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Introducéo

A leucemia mieldide cronica é uma doenga proliferativa do sistema
hematopoiético, caracterizada pela expanséo clonal de uma célula tronco
primitiva e pluripotente denominada “stem cell”, que tem a capacidade
de se diferenciar em células mieldides, monociticas, megacariociticas e
célulasBe T.

Em homeostase, existe um equilibrio entre proliferacéo, diferenciacédo e
renovacgdo das células tronco, equilibrio este que se encontra alterado em
pacientes com Leucemia miel6ide crbnica, devido a uma proliferacéo e
diferenciacdo aumentada e anormal relacionada & atividade de tirosino
quinase do produto do gene quimérico BCR/ABL resultante da translocacao
t(9;22), que se apresenta como marcador da doenga.

Varios transcritos quiméricos tém sido descritos e acredita-se que a
gravidade do quadro clinico dependa do tipo de mRNA gerado. No presente
trabalho analisamos 28 amostras de 27 pacientes diagnosticados com
Leucemia miel6ide cronica. Todos possuiam a translocacéo t(9;22) e foram
analisados para a presenca dos transcritos resultantes das fusdes b3a2 ou
b2a2 por RT-PCR e Nested-PCR, técnicas que se mostraram mais sensiveis
para a identificagao dos transcritos. Entre os pacientes, 12% apresentaram
fusdo b3a2, 18% possuiam fusdo b2a2 e 32% possuiam os dois tipos de
transcritos. A presenca de um dos tipos de transcritos, b3a2, parece estar
relacionada com contagem de plaquetas acima de 1 milhdo/mm?,
reconhecida como caracteristica de mau progndéstico em pacientes com
Leucemia mieldide cronica.
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monociticas, megacariociticas e células B e T.
Ao diagnostico, 90% dos pacientes

A leucemia miel6ide crénica (LMC) é uma
doenca proliferativa do sistema hematopoiético,
caracterizada pela expansdo clonal de uma
célula tronco primitiva e pluripotente
denominada “stem cell” que tem a capacidade
de se diferenciar em células mieldides,

apresentam um “cariétipo marcador” na
maioria de suas metafases em células de
medula 6ssea: o cromossomo Philadelphia
(Ph), resultado de uma translocacgdo
envolvendo os cromossomos 9 e 22, formando
um gene quimérico BCR/ABL que esta
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relacionado a LMC. O cromossomo Ph néo €
restrito a LMC, sendo também encontrado em
leucemia linfoblastica aguda (LLA); 5% em
pacientes infantis (Russo [1] et al 1991) e 25%
em adultos (Sandberg [2] 1986). Em LMC Ph
positivo, a translocacdo é encontrada em todas
as linhagens celulares hematopoiéticas, sendo
menos freqliente em células B e T ( Haferlach
[3] et al, 1997).

Na translocagdo t(9:22), o gene c-Abl se
associa a uma por¢cao de um gene no
cromossomo 22, denominado BCR (breakpoint
cluster region).

O ponto de quebra no gene BCR do
cromossomo 22 esté localizado em uma regido
de 5.8 kb, chamada de “major breakpoint
cluster region” M-bcr, que possui 5 exons (bl
a bb5) correspondendo aos exons 12 a 16 do
gene BCR (Groffen [4] et al.1991).

Geralmente a quebra no M-bcr ocorre
dentro de introns localizados entre os exons b2
(el13) e b3 (e14) ou exons b3 ( el4) e b4 (el5),
que se juntam ao exon a2 do ABL formando o
gene quimérico b2a2 ou b3a2, sendo 75 pares
de bases diferentes um do outro.

Enquanto parte da extremidade 5’ do BCR
permanece no cromossomo Ph, formando a
seqUéncia 5" do novo gene hibrido, a
sequéncia do BCR localizada a 3’ do ponto
de quebra vai para o cromossomo 9q+
gerando um gene hibrido ABL/BCR que é
expresso na maioria dos pacientes com LMC
Ph+ ou LLA Ph+ (Mackenzie et al. 1993 [5];
Melo et al., 1993 [6]). A proteina produzida
quando o ponto de quebra se encontra no
M-bcr, p210, é caracteristica de LMC, mas pode
ser encontrada em LLA Ph+, M-bcr+ em menor
porcentagem.

Durante mais de uma década, andlises
citogenéticas tém sido utilizadas como método
de monitoramento do tratamento
guimioterapico em pacientes com LMC.
Entretanto, esse procedimento necessita de
aspiracdo da medula, o que é invasivo ao
paciente e freqlientemente doloroso, além de
incluir uma taxa de falhas na obtencdo de
metafases analisdveis. Com o método de
Reverse Polimerase Chain Reaction (RT-PCR)
€ observada uma correlacdo com resultados
citogenéticos superior aos outros métodos e
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uma sensibilidade de deteé:géo do rearranjo
também superior (1:10 x 10), tornando-se um
método padrao altamente sensivel de deteccao
do rearranjo BCR/ABL em pacientes com
leucemia mieldide crbnica e muito util na
deteccdo de células leucémicas residuais apos
quimioterapia ou transplante de medula 6ssea,
bem como na confirmacdo de diagndsticos
citogenéticos iniciais falhos.

Varios grupos se dedicam a estudar as
correlacBes entre a expressdo do gene
gquimérico BCR/ABL e a progressdao da
doenca para a fase aguda, como também as
modifica¢des clinicas de cada estagio, sendo
essas algumas das questdes mais debatidas
em LMC.

O objetivo deste trabalho foi analisar os
tipos de transcritos encontrados em pacientes
com leucemia mielGide crénica e correlacionar
estes dados com a clinica do paciente no
sentido de verificarmos se realmente esta
correlacdo é importante para a evolugdo da
doenca. Por outro lado, este estudo nos
permitiu estabelecer as condicdes ideais para
continuarmos nossos estudos de como 0S
diferentes transcritos quiméricos interferem na
biologia da célula.

Materiais e Métodos

Foram analisados por RT-PCR, 28 amostras
de medula éssea de 27 pacientes com LMC,
provenientes do Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti.

Para obtencdo das células, 5 a 10 mL de
cada amostra foram submetidos a uma lise de
hemacias. As células lisadas do aspirado de
medula Ossea tiveram o mRNA extraido de
acordo com o “QuikPrep mRNA Purification
Kit” (Pharmacia Biotech).

Para a amplificacdo das amostras por RT-
PCR, foi utilizado o “SuperScript One -Step
RT-PR System”, onde 100 nanogramas de
MRNA foram diluidos em 50 L de reacao final
contendo 25 pL de tampdo 2x Reaction mix
(0,4 mM de cada dNTP, 2.4 mM MgSO, ), 100
pMoles de cada primer utilizado e 0,5 de
SuperScript 1l RT/Taq Mix, que contém a
enzima transcriptase reversa e a Taq DNA
polimerase. A reacdo foi submetida a 1 ciclo
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de 30 minutos a 50°C e 2 minutos a 94 °C,
onde a sintese do cDNA e pré-denaturacédo
eram feitas; 40 ciclos de 30 segundos a 94°C,
30 segundos a 54°C e 1 minuto a 72°C, para
amplificacdo e para a extenséo final, 1 ciclo
de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 54°C e
10 minutos a 72°C.

Apo6s a identificacdo dos fragmentos
obtidos, foi realizada uma segunda
amplificacdo, Nested PCR, com o objetivo de
identificar outros possiveis fragmentos em
concentraces menores e detectar os
fragmentos que ndo foram amplificados na
primeira amplificagéo.

Para isto, 2,5 puL do produto génico
amplificado eram diluidos em 50 pL de reacédo
final com 5X de PCR buffer (200 mM TRIS-
HCL, pH 8,4), 20 mM de dNTP, 1,5 mM de
Mg Cl,, 0,2 pL deTag DNA pol (1U) e 50
pmoles de cada primer interno. A reacao foi
submetida a 1 ciclo de 2 minutos a 94°C para
desnaturacédo, 35 ciclos de 40 segundos a 94°C,
30 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C para
amplificacdo e por ultimo para extensao final,
1 ciclo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e
7 minutos a 72°C.

Os produtos génicos contidos em 10 pL
de cada amostra foram visualizados em gel de
agarose a 1,5% com brometo de etidio a 36 V
e como marcador de peso molecular foi
utilizado @X174.

Os primers utilizados estdo localizados nos
exons b2 do gen BCR (primer 5') 5'-
TTCAGAAGCTTCTCCCTG-3'e a2 do gene ABL
(primer3‘)5’-CTCCACTGGCCACAAAAT-3’
possibilitando a visualizacdo do rearranjo
molecular BCR/ABL e identificagdo de seu ponto
de quebra: incluindo ou excluindo o exon b3.
Produtos génicos esperados: 327pb (presenca
do exon b3) ou 252pb (auséncia do exon b3).

Para o Nested-PCR: b2 (BCR exon 2) 5'-
GTGAAACTCCAGACTGTC-3' e a2 (ABL exon
2) 5- CAACGAAAAGGTTGGGGT 3'(Lion T,
Gadner H,1992 "). Produtos génicos esperados:
246 ou 171 pares de bases.

O controle da amplificacdo e dos
fragmentos obtidos foi feito com a amplificagdo
das linhagens celulares K562 e com a linhagem
celular CEMO-I, que contém a translocacédo
(1;14)(q24;032); 1(9;9)(p24;932).
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Resultados

1) Analise dos transcritos quiméricos
BCR-ABL em amostras de medula 6ssea de
pacientes com LMC

Foram analisadas 28 amostras de medula
0ssea, de 27 pacientes cujos dados clinicos sdo
apresentados nas tabelas 1 e 2. Destas 28
amostras, 11 eram de homens (39%) e 17 eram
de mulheres (61%). Todos os pacientes foram
estudados citogeneticamente para evidenciar
a presenca do cromossomo Ph (Tabela 1). As
amostras de mRNA foram transcritas
reversamente e amplificadas utilizando primers
especificos para deteccdo dos transcritos
quiméricos b2a2 ou b3a2.

Dois tipos de transcritos foram
encontrados: 12 amostras (43%)
apresentavam b3a2; 5 (18%) apresentavam
b2a2, 9 (32%) possuiam os dois tipos de
transcritos e 2 (7%) ndo apresentaram
transcritos (Tabela 3 e Figura 1).

Em 16 pacientes (61,5%), o transcrito
quimérico foi detectado na primeira
amplificacdo com os primers externos e nos
outros 10 pacientes (38,5%) somente com o
“Nested PCR”. Dos 9 pacientes (31%) que
possuiam os dois tipos de transcritos, apenas
2 ndo foram detectados apdés a primeira
amplificacdo (pacientes 16 e 25),
necessitando uma amplificacdo sob as
condicdes do Nested PCR para sua
visualizacdo. O paciente 11 (Figura 2), que
possuia os dois tipos de transcritos,
apresentou b2a2 em maior intensidade do
gque b3a2, na primeira e na segunda
amplificacdo. Todos os outros pacientes com
os dois transcritos apresentaram b3a2 em
maior intensidade. Duas amostras do
paciente nimero 11 foram analisadas em
épocas distintas: na época do diagndstico e
nove meses depois. Esse paciente apresentou
na primeira andlise, dois tipos de transcritos:
b3a2 e b2a2. Na segunda analise, nove meses
depois, somente um tipo de transcrito foi
identificado, b3a2 (Tabela 3).

Nao foram observados transcritos que ndo
fossem correspondentes aos obtidos em
pacientes com LMC.
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Tabela 1. Dados clinicos e citogenéticos de 27 pacientes com LMC

Hemograma Dados Clinicos
Paciente| Hg |Leucdcitos | Basofilos | Plaquetas | Blastos Baco Figado Cariotipo
g/dL | x10°/mm3 % x10°/mm3 | %
1 6,2 163 9 37.9 2 12 cm 5¢cm 46,XX,1(9;22)
(parcial)

2 14 72 3 213 0 20 cm - 46,XY,1(9;22)
3 10.7 278 4 481 1 20 cm 2cm 46,XX,1(9;22)
4 13 176 4 275 0 6cm - 46,XX,1(9;22)
5 12 154 4 836 4 20 cm - 46,XX,1(9;22)
6 17 114 0 152 0 - - 46,XY,1(9;22)
7 15 143 6 250 3 3cm 2cm 46,XY,1(9;22)
8 17 150 1 723 0 - - 46,XX,1(9;22)
9 12 64.3 6 672 1 - - 46,XX,1(9;22)
10 9,0 361 0 1.165 0 12 cm 6 cm -

11/21 10 134 2 250 0 4 cm - 46,XX,1(9;22)
12 13 380 5 180 1 16 cm 4 cm 46,XY,t(9;22)
13 12,5 191 5 328 0 4 cm 2cm 46,XX,1(9;22)
14 13,6 58.4 6 827 0 6 cm - 46,XX,1(9;22)
15 7 72 2 45 0 2cm - -
16 11 75 4 537 2 8cm - 46,XY,1(9;22)
17 10,4 48 1 752 1 - - 46,XX,1(9;22)
18 12 63.3 2 134 1 4 cm - -
19 12 30.8 2 1595 0 3cm 4cm
20 8,5 230 7 1212 4 20 cm 8cm 46,XX,1(9;22)
22 10 160 3 300 1 3cm 3cm 46,XX,1(9;22)
23 9.3 72.3 20 20 6 6 cm - -
24 10 193 4 375 3 - 2cm 46,XX,1(9;22)
25 13 271 6 265 6 3cm - 46,XY,1(9;22)
26 135 28.3 0 512 0 -
27 6,4 69.2 4 373 1 - - -
28 11 90 20 751 20 20 cm 3cm 46,XY,1(9;22)

Valores normais:

Hemoglobina: homens: 15,3 +/- 2,5;
mulheres: 13,6 +/- 2,5;

Leucécitos: 3.6 x10°/mm3a 11 x103/mm3;

Basofilos: 0a 3%;

Plaquetas: 140 a 360 x 10°/mm3
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Tabela 2. Diagndstico e situacéo dos pacientes

Diagnostico
Paciente| Sexo | Idade Cor Data Fase Estagio Evolucdo Sobrevida
1 F 34 B 06/07/99 Acelerada 2 N \Y
2 M 26 B Cronica 1 N V
3 F 40 B Crdnica 1 N Y
4 E 15 B 8/12/98 Cronica 1 N Vv
5 F 36 P 27/07/98 Crdnica 3 C.B.Mieléide Oem
em 13 meses 09/11/99
6 M 31 B Cronica 1 N \
7 M 53 P 21/08/98 Crdnica 1 N Y
8 E 44 B 08/09/98 Cronica 1 N Vv
9 F 68 B 18/09/98 Crdnica 2 N Y
10 F 64 B Cronica 3 N V
11/21 F 1 B 20/11/98 Crbnica 1 C.B. Linféide Vv
em 9meses
12 M 28 B 04/01/99 Cronica 1 N Vv
13 F 17 B 22/02/99 Crdnica 1 N Y
14 F 16 B 01/08/99 Cronica 2 N Vv
15 M 74 B 30/10/97 Crdnica 1 N O em 18/01/98
16 M B 22/12/97 Cronica 1 N Vv
17 F 70 B 18/09/98 Crdnica 2 N \Y
18 E
19 M 68 P 29/12/98 Crdnica 2 N Y
20 F 19 P 13/11/97 Cronica 2 N Vv
22 F 32 P 19/10/99 Crbnica 1 N \Y
23 M 81 B 19/10/99 Crbnica 3 N O em 26/10/99
24 F 53 B Crbnica 1 N \Y,
25 M 20 B 16/11/99 Crdnica 1 N Y
26 F 18 B 03/11/99 Cronica 1 N V
27 M 25 P 02/06/97 Crdnica 1 Fase acelerada Oem
em 14 meses 25/09/98
28 M 25 P 29/09/98 Crbnica 3 N \Y

*N = nao evoluiu; V = vivo; O = ébito; C.B. = Crise blastica; B = branco; P = Pardo
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Figura 1. Porcentagem de transcritos quiméricos em pacientes com LMC
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio dos produtos génicos amplificados.
Em 1: Marcador de peso molecular ¢x174; 2: Linhagem celular CEMO-I (controle negativo); 3 e 4: Linhagem
celular K562 (controle positivo), com primers externos (3) e com primers internos (4); 5: b3a2 amplificado com
primers externos; 6: b3a2 amplificado com primers internos (Nested PCR); 7: b2a2 amplificado com primers internos
(Nested PCR); 8: b2a2 amplificado com primers externos; 9: Marcador de peso molecular ¢x174; 10: b3a2/b2a2
amplificado com primers externos; 11: b3a2/b2a2 amplificado com, primers internos.

Tabela 3. Tipos de transcritos em 28 pacientes com LMC

Paciente | Data da coleta | Tipo de transcrito
do material

1 19/07/99 b3a2

2 19/07/99 b2a2

3 11/02/98 Os dois tipos
4 11/02/98 b3a2

5 29/10/98 Os dois tipos
6 04/06/98 b3a2

7 27/08/98 b3a2

8 16/09/98 b3a2

9 01/10/98 Os dois tipos
10 08/12/98 b3a2

11 08/12/98 Os dois tipos
12 04/02/99 Os dois tipos
13 11/02/99 b3a2

14 03/09/99 Os dois tipos
15 05/11/97 b3a2

16 13/01/99 Os dois tipos
17 11/02/99 Os dois tipos
18 23/10/98 b3a2

19 29/01/99 b3a2

20 27/08/98 b3a2

21 15/09/99 b3a2

22 22/10/99 b2a2

23 22/10/99 b2a2

24 04/11/99 b2a2

25 27/11/99 Os dois tipos
26 01/12/99 b2a2

27 05/05/98 -

28 02/10/98 -

* (11 e 21), mesmo paciente, com anélise em momentos distintos

2) Correlacdo entre o tipo de
transcrito quimérico encontrado e a
clinica do paciente

Dos 27 pacientes analisados, 26 estavam
na fase cronica da doenca ao diagndéstico.
Somente um estava na fase acelerada (paciente
1), permanecendo nela sem apresentar
evolucdo; seu cariftipo apresentava outras
alteracdes além do cromossomo Ph.

O paciente nuamero 5 estava, ao
diagnéstico, na fase crbénica, porém em um
periodo de 13 meses evoluiu para uma crise
blastica mieldide levando ao Obito cerca de
trés meses depois. J& 0 paciente nimero 11,
também em fase crénica ao diagnéstico, em 9
meses evoluiu para uma crise blastica linféide.

No caso numero 5, 0 paciente
apresentava os dois tipos de transcritos e no
caso numero 11, na primeira analise, quando
a fase crbnica foi diagnosticada, os dois
transcritos estavam presentes, porém, apos
uma segunda analise, meses depois, somente
um tipo de transcrito foi identificado, b3a2.

O paciente namero 27 evoluiu para fase
acelerada em 14 meses, mas a anélise de sua
amostra ndo foi possivel.

Nas figuras 3 a 8 esta representada a
dispersdo dos valores do hemograma de cada
paciente analisado e os dados de tamanho de
baco e o sexo versus o tipo de transcrito
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encontrado. Os resultados das andlises
estatisticas ndo foram significativos devido ao
baixo namero amostral.

Foi observada uma aparente
predominéncia de pacientes com transcrito
b3a2, quando correlacionados com contagem
de plaquetas maior que um 10 x 10 /mm.

Nao foi observada a predominancia de
nenhum tipo de transcrito em relagdo aos
dados clinicos restantes.

Discussao

Nos ultimos anos, varios estudos em LMC
tentam associar o ponto de quebra dentro da
regido M-bcr com caracteristicas da doenca e
seu curso de evolucdo. Esses estudos ndo tém
sido conclusivos e a necessidade de se rever
esse aspecto da LMC ainda se faz presente.

A dificuldade em se determinar tal relacdo
provavelmente esta na determinacao aleatéria
de pontos de quebra a 5‘ e a 3‘ do sitio central
de Hindlll do M-bcr, que se tornou uma
convencdo, porém, ndo esta relacionada com
nenhuma seqiiéncia ou estrutura especifica,
sendo a presenga ou auséncia do exon b3 ou
(el4), a Unica caracteristica que distingue essas
regides.

Com os resultados do Nested—PCR foi
possivel a verificacdo da presenca do
transcrito quimérico em 38,5% dos pacientes,
demonstrando a concentracdo diminuida em
relagdo aos outros 61,5% nos quais o transcrito
foi identificado na primeira amplificacéo.

Os pacientes que apresentaram dois tipos
de transcritos possuem duas populacbes de
células com clones diferentes provenientes de
um “splicing” alternativo que, em um dos
clones, deletou o exon b3 durante seu
processamento.

Dos 31% dos pacientes em que b3a2/b2a2
foram encontrados, a grande maioria
apresentava, em maior intensidade, o
transcrito b3a2, com excecdo do paciente
namero 11, em que o transcrito b2a2 estava
em maior intensidade.

Este mesmo paciente foi analisado nove
meses depois, com 0S mesmos primers e
condi¢des de amplificacdo e apresentou um
dnico tipo de transcrito, b3a2. A situacao clinica
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do paciente na época da segunda anélise foi
de evolucdo para uma crise blastica linfoide,
0 gue nos leva a sugerir, em um primeiro
momento, que somente uma populacdo de
células clonais evoluiu e se tornou a maioria
das células identificavies no paciente na
segunda analise, ou seja, somente o clone que
possuia o transcrito quimérico b3a2 evoluiu e
foi amplificado com o método de RT-PCR.

Em um segundo momento, esses
resultados nos levam a sugerir que a evolugéo
do clone com o transcrito b3a2, presenca do
exon b3 no ponto de quebra M-bcr, pudesse
ser determinante nesse caso para a evolucéo
clinica do paciente.

Um dado interessante nesse caso é a
idade do paciente, 1 ano, caracteristica atipica
em pacientes com LMC, assim como também
é atipico o tempo de duragéo da fase cronica
neste paciente, cerca de 9 meses
aproximadamente de acordo com a data do
diagnostico.

Segundo esse resultado podemos sugerir
gue o surgimento do transcrito quimérico
possivelmente ocorreu ainda na vida
intrauterina do paciente. Isso questiona
Vickers (8) que, baseado em estudos
epidemioldgicos, sugere que
aproximadamente trés mutagbes somaticas
estejam envolvidas no desenvolvimento da
fase cronica da LMC e apenas uma para fase
aguda, o que, segundo ele, explica o aumento
exponencial da incidéncia da LMC com a
idade e a observacdo que a evolugéo para a
fase aguda parece ser ao acaso, ndo
dependendo da duragdo da fase cronica.

A comparacdo dos resultados clinicos ao
diagndéstico com o tipo de transcrito
encontrado mostrou uma aparente
predominancia de pacientes com transcrito
b33a2 e c?ntaggm de plaquetas maior do que
10 X 10 /mm .

A correlacdo de contagem de plaquetas
com o aparecimento do transcrito b3a2 tem
sido discutida por diversos grupos em estudos
epidemioldgicos e ainda se mantém como
uma questdo controversa, com resultados
corroborando (Shepherd et al, 1987 [9];
Inokuchi et al, 1991 [10]) e outros néo
obtendo relagdo alguma (Opalka et al 1993




Rev.bras.hematol.hemoter., 2000, 22(2): 89-98

Barboza L.P.etal

[11] e Zaccaria et al, 1993 [12] e 1995 [13)]).
Nos estudos que sugerem uma correlagdo, a
média de plaquetas encontradas nos
individuos analisados seria maior em pacientes
com o transcrito b3az2.

Em 1995, o grupo de Verschraegen [14],
estudando um grupo de 362 pacientes com LMC,
obteve uma associacdo, comprovada
estatisticamente, de contagem de plaguetas com
a predominancia do transcrito b3a2. Isto sugere
gue alguma caracteristica inerente a esses pacientes
levaria a esse resultado, ndo necessariamente a
presenca do transcrito por si so.

Outro parédmetro observado em nossa
amostra foi a maior propor¢cdo de mulheres,
maior do que a de homens (Figura 8); um dado
controverso ja que € comprovada uma maior
incidéncia de LMC em pacientes do sexo
masculino. Este fato poderia ser explicado por
uma metodologia inadequada na obtencdo das
amostras, assim como pelo pequeno nimero de
pacientes estudados. A distribuicdo dos transcritos
teve proporcdes similares, ndo demonstrando
nenhuma predominancia em relagdo ao sexo.

Conclusao

Das amostras analisadas, em todas foi
encontrada a presenca do rearranjo molecular
BCR/ABL, com exce¢do de duas, onde a
amplificacdo ndo foi possivel devido as falhas
na manipulacdo da amostra durante sua extragéo.

Os tipos de transcritos encontrados foram
b3a2 em 43% das amostras, b2a2 em 18% e o0s
dois tipos de transcritos em 32% do total de
amostras analisadas.

A importancia e sensibilidade do Nested-
PCR foi observada nos 38,5% das amostras onde
o rearranjo quimérico somente foi identificado
apos a realizacdo dessa metodologia, levando-
nos a assegurar resultados positivos e negativos
para a presenga do rearranjo.

Na analise dos dados clinicos, a presenca
dos dois tipos de transcritos foi verificada em
pacientes que evoluiram para crises blasticas,
linféide e mieldide, sendo que em um desses
pacientes foi verificada a presenca de somente
um transcrito, b3a2, apés sua evolucao,
demonstrando a evolucdo de um dos
transcritos apenas.
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Foram observadas correlagdes clinicas entre
o tipo de transcrito, b3a2, ,& a contagem de
plaquetas maior que um 10° X 10°/mm’, dado
que necessita de uma confirmacdo estatistica.

An analysis of transcriptions of the translocations

1(9,22) in chronic myeloid leukemia
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V. Sim@es, Iracema C. Braganca, Eliana Abdelhay

Abstract

Chronic myelogeneous leukemia is a proliferative
disease of the hematopoietic system. It is characterized
by clonal expansion of a primitive pluripotent stem
cell that has the capacity to differentiate into the
myeloid, monocyte, megakaryocyte and erythrocyte
lineage, Band T cells.

Under normal physiological hematopoietic
conditions there is a balance between
proliferation and differentiation. On the other
hand, the population of hematopoietic stem cells
must also undergo a self renewal process. In
chronic myelogeneous leukemia stem cells,
unregulated proliferation is associated with the
210kDa tyrosine kinase, which is the product of
the BCR/ABL fusion gene, in the translocation
involving chromosomes 9 and 22, a karyotype
marker of chronic myelogeneous leukemia.
Several chimeric transcripts have been described
and it has been observed that the seriousness of
the clinical picture depend on the generated mRNA.
In the present work we analyzed 28 samples of bone
marrow cells from 27 patients diagnosed with
chronic myelogeneous leukemia. In all samples the
translocation t(9;22) was present and they were
analyzed for the presence of the fusion transcripts
(b3a2 or b2a2) using RT-PCR and Nested- PCR,
techniques that were shown to be more sensitive
for the identification of these transcripts. Among
the patients, 12% presented fusion b3a2, 18%
showed b2a2 fusion transcript and 32% both types,
b3a2 and b2a2.

The presence of the transcript, b3a2, seems to be
related with a platelet above 10 *X 10 */mm®,
recognized as a worse prognostic chracteristic in
patients with chronic myelogeneous leukemia.
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