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Resumo



A leucemia mieléide cronica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa clonal caracterizada, em mais
de 90% dos casos, pela presenga do cromossomo Philadelphia (Ph'). Esta alteracio citogenética
resulta de uma translocagio reciproca entre os cromossomos ¢ e 22 com transferéncia do proto-
oncogene ¢-abl do cromossomo 9 para uma regido restrita de quebra no cromossomo 22, de 5,8
kilobases (kb), denominada breakpoint cluster region (bcr). Esta translocagio leva a ativacio do
proto-oncogene abl que exerce um papel fundamental na patogénese da neoplasia. Assim, foi
objetivo deste trabalho caracterizar, numa populago de 35 pacientes com diagnostico de LMC em
primeira fase cronica, o ponto de quebra no gene bcr e correlaciona-lo com as caracteristicas
histoldgicas da medula dssea, tamanho do bago, nimero de leucécitos, porcentagem de blastos,
eosinofilos, basofilos no sangue periférico e medula Ossea ,nimero de plaquetas, e citogenética.
DNA gen6mico de leucocitos de sangue periférico foi digerido com as enzimas de restrigio Bgt II,
Bam HI e Hind II1 e, por técnica de Southern blotting, o local de quebra no bcr fot subdividido em
extremidades 3’ e 5°, através da hibridizagdo com as sondas Pr-1 (Oncogene Science) e Ph' / ber 3
nos casos onde ndo conseguimos detectar o rearranjo com a primeira. O estudo citogenético foi
realizado em 32/35 pacientes e o cromossomo Ph' esteve presente em 30 deles. O rearranjo no
gene ber foi detectado,pela técnica de Southern blotting, nos 35 pacientes estudados, sendo que
em 86% dos casos foi possivel determinar a zona do ponto de quebra: 13% na zona 1, 33% na
zona 2, 27% na zona 3 ¢ 27% na zona 4. Em um caso s6 detectamos o rearranjo com a utilizagfo
da sonda Ph'/bcr-3 sugerindo provavel delegio da extremidade 3°. Assim, do total de
pacientes,43% tiveram rearranjo na extremidade 5’e 57% na extremidade 3°. Nenhuma correlagio
foi encontrada entre o local do rearranjo com os dados laboratoriais e clinico. Quanto & histologia
da medula éssea, 50% dos casos GRAN-MEG apresentaram quebra na extremidade 5’e 50% na
3°, Trinta e trés porcento dos casos GRAN apresentaram quebra na extremidade 5°e¢ 67% na
extremidade 3’ (teste de Fischer p= 0,17 ). Assim, concluimos, que na nossa populagdo houve uma
frequéncia alta do rearranjo ber na zona 4 e na extremidade 3°; ndo houve correlagdo entre o
ponto de quebra com as caracteristicas laboratoriais e clinicas, assim como com os subtipos
histolégicos GRAN-MEG e GRAN. Além disso a técnica de Southern blotting foi Util na detecgio

do rearranjo no gene ber em 2 casos Ph' negativo.

Resumo 2



Introducdo



A leucemia mieléide crénica (LMC) ¢ uma doenca neoplasica hematologica caracterizada por uma
proliferagdo clonal do precursor pluripotente com o envolvimento de células das linhagens

mieloide, enitroide, megacariocitica e ocasionalmente células linfoides (Silver, 1990).

Esta doenga foi originalmente descrita em 1845 por Craigie, Bennett, e Virchow que chamaram a
atengdo para a caracteristica "purulenta” do sangue associada a uma grande esplenomegalia. Em
1960, Nowell e Hungerford descreveram um pequeno cromossomo anormal, cromossomo
Philadelphia, ou Ph', tendo sido esta a primeira alteracio cromossémica associada a uma
neoplasia, encontrado em mais de 90% dos casos (Sandberg e Hossfeld, 1970). Pelas
caracteristicas clinicas tipicas e a presenga do cromossomo Ph', a LMC ¢ talvez a doenga

mieloproliferativa melhor definida (Koeffler e Golde, 1981).

As evidéncias de que a LMC ¢ uma neoplasia clonal do precursor pluripotente surgiram de
estudos citogenéticos e isoenzimaticos. O cromossomo Ph' é encontrado em neutréfilos,
mondcitos, eritrocitos, plaquetas, basofilos, mas nfio esta presente em fibroblastos (Chervenick et
al, 1971, Whang et al, 1963; Golde et al, 1977, Denegri et al, 1978; Maniatis et al, 1969; Tough et
al, 1963; Sandberg e Hossfeld, 1970).

Os estudos da isoenzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ligada ao cromossomo X,
também possibilitaram a caracterizagdo clonal da LMC. Como somente um dos dois cromossomos
X ¢é ativo nas células somaticas XX, uma muilher heterozigota no Jocus da G6PD para o gene
comum, GdB {(que codifica o tipo B da G6PD), e uma variante como a GdA (que codifica o tipo
A da enzima) terd duas populagdes distintas de células. Em uma populagio de células o GdB é
ativo com consequente produgfio de enzima do tipo B; em outra populagdo, o GdA ¢ ativo,
produzindo a varniante enzimatica A. Assim, mulheres heterozigotas com LMC tém somente
enzimas do tipo A ou B nos granulocitos, monocitos, eosindfilos, basofilos, plaquetas e
eritrocitos, sugerindo origem clonal através de uma célula precursora comum (Barr e Fialkow,
1973; Fialkow et al, 1977). Atraves do estudo isoenzimatico foi possivel determinar a participagio
dos linfocitos B no clone leucémico e, recentemente, por técnicas de genética molecular dos

linfocitos T (Fialkow et al, 1978; Martin et al, 1980; Jonas et al, 1992).

Nos Estados Unidos da Ameérica, a LMC é responsavel por 20 a 30 por cento dos casos de

lencemia e tem uma incidéncia de quase um caso para cada 100.000 pessoas por ano (Koeffler e
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Golde, 1981). No Brasil os nimeros sdo semelhantes, sendo responsavel por 19,5% entre todos os

casos de leucemia diagnosticados no periodo entre 1976 e 1980 (Brumini et al, 1982).

A média de idade de aparecimento da doenga ¢ em torno de 50 anos, ndo havendo predominéncia
de sexo. Os sintomas e sinais desenvolvem-se insidiosamente e incluem fadiga, anemia,
esplenomegalia, leucocitose e a sobrevida média ¢ de 3 anos. Esta primeira fase da doenga,
"benigna” ou "cronica", em geral evolui para uma segunda, mais aguda, chamada fase "blastica" ou
"terminal", Embora em muitos casos a crise blastica da LMC tenha um aparecimento abrupto,
alguns pacientes mostram um periodo intermediario, ou fase acelerada, caracterizada por
refratariedade 4s medica¢Ges usadas durante a fase cronica, aumento de visceromegalia e sintomas

como febre, sudorese, emagrecimento ¢ dores Osseas (Silver, 1990).

Na fase crOnica, a contagem de leucicitos estd aumentada, com presenga de gramulécitos no
sangue periférico em todos os estagios de diferenciagdo, e, quase sempre, acompanhada de
eosinofilia e basofilia. Por outro lado, o hematécrito pode estar diminuido em muitos pacientes e
as plaquetas elevadas em quase 50% dos casos ao diagnostico, sendo normal no restante (Silver,

1990).

Uma alteragdo bioquimica comum encontrada na LMC ¢ a redugfio da atividade da fosfatase
alcalina dos neutrofilos; entretanto, a fungfio fagocitaria dos granulocitos permanece inalterada

(Cramer et al, 1977).

O diagnostico da LMC pode ser feito pelos dados de hemograma, mielograma, além do encontro
do cromossomo Ph' na citogenética, e a determinagio do rearranjo bcr-abl através de técnicas
moleculares. Entretanto, a biopsia de medula 6ssea apresenta caracteristicas patognomdnicas, que
permitem o diagnostico diferencial da LMC com leucocitoses reacionais de uma lado e com as
outras sindromes mieloproliferativas por outro lado (Georgii et al,1990). A medula Ossea é
densamente celular com auséncia virtual de células gordurosas. Ocorre uma proliferagio de
granulocitos imaturos localizados nos espagos paratrabecular ou perivasculares; as formas mais
maduras - metamiel6citos - bastonetes - segmentados - ocupam as regides mais centrais. E comum
a presenca de eosinofilia e basofilia, assim como aumento de macréfagos com inclusdes
cristaloides - chamados de células "pseudo-Gaucher”. Dentro de uma mesma bidpsia podera haver
varia¢cdes no nimero, tamanho e configurago nuclear dos megacariocitos. Sdo tipicos da LMC a
presenca de formas pequenas e pouco poliploides (micromegacariocitos). As fibras de reticulina

podem estar normais mas € comum o encontro de aumento moderado, assim como infiltragio de
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plasmocitos, linfécitos e mastocitos. A eritropoiese € tipicamente reduzida e frequentemente
mostra retardo de maturagdo. Rarefagio das trabéculas Osseas sem aumento da atividade
osteoclastica podera ser vista em muitas bidpsias. Em algumas formas agressivas de LMC pode
ser encontrada necrose da medula éssea, que poderd estar associada com o desenvolvimento de
novos clones neoplasicos € o aparecimento de crise blastica (Burkhardt et al, 1982; Frisch et al,
1989). Tem-se descrito também alguns aspectos de importincia prognostica como a presenca de

fibrose colagena e focos de blastos em regides centrais ( Dickstein e Vardiman, 1992).

A histologia da LMC ndo é uma entidade uniforme, podendo ser classificada em duas categorias
de acordo com os achados histolégicos da medula 6ssea. A forma granulocitica (LMC GRAN)
apresenta uma hiperplasia granulocitica unilinear, sem aumento acentuado dos megacariocitos, que
ndo sio marcadamente pleomorficos; mas muitas vezes apresentando-se em formas ands
(micromegacariocitos). Um segundo tipo, denominado de LMC granulocitica/megacariocitica
(LMC GRAN-MEG), caracteriza-se¢ por uma hiperplasia bilinear megacariocitica/granulocitica
com megacariocitos pleomorficos, imaturos e heterotdpicos encontrados em todas as regibes da
medula ossea, mas frequentemente proximos a sinuséides alargados ou dentro do seu limen.
Neste tipo os megacariocitos podem estar agrupados (clusters) ou dispersos isoladamente. As
fibras de reticulina estdo localizadas proximas aos clusters ou ao redor dos vasos sanguineos
(Burkhardt et al, 1982, 1984, 1986; Georgii, 1983; 1990; Frisch et al, 1989) (Figura 1). (Fotos 1,
2,3,4,5¢6)

A forma GRAN tem uma frequéncia de 45% e a GRAN-MEG 55%.(Bartl et al, 1993).
Entretanto, em uma populagio brasileira com LMC Ph' positivo, onde foi estudada a

heterogeneidade citolégica e histoldgica da medula éssea, a frequéncia encontrada foi de 30%
para o tipo GRAN e 70% para o tipo GRAN-MEG (Lorand-Metze et al, 1987).
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GRAN GRAN / MEG

Figura 1. Representagio esquematica da subdivisio histologica GRAN ¢ GRAN / MEG na
LMC (modificado de Frisch et al, 1989)
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Foto 1: Corte histologico de LMC tipo GRAN-MEG. Medula Ossea densamente celular com
hiperplasia bilinear megacariocitica/granulocitica. Observar aumento acentuado de

megacariocitos que sdo pleomorficos, heterotopicos e dispostos de maneira

agrupada. (HE x 100)
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Foto 2: Corte histolégico de LMC tipo GRAN-MEG. Observar megacariécitos localizados
proximos a sinusoides alargados. (HE x 400)
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Foto 3: Corte histolégico de LMC tipo GRAN-MEG. Observar aumento difuso de fibras de
reticulina. (Impregnagdo pela prata x 400)
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Foto 4: Corte histologico de LMC tipo GRAN-MEG. Observar aumento difuso de fibras de

reticulina e ao redor de megacariocito. (Impregnagao pela prata x 400)
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Foto 5: Corte histologico de LMC tipo GRAN. Observar hiperplasia granulocitica unilinear
sem aumento acentuado de megacariocitos. (HE x 100)
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Foto 6: Corte histologico de LMC tipo GRAN. Observar auséncia de fibras de reticulina.
(Impregnagao pela prata x 400)
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A anormalidade caracteristica da LMC é o aumento do componente mielbide. O pool total dos
granulocitos esta aumentado em 10 a 150 vezes, comparado a0 normal (Galbraith ¢ Abu-Zahra,
1972). Ha vérios anos sabe-se que as células "malignas” na fase crénica néo sdo completamente
autdnomas e que estdo sujeitas a algum controle regulatorio. Entretanto, a razdo exata pela qual as

células leucémicas possuem uma vantagem proliferativa permanece desconhecida (Silver, 1990).

Foi sugerido que o defeito biologico primdrio nfo € uma proliferacdo desordenada da célula
tronco pluripotencial, mas sim uma maturagio discordante que mantém os promielocitos e
mielécitos mais tempo no pool proliferativo aumentando a massa mielocitica (Ogawa et al, 1970,
Strife e Clarkson, 1988, Fokas et al, 1991). Em contraste ao estado normal, em que 0s
progenitores primitivos possuem uma ampla capacidade proliferativa produzindo a maiorta das
células, na LMC os progenitores possuem uma capacidade proliferativa limitada. Desta maneira, o
aumento da massa mielocitica ocorrera em consequéncia do assincronismo de maturagdo nicleo-
citoplasmatico no compartimento proliferativo mais maduro (blastos tardios, promielocitos e
mieldcitos), e por uma duragio maior da vida média destas células. Como o miicleo ndo amadurece
adequadamente, as células permanecem em proliferagdo (Ogawa et al, 1970; Strife ¢ Clarkson,
1988; Fokas et al, 1991). De acordo com esta hipotese, as células leucémicas permanecem
responsivas aos mecanismos regulatorios normais de crescimento, ndo necessitam de aumento na
capacidade proliferativa e o compartimento da célula tronco leucémica permanecera menor do que
o compartimento normal. Tal modelo prediz que seja necessario um periodo consideravel de
tempo para que a populagio neoplasica ultrapasse o clone normal. Isto € compativel com as
estimativas médias de 8 anos entre o aparecimento do cromossomo Ph' na primeira célula tronco e

o desenvolvimento de sintomas clinicos (Strife e Clarkson, 1988).

As células malignas necessitam geralmente de uma menor quantidade de fatores de crescimento
exOgenos para o seu crescimento € multiplicagdo, quando comparadas com células semelhantes,
mas nfio neoplasicas. Isto deve-se talvez & produgio, pelas células neoplasicas, de seus proprios
fatores de crescimento (Sporn e Todaro, 1980). Os primeiros modelos experimentais que
mostraram uma relagio causal entre a producdo autdcrina de fatores de crescimento e o
surgimento de tumores, vieram de técnicas de transferéncia génica para algumas linhagens
celulares especificas (Lang et al, 1985; Johnson et al, 1989). Estes modelos documentaram o
surgimento de células que sintetizavam fatores estimuladores de colOnias de granulécitos-

macrofagos (GM-CSF), proliferavam na auséncia de GM-CSF exogeno e produziam leucemias em
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camundongos. Entretanto, a expressio dos fatores de crescimento ocorreram em linhagens
celulares j4 "“imortalizadas", ou seja, células em que a capacidade tumoral estd aumentada ou
totalmente convertida. Em contraste, quando células ndo neoplasicas eram transfectadas com
genes de fatores de crescimento, estas células nfo expressavam o fenétipo maligno (Wong et al,
1987). Assim, o estimulo autdcrino sozinho parece ndio levar & "imortalizacdo” ¢ os fatores de
crescimento representam apenas um estdgio no processo da transformagéio maligna (Lang et al,

1985).

As evidéncias para uma produgdo autdcrina excessiva de fatores de crescimento na LMC ¢é
limitada. Células neoplasicas maduras de pacientes na fase crOnica parecem produzir fatores
estimuladores de colbnia de granuldcitos (G-CSF), além de apresentarem receptores para estas
moléculas (Klein et al, 1990). Entretanto, a interagio entre os fatores de crescimento e os fatores
inibidores do crescimento autécrino parece ser o determinante do comportamento biologico desta
neoplasia, podendo inclusive explicar as diferengas clinicas entre as fases aguda ¢ cronica da
doenga. O fator de necrose tumoral (TNF) é um inibidor do crescimento autécrine na LMC,

contribuindo para a manuten¢do da fase cronica através de um efeito inibitério sobre o clone

maligno. E produzido, na grande maioria, pelas proprias células mieldides (Duncombe et al, 1989).

Outros fatores estdo relacionados a proliferagio celular na LMC, principalmente durante a
evolucdio da doenga para a crise blastica. Alguns pacientes com doenga avangada podem ser
resistentes ao tratamento com alfa-interferon (IFN) havendo, nestes casos, um aumento
significativo na produgdo de interleucina-1B (IL-1B), que por sua vez parece favorecer o
crescimento do clone leucémico. Com a inibi¢do da atividade da IL-1B ocorre uma redugéo da
colénia hematopoiética, sugerindo, assim, um estimulo autécrino da IL-1B na progressdo da
doenga (Estrov et al, 1991). A expressdo de IL-1B, IL-6 ¢ GM-CSF nas células do estroma da
medula Ossea de pacientes com LMC em crise blastica também parece estar associada 2
progressdo da neoplasia. Segundo esta teoria, as células leucémicas estio em intimo contato com
as c€lulas estromais reguladoras, que sdo de origem mesenquimal e ndo hematopoiética. Os fatores
gerados pelas células leucémicas poderfio influenciar a atividade do microambiente e, por sua vez,
as interagdes entre as células mesenquimais reguladoras e as leucémicas determinardo 2

capacidade de diferenciagdo e proliferagio destas ultimas (Wetzler et al, 1991) (Figura 2).
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Figura 2, Mecanismo de estimulo autéerino na LMC
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Caracterizacio Citogenética e Molecular na LMC

Oncogenes

Os recentes avangos no estudo da biologia molecular tiveram talvez seu maior impacto no campo
da oncologia devido a identificacio de genes que sdo em parte responsaveis pelo desenvolvimento
de neoplasias. Estes genes podem ser classificados em duas categorias: genes causadores de
cancer, chamados de oncogenes, e genes supressores de tumor, chamados de anti-oncogenes

(Fishleder, 1990).

Oncogenes sdo formas estruturalmente ou funcionalmente alteradas de genes celulares normais,

denominados de proto-oncogenes (Fishleder, 1990).

Sabe-se desde o inicio do século que o sarcoma Rous, em galinhas, era causado por um agente
infeccioso, mais tarde identificado como sendo um retrovirus. Em 1980, tornou-se claro que as
sequéncias génicas virais (oncogenes virais), responsiveis por tumores em animais, eram
sequéncias de genes celulares normais modificadas, que ja eram conhecidos por ter um papel
importante na regulagio do ciclo celular. Aparentemente, sequéncias virais de RNA foram
transcritas de células infectadas durante a evolugdio viral. Assim, genes celulares normais com
sequéncias homélogas aos oncogenes virais so chamados de proto-oncogenes (Yarnold, 1992).
Estes genes controlam uma variedade de processos associados ao crescimento, proliferagéo e
diferenciagdo celular (Druker et al, 1989). Os proto-oncogenes podem sofrer mutagdes,
resultando na sua ativagio e passando a ser chamados, entfio, de oncogenes celulares, para
distingui-los dos seus homologos virais (Yarnold, 1992). Como consequéncia, pode haver uma
expressdo alterada do oncogene ou a produ¢do de uma proteina anormal, uma oncoproteina
(Patterson, 1992) (figura 3).

Quatro mecanismos basicos podem estar associados com a ativagio dos oncogenes nos tumores
humanos: aumento da transcricio, amplificagiio, translocagdo e mutagdo (Willecke e Schafer,
1984; Pimentel, 1985; Wiedemann et al, 1992, Patterson, 1992). Apesar da demonstracdo, em
células tumorais, de rearranjo, amplificagio ou mutagio de ponto em sequéncias génicas, poderem
funcionar como um oncogene, a prova inequivoca sera obtida apenas com a transformagdo de
células apropriadas, causada por uma expressio génica alterada, ou introdugio de uma

oncoproteina (Patterson, 1992).
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infecgdo e integragdo

Figura 3. Esquema da terminologia usada para a defini¢io dos oncogenes (modificado de
Yarnold, 1992)

Introdugio i8



H3 dois tipos distintos de retrovirus indutores de tumores. Os retrovirus de transformagdo aguda
contém o oncogene viral e sio caracterizados pela capacidade de induzir tumores em animais e
rapidamente transformar células em culturas. J4 foram identificados mais de 20 retrovirus com
diferentes oncogenes como o v-mye, v-H-ras, v-K-ras, v-abl, v-src, v-erbA e v-erbB (Patterson,
1992). Os retrovirus de transformagio cronica induzem a tumores em animais de uma maneira
mais demorada, ndo apresentam o oncogene, mas atuam via integragdo proviral no genoma do
hospedeiro alterando as sequéncias proto-oncogénicas celulares € o seu controle de transcrigdo

{Ex. int], int2 e pim1) (Patterson, 1992),

Apesar do grande niimero e da diversidade das suas agdes, os oncogenes sdo classificados de
acordo com o papel que irdo desempenhar na via regulatéria do crescimento celular (tabela 1).
Eles codificam as oncoproteinas que sdo muito semelhantes aos produtos normais dos proto-
oncogenes, com exce¢do de que perderam, em sua atividade, mecanismos regulatorios
importantes, além de nfo precisarem de sinais externos para ativacio (Druker et al, 1989). O
grupo melhor conhecido de oncogenes sdo os que codificam receptores de membranas para
fatores de crescimento. Quando um fator de crescimento se liga ao seu receptor, este se torna
transitoriamente ativado. Esta ativacdo causara a ativagio de outras proteinas e a produgio de
uma variedade de pequenas moléculas reguladoras chamadas de mensageiros secundarios. Estes
sinais serdo ultimamente transmitidos ao nuicleo, onde sera induzida a expressio de um gene
especifico, resultando na divisdo celular. Neste processo, sinais inibitérios de crescimento sdo
gerados para prevenir uma proliferagiio celular indefinida. Um controle preciso destes sinais, tanto
positivos como negativos, parece ser necessario para manter a divisio celular normal (Druker et

al, 1989; Yarnold, 1992) (figura 4).

Além da ativagio de genes, as mutagdes de ponto também poderdo resultar em inativagdo génica.
Isto levara 4 eliminagio de um produto génico que podera ser necessario ao controle da
proliferagio celular. Os genes deste tipo foram denominados supressores porque eles poderdo agir
como supressores de um fendtipo tumoral. Um dos primeiros genes supressores identificados foi o
gene RB, implicado em formas familiares e esporadicas do retinoblastoma. Também foi
identificado um grande nimero de muta¢Ses de ponto no gene pS3 (outro gene supressor) em

carcinomas de colon e outros tumores solidos (Wiedemann e Morgan, 1992).
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Tabela 1. Lista parcial dos oncogenes conhecidos e as neoplasias associadas (Druker et al,
1989)
Categoria Oncogene Gene celular homélogo  Neoplasia associada
Fator de crescimento sis PDGF
int-2 FGP Carcinoma de mama
Receptores erbB receptor para EGF
transmembranicos para neu (erbB-2, Carcinoma de mama
fator de crescimento HER-2)
fins receptor para M-CSF
ros, kit, e outros
Tirosina quinase abl Leucemia mielbide
associada a membrana crénica (LMC),
Leucemia linféide aguda
(LLA), Leucemia
mieléide aguda (LMA)
familia src
Jes, fos
Proteinas que se ligam a K-, N-, ¢ H-ras Adenoma ou carcinoma
guanina da membrana de colon,

(GTP) Adenocarcinoma de
pulmdo, Cancer de
prostata, Leucemias

{(LMA e LLA), outros
Serina-trionina raf/mil
citoplasmdtica mos
Receptores de hormonios erbA receptor de hormdnio
citoplasmaticos tireoideano
Fatores nucleares c-myc Linfoma de Burkitt,
N-mye Neuroblastoma,
L-mye, N-mye Carcinoma de pequenas

Jos células do pulméo
Jjun

myb, ets, ski e outras

Antioncogenes p33 Ca de colon
Outros RB Retinoblastoma,
bel-2 Linfomas nio Hodgkin
bel-1 Carcinoma de mama
int-1

PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas

EGF: fator de crescimento epidérmico

Introducdo

FGP: fator de crescimento de fibroblastos
M-CSF: fator de crescimento de mactéfagos
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Mensageiros
secundarios

Figura 4. Sinal de transdugfo através dos receptores da membrana celular. Representagido
esquematica dos eventos que se seguem & ligagiio do fator de crescimento (FC) ao
seu receptor (RFC) (Druker et al, 198%)
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Cromessomo Philadelphia

A anormalidade genética encontrada na leucemia mieldide cronica € talvez a melhor associagio

entre a disfungio de um proto-oncogene e o aparecimento de uma neoplasia (Fishleder, 1990).

A marca citogenética da LMC, encontrada em 90% a 95% dos casos, é o cromossomo
Philadelphia (Ph"), que é um cromossomo 22 diminuto, originado de uma transloca¢do reciproca
de material genético entre o brago longo do cromossomo 9 na banda g34.1 e o brago longo do
cromossomo 22 na banda qil1.21, t(9;22) (q34.1; ql1.21), descrita por Rowley em 1973
(figura 5). Em alguns pacientes podera haver translocagdes complexas envolvendo trés, quatro ou
cinco cromossomos, incluindo os cromossomos 9 e 22 (Sonta e Sandberg, 1977). A translocagio
reciproca envolvendo o brago longo do cromossomo 9 e 22 nfio € especifica para a LMC,
podendo também ocorrer em aproximadamente 20% das leucemias linféides agudas de adultos "de
novo" (LLA), 10% das LLA de criancas, e menos de 5% das leucemias mieldides agudas de

adultos (LMA) (Bloomfield et al, 1980; Whang-Peng et al, 1970).

Estrutura molecular do cromossomo Philadelphia

O proto-oncogene c-ab/ esta localizado no cromossomo 9 (banda q34) (Heisterkamp et al, 1982)
e ¢ transferido para o cromossomo 22 como consequéncia da translocagio reciproca entre estes
dois cromossomos (de Klein et al, 1982; Bartram et al, 1983; Heisterkamp et al, 1983) (figura 3).
O gene c-abl ¢ o homologo celular normal da sequéncia transformadora do virus Abelson murine
leukemia, conhecido com v-abl, que causa leucemias de origem celular pré-B em camundongos
(Abelson e Rabstein, 1970). O gene c-ab! foi altamente conservado durante a evolugio e estd
presente ndoc somente em humanos e outros vertebrados, mas também na Drosophila
melanogaster. Esta conservagio filogenética demonstra que o gene ¢c-abl normal pode participar

de processos essenciais do desenvolvimento celular (Hoffmann et al, 1983).

O gene c-abl humano normal tem uma extensfio aproximada de 230 kb (kilobases), contendo 11
exons, sendo que a sua extremidade 5° estd orientada em direcio ao centromero (Figura 6).
Existem dois primeiros exons alternativos, exon la e exon 1b. O exon 1a esta 19 kb proximal ao
exon 2; o exon Ib esta 200 kb proximal ao exon 2. Como resultado serdo transcritos dois RNA
mensageiros (mMRNA) de 6-kb e 7-kb. O mRNA de 6-kb consiste dos exons 1a ao 11; 0o mRNA de
7-kb comega com o exon 1b, omite a distincia de 200 kb até o exon 2 (omitindo o exon 1a),

juntando-se aos exons 2 a 11 (Shtivelman et al, 1985; Shtivelman et al, 1986).
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Cromossomo Philadelphia. O cromossomo Philadelphia ¢ produzido por uma
translocagdo reciproca do brago longo do cromossomo 9 e do brago longo do
cromossomo 22, onde o segmento 3° do gene c-abl é colocado em justa posi¢io ao
segmento 5’ do gene BCR. A quebra no c-abl ocorre frequentemente entre os exons
1b e la numa regifo de 200 Kb sendo altamente variavel. Também podera ocorrer
entre os exons 1a e 2. Em contraste, a quebra no gene BCR ocorre numa area
pequena de 5,8 Kb conhecida como ‘"breakpoint cluster region" (bcr),

frequentemente envolvendo os exons 3 e 4 do ber
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Anlises sequenciais dos exons 1a e 1b demonstraram que cada um codifica diferentes peptideos
(Shtivelman et al, 1986). Entretanto, somente uma proteina normal c-abl foi identificada com um
peso molecular de 145 kD (kiloDaltons) denominada de p'** “” (Konopka e Witte, 1985). Esta
proteina pertence a familia de enzimas tirosina-quinase que catalisam a transferéncia de fosfatos
terminais da adenosina trifosfato para residuos de aminoacidos de substratos proteicos (Kurzrock
et al, 1988). A fosforilagio de proteinas é um importante mecanismo normal do controle do
crescimento celular e da hematopoiese (Kurzrock et al, 1988; Rosti et al, 1992). Uma nova
atividade biologica do c-abl tem sido associada a um controle negativo do crescimento celular,

funcionalmente similar aos genes supressores de tumor, tais como p53 ¢ RB (Sawyers et al, 1994).

O local de quebra do gene c-abl no cromossomo 9 geralmente ocorre 5° ao exon 2, podendo
ocorrer em qualquer ponto do intron de 200 kb que separa o exon 1b e la. Em consequéncia da
grande extensio do primeiro intron, o local preciso da quebra no cromossomo G é altamente
variavel resultando na translocagdo do exon la (ou exon 2} ao exon 11 para o cromossomo 22
(Dreazen et al, 1988 (A)) (Figuras 5, 6 € 7). A quebra no cromossomo 22 na LMC Ph' localiza-se
dentro de um segmento de DNA de 5,8 kb denominado de "breakpoint cluster region” (ber)
(Groffen et al, 1984). Mais tarde, foi demonstrado que o bcr faz parte de um gene com pelo
menos 90 kb, BCR, (Heisterkamp et al, 1985), expressando dois mRNA de 4,5 kb e 6,7 kb
(Shtivelman et al, 1985). A extremidade 5" do gene bcr esta localizada na diregdo do centromero
do cromossomo 22, permanecendo no cromossomo Ph', e a extremidade 3’ € translocada para o
cromossomo 9 na t(9;22) (Heisterkamp et al, 1985) (Figuras 5, 6 e 7). O produto do gene bcr ¢
uma proteina de 160 kD (p'®*"), que apresenta rica regido serina-trionina, codificada pelo exon 1
e fungiio de GTPase na porgio carboxi terminal (Maru ¢ Witte, 1991; Diekmann et al, 1991). O
gene bcr na regifio afetada pela translocagdo do Ph! é composto de cinco exons € a quebra ocorre
geralmente entre os exons 2 e 3 ou exons 3 ¢ 4 (Heisterkamp et al, 1985). Como resultado da
troca reciproca entre o cromossomo 9 e 22, toda a extremidade do bcr, 37 ao local de quebra, sera
removida e rearranjada no cromossomo 9. Os exons 5° do gene bcr (incluindo os exons 1 € 2, com
ou sem o exon 3) permanecerdo no cromossomo 22. Ao mesmo tempo, 0 proto-oncogene c-abl
seré relocado do cromossomo 9 banda q34 para o cromossomo 22 banda q11. O resultado final ¢
que as sequéncias proximais do gene ber serdo justapostas s sequéncias do c-abl de modo head-
to-tail formando um gene hibrido bcr-abl no cromossomo 22 (Shtivelman et al, 1985) (Figura 7).
Em consequéncia a esta configuragiio gendmica aberrante serd transcrito um mRNA anormal de
8,5 kb que compreende os exons proximais do bcr fundidos aos exons 2 a 11 do c-abl (os exons
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Figura 6. Genes abl e BCR no cromossomo 9 e 22 respectivamente
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Figura 7. Detalhes da translocagio dos genes ber/abl na leucemia mieldide cronica (LMC). Na
LMC classica, a quebra no gene BCR ocorre dentro de um segmento de 5,8 Kb do
BCR (bcr). Isto resultara na fusdo da extremidade 5’ do bcr com o segmento 3’ do

c-abl levando i formagio do gene hibrido ber-abl
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1a ou 1b do c-abl nio sdo transcritos) (Shtivelman et al, 1985). A tradugio do mRNA anormal

210bcr-abf

serd uma proteina quimérica de 210 kD - p que tem uma atividade enzimatica tirosina-

quinase muito maior do que a sua homéloga normal p'¥ = podendo contribuir desta mancira
para o processo de transformagdo maligna na LMC (Konopka et al, 1984; Kloetzer et al, 1985;
Kurzrock et al, 1987; Lugo et al, 1990). Embora quase todos os pacientes com LMC apresentem
rearranjo no bcr, o local preciso da quebra dentro do bcr ¢ bastante varidvel (Groffen et al, 1984).
Duas espécies distintas de mRNA poderdio ser codificados e tanto o exon 2 quanto o exon 3 do
ber poderdo ser fundidos ao exon 2 do abl, quebra tipo L-6 e quebra tipo K-28, respectivamente
(Shtivelman et al, 1985; Heisterkamp et al, 1985; Shtivelman et al, 1986). Os dois tipos de mRNA
hibrido diferirio em apenas 25 aminoacidos (Heisterkamp et al, 1985). A identifica¢go de variantes
moleculares da p*'°*“* na LMC poder4 estar associada a manifestac3es clinicas diferentes desta

neoplasia (Kurzrock et al, 1987).

Participagdo do ber-abl no desenvolvimento da LMC

210bcr-abl entre 08 progenit()res

Sabe-se que existe uma expressdo diferente do mRNA bcr-abl e dap
primitivos ¢ os maduros na LMC. H4 um aumento da expressio nos progenitores maduros, em
detrimento dos primitivos, explicando a expanséio do clone leucémico a nivel dos progenitores

mieléides maduros (Bedi et al, 1993).

Além desta evidéncia também foram criados varios modelos animais com o objettvo de se testar o

papel do bcr-abl em induzir leucemias (Daley, 1993).

Em culturas de medula 6ssea de camundongos infectadas com retrovirus contendo o bcr-abl
houve uma proliferagio de células linféides B que mantinham sua capacidade de diferenciagéo
(Scherle et al, 1990). A introdugio do bcr-abl em linhagens celulares hematopoiéticas favoreceu a
proliferagio auténoma destas células, inclusive com capacidade tumoral (Daley e Baltimore, 1988;
Takahashi et al, 1994). Camundongos que receberam doses letais de irradiagdo e transplantados
com medula 6ssea que continha o retrovirus com o ber-abl desenvolveram vérias doengas fatais
com acumulos anormais de macréfagos, eritrocitos, mastocitos e células linfoides. Manifestagio
classica de LMC ndo foi observada, mas os tumores originados dos macréfagos eram

acompanhados por uma sindrome semelhante 4 LMC, provavelmente pela produgfo de um fator
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de crescimento mieldide pelas células tumorais. Estes resultados levaram 4 concluso de que o
ber-abl favorece uma proliferagio de células hematopoiéticas, mas a transformagéo completa deve
envolver outras alteragdes genéticas (Elefanty et al, 1990). PopulagSes de células tronco
hematopoiéticas infectadas com retrovirus contendo tanto o v-abl como o ber-abl e usadas para
transplantar camundongos letalmente irradiados levou a um desenvolvimento tumoral em mais de
90% dos animais, independente da forma ativada do abl. Quase 50% deles desenvolveram uma
sindrome mieloproliferativa com vérias caracteristicas da fase cronica da LMC; os outros animais
morreram de linfomas de células pré-B. Esta sindrome se desenvolveu em celulas que estavam
infectadas tanto com o v-abl como com o bcr-abl, sugerindo que a introdugdo do gene abl
ativado em células alvos apropriadas é o maior determinante da doenca (Kelliher et al, 1990).
Medula dssea de camundongos infectada com um retrovirus que codifica a plioberabl o
transplantada em receptores singénicos irradiados levou ao aparecimento de varias neoplasias
hematolégicas nos receptores; entre elas, uma sindrome mieloproliferativa muito semelhante a fase

cronica da LMC. Estes resultados demonstram que a expressdo da p? % pode induzir a LMC

(Daley et al, 1990).

Os relatos anteriores evidenciam que a expressio do bcr-abl afeta a expansio clonal da LMC
através do descontrole da proliferagdo celular. Entretanto, os precursores primitivos mieldides nio
apresentam caracteristicas de aumento da proliferagdo celular, ja que possuem indices mitdticos ¢
respostas a fatores de crescimento de colSnias normais, além de ndo proliferarem ou maturarem
mais rapido do que os seus homologos normais. Desta maneira, um outro mecanismo da expansdo
clonal poderia ser explicado por um prolongamento da sobrevida celular, onde a atividade tirosina
quinase abl agiria como supressora da apoptose. A inibigdo do bcr-abl por antisense
oligonucleotideos reverte a supressdo da apoptose diminuindo a sobrevida celular. A diminui¢do
da morte celular programada (apoptose) parece ser um outro meio pela qual o ber-abl afeta a
expansdo do clone leucémico na LMC (McGahon et al, 1994; Bedi et al, 1994, Smetsers et al,
1994).
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Fatores Prognosticos na LMC

Clinicos

A tentativa de discriminar os pacientes com LMC, em relagio ao prognéstico, levou o
desenvolvimento de virios sistemas de escore. Estes estudos foram baseados em dados clinicos e
laboratoriais com analises uni e multivariada da sobrevida destes pacientes. Uma variedade de
caracteristicas da doenga mostrou associagdo significativa com a sobrevida (Jacquillat et al, 1978,
Gomez et al, 1981; Tura et al, 1981; Cervantes e Rozman, 1982; Oguma et al, 1982; Kantarjian et
al, 1985). Porém, apesar da maioria destes autores terem mostrado concordéncia em relagio a
significncia de alguns dados, ndo houve unanimidade. De sete caracteristicas comuns examinadas
(idade; sexo; tamanho do bago; nivel de hemoglobina; numero de plaquetas; nimero de leucdcitos
e numero de blastos/promielocitos no sangue periférico), somente o tamanho do bago foi

uniformemente aceito como indicador prognéstico (Sokal et al, 1988).

O grupo internacional de estudos de prognéstico na LMC realizou uma avaliagdo prospectiva de
discriminagfio prognéstica na LMC. Os pacientes foram divididos em trés grupos: baixo risco,
risco intermediario e alto risco. O calculo do risco relativo foi baseado na utilizagdo de quatro
variaveis: idade, tamanho do bago, nimero de plaquetas e porcentagem de blastos circulantes. A
analise estatistica mostrou resultados altamente significativos em relagdo a progressdo da doenga e
sobrevida dos pacientes entre os trés grupos de risco. Durante 2 anos, 87% dos pacientes do
grupo de baixo risco permaneceram na fase cronica, versus 78% do intermediario e 63% do alto
risco. A sobrevida em 2 anos para os 3 grupos foi de 94%, 80% e 73%, respectivamente (Sokal et
al, 1988).

Histopatologicos

Os varios estudos realizados analisando os fatores prognésticos na LMC ndo levaram em
consideragiio os achados histologicos da medula 6ssea (Jacquillat et al, 1978; Gomez et al, 1981
Tura et al, 1981; Cervantes ¢ Rozman, 1982; Oguma et al, 1982; Kantarjian et al, 1985; Sokal et
al, 1988).Porém, as investigagdes sequenciais das biopsias em pacientes com LMC tém valor

progndstico, podendo evidenciar trés tipos de evolugio:

a) transformagio da forma bilinear (LMC GRAN-MEG) para mielofibrose (MF)/
osteomielosclerose (OMS), com diminuigdo do risco de evolugiio para crise blastica ¢ portanto
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com progndstico mais favoravel. A sobrevida média entre as outras entidades clinicas

mieloproliferativas € de 35 meses.

b) evolugio da forma unilinear (LMC-GRAN) para crise blastica com uma sobrevida menor. A

sobrevida média ¢ de 26 meses.
¢) transigdo entre os dois tipos (Burkhardt et al, 1982, 1984; Bartl et al, 1993).

Entretanto, a associagio da forma GRAN-MEG com menor evolugio para a crise bléstica e
melhor sobrevida, ¢ da forma GRAN com pior sobrevida, deve ser questionada, ja4 que a crise
blastica envolve igualmente os pacientes com os dois subtipos histologicos (Thiele et al, 1988).
Neste contexto, provavelmente, muitos casos com o subtipo GRAN-MEG com Ph' negativo

seriam na verdade formas incipientes de mielofibrose (Thiele et al, 1988).

A observagio sequencial das biopsias de medula Ossea de pacientes com o subtipo GRAN
mostrou que raramente ocorre o aparecimento de fibrose, enquanto que os casos GRAN-MEG
apresentam tendéncia significativa para transformagio em mielofibrose, que estd associada a um
prognéstico mais desfavoravel. O subtipo GRAN, sem crescimento proeminente de
megacariocitos, teria portanto um prognéstico mais favoravel (Lazzarino et al, 1986; Thiele et al,
1988; Buhr et al, 1992; Thiele ¢ Fischer, 1992; Thiele et al, 1993;).

A forma GRAN/MEG também esti associada a outros fatores prognosticos desfavoraveis, tais
como: esplenomegalia, alta contagem de leucécitos no sangue periférico, blastos circulantes
excedendo 1%, alto grau de atipias de megacariécitos e maior aumento de fibras de reticulina
(Lazzarino et al, 1986; Lorand-Metze et al, 1987; Thiele et al, 1988, Thiele e Fischer, 1992; Thiele
et al, 1993).

Estes dados mostram que a biopsia de medula 6ssea na LMC fornece subsidios de valor

diagndstico e prognostico constituindo um parimetro adicional na investigagdo desta doenga.

Moleculares

Tio relevante como os dados clinicos e histologicos em determinar caracteristicas progndsticas na
LMC ¢é o emprego de critérios moleculares na identificagdo de pacientes de alto risco. O ponto de
quebra dentro do gene dcr pode ser determinado pela técnica de Southern blotting através da

digestio do DNA gendmico com enzimas de restricdo e posterior hibridizagdo com sondas
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especificas, Desta maneira, o gene bcr pode ser dividido em 4 zonas, 1, 2, 3 e 4, sendo as quebras
ocorridas nas zonas 1 e 2 agrupadas como 5° e as ocorridas nas zonas 3 e 4 como 3 (Schaefer-

Rego et al, 1987; Mills et al, 1988).

Tem-se tentado correlacionar o local de ponto de quebra no gene bcr com pardmetros clinicos e
laboratoriais durante a evolugio da doenga, porém com resultados bastante contraditdrios. Alguns
estudos sugerem que a quebra na extremidade 3° pode ter uma correlagdo com a crise blastica
(Schaefer-Rego et al, 1987; Eisenberg et al, 1988; Mills et al, 1989) e com uma maior atividade
trombopoiética (Inokuchi et al, 1991(A) e (B);, Inokuchi ¢ Nomura, 1993 } ; quebra na
extremidade 5~ parece estar associado com uma fase cronica mais longa (Mills et al, 1988). Outros
estudos, entretanto, ndo encontraram nenhuma associago entre o local de ponto de quebra com a
duragdo da fase cronica, caracteristicas clinicas, laboratoriais, tipo de crise blastica, atividade
trombopoiética e prognostico (Dreazen et al, 1988(B); Shtalrid et al, 1988; Przepiorka, 1988,
Dyck e Bosco, 1989; Ogawa et al, 1989; Jaubert et al, 1990; Tefferi et al, 1990; Tien et al, 1990,
Morris et al, 1990; Opalka et al, 1991,1992; Zaccaria et al, 1992, 1993; Rozman et al, 1995)
(Tabela 1).

Baseado na grande heterogeneidade do rearranjo molecular na LMC, nos resultados conflitantes
que tentam correlacionar o local de quebra no dcr com as caracteristicas da doenca ¢ nas
diferengas histologicas da medula 6ssea, propusemos estudar uma possivel correlagdo do local de

quebra do gene bcr com as caracteristicas histopatologicas da medula ossea.

Introdugdo 3]



Tabela 2.  Fatores prognosticos na LMC e aspectos moleculares
Ponto de Quebra Provivel Significado da Alteragiio Referéncia
extremidade 3° parece identificar grupo de pacientes que possuem alto risco Schacfer-Rego et al,
para entrar em crise blastica 1987
- quebra ber/abl isoladamente ndio determina a duragfo da fase Dreazen et al,
cronica 1988(B)
- néio ha correlagdo com local do ponto de quebra ¢ Shtalrid et al,
caracteristicas clinicas, laboratoriais, tipo de crise blastica e 1988
duragdo da fase cronica
extremidade 3° sugere progressdo mais rapida para crise blastica Eisenberg et al,
1988
extremidade 5’ parece estar assoctado com fase cronica mais longa Mills et al,
1988
- A zona de quebra no ber ndo tem correlagéio com a fase ¢ Przepiorka et al, 1988;
progndstico da doenga Dyck e Bosco, 1989,
Ogawa et al,
1989
extremidade 3° sugere fase cronica mais curta Mills et al,
1989
- A posigdo da quebra no bcr ndo prediz a duragio da fase Jaubert et al, 1990;
crbnica e nem a sobrevida Tefferi et al,
1990
- duragio da LMC do diagnostico ao aparecimento da crise Tien et al,
blastica ndo apresenta diferenca significativa nos pacientes 1990
com ponto de quebra na extremidade 5° ¢ 3°.0 local de ponto
de quebra nio se altera com progressdo da doenga
- O ponto de quebra no ber nfo influencia a duragdo da fase Morris et al,
cronica ¢ sobrevida na LMC. Sugere ter um papel na 1990
determinada linhagem da crise blastica
- N#o ha diferenca quanto 4 resposta ao interferon, curso Opalka et al,
clinico e evolugfio para a crise bldstica 1991
extremidade 3° sugere maior atividade trombopoictica Inokuchi et al,(A) (B),
1991
- nfo ha correlagio entre a atividade trombopoiética ¢ o local Opalka et al,
de ponto de quebra 1992
- 0O local do ponto de quebra no tem significado prognéstico Zaccaria et al,
1992
extremidade 3’ O tipo do RNA mensageiro, b3-a2, tem maior atividade Inokuchi et al,
trombopoiética 1993
- O tipo do RNA mensageiro nio tem relagio com a sobrevida Zaccaria et al,
1993
- Nenhuma relagfio entre contagem de plaquetas e sobrevida Rozman et al,
quanto ao locat do ponto de quebra ¢ o tipo de RNA 1995
mensageiro
32

Introdugdo



Objetivos



1. Analisar o local do rearranjo dentro do gene ber na populagdo estudada.

2. Correlacionar o ponto de quebra no bcr com as formas histopatologicas GRAN e GRAN-MEG

da medula 6ssea.

3. Correlacionar o local de quebra no dcr com o tamanho do bago, numero de leucdcitos, de

plaquetas, de blastos , de eosindfilos ,de bastfilos no sangue periférico e medula 6ssea.

4. Correlacionar a anlise citogenética com o rearranjo no bcr.
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Casuistica

Foram avaliados 33 pacientes provenientes do ambulatorio de hematologia do Hemocamp e 2 do
ambulatério de hematologia do Hospital Sdo Paulo da Escola Paulista de Medicina com o

diagnostico de leucemia mieldide cronica em primeira fase cronica (Sokal et al , 1988).

O diagnéstico foi baseado em esplenomegalia associada a leucocitose com desvio 4 esquerda néo
escalonado, eosinofilia e/ou basofilia e/ou plaquetose no sangue periférico, aspecto histologico e
mielograma compativel com sindrome mieloproliferativa cronica tipo LMC, fosfatase alcalina

diminuida dos neutréfilos e citogenética.

A avaliagio clinica e o acompanhamento dos pacientes foram realizados pelo autor, exceto nos

casos 6, 18, 34 e 35, que foram avaliados por hematologistas ligados ao nosso Servigo.

A definiciio de fase cronica foi baseada na auséncia de quaisquer caracteristicas compativeis com

fase acelerada ou crise blistica conforme as defini¢Ses encontradas na Tabela 3.

As caracteristicas clinicas ¢ laboratoriais encontram-se na Tabela 4.

Avaliacio Hematologica

Hemograma
Avaliagio do nivel de hemoglobina, hematocrito, namero de hemicias, leucocitos e de plaquetas
foi realizada através de contador automatico, cell dyn 1600. A contagem do diferencial de

leucécitos foi obtida através do exame de esfregaco € observado por um observador.

Bidpsia de medula dssea

O material foi colhido de crista iliaca postero-superior com agulha de Jamshidi ou similar. Os
fragmentos foram incluidos em parafina, cortados com espessura de_ 3-4 um e apos, realizadas
coloragdes: hematoxilina e eosina, PAS, impregnagio pela prata ¢ Giemsa. Os casos foram
classificados pelos achados histolégicos da medula 0ssea em forma GRAN ¢ GRAN-MEG ap6s
observagio por dois investigadores (Burkhard et al, 1982, 1984, 1986; Georgii, 1983; Frisch et al,
1989).
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Tabela 3. Definigoes de fase acelerada e crise biastica na LMC (Kantarjian et al, 1993)

Crise blastica

blastos no sangue periférico ou medula 6ssea > 30%

doenga extramedular com blastos

Fase acelerada

blastos no sangue periférico > 15%

blastos mais promieldcitos no sangue periférico > 30%

baséfilos no sangue periférico > 20%

plaquetopenia < 100X10%/1 niio relacionada a terapéutica

evolugiio clonal demonstrada por avaliagdo citogenética

necessidade de aumento na dosagem das medicagdes

esplenomegalia nfio responsiva ao tratamento

aumento das fibras de reticulina ou fibrose colagena na medula éssea

blastos na medula dssea > 10%

triade composta de leucocitos > 50X10/1, hematderito < 25% e plaquetas

< 100X 10%/1 ndio controlada com o tratamento

febre e dor dssea persistentes e nio explicadas
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LMC

Paciente Idade Sexo FAN Hb (g/dl)  Leucécitos  Plaquetas  Figado  Bago Citogenética
{anos) (score) (x106%/1) x1091) (cm) (cm)
1 64 F 5 10,8 170 881 NP 20 NR
2 57 M 7 10,9 276 Normal 4 10 Ph! +
3 63 M 4 12,2 193 313 8 5 Ph' +
4 59 M 0 11,5 148 1.080 1,5 10 Ph' +
5 49 M 14 12,2 85 Normal 3 4 Ph' +
6 42 M 0 93 120 183 ? ? Ph' +
7 54 F 12 13,8 86 1.161 NP 2 Ph' +
8 78 M 6 9,9 65 140 NP 2 Ph' -
9 44 F 3 12,0 400 Normal 2 10 Ph' +
10 65 M 7 13,2 82 335 NP NP Ph' +
11 59 F 0 14,9 200 Normal 2 8 Ph' +
12 59 F 0 12,4 105 186 4 NP Ph' +
13 68 M 6 10,5 434 360 4 7 Ph' +
14 20 M 0 10,8 590 389 10 20 Ph' +
15% 46 F 0 13,1 9 Normal RCD 6 Ph' +
16 36 M 14 14,0 315 368 6 10 Ph' +
17 42 M NR 12,9 132 268 NP NP Ph' +
18 63 M NR 8,5 194 1.500 8 NP Ph' +
19 25 F NR 12,5 39 370 3 20 Ph' +
20 63 M NR 10,8 111 663 NP 2 Ph' +
continua

Casuistica e Métodos 38



continuagéo Tabela 4

Paciente Tdade Sexo FAN Hb(g/dl) Leucdcitos Plaquetas Figado Bago  Citogenética

(anos) (score) x10°m) (x1091) {cm) (cm)
21 24 M 63 11,1 258 271 NP 10 Ph' +
22 23 M NR 11,7 315 322 6 15 Ph' +
23 28 M 47 53 164 435 3 2 Ph' -
24 49 M NR 9,6 300 704 NP 15 Ph' +
25 63 M 6 53 186 378 10 10 Ph' +
26 38 F NR 10,0 290 740 4 7 Ph' +
27 38 F 20 11,6 79 331 4 6 NR
28 60 M NR 11,7 246 279 3 10 Ph' +
29 44 F 0 12,5 436 435 4 15 Ph' +
30 63 M 16 9,7 344 220 4 10 Ph' +
31 67 M NR 9,3 54 378 NP 8 NR
32 48 M 6 14,4 30 240 NP NP Ph' +
33 35 M 3 6,5 159 211 NP 3 Ph' +
34 77 M NR 11,0 58 110 4 4 Ph' +
35 62 M NR 11,0 68 150 8 NP Ph' +

FAN - Controles Normais = scote 35 - 100
* Paciente em vigéneia de tratamento

NP = nio palpavel

NR = ndo realizado

RCD = rebordo costal direito
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Citologia de medula ossea
A avaliagdo da porcentagem de blastos, baséfilos, eosindfilos, nimero e forma de megacaridcitos
foi obtida através de exame de esfregago da medula dssea, contadas 200 células e observado por

pelo menos 2 investigadores.

Fosfatase alcalina dos neutréfilos (FAN)
Foi realizada por método citoquimico com o kit Merck, Leucognost - alfa, codigo 16300, lote
13094 e observado por dois investigadores. Considerou-se como valores normais score variando

entre 35 a 100 (Dacie e Lewis, 1984).

Citogenética

As amostras para analise da citogenética foram provenientes de aspiragio da medula ossea, 3 2 5
ml, colocados em meio RPMI com 25% de soro fetal bovino, € mantidos em estufa a 37°C
durante 24 horas. Para o estudo das metafases utilizou-se a técnica de coloragio com banda G

(Yunis, 1981; Testa e Rowley, 1980).

Anglise Molecular

O rearranjo génico ber-abl foi caracterizado com o emprego da técnica de Southern-bloiting.

Extracio do DNA gendmico

O DNA foi isolado de células nucleadas a partir de 10-20 ml de sangue venoso (Maniattis et al,
1989). O sangue foi inicialmente centrifuigado a 2.500 rpm por 15 minutos. Para a lise de
hemdcias, foi adicionada solugio de NH,CL 0,144 M (cloreto de aménio), na proporgdo de 5
vezes o volume de células, e solugdo de NH;HCO; 0,01 M (bicarbonato de amdnio), na propor¢io

de 0,5 vezes o volume de células. A solugfio foi incubada & temperatura ambiente por 20 minutos,

Casuistica e Métodos 40



seguida de centrifugacio por 15 minutos a 2.500 rpm a 4°C. Esta etapa foi repetida até a obtencgo

de um precipitado nuclear de leucocitos livre de hemacias.

Os leucocitos foram dissolvidos em 10 mi de tampdo contendo NaCl 0,3 M, EDTA 10 mM,
Tris/HCL pH 7,5 10mM, Uréia 7 M, SDS (duodecil sulfato de sodio 0,5%) e incubados a 37° C

por aproximadamente 16 horas.

Apbs a incubagio foram realizadas trés extragdes com igual volume de mistura contendo fenol
(redestilado e saturado em Tris/HCL pH 8,0 200 Mm, contendo 0,1% de hidroxiquinolina),
cloroformio e alcool isoamilico na proporgdo de 25:24:1. Cada extragdo foi seguida por
centrifiugagdo a 5.000 rpm durante 15 minutos. Ao final, a camada superior contendo 0 DNA foi
transferida para um novo tubo e realizada nova extragdo apenas com cloroférmio e alcool
isoamilico, na proporgdo de 24:1. Para a precipitagio do DNA foi utilizado etanol absoluto gelado

(2,5 vezes o volume) e de acetato de sodio 3M (10% do volume).

O DNA precipitado foi lavado em etanol a 70%, para eliminar residuos de fenol e sal
Posteriormente, o DNA foi diluido em agua estéril ou solugdo de TE (Tris pH 8,0 10mM, EDTA
0,1 mM pH 7,4).

A concentragdo do DNA foi realizada em espectrofotdmetro pela leitura das densidades Opticas,

nos comprimentos de onda de 260 e 280 em luz ultravioleta. (Maniatis et al, 1989).

Southern-blotting (Southern, 1975)

A partir de 5 pg do DNA gendmico, foi realizada a digestdo com as endonucleases de restrigio
Bglll, BamHI e Hind III, de acordo com as condigBes recomendadas pelo fabricante (New
England Biolab). Os fragmentos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose a
0,5%, usando o DNA digerido com a enzima HindIIf como marcador de peso molecular. O
tampdo TEA (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,01 M pH 8,3) foi utilizado na preparagdo da agarose
¢ na eletroforese realizada em cuba horizontal por 12 horas, na poténcia de 25 a 30 V a
temperatura ambiente. Apos a corrida eletroforética, o DNA contido no gel foi visualizado em luz
ultravioleta, apds coloragio com solugiio de brometo de etidio (0,5 mg/ml). O gel foi entdo
submetido ao tratamento com NaOH 04N, para a desnaturacido da hélice dupla de DNA. As

lavagens foram realizadas em duas etapas de 15 minutos, sob leve agitagdo constante, a
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temperatura ambiente. A transferéncia do DNA para a membrana de mylon (Hybond N+,
Amershan) foi realizada usando NaOH 0,4 N como solugdo de transferéncia, durante um periodo
de 4 a 6 horas a temperatura ambiente. A membrana foi entdo lavada por 2 minutos em solugio de
SSC 2X (NaCL 3 M, citrato de sddio 0,3 M). A membrana contendo o DNA em hélice simples foi
colocada em recipiente plastico contendo 15 ml de solug@o de 0,25 M NaPi, 0,25 M NaCL, 7%
SDS, 1 mM EDTA e 10% Polietilenoglicol (PEG-6000). Esta incubacgio foi realizada por 10 a 20
minutos a 65°C, sob suave agitagio. Posteriormente foi adicionada a sonda especifica para o gene
em estudo e a hibridizagdo realizada por 16 horas a 65°C. Apés a hibridizagdo, as membranas
foram lavadas a 65°C por etapas de 15 minutos, em solugiio de 2X SSC e 0,1% SDS, 15 minutos
em solugio de 1X SSC e 0,1% SDS e lavagens adicionais em solugdes de 0,3X e 0,1 X 8SC e
0,1% SDS. O controle da presenga de radiatividade inespecifica foi realizado pelo monitoramento
com contador Geiger. As membranas foram submetidas a lavagem por 5 minutos em solugio de
SSC 2X, secas e envoltas em filme de PVC e colocadas em cassetes contendo filme KODAK X-
OMAT. O filme foi revelado apds 16 horas de exposi¢io a —70° C para a primeira avaliagdo e, se
necessario, apds prolongada exposicdo de 7 a 14 dias. O tamanho dos fragmentos foi determinado
por grafico contendo a distancia das bandas a partir do ponto de aplicagio versus a curva padrio

do marcador de peso molecular, medidas em centimetros.

Marcacio das sondas

As sondas utilizadas neste estudo foram a "Pr-1" (Oncogene Science Inc., Manhasset, NY, USA -
Cat HP 09), um fragmento da extremidade 3° do gene dcr (HindIIl - Bgll)} com 1,2 Kb, e a sonda
Phl/bcr-3, transprobe-1 (Oncogene Science Inc., Manhasset, NY, USA - Cat TP 88), com 4,5 Kb,
que compreende as extremidades do gene bcr, poupando a sua regido central. (Figura 8). Esta
segunda sonda so foi utilizada nos casos onde nfio conseguimos detectar o rearranjo com a
primeira. As sondas foram marcadas com o’’P por Random primed (USB). Nessa técnica o DNA
¢ desnaturado ¢ misturado a primers (iniciadores) ao acaso (Random) com molaridade elevada. A
reagdo utiliza a enzima Klenow, uma DNA polimerase I, que perde a atividade exonucleasica 5’-
3’. Devido & auséncia desta atividade, os nucleotideos radioativos incorporados durante a

marcacdo ndo sdo liberados como monofosfatos (Maniatis et al, 1989). A reagdo foi realizada

utilizando-se 100 ng da sonda em quantidade de agua destilada estéril para um volume de 9 pl. O
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DNA foi desnaturado a 100°C por 10 minutos ¢ imediatamente colocado no gelo. Apos esse
periodo, foi adicionado ao DNA 3 ul de uma mistura de nucleotideos (dATP, dGTP, dTTP), 2 pl
da mistura contendo os primers, Sul de o’’P dCTP, 1 pl da enzima Klenow (5 U/ul) e 4gua
destilada para um volume total de 20 pl. A reagic foi incubada durante 1,5 hora a 37°C e
interrompida pela adigdo de 130 ul do tampdo STE. Apds a marcagfio, a sonda foi purificada em
coluna de Sephadex G-50 para a remogdo de nucleotideos ndo incorporados. O controle da
incorporaglic foi realizado em detector de emissfio beta. As marcagbes adequadas para

hibridizacio situavam-se entre 1X107 a 1X108 cpm/pg de DNA.

Metodologia utilizada para a detec¢iio do local do rearranjo no gene abl-abl

O diagnostico da zona de quebra no gene bcr foi realizado pelo aparecimento de fragmentos
extras apos a digestdo do DNA gendmico com as enzimas de restrigdes Bglll, Bam HI, Hind IIT e
posterior hibridiza¢do, separadamente, com a sonda Pr-1. Assim, dividiu-se o gene bcr em 4 zonas

(Mills et al, 1988):
Zona 1: detectados fragmentos extras com a enzima BglII ¢ nfio com a Bam HI e Hind III

Zona 2: detectados fragmentos extras com as enzimas Bglll e Bam HI, mas nic com a
Hind ITI

Zona 3: detectados fragmentos extras com as 3 enzimas

Zona 4: detectados fragmentos extras com a enzima Bam HI e HIND III

AS quebras nas zonas 1 e 2 foram a adas como 5’ e aquelas nas zonas 3 e 4 como 3’
p q

{Schaefer-Rego et al, 1987) (Figura 8).
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Mapa do ber no cromossomo 22

Bg H Ba H Bg Ba Bg
¥ | b hb2|lb3 b4 | ¥
Pr-1
phl / ber-3 1,2 kb
4,5 kb ]
] I
-+ -——-——-——- B mmmmm == R R
I = exons Bg = Bglll
H = Hindlll Ba = BamHl

Figura 8. Mapa da regido do bcr no cromossomo 22 mostrando a posigdo da sonda Pr-1 e
Phl/bcr-3 e as zonas 1, 2, 3 e 4. Quebra nas zonas 1 e 2 / foram agrupadas como 5’

nas 3 e 4 como 3’. Exons estdo indicados por barras verticais

Casuistica e Métodos 44



Analise Estatistica

Na analise estatistica dos dados referentes aos tipos histologicos da medula 6ssea utilizamos o
teste de Fisher. Na avaliagio dos dados laboratoriais, da citologia da medula 6ssea e do tamanho
do bago utilizamos os testes de analise de varidncia e de Kruskal-Wallis nas varidveis de

distribuigdo normal e nfio normal respectivamente.
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Anailise Cromossomica

O estudo citogenético foi realizado em 32/35 pacientes € 0 cromossomo Ph' foi positivo em 30
deles (94%). Em 2 casos ndo foi identificado o cromossomo Ph' ou outra anormalidade

citogenética.

Rearranjo do bcr e Correlagio com a Analise Citogenética

Em todos os 30 pacientes com a presenga do Ph' bem como nos dois casos Ph' negativo foi
detectado o rearranjo no gene bcr. Esses dois casos apresentavam caracteristicas clinicas e
laboratoriais semelhantes aos com Ph' positivo. Nos trés casos restantes sem estudo citogenético
o rearranjo no bcr também foi detectado. Em um destes (caso 1), o rearranjo foi detectado apenas

com a sonda de 4,5 kb PhYbcr-3 (fransprobe 1) (Tabela 5).

Anilise do Local de Rearranjo dentro do Gene bcr

Detectamos o rearranjo no gene ber nos 35 pacientes estudado. Em 30/35 dos casos (86%)
conseguimos determinar a zona do ponto de quebra no gene ber. Assim, 4 (13%) pacientes
apresentaram rearranjo na zona 1, 10 (33%) na zona 2, 8 (27%) na zona 3 e 8 (27%) na zona 4.
No caso 1, apesar de ndo determinada a zona em que ocorreu ¢ rearranjo, sugere-se que tenha
ocorrido na extremidade 5°, porque provavelmente a extremidade 3’ foi deletada durante a
transtocagdio. Em quatro casos (2, 8, 11, 34), detectamos o rearranjo apenas com a enzima de
restrigio Hind III. No caso 31, apesar de nfio termos obtido resultado com a enzima de restrigio
Hind III por problemas técnicos, o local do rearranjo no gene bcr foi determinado como sendo na
zona 4, extremidade 3°, baseando-nos nos resultados obtidos com as enzimas BglIl (sem

rearranjo} e BamHI (com rearranjo) (Figura 8).

Desta maneira, 15 (43%) tiveram rearranjo na extremidade 5’ e 20 (57%) na extremidade 3’

(Tabelas 6 e 7) e (Fotos 7, 8, 9 e 10).
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Tabela 5.  Correlagio do rearranjo génico bcr e cromossomo Ph' em pacientes com LMC

Niumero de pacientes Presenca do Ph'’ Rearranjo
30 + +
2 - .
3 nio realizada +
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Tabela 6. Determinago da zona e do local do ponto de quebra

Paciente BMO Bglll BamHI HindIIl Zona Ponto De Quebra
1 GRAN-MEG - - - ? 5
2 GRAN - - + ? ¥y
3 GRAN-MEG - + + 4 3
4 GRAN-MEG + + - 2 5
5 GRAN - + + 4 3’
6 GRAN-MEG + + + 3 3
7 GRAN + + + 3 3
8 GRAN - - + ? 3
9 GRAN-MEG + + + 3 3
10 GRAN + + + 3 3
11 GRAN - - + ? 3’
12 GRAN + + - 2 5
13 GRAN-MEG + + + 3 EN
14 GRAN-MEG + + + 3 3’
15 GRAN - + + 4 3
16 GRAN-MEG + + + 3 3’
17 GRAN-MEG + + - 2 5
I8 GRAN-MEG + - - 1 5
19 GRAN-MEG + + - 2 5

20 GRAN-MEG + + + 3 3
21 GRAN + - - 1 5
22 GRAN-MEG + + - 2 5’
23 GRAN-MEG + - - 1 5°
24 GRAN-MEG + + - 2 5
25 GRAN-MEG — + + 4 3
26 GRAN-MEG + + ~ 2 5’
27 GRAN-MEG - - 4 3’
28 GRAN - + 4 3
29 GRAN-MEG + + - 2 5
30 GRAN + + - 2 5
31 GRAN-MEG - + ? 4 3
32 GRAN + - 2 5
33 GRAN + - - 1 5
34 GRAN - - ? 3
35 GRAN - + + 4 3

Resultados 49



Tabela 7. Local do ponto de quebra no gene bcr, classificado quanto a zona e extremidade (5’

3') em pacientes com LMC

Local de quebra no bcr

5’ ¥
Numero de pacientes zona 1 zona 2 zona 3 zona 4
30 4{13%) 10(33%) | 8(27%) 8(27%)
35 15(43%)* 20(57%)**

* No total da extremidade 5° estd incluido o caso 1, onde ndo detectamos a zona do rearranjo

** No total da extremidade 3’ estdo incluidos os casos 2, 8, 11, 34.
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Bel II Hind III Bam HI

C P18 C P18 C P18

Foto 7. Representagio de rearranjo na zona 1. C = controle e P 18 = n°. do paciente de
acordo com a Tabela 6, A seta demonstra o presenca de fragmentos extras

(rearranjo).
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Bgl II Hind ITI Bam HI

Foto 8. Representagfio de rearranjo na zona 2, C = controle ¢ P 19 = n°. do paciente de
acordo com a Tabela 6. As setas demonstram a presenga de fragmentos extras

(rearranjo).
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Hind II1

Foto 9. Representagdo de rearranjo na zona 3. C = controle ¢ P 13 = n®. do paciente de

acordo com a Tabela 6. As setas demonstram a presenga de fragmentos extras

(rearranjo}.
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Bel 11 Hind 11X

C P15 C P15

Foto 10.Representagio de rearranjo na zona 4. C = controle e P 15 = n°. do paciente de

acordo com a Tabela 6. As setas demonstram a presenga de fragmentos extras

(rearranjo).

Resultados 54




Correlacio do local do rearranjo com os dados laboratoriais do sangue
periférico (SP), da citologia da medula éssea (MO) e tamanho do baco

O n°. de Leucécitos, Blastos SP, Eosinéfilos (Eo) no SP, Baséfilos (Baso) no SP, Blastos MO, Eo
MO, Baso MO, Plaquetas, Bago, nio apresentaram correlacio estatistica significativa com os

locais de quebra 5’e 3°. (Tabela 8).

Correlacio do local do rearranjo com a histologia da medula éssea

Dos 35 pacientes estudados, 15 (43%) apresentaram medula 6ssea do tipo GRAN e 20 (57%)
GRAN-MEG.

Dez dos 20 casos do tipo morfologico GRAN-MEG apresentaram rearranjo no gene bcr na
extremidade 5 (50%) e 10/20 casos na extremidade 3’ (50%).

Cinco dos 15 casos do tipo morfolégico GRAN apresentaram rearranjo no gene bcr na

extremidade 5 (33%) e 10/15 casos apresentaram rearranjo na extremidade 3’ (67%).

A analise estatistica com o teste de Fisher, nio mostrou correlagdo estatistica significativa entre os
tipos GRAN-MEG e GRAN com os locais de quebra 5’e 3° (p = 0,17) (Tabela 9).
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Tabela 8. Correlagio do local do rearranjo com os dados laboratoriais do sangue periférico, da

citologia da medula Ossea, tamanho do bago e nivel de significincia (p). Os

resultados sdo apresentados como média * desvio padrio.

5 3 p
Bago (cm) 8,5 +7.1 6,5 +48 0,4928
Leucécitos/(10°/1) 206 +111 192 + 147 0,7743
Blastos SP (%) 3,4 +2.4 2,8 +1,5 0,3913
Eo SP (%) 3,0 +2,6 3,7 +2.4 0,3996
Baso Sp (%) 6,1 +5,0 5,0 +3.2 0,4754
Plaquetas/(10°71) 524 +371 370 + 249 0,0704
Blastos MO (%) 2,8 +1,3 2,4 +1.2 0,4212
Eo MO (%) 4,6 +3,5 5,5 +2.4 0,4102
Baso MO (%) 2,6 +2,1 1,6 +1,9 0,1802

Tabela 9. Correlagdo do local do ponto de quebra

morfologicas da medula Ossea

do gene bcr com as caracteristicas

5 3

GRAN-MEG 10(50%) 10(50%)

GRAN 5(33%) 10(67%)
Total 15 20

Resultados

teste de Fisher

p=0,17
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O cromossomo Ph! [t (9,22)] foi a primeira alteragio genética associada consistentemente com
leucemias. Por apresentar caracterizagio molecular bem definida, esta transloca¢io € um modelo
excelente para investigar as aplicages de técnicas de biologia molecular na caracterizagdo bem

como no manejo clinico destas doengas.

A citogenética é o principal meio para a detec¢do do Ph! e, ainda hoje, a tnica técnica acessivel
para muitos clinicos. A analise citogenética durante o curso da doenca pode ser usada ndo
somente para a documentagio da presenga do cromossomo Ph' ,que ¢ essencial para o diagnostico
de certeza de LMC, mas também para identificar ¢ monitorizar a aquisi¢do de outras alteracdes
cromossOmicas, que é uma caracteristica de progressdo desta neoplasia. Por outro lado, esta
técnica é pouco sensivel e ndo ¢ a mais adequada para acompanbar os efeitos do tratamento

(Westbrook, 1992, Morgan e Wiedemann, 1992).

Varios métodos foram desenvolvidos para a identificacio molecular do rearranjo bcr-abl no
diagnostico da LMC. O método de Southern blotting utiliza DNA extraido do sangue periférico
ou da medula dssea que é digerido com enzimas de restrigdo, transferido para uma membrana de
nylon e posterior exposicio a sondas radioativas especificas para o ber ou abl (Epner e Koeftler,
1990) .Este método ndo requer células vidveis e nem metafases, ¢ pode detectar a presenga do Ph'
mesmo em pequeno nimero de células alteradas (Westbrook, 1992).Quando comparado a
citogenética, o Southern blotting ¢ mais sensivel e especifico (Westbrook, 1992).E ideal para
acompanhar a resposta a alguns tipos de tratamento, como o interferon, mas € pouco sensivel para

detectar uma recidiva precoce apos transplante de medula 6ssea (Westbrook, 1992).

Uma nova técnica para a detecgiio da t(9;22) é a reagio em cadeia da polimerase (PCR).Através
deste método, pequenas amostras de DNA, através da transcri¢io reversa, sio amplificadas
seletivamente mais de um milhfio de vezes. O PCR permite uma detecgdo rapida de uma c€lula
leucémica em 10.000 células ndo leucémicas. Ele pode ser quantitativo, como o Southern blotting
e a citogenética, mas nio é o mais adequado para acompanhar os estagios iniciais de tratamento.
Comparado i citogenética e ao Southern blotting é mais sensivel e especifico para a detecgdo de
doenga residual minima, antes dela tornar-se clinica ou citogeneticamente identificavel (Epner e

Koefller, 1990; Westbrook, 1992; Morgan e Wiedemann, 1992).

Um método alternative ao Southern blotting e ao PCR para a identificag@io da fusdo bcr-abl é a
hibridizagio i situ por fluorescéncia. E baseado na detecgfio direta da fusdo genética em células

na interfase ou na metafase, usando sondas com marcag¢io ndo radioativa. Ele detecta mais a fusdo
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génica do que o Ph' propriamente, podendo achar casos adicionais que sao citogeneticamente
negativos. E um método rapido, de alta sensibilidade e util na monitorizagéo terapéutica e na

detecgdo da doenga residual minima (Tkachuk et al, 1990; Westbrook, 1992).

Menos de 10% dos pacientes com diagnostico presuntivo de LMC néo apresentam 0 Cromossomo
Ph' (Kurzrock et al, 1988; Kurzrock e Talpaz, 1991).A andlise citogenética revela cariotipo
normal em quase 2/3 deles e no 1/3 restante podera ser encontrada uma variedade de
anormalidades, mais comumente a trissomia do cromossomo 8. Em outra minoria de pacientes
ocorre quebra no cromossomo 9934 com translocagio reciproca para outros locais (Kurzrock et

al, 1988).

Estudos iniciais relatam que pacientes com LMC ¢ Ph' negativo apresentam caracteristicas clinicas
distintas: sobrevida curta, pouca resposta ao tratamento, auséncia de basofilia e presenga de
plaquetopenia (Ezdinli et al, 1970). Muitos destes pacientes tiveram sua doenga reclassificada
como uma sindrome mielodisplasica (Pugh et al, 1985). Entretanto, entre os pacientes com LMC
Ph! negativo, existe um subgrupo cujas caracteristicas clinicas e evolug@o s#io muito similares aos
com LMC Ph' positivo (Ezdinli et al, 1970). Estes casos apresentam alteragdes moleculares
idénticas aos Ph' positivo, sendo o rearranjo no bcr encontrado em 40% a 100% dos casos. Hao
rearranjo na regido de 5.8-kb do bcr, justaposi¢io do c-abl na extremidade 5° do ber e expressdo
do mRNA bcr-abl de 8.5-kb e da proteina bcr-abl de 210-kD (Bartram et al, 1985; Bartram,
1985; Ganesan et al, 1986; Kurzrock et al, 1986, Fitzgerald et al, 1987, Wiedemann et al, 1988;
van der Plas et al, 1989),

Técnicas de hibridizagio i situ tém sugerido que nas LMC Phl - bcr + os genes abl ¢ ber estio
justapostos, mas ndo como resultado da translocagdo tipica t(9,22). Nestes casos, o rearranjo ¢
originado de uma insercio intersticial do gene @bl no gene bcr no cromossomo 22, ou de uma
translocagio complexa, com a fusdo ber-abl ocorrendo em outro cromossomo ( Morris et al,

1986; Dreazen et al, 1987).

A presenca do rearranjo no ber nos casos com citogenética normal podera ser a unica indicagio de
persisténcia da doenga quando estes pacientes entram em remiss#o hematologica. Assim, os
estudos moleculares apresentam grande importdncia no diagndstico e também na detecgdo de

doenga residual minima nos pacientes com LMC Ph! negativo (Kurzrock e Talpaz, 1991).

No presente trabalho tivemos o objetivo de avaliar o ponto de quebra no gene ber, através da

técnica de Southern blotting, numa populagio de pacientes com LMC, correlacionando esses
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achados com os tipos morfolégicos de medula Ossea, caracteristicas clinicas (tamanho do bago),

laboratoriais, citogenética e caracterizar o rearranjo no gene bcr.

A analise citogenética revelou a presenga do cromossomo Ph! em 94% dos pacientes. Nos demais
casos nio identificamos o cromossomo Ph' ou qualquer outra anormalidade citogenética.
Detectamos o rearranjo no gene ber em todos os pacientes com a presenca do Ph' ¢ em dois com
Ph' negativo. Estes dois casos apresentavam caracteristicas clinicas e laboratoriais semelhantes aos
com Ph' positivos, reforgando a importincia do estudo da biologia molecular no diagnéstico
preciso da LMC Ph' negativo. O rearranjo no bcr também esteve presente em trés casos onde néo
foram realizados estudos citogenéticos. Em um deles (caso 1), ndo detectamos o rearranjo com a
utilizagéio da sonda que compreende a extremidade 3" do ber (Pr-1), apesar da digestdo com as 3
enzimas de restrigio Bglll, BamHI e Hind IIL. O rearranjo sé foi identificado quando utilizamos a
sonda de 4,5 kb Ph1/bcr-3 ("transprobe” 1) que compreende quase todo o gene bcr, excluindo a
sua regido central. Isto sugere que a extremidade 3" do bcr tenha sido deletada durante a
translocaciio. Estas delegBes ocorrem entre 10%-30% dos casos de LMC Ph! positivo ndo
havendo nenhuma caracteristica clinica ou laboratorial especifica associada (figura 9). Por outro
lado, estas delegdes impedem a detecg@io de rearranjos no gene bcr quando apenas a sonda da
extremidade 3" (Pr-1) € utilizada para a hibridizagio (Popenoe et al, 1986; Hirosawa et al, 1988,
Shtalrid et al, 1988).

A determinagdo do rearranjo no bcr tem sido correlacionada com parimetros clinicos durante o
curso da doenga, em particular, com o aparecimento da crise blastica. Estes trabalhos porém tém
apresentado resultados bastante contraditorios. Assim, Schaefer-Rego et al (1987) sugeriram uma
forte correlago entre a quebra 3" no bcr com a crise blastica pois observaram que, em oito de
nove pacientes com crise blastica, a quebra ocorreu na extremidade 3” e, em 17 pacientes na fase
crdnica, na extremidade 5°. Estes resultados foram confirmados por Eisenberg et al (1988). Por
outro lado, Mills et al (1988) descreveram que pacientes com ponto de quebra 5 apresentaram
duragfo da fase cronica quatro vezes mais longa (média de 203 semanas) do que aqueles com
quebra 3'(média de 52 semanas). Resultados semelhantes também foram obtidos por Mills et al
(1989) onde pacientes com quebra 3’ tiveram fase cronica mais curta (25 meses) do que os
pacientes com quebra 5’ (55 meses). Grossman ¢t al (1989) mostraram que a presenca do exon 3
do bcr, independente do local de quebra, determinaria evolugiio mais curta para crise blastica.

Entretanto, os resultados que correlacionam a quebra 3’com a crise blastica nio foram
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Cromossomo 9

Cromossomo 9q+ ==

Cromossomo 22q-

Figura 9.

Discussdo

translocacgao reciproca
com delegao

Um possivel diagrama da dele¢iio no gene ber durante a translocagéo. As duas linhas
superiores representam o gene ¢-abl do cromossomo 9 € o gene dcr do cromossomo
22. Uma parte do c-ab! é translocado para o bcr, resultando no cromossomo 22q-.
Uma parte do ber é translocado para o c¢-abl resultando no cromossomo 9q+, com

uma porgdo do c-ber (area em destaque) deletada (Hirosawa et al, 1988)
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confirmados por estudos prospectivos que mostraram que o local de quebra dentro do bcr ndo
altera durante a progressio da doenga (Mills et al,1988; Shtalrid et al,1988; Tien et al,1990).

Publicagdes mais recentes nio evidenciam associagio com as manifestagdes clinicas, laboratoriais,
sobrevida ou tempo de evolugio para a crise blastica (Dreazen et al, 1988(B); Shtalrid et al, 1988;
Przepiorka, 1988; Dyck e Bosco, 1989; Ogawa et al, 1989; Jaubert et al, 1990; Tefferi et al, 1990;
Tien et al, 1990; Zaccaria et al, 1992). E possivel que estas discordéncias, principaimente no que
se refere a duragio da fase cronica, decorreria de selegdo inadequada dos pacientes, contribuindo
para este problema o encaminhamento precoce de jovens para o transplante de medula Ossea.
Embora Morris et al (1990) nfo demonstrassem correlagio entre o local de quebra no ber com a
duracdio da fase cronica e sobrevida global, houve um predominio de crise blastica miel6ide na

subregido 2 e crise blastica linféide na subregido 3.

Apesar destes trabalhos ndo encontrarem associagdo entre os niveis de hemoglobina, contagem de
leucécitos e plaquetas com os locais de quebra 5” e 3°, Inokuchi et al (1991A), numa amostra de
22 pacientes, demonstraram que a quebra na extremidade 3" estava relacionada a uma atividade
trombopoiética maior do que nos casos onde a quebra erana 5°. A contagem de plaquetas para os

pacientes com quebra 3’ foi de 1395 x 10°/1 comparada a 274 x 10°/1 para os com quebra 5.

No nosso material, também nio encontramos nenhuma correlagio significativa entre os locais de
quebra 5" e 3° com o tamanho do bago, numero de leucdcitos, plaquetas € porcentagem de

blastos, eosindfilos e basofilos no sangue periférico e medula dssea.

A definigio do local de quebra dentro do bcr, adotada por Inokuchi et al (1991A), diferiu da
usada por Schaefer-Rego et al (1987), e por nos adotada, onde a divisdo entre 5'e 3” ¢ baseada na
presenca de rearranjos localizados 5 ou 3" do sitio de restrigio para Hind III. Este sitio de
restricdo se encontra na posigdo central do gene bcr e € distal ao exon 3. Inokuchi et al (1991a)
utilizaram o local da enzima de restrigio Bam HI, que esta proximal ao exon 3, como divisio entre

5" e 3" (Figura 10).
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Figura -10 A - Divisdo 5’e 3’ do bcr segundo Shaefer-Rego et al (1987)
B - Divisdio 5’e 3’ do ber segundo Inokuchi et al (1991a)
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Assim sendo, se eles considerassem o critério de Schaefer-Rego et al (1987) ndo seria obtida
nenhuma correlagio entre o local de quebra com a trombopoiese. Posteriormente, Inokuchi et al
(1991b) e Inokuchi e Nomura (1993), através da anélise do tipo de mRNA bcr-abl transcrito,
confirmaram os seus resultados preliminares. O rearranjo do exon 3 no gene bcr com o exon 2 1o
abl (b3-a2) estava relacionado com uma contagem plaquetaria maior do que o rearranjo do exon 2
no gene bcr com o exon 2 no abl (b2-a2),sugerindo que a presenga do exon 3 do ber talvez
tivesse importdncia em determinar a atividade trombopoiética. Entretanto, Opalka et al (1992)
seguindo a divisdo entre 5' ¢ 3' proposta por Inokuchi et al (1991a), ndo conseguiram determinar
correlagdo entre a contagem de plaquetas e o local de quebra entre os seus 53 pacientes avaliados.
Rozman et al (1995) também ndo encontraram associagiio entre o numero de plaquetas e o
rearranjo 5’ € 3’, usando os critérios de Schaefer-Rego et al (1987) e de Inokuchi et al (1991A), e
nem com o tipo de mRNA.

Apesar da controvérsia quanto a correlagio do local do rearranjo com as caracteristicas clinicas ¢
laboratoriais na LMC, parece haver um consenso quanto a distribui¢do das zonas de quebra dentro
do ber (Schaefer-Rego et al, 1987, Shtalrid et al, 1988; Mills et al, 1988, 1989; Eisenberg et al,
1988; Przepiorka et al, 1988; Grossman et al, 1989; Jaubert et al, 1990; Morris et al, 1990; Tien et
al, 1990). Uma revisio realizada por Mills et al (1991), levando em consideragio os resultados
obtidos em todos estes trabaihos, concluiu que em média 26% das quebras ocorreram na zona um,
31% na zona dois, 39% na zona trés e 4% na zona quatro, sendo a distribuigio global entre 5" ¢ 3°
de 55% e 45% respectivamente. Entretanto, Ogawa et al (1989) mostraram que 80% dos seus
pacientes apresentavam quebra na zona 3 com distribuigdo 5° de 13% e 3" de 87%. Qutros dois
trabalhos utilizando os critérios de Inokuchi et al (1991A) também mostraram predominio da
quebra na extremidade 3°. Porém, esta definigio implica num nGmero maior de zonas
compreendidas na extremidade 3' (Inokuchi et al, 1991a; Opalka et al, 1992) (figura 10).

No presente trabalho detectamos o rearranjo no gene bcr nos 35 pacientes estudados. Em 86%
dos casos analisados neste estudo foi possivel definir a zona do ponto de quebra no gene bcr: 13%
ocorreu na zona um, 33% na zona dois, 27% na zona trés e 27% na zona quatro, totalizando 43%
na extremidade 5’ e 57% na 3’. No caso 1 ndo determinamos a zona do rearranjo porque ndo foi
identificado nenhum fragmento extra com a sonda Prl. Concluimos, porém, atraveés da
hibridizagio com a sonda "transprobe”, que este se encontrava provavelmente na extremidade 5',

sugerindo deleciio da extremidade 3' (Figura 9). Semelhante ao observado por Dyck e Bosco
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(1989), em quatro casos (2, 8, 11, 34), detectamos 0 rearranjo apenas com a enzima de restrigo
Hind III. Também aqui nfio conseguimos determinar a zona de quebra, mas caracterizamos estes
casos como 3° porque o rearranjo foi observado com a enzima de restrigio Hind HI (Eisenberg et
al, 1988).No caso 31, apesar de nio observado rearranjo com a enzima Hind IIT por problemas
técnicos, o local do rearranjo foi determinado como zona 4 baseado nos resultados obtidos com as
enzimas BglII (sem rearranjo) e BamHI (com rearranjo) respectivamente. Desta maneira, levando-
se em considera¢io o mapa do gene bcr, a Unica zona em que tal associagdo pode estar presente ¢
a 4. Estes resultados poderiam ser interpretados como um polimorfismo dentro do gene ber.

Entretanto, o polimorfismo no gene bcr do cromossomo 22 é muito raro (Grossman et al, 1990).

Estes resultados diferem da literatura por um predominio maior do rearranjo na zona 4 e na
extremidade 3. Apenas Ogawa et al (1989) mostraram predominio da extremidade 3’, porém com
80% dos casos ocorrendo na zona 3 e apenas 7% na zona 4. Uma possivel razdo para esta
discrepancia poderia ser uma heterogeneidade populacional no que se refere s condigdes socio-

econdmicas, étnicas e a fatores ambientais (Mills ,1993).

Os fatores progndsticos na LMC tém sido tradicionalmente relacionados as caracteristicas clinicas
e laboratoriais presentes ao diagnostico, onde vérias delas mostraram associagio significativa com
a sobrevida, mas nio de maneira undnime (Jacquillat et al, 1978, Gomez et al, 1981; Tura et al,
1981; Cervantes ¢ Rozman, 1982; Oguma et al, 1982; Kantarjian et al, 1985). De todas as
variaveis analisadas nestes trabalhos como idade, sexo, tamanho do baco, nivel de hemoglobina,
namero de plaguetas, leucdcitos e blastos/promielécitos no sangue periférico, somente o tamanho

do bago € aceito como indicador prognéstico (Sokal, 1988).

Todos estes estudos € os que correlacionam os pardmetros clinicos e laboratoriais com o rearranjo
no gene ber ndo levaram em consideragiio os achados histologicos da medula 6ssea. A medula
ossea na LMC apresenta caracteristicas heterogéneas, tipicas, que poderdo formecer informagdes
prognésticas importantes na avaliagdo inicial e na evolugio da doenca (Dickstein ¢
Vardiman,1992). A observagdo sequencial das biépsias de medula Ossea de pacientes com o
subtipo GRAN mostrou que raramente ocorre o aparecimento de fibrose, enquanto que os casos
GRAN-MEG apresentam tendéncia significativa para transformagio em mielofibrose, que esta
associada a um prognostico mais desfavoravel. O subtipo GRAN, sem proliferacdo proeminente
de megacaridcitos, teria portanto um prognostico mais favoravel (Lazzarino et al, 1986; Thiele et

al, 1988; Buhr et al, 1992; Thiele e Fischer, 1992; Thiele et al, 1993).
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A forma GRAN/MEG também esta associada a outros fatores progndsticos desfavoraveis, tais
como: esplenomegalia mais acentuada, alta contagem de leucécitos no sangue periférico, blastos
circulantes excedendo 1%, alto grau de atipias de megacariocitos e maior aumento de fibras de
reticulina (Lazzarino et al, 1986; Lorand-Metze et al, 1987; Thiele et al, 1988; Thiele e Fischer,
1992; Thiele et al, 1993).

Do mesmo modo que a histologia da medula éssea tem sido pouco associada como fator
prognéstico na LMC, ndo existem dados correlacionando-a com os aspectos moleculares. A
analise desta associagio foi realizada no presente trabalho baseada na heterogeneidade do

rearranjo génico e dos achados histologicos.

Na populagio estudada, 20 casos foram do tipo GRAN-MEG (57%) ¢ 15 do tipo GRAN (43%).
Dez dos vinte casos do tipo morfolégico GRAN-MEG (50%) apresentaram rearranjo na
extremidade 5° e dez casos na extremidade 3" (50%). Cinco dos quinze casos do tipo GRAN
apresentaram rearranjo na extremidade 5° (33%) e dez na extremidade 3 (67%). Ndo houve
correlagio significativa entre cada um dos tipos histologicos com o local de quebra , 5" ou 3°, no

gene ber

Apesar de ndo encontrada associagdo com os achados histologicos, laboratoriais e clinicos, varios
mecanismos moleculares podem ser responsaveis pelos diferentes fenétipos na LMC ( Schaefer-

Rego et al, 1987; Eisenberg et al 1988; Mills et al, 1989).

O significado biolégico da quebra 5' e 3' é baseada na inclusfio ou exclusdo de locais especificos
do gene ber no gene hibrido ber-abl (Eisenberg et al, 1988). Embora a regifo onde ocorre a
quebra no cromossomo 22 seja pequena, existe uma heterogeneidade na estrutura do gene ber-abl
resultante. Este pode conter apenas o exon 2 do bcr, 0s exons 2 ¢ 3, ou os exons 2,3,e 4 (Mills et
al, 1989). A presenga ou auséncia do exon 3 €, por si 50, suficiente para alterar a especificidade,
atividade e estabilidade da proteina bcr-abl (Shtivelman et al, 1985; Mills et al, 1988). Assim, as
quebras ocorridas na extremidade 5' podem ocasionalmente incluir o exon 3 do bcr, e as quebras

3' consistentemente incluem o exon 3 ( Eisenberg et al, 1988).

O local de quebra também pode alterar o controle da regulagio da transcrigiio, produzindo um
aumento inapropriado de mRNA e da proteina bcr-abl ou originar um novo local de fusdo com
aparecimento de um mRNA e proteina aberrantes. Esta nova proteina pode ter uma atividade

tirosina quinase alterada e/ou especificidade diferente (Schaefer-Rego et al, 1987).
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A participagdio destes mecanismos para explicar o fendtipo da LMC ¢é muito especulativo.
Entretanto, a auséncia da associagio do prognostico, das caracteristicas laboratoriais e
histologicas com a regido de quebra dentro do bcr é somente uma manifestagio da grande

variagdo na estrutura, processamento ¢ expressdo do gene hibrido bcr-abl.
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Conclusoes



1. O rearranjo no gene ber foi identificado em todos os pacientes. Em 86% dos casos foi
possivel determinar a zona do ponto de quebra: 13% na zona um, 33% na zona dois,

27% na zona trés, 27% na zona quatro, totalizando 43% na extremidade 5’e 57% na 3°.

2. Houve, na nossa populagio, uma alta frequéncia de quebra na zona 4 e predominio de

rearranjo do ber na extremidade 3°.

3. Ni3o houve correlagiio entre os pontos de quebra 5’¢ 3’ no gene bcr com as formas

histopatologicas GRAN e GRAN-MEG da medula 6ssea.

4. Nio houve correlagio entre o local de quebra no gene dcr com o tamanho do bago,
numero de leucocitos, de plaquetas, de blastos, de eosindfilos, de baséfilos no sangue

periférico e medula ossea..

5. O estudo molecular pela técnica de Southern blotting confirmou a presenca do rearranjo

bcr-abi nos dois casos com citogenética sem a presenga do cromossomo Ph'.
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Summary



Chronic myelogenous leukemia is a myeloproliferative disease characterized by the presence of the
Philadelphia chromosome (Ph') in more than 90% of patients. This chromosomal abnormality
results from a reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22 transfering the c-abl proto-
oncogene from chromosome 9 to the restricted breakpoint region on chromosome 22, of about 5.8
kilobases (kb), termed the breakpoint cluster region (bcr). The high specificity of this
rearrangement strongly suggests a crucial role for ber in the pathogenesis of CML. In this study
we determined the breakpoint within the ber in 35 CML patients with a first chronic phase and
correlated it with clinical date (spleen size), laboratory parameters, cytogenetics and bone marrow
histological subgroups, GRAN-MEG and GRAN. Genomic DNA was extracted from peripheral
blood white cells and digested with Bgl II, Hind III, Bam HI restriction endonucleases. By using
the Southern blotting method, the specific breakpoint within the ber could be assigned to one of
four zones, after hybridization with the 1.2 kb probe Pr-1 (Oncogene science). DNAs for which
the breakpoint could not be determined with this probe were analyzed with the Phl/ber-3 probe
(Oncogene science). Breakpoints in zones 1 and 2 were grouped as 5° and those in zones 3 and 4

as 3’
The chromosome analysis was done in 32/35 patients and the Ph1 was present in 30 of them.

The ber rearrangement was determined in all patients. The localization of the breakpoint was
assigned in 86% of them : 13% within zone one, 33% in zone two; 27% in zone three, and 27%

in zone four,

In one patient, the rearrangement was only detected after hybridization with the 4.5 kb Phl/ber-3
probe, suggesting that the 3’ end of the ber was deleted during the translocation. Thus, in the 35
patients analyzed, 43% were grouped as 5” and 57% as 3°. No correlation between breakpoint site
and clinical or hematological features was found. In addition, 50% from the GRAN-MEG
subgroup presented a bcr breakpoint on the 5° position and 50% on the 3’ position; 33% from the
GRAN subgroup presented the breakpoint on the 5° position and 67% on the 3’ position (the

difference was not significant; Fisher Test p=0.17).

In conclusion, our population has a higher frequency of ber breakpoint in zone 4 and 3’ position;
there was no correlation between 5° and 3’ positions and clinical or hematological features,
including the histological subgroups GRAN-MEG and GRAN. Moreover, the Southern blotting

was usefuil to detect the ber rearrangement in 2 Ph' negative cases.
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