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RESUMO

A Leucemia Middide Cronica €é uma doenca
mieloproliferativa caracterizada pela presenca do
cromossomo Philadelphia, o qual expressa um gene que
codifica uma proteina com atividade acentuada de uma
tirosina quinase, que ocasiona amplificagcdo das vias de
sinalizacéo do processo celular, induzindo a medula éssea
gerar clones malignos constantemente. E constituida de
trésfases: a cronica, pode ser assintomatica ou apr esentar
alguns sintomas como esplenomegalia; acelerada,
observa-se perda da diferenciacdo celular e a blastica,
evidencia quadro leucémico agudo. O diagnéstico é
realizado por meio de examesfisicos e labor atoriais; além
dos exames citogenéticos e testes de bhiologia molecular.
Objetivos. Realizar uma revisdo bibliografica sobre a
expressdo do gene hibrido BCR-ABL na ocorréncia da
Leucemia Midldide Cronica de forma a entender a
hematopoiese, identificar as vias snalizadoras que
regulam os processos celulares, conceituar e citar
incidéncia da doenga; identificar as fases clinicas e suas
respectivas sintomatologias, caracterizar o diagnostico
clinico e laboratorial, além dos exames citogenéticos e de
biologia molecular. Metodologia: O presente trabalho
consistiu em uma revisdo de literatura com carater
descritivo, sendo utilizados somente livros e documentos
publicados entre os anos de 2013 e 2018 encontrados nas
bases de dados eletronicas publicados em periddicos
nacionais, como Google Académico e SCIEL O.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia, gene, diagndstico.

ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia is a myeloproliferative disease
characterized by the presence of the Philadelphia
chromosome, which expresses a gene that encodes a protein
with a marked tyrosine kinase activity, that causes
amplification of cell signaling pathways, inducing the bone
marrow to generate malignant clones constantly. It consists of
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three phases: chronic, which may be asymptomatic or present
some symptoms such as splenomegaly; accelerated, where
there is loss of cell differentiation and blast, which shows
acute leukemia. The diagnosis is made through physical and
laboratory tests; in addition to cytogenetic tests and
molecular biology tests. Objectivess To carry out a
bibliographic review on the expression of the hybrid BCR-
ABL genein the occurrence of Chronic Myeloid Leukemiain
order to understand hematopoiesis, to identify the signaling
pathways that regulate cell processes; conceptualize and cite
incidence of the disease; identify the clinical phases and their
respective symptomatologies, characterize the clinical and
laboratory diagnosis, besides the cytogenetic and molecular
biology exams. Methodology: The present work consisted of
a literature review with a descriptive character, using only
books and documents published between the years of 2013
and 2018 found in the electronic databases published in
national journals, such as Google Academic and SciELO.

KEYWORDS: Leukemia, gene, diagnosis.

1. INTRODUCAO

A Leucemia Mieléide Crbnica (LMC) é definida
como uma doenca mieloproliferativa clonal das stem
cells da medula éssea, caracterizada por leucocitose
com desvio & esguerda ndo escaonado e
esplenomegalia. Cerca de 95% dos casos € decorrente
da translocagao reciproca entre 0s cromossomos 9 e 22
gue resulta no cromossomo Philadelphia (Ph), em que
ha a expressdo de um gene hibrido devido a juncdo do
gene abl do cromossomo 9 e do gene bcr do
cromossomo 22,

A expressao do gene BCR-ABL produz uma
proteina quimérica com atividade tirosina-quinase (TK)
anormal, 0 que ocasiona a amplificagdo das vias de
sinalizag8o reguladoras do processo hematopoiético. A
desregulacdo das vias induz a medula 6ssea a proliferar
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excessivamente clones da linhagem mielGide,
resultando em perda progressiva da diferenciacdo
celular e com a capacidade de defesa reduzida,
tornando o individuo mais susceptivel a infecgdes
oportunistas®.

Esta neoplasia hematolégica expressa quadro
clinico heterogéneo tanto na sintomatologia quanto nas
andlises laboratoriais. E classificada em trés fases: a
fase crénica (FC), podendo ser assintomética ou
apresentar alguns sintomas como fragueza e perda
ponderal de peso e ainda observa-se grau de maturacdo
celular; a fase acelerada (FA) em que ha perda da
diferenciacdo celular e manifesta-se evidentemente a
anemia e a fase bléastica (FB), em que a doenca evolui-
se para um quadro leucémico agudo®.

Justificarse a redlizagdo deste estudo quanto a
alteracdo cromossdmica na Leucemia MielGide
Crbnica, por a mesma apresentar ato indice de
morbimortalidade e dificil cura, uma vez que é
diagnosticada tardiamente, em virtude disto, vem se
tornando cada vez mais avo de gestores de salde
publica no quesito de diagndstico e tratamento.

Os objetivos deste trabalho foram realizar uma
revisao bibliogréfica sobre a expressdo do gene hibrido
BCR-ABL resultante da translocagdo reciproca entre os
bracos longos dos cromossomos 9 e 22 na ocorréncia
da Leucemia Miel6ide Crénica, bem como entender a
formagdo da célula hematopoiética, além de identificar
as vias snalizadoras que regulam 0S processos
celulares; conceituar a Leucemia MielGide Cronica;
citar sua incidéncia; correlacionar 0 Cromossomo
Philadelphia e sua influéncia na ocorréncia desta
doenca; identificar as fases clinicas e suas respectivas
sintomatologias; caracterizar o diagndstico clinico e
laboratorial, além dos exames citogenéticos e de
biologia molecular.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho consistiu em uma revisdo de
literatura com caréter descritivo. Essa busca literériafoi
criteriosa, foram selecionados 44 materiais de acordo
com o objetivo do estudo e o ano de publicacdo, sendo
utilizados somente livros e documentos publicados
entre os anos de 2013 e 2018.

Realizou a pesquisa a partir de textos encontrados
nas bases de dados eletrbnicas publicados em
periédicos nacionais, como Google Académico,
SCiELO, utilizando as seguintes palavras-chave:
sistema hematopoiético, hematopoiese, leucemia
mieléide cronica, vias de sinalizacdo da hematopoiese,
trand ocacdo entre os cromossomos 9 e 22.

Selecionou-se  artigos,  dissertacfes,  teses,
monografias e livros cujo critério de inclusdo foi
assuntos relacionados a0 tema, utilizando materiais
bibliogréficos da lingua vernacula e estrangeira (inglés
e espanhol.

3. DESENVOLVIMENTO

Sistema Hemapoiético
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O tecido hematopoético ou tecido sanguineo €
originado a partir de uma Unica célula estaminal
hematopoiética (CEH) indiferenciada, a qua €
responsdvel por produzir todos os componentes
celulares do sangue através de um processo complexo
hierarquico e sob influéncia de fatores de crescimento e
de diferenciagao?

As primeiras células-tronco hematopoéticas (CTH)
surgem no decorrer da formacdo fetal (0 a 42 semana)
no saco vitelino, porém, ndo sdo as CTH definitivas,
por ainda serem incapazes de restaurar a hematopoiese.
S80 nas regides conhecidas como Aorta-Gbnada-
Mesonéfrons e na placenta que sdo encontradas as
primeiras células com caracteristicas funcionais de
células-tronco (CT) adultas. Posteriormente, entre a 42
e 312 semanas, as CT migram para o figado, principal
local de expansdo destas células, e também para o
baco; préximo ao nascimento a producdo passa a
suceder-se na medula éssea (MO), que € o principal
sitio hematopoético na vida adulta’.

A CEH apresenta duas caracteristicas: a
autorrenovacdo, onde a CT € capaz de fabricar uma
nova célula idéntica a €la, para que ocorra a
manutencdo das CTs disponiveis; e a diferenciacdo, a
qual é capaz de gerar células distintas de s, que séo
chamadas de células progenitoras multipotentes
(CPM)°.

E através da CPM que todos os precursores das
linhagens sanguineas sdo formados. uma célula
mieléide progenitora (CMP) que formard a linhagem
mieldide; outra célula linfoide progenitora (CLP) que
originar)d a linhagem linféide. O processo de
proliferacdo e diferenciacdo das células ocorre através
de fatores estimuladores de crescimento, 0s quais vao
direcionar o percurso da CT antes de se iniciar a
maturacdo. Os principais fatores de crescimento sdo:
fatores de CT, que agem exclusivamente nas CT e 0s
fatores estimuladores de coldnia, onde mais de uma
unidade formadora de colénia (CFU) pode possuir
receptores para 0 mesmo fator estimulador. Quanto ao
processo de formagdo da s&ie vermeha, a
eritropoietina € fundamental para que a eritropoiese
ocorrade forma correte®.

As CLPs formar&o os linfocitos B e T e as células
natural killer, ja as CMPs constituirdo os granul 4citos,
macréfagos, as plaguetas e os eritrocitos como
representa o esquema da Figura 1. Ao final do processo
hematopoiético, as células do sangue diferenciadas
atingem a circulagdo periférica com a finalidade de
exercerem suas funcdes especificas no sistemaimune’.

Para que esses processos ocorram de maneira
adequada, ha uma regulagdo muito fina que se da
através das interacdes das CTHs com os diversos tipos
celulares que compdem o estroma hematopoiético, o
gqua é promovido por snalizagdes moleculares
induzidas pelos nichos, ligados a fatores intrinsecos. A
via virus do sarcoma de rato (RAS) juntamente com a
via janus quinase - sinal transdutor e ativador de
transcricdo  (JAK-STAT) sdo  responsaveis pela
diferenciacdo e proliferacdo das CEHs; ja a via
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fosfotidilinositol 3 — quinase (PI3K) possui papel
fundamental no processo de sobrevivéncia e apoptose
celular; outra via importante na hematopoiese é a
quinase de adesdo focal (FAK), pois regula a
sobrevivéncia e a ades@o celular das CTs em seus
nichos®.
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entre os bracos longos do cromossomo 9 (g34) com o
22 (g11). Essa trandocacdo ocorre devido a juncdo do
proto-oncogene do seguimento 3’ do gene abl do
cromossomo 9 com o seguimento 5’ do gene de
manutencdo bcr do cromossomo 22, o que resulta no
gene hibrido bcr-abl no cromossomo 22%4. Isso
acontece porque ha um rompimento dos segmentos dos

cromossomos das células sanguineas, esses
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— N segmentos sofrem um ponto de fusdo sendo
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Figura 1. Cascata de diferenciacdo hematopoiética. (BFU-E:
Unidade formadora de blastos eritrdides, CFU-Me CFU
megacariocitica; CFU-GM: CFU granulomonocitica; CFU-M: CFU
monocitica; CFU-G: CFU granulocitica; CFU-L: CFU linfocitica).
Fonte: Fernandes, 2016.

Existem dois tipos distintos de nicho localizados na
MO paraas CTHs: o nicho endosteal ou osteoblastico e
0 nicho vascular®. No nicho endosteal as CTHSs estéo
em contato intimo com os osteoblastos presentes na
superficie interior da cavidade do osso. Ja o nicho
vascular, é localizado na regido sinusoidal préximo aos
vasos sanguineos, este microambiente promove a
proliferacdo e diferenciagbes das CTHs. A
hematopoiese ocorre nos espagdes extravasculares
entre os vasos sinusoidais da MO™.

Leucemia Mielbide Crbnica
Definicdo e Epidemiologia

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa clonal
caracterizada por leucocitose & esguerda néo
escalonado, com a presenga do Cromossomo
Philadelphia (Ph), resultando na proliferacdo
desordenada das células da linhagem mielGide
produzidas pelas células-tronco multipotentes da MO,

Esta neoplasia hematoldgica  corresponde
epidemiol ogicamente 15 a 20% dos casos de leucemias
e com incidéncia de um a dois casos por 100.000
habitantes/ano2. E uma doenca de acometimento de
ambos os sexos, sendo 1,4 para os homens e 1,0 em
mulheres e de todas as idades, principalmente entre 40
e 60 anos's.

Etiofisiopatologia
A LMC é uma neoplasia associada a alteracdes
citogenéticas ocasionada pela translocacdo reciproca
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diferentes tamanhos que possuem capacidade de
codificar vérias proteinas quimeéricas,
denominadas pl190, p210 e p230, que estdo
relacionadas com a diferenciacdo dos fendtipos
leucémicos'®>. O proto-oncogene abl pode se
fundir nessas trés regifes distintas, no entanto o
gue provoca o fenétipo maligno da LMC é o ponto
de quebra M-bcr, que abrange os éxons e12-€16
(denominado por éxons blb5) e esta diretamente
interligado na parte central do gene ber que traduz
a proteina p210, a qua é codificada por dois
transcritos quimeéricos o b2a2 e b3a21S.

A Figura 2 indica os pontos de gquebra dos genes
ber e abl, bem como as regies de M-bcr, m-ber e p-
ber. Os transcritos quiméricos gerados a partir destas
fusbes sdo: ela2 (p190 BERABL): h2a2 e h3a2 (p210 BCR
ABL); el9a2 (p230 BCR—ABL).BCR
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Figura 2. Biologia molecular da t(9:22)(q34; qll) Fonte Leal,
2014%,

Este gene originado da fusdo € transcrito em acido
ribonucleico mensageiro (RNAm) BCR-ABL e depois
traduzido em uma proteina quimérica BCR-ABLY. Em
condigdes normais, a atividade do gene ber esta ligada
a codificagdo de uma proteina relacionada com a
regulacdo da divisdo celular, ja o gene abl, a
codificacdo de uma proteina TK que atua participando
da resposta a estresse genotoxico e da regulacdo do
ciclo celular. Entretanto a formagéo do gene quimeérico
BCR-ABL resultante da translocacdo, codifica uma
proteina com funcdo acentuada de uma TK'8. Ainda
ndo se conhece a causa da translocacdo, entretanto,
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estudos tém associado a exposicdo a radiacdo
ionizante'.

Enzimas proteicas com atividade de TK sdo
responsaveis por se ligarem ao trifosfato de adenosina
(ATP), pois servem como um ponto de apoio em uma
rede complexa de moléculas sinalizadoras
interdependentes que atuam na transducdo do sinal
afetando a transcricdo génica do nlcleo. Normal mente,
as atividades das TKs so reguladas por dimerizagéo
mediada por ligante, seguida pela ativacdo de multiplas
vias que controlam a sobrevivéncia e a proliferagdo em
cascata®.

O responsavel pela ativagdo da enzima TK é o
oncogene BCR-ABL?. Fisiologicamente, a proteina
ABL é transportada livremente entre 0 nlcleo e o
citoplasma, no entanto, a proteina quimérica BCR-ABL
perde esta capacidade e a passa a ser retida no interior
do citoplasma e interage com a maior parte das
proteinas interligadas com as vias de sindizacdo
celular. A acentuacdo da atividade do dominio da TK
da proteina ABL, pela justaposicdo BCR, propicia a
dimerizacdo ou tetramerizacdo e subsegquente a auto
fosforilagdo. Com isso 0 numero dos residuos de
fosfotirosina na proteina BCR-ABL aumenta e, por
conseguinte, os sitios de ligagdo para os dominios de
homolégo em SCR 2 (SH2) de ligagdo a outras
proteinas. A regido terminal do bcr na proteina
quimérica BCR-ABL apresenta um sitio de fosforilagdo
de serinaltreonina quinase que viabiliza a ligagdo do
dominio SH2 & proteina adaptadora GRB2%.

Por conseguinte, 0 aumento na atividade da TK
causara amplificacdo de diversas outras vias de
sinalizacdo que fazem parte do processo celular,
induzindo a medula 6ssea a gerar clones malignos
constantemente, além de provocar alteragdes na adesdo
destas as células estromais e a matriz extracelular;
comprometer a manutencdo do sinal mitético e
estimular a resisténcia celular a apoptose. Dessa forma,
os granuldcitos chegam a circulagdo sanguinea com
pouco grau de maturacdo e com a capacidade de defesa
reduzida, tornando o individuo mais susceptivel a
infeccdes?.

No organismo a proteina BCR-ABL interage com
outras moléculas de caracteristica adaptadoras que
estdo ligadas ao receptor fator de crescimento ligado a
proteina 2 (GRB2), pela semelhanca com o SH2. O
GRB2 ligado ao BCR-ABL vai recrutar a proteina
homologa ao gene son-of-sevenless (SOS) e formar o
complexo BCR-ABL/GRB2/SOS e promover a
fosforilagdo das proteinas guanosina difosfato (GDP)
da familia RAS e das proteinas de ligagdo 2 associadas
aGRB2 (GAB2), como apresenta a Figura 3%,

De modo consequente, ocorre a ativagcdo da via de
sindlizacdo RAS, que ativado interage com proto-
oncogene serina/treonina-proteina quinase (RAF), que
€ a primeira proteina da via proteina quinase ativada
por mitégenos (MAPK). A proteina RAF tem a funcédo
de ativar a quinase regulada pela sinaizacdo
extracelular 1 e 2 (ERK1/ERK?2), que atuam regulando
a funcdo de diversas moléculas intracelulares e
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citosdlicas responsaveis pela manutengdo do equilibrio
celular. Como resultado da estimulag@o dessas vias, 0s
processos de crescimento das células se alteram e
tornam-se independentes a quaisguer sinalizadores
deste fator de crescimento celular?®.

e
erang Cotyyg,

RAS JAK FliK FAK

#ddcado Colular I
ke & Mabilidare 2,

( Paxing )

Proliferaghe Celular

Figura 3. Vias de snalizagdo influenciadas pela expressdo da
proteina oncogene BRC-ABL. Fonte: Ribeiro, Santos, Reis, Santos,
2016.

A proteina BCR-ABL também influencia no
aumento da proliferacéo celular, alterando as atividades
davia de sinalizacdo JAK-STAT. Nos casos de LMC a
ativacdo de JAK ocorre através da associagdo direta das
STATs aos dominios de SH2 da proteina BCR-ABL
formando o complexo JAK-STAT. As principais STATs
envolvidas sdo as STAT3 e STATS5, elas sfo
responsaveis pela regulagcdo do ciclo celular e pela
proliferacdo das diferentes células™.

O gene quimérico BCR-ABL também vai interagir
e ativar a via PISK/AKT, promovendo uma maior
sobrevida das células por meio da degradacdo
proteossomal de p27 e pela ativacdo da proteina alvo
de rapamicina em mamiferos (MTOR). Esta proteina
estimula a fosforilagdo de PI3K que é a proteina
responsavel por transportar AKT do citoplasma para
dentro da membrana plasmética, onde se encontra as
quinases regulatérias que vao promover sua
fosforilagcdo e ativagdo. A proteina AKT regula os
mecanismos anti-apoptéticos fosforilando as familias
de proteinas BCL-2, BCL-X e caspases nove
diretamente?®.

Na via AKT participam diversas proteinas e
enzimas sinalizadoras produzidas por oncogéneses com
atividades ligadas ao controle da apoptose, divisdo e
diferenciacdo celular e da angiogénese. A ativagdo
desta via de sinalizagcdo induzida por PI3K desencadeia
uma cascata no qual tem influéncia direta na inibicdo
da neoangiogénese pela mTOR, pois controlam a
apoptose através da Bcl-2 Associated Death Promoter
(Bad). Quando algum fator causa dteragdo no
funcionamento desta via amplificando as proteinas
envolvidas na atividade desta sinalizacdo de AKT, leva
a uma maor sobrevida das céulas tumorais,
proporcionando-lhes condices favoraveis de obterem
mutagdes sequenciais®.

A via NF-kB (fator nuclear kappa B) cuja
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evidéncias cientificas relatam, ela desempenha um
papel importante nas diversas fungdes das CTHs em
processos fisioldgicos e patoldgicos. Sugerindo que as
anormalidades de diferenciacdo e proliferacdo dos
precursores na sindrome mielodisplasica pode estar
diretamente relacionada também a desregulacdo desta
viaNF-Kb?.

O BCR-ABL também diminui a ades8o celular ao
se associar aos componentes da FAK e ativando a
proteinasimilar a CRK- like (CRK L)%,

A CRKL esta relacionada a processos de regulacdo
da adesdo celular a matriz extracelular e ao estroma.
Ela funciona como adaptadora para que a proteina
quimérica se ligue a paxilina e vinculina, duas
proteinas que apresentam caracteristicas de adesOes
focais. Este complexo pode traduzir congtitutivamente
sinais que sao regulados geralmente pelas integrinas ou
ativar receptores de fatores de crescimento e aterar a
adesdo e mobilidade das células leucémicas, por meio
da mediacdo das proteinas envolvidas na sinalizagéo
das integrinas. A fosforilagdo e ativacdo de varias
proteinas de adesdo focal mantém as indisponiveis para
a snalizagdo das integrinas, acarretando assim na
diminuico da adesdo dos progenitores malignos®.

As FAKs s8o enzimas vinculadas as integrinas, que
estdo localizadas no meio citoplasmético®. Na fungéo
celular, esta enzima é um elemento chave no processo
de snalizacdo, ativando diversos biosensores e
estimulos que estédo integrados juntamente com o
controle de mobilidade celular. Mediante as conexdes
moleculares, esta enzima FAK pode entdo influenciar
nas estruturas de adesdo celular e sitios que regulam a
motilidade celular e o citoesqueleto®. Sio consideradas
importantes, pois diferentes tipos de vias de sinalizagdo
intracelular estdo diretamente relacionados a ativacdo
da FAK, incluindo sinalizac8o de fator de crescimento,
migracdo celular, sobrevivéncia e progressdo do ciclo
celular. Por isso, em doenga como o surgimento de
tumores malignos, a atividade desta enzima FAK pode
ser encontrada alterada em células cancerigenas®.

Manifestacdes Clinicas

Embora a doenca seja originada de uma ateracdo
génica o quadro clinico € heterogéneo e inespecifico, e
as manifestagdes clinicas vao variar de acordo com a
fase e a gravidade da doenca. Os principais sinais e
sintomas estdo correlacionados com aos distUrbios
provocados pela proliferacdo intensa e descontrolada
de células na medula 6ssea e a saida das mesmas para o
sangue periférico®.

A LMC evolui por intermédio de trés fases distintas
entre s e caracterizadas por agravo tanto no quadro
clinico quanto laboratorial. S0 elas. a FC também
chamada de fase inicia, frequentemente €
assintomética, podendo persistir durante anos por ser
uma forma mais branda, entretanto pode apresentar
sintomas como esplenomegalia, fadiga, suor, fraqueza,
sudorese noturna, febre, sintomas de hipercatabolismo
e parestesia palmar®. A evolugao desta fase para outros
estégios da doenga esta relacionada a instabilidade
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genética e evolugdo clonal, como por exemplo,
anormalidades originadas pelas proliferacfes celulares
devido ao gene BCR-ABL®,

Por conseguinte, por uma FA ou intermediaria, que
€ a fase onde ocorre a transicéo da doenca e apresenta
uma perda progressiva da diferenciacdo celular e onde
a anemia manifesta-se mais evidentemente e por fim a
FB ou avancada que envolve a transformacéo da LMC
para um quadro de leucemia aguda. Os sinais clinicos
desta fase incluem palidez, aumento da
hepatoesplenomegalia, equimoses faceis e
refratariedade ao tratamento, até entdo eficaz na fase
cronica. Além da ocorréncia de sangramentos, faléncia
de multiplos 6rgéo e infecgdes, com sobrevida de trés a
Seis meses para pacientes sem tratamento. Apesar
disso, nem todos os pacientes vao passar por
ordem, sendo assim, podem progredir da FC para a FB
sem uma fase intermedi&ria de aceleracdo, de forma
bruscal®.

Diagnéstico

O diagnéstico é caracterizado pela avaiacéo
clinica-laboratorial. E de extrema importancia que sgja
realizado precocemente para uma maior qualidade no
tratamento, assim, torna-se necess&rio que O
profissional de salide estgja ciente dos sintomas
clinicos baseado no historico do paciente para a correta
interpretacdo dos achados laboratoriais. Os testes
laboratoriais envolvem analisar os aspectos do sangue
através dos exames de hemograma, mielograma,
imunofenotipagem por citometria de fluxo, além de
testes citogenéticos e de biologia molecular®.

Diagnéstico Clinico

A apresentacdo clinica é inespecifica, no entanto o
diagnostico clinico é realizado pela anamnese e exame
fisico, visando coletar informagBes sobre a histéria
clinica do paciente para o correto direcionamento aos
exames laboratoriais. Em geral, o paciente apresenta-se
com queixa de fragueza ha cerca de um a trés meses,
perda ponderal de peso, hipertemia, dor Ossea e no
guadrante superior esquerdo do abdémen, falta de ar e
sangramentos. No exame fisico, observam-se também
hematomas, petéquias e palidez o que condiz com a
anemia e 0 sangramento, aém de apresentar
hepatoesplenomegalia®.

Diagnostico Laboratorial

Para que o diagndstico da doencga sgja determinado
€ necessario readlizar uma avaliagdo baseado na
citometria e morfologia das células hematolgicas no
sangue periférico (SP) e na MO. Esses dados séo
expressos através do hemograma e consiste em uma
contagem e observacdo em primeira insténcia do SP,
sendo que, nos casos da LMC demonstra uma
leucocitose de aproximadamente  250.000/mm?,
variando de 20.000 a 600.000/mm3, além de um
aumento significativo de granulécitos na circulagao,
geralmente, compostos por blastos, promielécitos e
predominio de formas intermedidrias de mieldcitos e
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metamielécitos;  granulécitos  ja  completamente
maduros como bastonetes e neutrofilos segmentados,
além da presenca de eosinofilia e basofiliat®.

Na série eritrocitaria € expressa a anemia, podendo
ser discreta anemia normocitica normocrémica ou
acentuada, dependendo do grau de evolucéo da doenca.
O valor da hemoglobina fica em torno de 9,7g/dL
variando de 54 a 144g/dL. JA& as plaquetas
apresentam-se em torno de 485.000mm?®, oscilando
entre 25.000 e 1.400.000/mm?3 25,

No ambito medular, a avaliagdo se da por meio do
mielograma, o qual consiste na coleta de sangue por
meio de puncdo da MO (geramente na crista iliaca ou
osso esterno). A medula Ossea do paciente é
hipercelular, expressando um aumento das células
sanguineas em todas as etapas de maturagdo, as
hemécias encontram-se diminuidas;, ha presenca de
leucdcitos, eosinofilia com aumento de granulécitos,
desvio a esquerda, basofilia, proliferacdo de
megacariécitos, além de diferentes graus de fibrose
reticulinica e vascul arizaggo®.

As caracteristicas de cada fase clinica da LMC no
hemograma estdo expressas no Quadro 1, segundo
critérios da Organizagdo Mundial da Salide (OMS).
Quadro 1. Pefil do Hemograma nas diferentes fases da LMC,
conforme critérios da OM S

Fase Cronica Fase Faseblastica

Acelerada

Blastos 10-19% no SPou
MO;
Trombocitopenia < 100 x
10%/L (n&o relacionada
com a Terapéutica);
Trombocitose > 1000 x Blastos > 20% no
10° (apesar da SPouMO
terapéutica);
Basofilia> 20% no SP; Sarcomas
L eucocitose pouco granulécitos
responsiva a terapéutica;
Esplenomegalia
progressive;
Evolugéo clonal por
citogenética.

Ausénciade
critériosde
fase acelerada
ou blastica

Fonte: Peixoto, 2017.

A imunofenotipagem tem como objetivo identificar
a proporcdo total de cada linhagem dos leucdcitos por
meio das propriedades celulares de cada célula através
da técnica de citometria de fluxo, sendo essa dtil no
diagnostico, classificacéo, monitoramento e
caracterizagéo das células hematopoiéticas leucémicas.
Esses dados séo obtidos através da passagem de células
do sangue periférico ou da MO por uma corrente
estreita contendo um feixe de laser e sinais Gticos que
sd0 simultaneamente expostos a amostra a fim de
mensurar informacfes como tamanho, granulosidade
ou complexidade das células®.

Exames Citogenéticos

A deteccdo de alteracdes citogenéticas tem grande
importéncia no ponto de vista clinico, pois busca
identificar modificacbes nos genes envolvidos na
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doenca. Para a realizagdo desses exames sdo utilizadas
células preferencialmente coletadas da medula, por
conterem uma maior quantidade de material de andlise.
Essas células sdo escolhidas de acordo com seu estagio
mitético, onde sdo extraidos todos 0s cromossomos das
mesmas que, por conseguinte sdo realocados em pares
para uma melhor avaliagdo. No caso da LMC é
possivel notar uma translocagdo entre os bragos longos
do cromossomo 9 (g34) com o 22 (qll), conhecida
como Cromossomo Ph'’.

O meétodo escolhido para identificar 0 cromossomo
Ph é o bandeamento G, visto que, aém de identificar
modificacbes cromossdmicas adicionais, possui um
menor custo beneficio e uma maior sensibilidade em
relacdo as outras técnicas'. O teste consiste na adicéo
de colchicina nas células para interromper a mitose em
metéfase, acrescenta-se a metodologia para banda G
gue baseia no tratamento com tripsina e coloragdo de
Giemsa e em seguida é redlizado 0 pareamento dos
cromossomos, de forma a facilitar a identificacéo
estrutural e numeérica, tendo como base a morfologia,
tamanho e presenca de bandas equilibradas ou ndo. No
cariétipo por banda G é possivel a deteccdo de
trandocacbes que diferenciam as neoplasias
mieloploriferativas®.

Dentre os exames citogenéticos, destacaM-se o
exame de hibridac&o in situ por fluorescéncia (FISH),
um procedimento no qual se baseia na criagdo de uma
sonda complementar que pretende detectar alteractes
nos genes BCR-ABL, ou sgja, permite a identificacdo
da trandocacdo reciproca de material entre os
cromossomos 9 e 22. Existem trés geracdes de sondas,
a primeira consiste na visudizacdo de snais
identificados por cores, por exemplo, gene ABL,
representado pela cor vermelha, e o gene BCR, cor
verde, sendo assm a expressio BCR-ABL ¢é
representado pelas cores verde e vermelha. Pode existir
uma justaposicdo desses sinais, sugerindo um falso
diagnostico, portando, houve a criagdo das sondas de
segunda geracdo, expressando o cromossomo 9. E a
terceira geracdo, que possibilita a deteccdo de delecdes
Nos cromossomos 9 e 2216,

Exames de Biologia Molecular

Os métodos de biologia molecular baseiam-se na
transcricdo dareacdo em cadeia da polimerase (PCR), a
partir da producdo de inimeras cOpias andogas da
amostra original do DNA, com o intuito de constatar a
presenca do gene BCR-ABL, além de detectar células
leucémicas residuais apds tratamento  com
guimioterapia. Os testes sdo classificados em
guantitativo, oferecendo informacBes acerca da
presenca dos transcritos através do exame quantitative
real time PCR (RT-qPCR) ou qualitativo avaliando a
expressio através do PCR convencional (cPCR)®. Em
uma correlagdo com 0s outros métodos citogenéticos,
apresenta-se uma qualidade superior de resultados,
tornando-se padrao-ouro™.

A cPCR se da na amplificagdo in vitro de uma
sequéncia de bandas especificas de DNA com o auxilio
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de primers pré-determinados para expressdo do gene.
Consiste em primeira instdncia na desnaturacdo das
fitasdo DNA, hibridizag8o dos primers e apésinicia-se
a criac8o de uma nova fita. Essas reagBes ocorrem de
acordo com temperaturas de incubagéo especificas de
cada etapa, que, posteriormente em uma etapa final
redlizase uma extensdo dos produtos de
amplificagdo®. O procedimento é um importante
diagnéstico da doenca, pois através de sequéncias
especificas € possivel observar a mutacdo JAK2
V617F, indicado no diagnostico do transcrito
BCR/ABL, nos casos onde o cariétipo ndo detecta o
Ph%,

A andlise da RT-gPCR consiste na aplicacdo de
sondas de hidrolise para explorar a atividade
exonuclease 5°-3’ da DNA polimerase termoestavel
(tag) de forma a detectar e quantificar produtos de PCR
especificos enquanto a reagdio prossegue. E colocada
uma sonda de oligonucleotideos de corante duplo
juntamente com fluorocromo reporter (FR) na
extremidade 5’ e fluorocromo quencher (FQ) na 3’
sendo possivel apenas a observacdo da fluorescéncia
emitida pelo FQ. No entanto, na fase de hibridizagéo as
sondas se ligam a sequéncias alvo com qual so
complementares, onde sdo hidrolisadas pela atividade
exonuclease 5’-3’ da tag, de forma a gerar um aumento
da fita complementar, aém da emissdo de
fluorescéncia do FR, o que conseguentemente o torna
detectével pelo equipamento em tempo real®.

Durante cada ciclo a luz emitida aumentard,
portanto, 0 nimero de multiplicacdes de PCR onde é
detectado um aumento da fluorescéncia é diretamente
proporciona ao nimero de cépias de DNA da reacgdo.
A RT-gPCR para os genes BCR-ABL permite uma
deteccio de uma célula leucémica a cada 10° a 10°
normais*.

4. CONCLUSAO

Compreende-se que a expressao do Cromossomo
Philadelphia na ocorréncia da Leucemia Mieléide
Crénica se da através da expressdo do gene hibrido
BCR-ABL com atividade acentuada de uma tirosina
quinase que causa adteracbes no  Sistema
hematopoiético, como a desregulagcdo das vias
sindlizadoras que controlam a  proliferacdo,
diferenciacdo, sobrevivéncia, apoptose, mobilidade e
adesdo das células da linhagem mieléide em seus
nichos.

O sistema hematopoiético é formado por meio um
processo hierarquico, o qual é responsavel por produzir
todos os componentes celulares sanguineos, sob a
influéncia de fatores de crescimento e de diferenciacdo.
Para que esse processo de regulagdo ocorra, ha
interacdes das células-tronco hematopoiéticas com seus
microambientes, 0s quais sa0 promovidos por
sinalizacbes moleculares para que a hematopoiese
ocorra de maneira adeguada.

A leucemia mieléide crbnica é caracterizada por
leucocitose a esguerda ndo escalonado, em que ha a
presenca do cromossomo Philadelphia, resultando na
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proliferacdo exacerbada das células mieldide pela
medula 6ssea. E uma doenca mieloproliferativa de
acometimento de ambos 0s sexos, principa mente entre
40 e 60 anos, correspondendo de 15 a 20% dos casos
de leucemia.

E uma neoplasa hematolgica heterogénica,
apresenta fases clinicas tanto na sintomatologia quanto
nas andlises laboratoriais. E congtituida de trés fases: a
fase cronica, a qual é assintomatica e ainda observa-se
grau de maturacdo nas células; fase acelerada, estagio
onde ha perda progressiva da maturagéo e manifesta-se
anemia evidente; e a fase blastica, em que se evolui
para um quadro leucémico agudo e apresenta
hepatoesplenomegalia e palidez.

O diagnéstico da doenca € realizado por meio dos
dados obtidos do exame fisico do paciente e as analises
laboratoriais estdo relacionadas a ateracBes no
hemograma, mielograma, imunofenotipagem por
citometria de fluxo; além dos exames citogenéticos que
buscam identificar os genes envolvidos, através do
bandeamento G e do FISH; e os de biologia molecular,
buscando constatar a presenca do gene BCR-ABL
através do PCR quantitativo e qualitativo.

Em suma, € imprescindivel que sgja realizado um
acompanhamento médico visando uma melhor
gualidade e principalmente ampliar a expectativa de
vida destes pacientes por meio do diagndstico precoce.
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