafase, pois nesta fase, tanto os cromossomos
quanto as cromatides poderdo ser vistos ao microscopico,
facilitando a analise citogenética.

O centrémero, segundo Griffiths et al & a estrutura a
qual se ligam as fibras do fuso e divide o cromossomo em dois
bragos: um brago curto designado por p (de petif) e um outro
brago longo designado por q. Assim, os cromossomos humanos
serdo classificados pela posi¢ao do centrdmero: metacéntrico,
submetacéntrico, acrocéntrico.

No metacéntrico, o centromero fica proximo ao centro

¢ os bragos sdo aproximadamente do mesmo tamanho. No
submetacéntrico, o centrdmero fica fora do meio, proximo de
uma extremidade e os bragos s2o visivelmente diferentes no
tamanho. No acrocéntrico, o centrdmero fica bem proéximo da
extremidade do brago. Temos também o telocéntrico, em que
o centromero fica em um unico brago, porém, ndo ocorre no
cariotipo humano, mas pode aparecer em alguns rearranjos
cromossdmicos.™ A figura 3 mostra a foto de um cari6tipo
humano com LMC (abaixo da seta).

A nomenclatura para descricdo do caridtipo segue
normas estabelecidas pelo Sistema Internacional de
Nomenclatura Citogenética (ISCN) de 1995. Um cariotipo
normal ¢ designado como 46, XX ou 46, XY. Sendo assim, a
presenca de uma translocagdo entre dois cromossomos, tal
como na LMC, ¢ designada pela letra mintscula t seguida, entre
parénteses, dos dois cromossomos envolvidos separados por
ponto e virgula e novamente entre parénteses o brago e a banda,
respectivamente, de cada cromossomo envolvido. Exemplo:
46,XX,t(9;22)(q34;q11.2).”

CROMOSSOMO PHILADELPHIA

O cromossomo Philadelphia é o resultado de uma
translocagao reciproca entre os bragos longos dos cromossomos
9 e 22, que foi devido a um erro no processo de divisio
celular, derivando em um cromossomo que produz uma
proteina de origem quimérica. O Ph ¢ também um marcador da
leucemia mieloide cronica. Detectado por citogenética classica
em 90% - 95% dos individuos com LMC, e pode ocorrer em 2%
- 10% em rearranjos variantes, decorrentes tanto de simples
aberragdo, envolvendo a regido 22qll, como rearranjos
decorrentes de alteragdes complexas envolvendo ambas as
regides 9q34 e 22qll.2 com um terceiro ou mais
cromossomos. " Essa translocacio t (9;22)(q34; q11.2) justapde
o oncogene ABL (Abelson Leukemia Virus), mapeado no
cromossomo 9, que codifica uma proteina tirosina quinase, ¢ 0
gene BCR (Breakpoint Cluster Region), mapeado no
cromossomo 22. Este é responsavel, em condi¢cdes normais, por
codificar uma proteina que regula o ciclo celular. A proteina
mutante BCR/ ABL apresenta uma atividade tirosina quinase
elevada pela patogénese da doenca. O neogene BCR/ABL
transforma a célula hematopoiética normal em células malignas
e apresenta uma mieloproliferagdo continua que resulta em
proliferacao, alteragdo da adesdo celular progenitora as células
estromais € a matriz extracelular, conferindo resisténcia a
apoptose celular independente de agentes indutores.”" A figura
2 mostra a translocagdo entre os cromossomos 9 e 22 e suas
regides especificas dos genes que sofreram a translocagdo feita
por citogenéticamolecular.
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Figura 2. Translocag@o entre os cromossomos 9 e 22, originando o
cromossomo Ph. Fonte: disponivel em:
www.unesp.br/prope/projtecn/Saude/saude48a.htm

Figura 3. Foto de uma paciente com LMC e a presenga do
cromossomo Ph, o menor cromossomo, abaixo da
seta. Fonte: Laboratorio Cortes Villela.

LEUCEMIA

A leucemia ¢ um cancer que envolve os leucocitos, ou
globulos brancos, responsaveis pela defesa do organismo
humano.’ A LMC ¢ uma expansao clonal da célula progenitora
hematopoética, e para Oliveira et al’ constitui 14% de todas as
leucemias. Sua incidéncia € de 1,6 casos a cada 100.000
habitantes. O marcador molecular da doenga é o cromossomo
Ph.*" A presenca desse marcador tem como principal objetivo
atualizar diagnostico e tratamento, considerando métodos
classicos e técnicas avan¢adas como protocolo para LMC." O
aspirado medular, portanto, além de ser o método de avaliar a

quantidade de medula déssea (MO) informa a natureza do
crescimento ¢ a origem da maturagao celular.

A leucemia ¢ uma proliferacao neoplésica generalizada
ou acumulo de células hematopoiéticas que quando anormal na
sua fase de maturagdo ndo exercem suas fungdes celulares,
podendo ou ndo ocorrer envolvimento do sangue periférico."
Portanto, muitas vezes, ocorre extravasamento das células
leuc€micas para o sangue circulante, que podem ser vistas em
maior quantidade além do normal. As leucemias sao
classificadas de acordo com o tipo celular presente no sangue
e seu grau de maturagdo. Compreendem duas fases: aaguda e
acronica.
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Na fase aguda, a MO fica recoberta de células
primitivas (blastos) das séries celulares envolvidas, com
pouca diferenciagdo celular da linhagem especifica. Esta fase
caracteriza-se pela proliferagdo clonal acompanhada de
bloqueio maturativo (anaplasia) variavel, o que possibilita a
existéncia de diferentes subtipos de leucemias.” E, portanto,
pode ser fatal dentro de trés meses. Na fase cronica, a
sobrevida é maior, podendo passar de um ano apds instalagdo

dos sintomas. O tipo celular encontrado nesta fase ¢ bem
diferenciado, ou seja, encontram-se todas as linhagens
hematopoiéticas matura, imatura e com pouco blasto na
circulag¢@o. Para avaliar e saber se a origem das células sdo
mieloide ou linféide, basta ver o tipo celular predominante na
diferenciag@o celular. A figura 4 mostra como ¢ produzida
toda a linhagem hematopoiéticas de um individuo humano a
partir de uma célula pluripotente da MO.

Migloblasto Linfoblasto B Linfoblasto T
GM.CSF L3/
s
Antigeno Antigeno
induzido indundo
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®

CFU-Bas
e L
=4 L4
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‘ L3704 }
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Figura 4. Diferenciagao das células hematopoiéticas. Fonte: Sacher RA, Mcpherson RA. Widmann interpretagao clinica
dos exames laboratoriais. 11* ed. Sdo Paulo: Manole; 2002, p. 532.
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A LMC ¢ uma doenga clonal maligna de célula
progenitora hematopoiética da linhagem mieldide, com intensa
proliferagdo medular e periférica, esplenomegalia e
anemia.”"*"*'"*"""* Contribui com 15 % da leucemia adulta que
em criancga ¢ raro e tem uma incidéncia de 1 a 2 por 100.000 em
adultos.’ E caracterizada pela presenga do cromossomo Ph,
apos translocagdo reciproca entre os cromossomos 9 e 22 em
que encontramos o gene hibrido BCR/ABL na analise
molecular.”*"** Com essa translocagio, o rearranjo formado da
origem a uma proteina de origem quimérica.”® A proteina,
normalmente produzida pelo gene ABL normal (p145"™), age
entre o nucleo e o citoplasma. Sua superexpressdo leva a
inibigdo do ciclo celular na fase G1/S. O principal efeito
funcional da fusdo BCR/ABL parece ser o aumento na atividade
tirosina quinase que esta envolvida em varias vias de transdugdo
de sinais, alguns dos quais levam a ativagdo do oncogene RAS*
A proteina de fusdo BCR/ABL interfere com apoptose, que na
LMC a morte celular programada ¢ inibida. Assim, as células
sobrevivem um tempo maior na circulagdo maior que o normal,
acumulando-se em varios 6rgios e tecidos. '

Sabe-se que cerca de 95% dos pacientes com LMC
apresentam a translocagdo entre os cromossomos 9 e 22,
resultando no cromossomo Ph, nas células da MO, e o restante
apenas tem uma transloca¢io complexa ou variante,™ isto &,
podem apresentar rearranjos com outras regides de outros
Cromossomos, taiscomo os 34 e 11.

A LMC tem um cursor clinico bifasico ou trifasico, '
constituido pela fase cronica que pode durar trés a quatro anos.
Ressalta-se que a doenga pode ser controlada com o uso de
medicamentos mielossupressores, como bissulfato ou
hidroxiuréia. Estes, segundo o Instituto Fleury,’ podem levar a
regressdo do tamanho do bago e, com isso, melhorar o resultado
do hemograma. Porém, na citogenética, ocorrera a persisténcia
do clone Ph na MO. O interferon (o-IFN), com ou sem
associagdo a outras drogas, como a citrabina ou hidroxiuréia,
pode levar a remissao clinica, hematologica e citogenética em
cerca de 20% dos pacientes, portanto, deve-se confirmar por
PCR se a pesquisa do cromossomo Ph foi negativa (Ph -). Pois
através do PCR tem-se grande importancia em analisar a
presenga do gene hibrido BCR/ABL ou outros genes
translocados e, assim, descartando total inexisténcia do Ph+. Ja
que os pacientes Ph - possuem uma sobrevida menor em relagio
aos Ph+.

Segundo o Instituto Fleury,” hi uma graduagdo para a
interpretagdo do desaparecimento do Ph sendo considerada boa
aresposta quando ha menos de 35% de células Ph +, tendo esse
paciente estimativa de sobrevida média de 90% em cinco anos.
O PCR tem sido positivo nos pacientes em remissiao
citogenética em uso de o-IFN a medida que ndo ha a
erradicacdo do clone maligno, mas ndo tem sido associado a
recaida iminente. Ja na fase acelerada, ocorre quando o paciente
ndo consegue responder as doses habituais de medicagao e seu
quadro clinico piora de uma hora para outra, com dores 6sseas,
febre, anemia rigorosa, leucometria global incontrolavel.’
Portanto, ao se fazer a andlise citogenética, na maioria dos
casos, ja se torna possivel detectar anormalidades adicionais ao
Ph inicial. Sendo, porém, as mais freqiientes envolvendo os
cromossomos +8, +21, +19, i (17q). Na ultima fase blastica
ocorre parada de maturagdo celular em algum nivel de
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desenvolvimento.

Segundo Guyton,'* a patologia da LMC ¢ caracterizada
por hiperplasia mieldide com numeros elevados de célula
mieldoide em diferenciagdo no sangue e na medula 6ssea. O
cromossomo Ph ¢ facilmente detectado por analises
citogenéticas na maioria dos casos. Porém, com o uso da
biologia molecular podem-se usar as técnicas de PCR para
andlise do rearranjo BCR/ABL em que nao foi possivel detectar
a presenca do cromossomo Ph na citogenética classica. No
inicio da doenga, os sintomas s3o, geralmente, insidiosos e o
diagnostico ¢ feito quando se realiza uma contagem
hematopoiética. Isso pode ser feito através de um hemograma
que analisa toda presenca da linhagem de células
hematopoiéticas do sangue que, possivelmente, levard a
suspeitar de uma leucemia. Ocorre a presenca de anemia, o
nimero exagerado da série branca (leucécitos) e desvio a
esquerda das células sanguineas. Pode-se fazer uma analise
citogenética para observar a presenga da anormalidade
cromossomica.

O mesilato de Imatinib (STI571, Glivec) ¢ um inibidor
seletivo da proteina tirosina quinase codificado pelo gene
BCR/ABL, portanto, ¢ o tratamento mais utilizado nos
ultimos tempos. Esta droga se liga especificamente a proteina
quimérica p210 kD, que atua nos clones celulares Ph +."" A
STI571 representa uma nova classe de remédios que
interferem na multiplicagdo celular, chamada inibidores de
transmissdo de sinal. Mediante uso oral, tem como alvo
seletivo e especifico nas células cancerigenas da LMC e
bloqueia os mecanismos que sinalizam a ordem crescente da
célula do tumor.”

Apesar de ser muito eficaz nos pacientes em fase cronica
da LMC, a maioria dos pacientes tratados nas fases avangadas,
apresenta falhas de respostas ou recaidas apds uma resposta
inicial ao tratamento. Muta¢des no dominio quinase do gene
hibrido BCR/ABL sdo os mecanismos mais associados a
resisténcia, ocorrendo a diminui¢do da sensibilidade ao
mesilato de Imatinib nesses pacientes.” Durante a fase cronica,
os leucocitos sao facilmente controlados com hidroxiuréia ou
com interferon a."” J4 em crianca, mais dificil de adquirir a
doenga, o melhor ¢ o transplante entre doador alogénico com
compatibilidade Antigeno Leucocitario Humano (HLA).

O prognostico € dado através de uma correlagdo entre
as alteragdes cromossomicas e a leucemia e que conferird um
bom ou pior prognoéstico para o paciente. Por isso, a presenca
do cromossomo Ph confere maior sobrevida aos pacientes, o
que ndo ocorre com os Ph negativos, os quais devem fazer
testes confirmatorios para excluir totalmente a ndo-presenga
do cromossomo Ph.

O cromossomo Ph ¢ encontrado em 90% a 95% dos
pacientes e os Ph negativos sdo as pessoas mais idosas, tém
leucocitose, plaquetas baixas com resposta fraca a terapia e a
sobrevida desses pacientes é bem mais curta.™”"***

Segundo Fett-Conte et al,’ o paciente com LMC e
cromossomo Ph no caridtipo apresenta evolucdo clinica
melhor, sobrevida maior e prognostico mais favoravel que
aquele sem o Ph que, geralmente, responde mal ao tratamento
e apresenta uma sobrevida mais curta.

Segundo o Instituto Fleury,” h4 uma graduacio para a
interpretacao do desaparecimento do Ph, sendo considerada
boa aresposta quando hd menos de 35% de células Ph+.
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CONCLUSAO

Ha cerca de duas décadas, os protocolos de tratamento
para neoplasias malignas tém utilizado as informacdes
oriundas das andlises citogenéticas classicas e
citomoleculares para estratificar pacientes em diferentes
categorias terapéuticas. Cada vez com melhores resultados,
tais técnicas tém aplicabilidade no diagnoéstico da leucemia
mieldide cronica. Portanto, refor¢amos a urgéncia e extrema
necessidade de se implantar no servigo publico de Saude
laboratérios responsaveis por andlises citogenéticas e
citomoleculares. Ressaltamos que o progndstico e o
acompanhamento clinico dos pacientes t€ém demonstrado
grande énfase e melhoria gragas a adequacdo aos
medicamentos utilizados. Minimizar o tempo decorrido para
liberac¢ao do diagndstico correto é de suma urgéncia para que
se possa utilizar a medida terapéutica mais adequada ao
tratamento o mais rapido possivel. Frisamos, também, a
importancia da prevengao e dos cuidados com a manipulagdo
de substancias que comprovadamente sdo responsaveis por
causar mutagdo celular que induzem a diferentes tipos de
cancer.
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