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Papel da P190 B®-ABL como parametro de recaida na leucemia mieléide cronica

BCR-ABL

P190 role in myeloid chronic leukemia relapse

Gabriela V. Andrade

A leucemia mieléide cronica (LMC) é uma desordem hematologica mieloproloferativa
clonal causada por uma mutagdo em uma célula-tronco pluripotente, resultando na
proliferagcdo e acumulo de células mieldides e seus progenitores. O cromossomo
Philadelphia é o resultado de uma translocagdo reciproca de material genético entre os
genes abl (Abelson murine leukemia) no cromossomo 9, e o ber (breakpoint cluster
region) no cromossomo 22, resultando na formagdo do gene quimérico BCR-ABL.
Neste trabalho, 45 pacientes foram acompanhados de forma seqiiencial, de acordo
com as avaliagées periodicas individuais, e 360 amostras foram selecionadas e anali-
sadas pela técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) através da técnica qua-
litativa para as isoformas caracteristicas da P210°®45L (b3a2 e b2a2) e P190PR-A5L
(ela2). No nosso estudo no pré-TMO, observou-se uma prevaléncia das isoformas
caracteristicas da LMC (b3a2 e/ou b2a2), fato imprescindivel para que o paciente fosse
acompanhado dentro do protocolo da LMC. A isoforma ela2, caracteristica da LLA,
foi detectada em 11 pacientes em conjunto com essas isoformas. A detec¢do do transcri-
to ela? foi avaliada quanto ao seu provavel papel na LMC, e foi um dos pardametros de
avaliagdo deste estudo. Rev. bras. hematol. hemoter. 2008,30(4):297-302.

Palavras-chave: Leucemia, leucemia-pesquisa, leucemia mieloide cronica; reagdo em

cadeia da polimerase, tirosinas quinases.

Introducao

A leucemia mieloide cronica (LMC) ¢ uma neoplasia
hematologica caracterizada pela proliferagdo clonal de células
mieldides, resultado da transformagao maligna de uma célu-
la-tronco pluripotente (stem cell). E caracterizada em 95%
dos casos pela presenca de uma translocagao reciproca en-
tre os cromossomos 9 e 22, que resulta em um cromossomo
marcador chamado "Philadelphia" (Ph1). Devido ao fenome-
no de edi¢do do RNA, transcritos de fusdo envolvendo éxons
diferentes do gene BCR podem ser formados, sendo os prin-
cipais do tipo b2a2 e b3a2, originando uma proteina quiméri-
cade210Kd (P210 BeR-ABLY) 12

Recentemente foi descrita a presenca do transcrito
p190BCR-ABL em baixos niveis no momento do diagndstico
em pacientes com LMC M-ber p2108®-4BL. O fato da quan-
tidade da pl190B“R-ABL parecer estar relacionada com a da

p210BRABL ‘Jevantou a hipotese de que a detecgao do trans-
crito p190BR-ABL durante 0 acompanhamento do paciente
estaria relacionada com um aumento de carga tumoral du-
rante a evolugdo da doenga, enquanto o paciente permane-
ce em remissdo. Portanto, pensou-se na utilizagdo da pre-
senga de p190 como marcador de recaida.>**

Este trabalho realizou um estudo prospectivo da co-
expressao dos transcritos p210BR-ABL ¢ p]190BRABL medi-
ante RT-PCR qualitativa, com o objetivo de validar a forma e
o significado clinico da utilizagdo destes marcadores em
conjunto.

Foi desenvolvida uma abordagem molecular com sig-
nificado na tomada de decisdes terapéuticas precoces fren-
te as situagdes de recaida através da analise da cinética do
clone leucémico através da mudanga nos niveis e padrdes
de expressao do gene BCR-ABL ao longo do acompanha-
mento dos pacientes.
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Casuistica e Método

Foram estudados 45 pacientes com leucemia mieldide
cronica (LMC) antes e ap0s o transplante de medula 6ssea,
no Centro Nacional de Transplante de Medula Ossea do Ins-
tituto Nacional de Cancer/RJ. Coletaram-se amostras de me-
dula dssea ou sangue periférico (5 mL) pré-transplante e a
cada trinta dias até 360 dias apos o TMO.

Os procedimentos realizados foram a detec¢do qualita-
tiva do gene quimérico BCR-ABL para as isoformas b3a2,
b2a2 e ela2 por RT-PCR multiplex e nested.

Foram realizados os seguintes procedimentos:

¢ Isolamento de RNA — Isolamento de células mono-
nucleares de medula 6ssea ou de sangue periférico através
de centrifugagdo em gradiente de Ficoll®

* Sintese de DNA complementar (c-DNA)—O c-DNA
foi sintetizado a partir de 2 g de RNA total em uma reagéo
contendo oligonucleotideos randomicos ¢ a enzima trans-
criptase reversa (Superscript TM, Gibco BRL). Controles
apropriados fordo incluidos para descartar falsos positivos
ou negativos.

* PCR Qualitativo Multiplex — Foi realizada uma primei-
ra amplificag@o com varios pares de oligonucleotideos inici-
adores a fim de se detectarem as isoformas caracterizadas
como b3a2, b2a2 (p210) e ela2 (p190). O gene BCR normal foi
amplificado como controle do procedimento de extragdo de
RNA e de transcrigdo reversa. O PCR Multiplex permite de-
tectar aproximadamente uma célula tumoral em 10° células
normais.

* PCR em ninho (Nested - PCR) — Uma segunda abor-
dagem para amplificar RNAm em baixos niveis (negatividade
no Multiplex) foi realizada em reagdes de duas etapas utili-

zando-se primers internos na segunda etapa, com uma sen-
sibilidade de 1 x 105",

Resultados

O estudo das amostras dos pacientes teve inicio em
agosto de 2001 e se estendeu até dezembro de 2003. Neste
trabalho, 45 pacientes foram acompanhados de forma
seqiiencial de acordo com as avaliagdes periddicas individu-
ais. Foram obtidas 573 amostras totais; destas, 213 foram
excluidas.

O protocolo dos acompanhamentos foi estabelecido
com uma periodicidade trimestral. Alguns pacientes nao obe-
deceram ao critério de acompanhamento padronizado, tendo
sido as amostras referentes a estes pacientes excluidas.

As 360 amostras selecionadas foram analisadas por PCR
através da técnica qualitativa para as isoformas caracteristi-
cas da P210BR4BL (b3a2 e b2a2) e P190BRABE (e1a2).
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Caracteristicas gerais dos pacientes

No grupo dos 45 pacientes, 32 eram do sexo masculino
(idade média 38,6 anos) ¢ 13 do sexo feminino (idade média
27,9 anos), com uma idade média geral de 34,9 anos. A faixa
etaria predominante desse grupo de pacientes esta compre-
endida entre 31 ¢ 55 anos com predominio de individuos do
sexo masculino.

No pré-TMO, a maioria dos pacientes se apresentou
em fase cronica, com predominio na faixa etaria compreendi-
daentre 31 a 55 anos (68,9%), seguido pela faixa entre 16 a 30
anos (17,8%). Poucos pacientes estavam incluidos entre 0 e
15 anos (2,22%) ou acima dos 55 anos (8,9%).

Apenas um unico individuo (2,2%) encontrava-se em
fase acelerada no momento do pré-TMO, e nenhum estava
em crise blastica.

Isoformas LMC no Pré-TMO

b3a2 e/ou h3a2
B2a2 & ela2 31,58%
28,95%
b3a2 e b2a2
7,89%
h2a2
31,58% n=38

Figura 1. Distribuicdo das isoformas caracteristicas da LMC
presentes no pré-TMO

Expressdo das isoformas no acompanhamento dos
pacientes no pré e pos-TMO.

A Figura 1 descreve a distribugdo das isoformas carac-
teristicas da LMC no pré-TMO (b3a2 e b2a2). Ambas apare-
ceram isoladas (31,58% cada uma) ou em conjunto (7,89%). A
isoforma ela2 apareceu em 11 pacientes deste grupo em con-
junto com a(s) isoforma(s) da LMC, perfazendo um total de
28,95%.

Apo6s 0 TMO seguiu-se o acompanhamento desse gru-
po de estudo. A analise dos resultados no p6s-TMO foi rea-
lizada no periodo de trés a quatro meses, pois acima desse
periodo o protocolo de acompanhamento trimestral nao foi
seqiiencial e ocorreu também entre um a cinco anos. Consi-
derando os mesmos 38 pacientes do pré-TMO, a figura 2
mostra como estdo distribuidas as isoformas no periodo de
trés a quatro meses po6s-TMO. As isoformas b3a2 ¢ a b2a2
apresentaram incidéncia de 26,31%, cada uma, enquanto jun-
tas apresentaram 2,64%. Ambas as isoformas, em conjunto
ou separadas, apresentaram uma queda sensivel quando
comparadas ao momento pré-TMO. Esse periodo mostra o
aparecimento da negatividade em 34,21% dos pacientes.
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Isoformas LMC no p6s-TMO (3 - 4 meses)

b3a2
26,31%

Negativo
34,21%

b3a2/b2a2 &
ela2
10,53%

26,31%
b3a2 e b2a2

2,64%
N=38

Figura 2. Distribuicdo das Isoformas caracteristicas da LMC
presentes durante o periodo do p6s-TMO (primeiro ano).

Isoformas LMC no p6s-TMO (>1 - 5 anos)

b3a2
20,83%

Negativo
50,00%
b2a2
16,67%
b3a2 efou b2a2
b2a2 & e1a2
N=24 12,50%

Figura 3. Distribuicdo das isoformas caracteristicas da LMC
presentes durante o periodo acima de um ano até cinco anos
pos-TMO

O acompanhamento a longo prazo (> 1 ano a 5 anos)
apresentou um maior nimero de amostras com critério para a
exclusdo (21), perfazendo um total de 24 amostras analisa-
das, pois, ap6s um ano do TMO, os pacientes considerados
em remissao tornam-se menos freqiientes no retorno aos exa-
mes de rotina.

A figura 3 mostra que as isoformas b3a2 (20,83%) e a
b2a2 (16,67%) apresentaram um decréscimo, seguido pela
ela2 em conjunto com ambas as isoformas (b3a2 e/ou b2a2)
com 12,50%. Os pacientes com resultados negativos (50%)
mantiveram um percentual significativo aumentado nesse
periodo de avaliagdo, ou seja, resposta molecular completa
na sensibilidade de 10-6.

O PCR multiplex também detecta o produto de amplifi-
cacdo ela2 em conjunto com as isoformas b3a2 e/ou b2a2.
Os iniciadores utilizados, apesar de especificos paraa LMC,
conseguem amplificar o produto ela2, sendo esta técnica
menos sensivel que o PCR Nested.

P 190 ao diagnostico e sensibilidade do PCR

Multiplex
18,18%

8 P190 Multiplex|
B P190 Nested

Nested
81,82%

Figura 4. Presenca da isoforma e1a2 em 11 casos ao diagnodstico
de acordo com a sensibilidade do PCR

Dos 45 pacientes diagnosticados com LMC, 11 apre-
sentaram a isoforma ela2 em conjunto com as isoformas b3a2
e/oub2a2.

Na figura 4 estdo contidos os dados referentes a pre-
sen¢a da isoforma ela2 no pré-TMO em 11 pacientes, de
acordo com a sensibilidade do PCR. O PCR multiplex apre-
sentou um percentual de positividade menor (18,18%) em
comparag¢do ao PCR Nested, que apresentou 81,82% de
positividade.

Avaliagdo da correlacdo entre as fases evolutivas da
LMC com as isoformas no acompanhamento aos pacientes
no pré e pos-TMO.

A figura 5 mostra que nos primeiros seis meses nao
existe uma correlagdo entre a positividade do PCR para as
isoformas codificantes da P210BCR-ABL com a recaida dos
pacientes. Entre seis meses e um ano ¢ onde a correlagdo se
faz mais evidente em contraste com o acompanhamento pds-
TMO a partir de um ano. Nos pacientes pos-transplantados,
a deteccdo de carga tumoral entre 6-12 meses se encontra
associada a recaida na evolugdo do paciente.

A figura 6 mostra a correlagdo entre a presenga de ela2
ao diagnostico e a evolugdo dos pacientes de acordo com a
ultima avaliagdo individual.

A isoforma ela2 esteve presente em 11 pacientes do
pré-TMO e, conforme apresentado na Figura, 72,73% (n =
33) dos pacientes ela2 positivos com LMC mantiveram-se
em remissao, enquanto 27,27% (n = 12) foram a ébito e ne-
nhum foi associado a recaida. A analise do estagio de evo-
lugdo da LMC nesses pacientes foi realizada de acordo com
a ultima observagao ao término do acompanhamento deste
trabalho.

Desfecho clinico dos pacientes

O desfecho clinico indica como os pacientes se en-
contravam do momento em que foi feita a Gltima analise
para a conclusdo deste trabalho e esta descrito na Figura 7.

A avaliagdo dos 45 pacientes nesta figura mostra que
62,22% estao incluidos no grupo de remissdes, seguido por
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Correlagéo entre a avaliagdo em um ano do PCR para
P210 e a recaida dos pacientes com LMC

70%
60% A ]
50%

40%

m PCR+

PCR + com recaida
30% - PCR -
B PCR - com recaida

% de cada intervalo

20%
10%

0% -+ T .
3m >3-6m >6-12m
Intervalos de avaliagao em um ano n=45

>12m

Figura 5. Relagdo do PCR qualitativo para detecgdo da P2108¢R*8L com o
estado clinico dos pacientes em intervalos de avaliacdo de trés meses no
periodo de um ano

Correlagao entre o estado clinico dos pacientes com a
presencga de e1a2 no pré-TMO

Remissdo com l Ij 72,73%
_8 ela2
£
©
° 27,27%
° Obito com
IS
o ela2
1]

Recaida com U 0,00%
ela2

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

N=45

Figura 6. Correlagéo entre o estado clinico dos pacientes com a presenca
de e1a2 no pré-TMO

Desfecho Clinico dos Pacientes

Obito 24,44%

Recaida 13,33%

n=45

62,22%

Remissao

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Figura 7. Desfecho clinico dos pacientes
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24,44% de pacientes que foram a 6bito ¢ 13,33% que
apresentaram recaida completa. A maioria dos paci-
entes alcangou a remissdo no acompanhamento des-
te trabalho.

Discussao

No presente trabalho foram avaliadas 353 amos-
tras pré e pos-TMO de 45 pacientes com LMC aten-
didos no Cemo e HUCFF/RJ.

Nas analises do estudo no pré-TMO, obser-
vou-se uma prevaléncia das isoformas caracteristi-
cas da LMC (b3a2 e/ou b2a2). A isoforma ela2, ca-
racteristica da LLA, foi detectada em 11 pacientes
em conjunto com essas isoformas.

Entre 3 ¢ 4 meses p6s-TMO observou-se uma
diminuic¢do no aparecimento das isoformas b3a2 e
b2a2. Ambas as isoformas continuaram a aparecer
em conjunto (2,64%) ou isoladas com a isoforma
ela2 (10,53%). Mesmo tendo sido observada uma
diminui¢do percentual nesse caso, nesse periodo
houve um percentual significativo de pacientes ne-
gativos (34,21%). A negatividade ¢ um fato impor-
tante que pode justificar a oscilagdo destes per-
centuais. Contudo, estudos prospectivos fracassa-
ram na confirmagao de qualquer correlagdo signifi-
cativa entre a localizagdo do ponto de quebra no M-
ber e a resposta da doenga. Isto significa que a pre-
senca de ambas as isoformas nao desencadeiam di-
ferenca no desenvolvimento da doenga.>’

De acordo com Dhingra et al® e Li et al,” o
aparecimento do transcrito e1a2 (P190B*-AEL) em pa-
cientes com LMC expressando P210B*-ABL anuncia
a emergéncia da transformag@o aguda ou crise
blastica. Analisando os resultados da detec¢ao dos
11 casos de pacientes com ela2 (P190B®-4BL) ap di-
agnostico através da técnica de RT-PCR multiplex
(18,18%) e em varios periodos pos-TMO, observa-
mos que, na maioria dos pacientes com LMC, sua
detecgao se deu através do RT-PCR nested (81,82%).
Este resultado pode sugerir baixos niveis de carga
tumoral.

Dados semelhantes aos nossos foram encon-
trados por Lichty et al,® que detectaram a ela2
(P190BCR-ABLY em baixos niveis, justificando que es-
tes resultados ndo necessariamente significam que
o transcrito esteja mesmo em baixos niveis, mas que
pode ser pouco detectado devido a competigao dos
primers entre os transcritos presentes no caso dos
pacientes que coexpressavam P210BRABL ¢ g
P190BCR-ABL'

Analisando os nossos resultados, observa-se
uma positividade para a P210B®-45E nos primeiros
seis meses pos-TMO, com um conseqiiente aumen-
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to gradual da recaida dentro do primeiro ano de acompanha-
mento, especificamente entre 6 ¢ 12 meses pos-TMO. A
positividade do PCR para P2103®*BE nesse tltimo periodo
esta relacionada ao tipo de evolugdo de cada paciente. Da-
dos semelhantes aos nossos foram encontrados por Radich,’
quando associados a deteccao dos transcritos BCR-ABL em
6 a 12 meses pos-TMO com 42% de risco de recaida, oposto
aos 3% de risco de recaida nos pacientes com RT-PCR nega-
tivo.

Embora todos os pacientes sejam PCR positivos antes
de recair, aqueles com PCR positivo persistente ou intermi-
tente no primeiro ano ap6s o TMO tém uma probabilidade
aumentada de recair,'®" e um estado continuo RT-PCR nega-
tivo correlaciona-se com uma baixa probabilidade de
recorréncia da doenga.'' Os nossos dados ndo apresentaram
linearidade no acompanhamento, sendo, portanto, improdu-
tiva a avaliagdo da presenga do rearranjo BCR-ABL com o
estado evolutivo dos pacientes.

Neste contexto, ¢ fundamental a aplicagao de técnicas
moleculares capazes de detectar precocemente o alto risco
de recaida nos pacientes com LMC apds o TMO.

Nossos dados sugerem que a realizagdo dos RT-PCRs
qualitativos foi essencial para o diagnostico e acompanha-
mento pos-TMO dos pacientes, pois em algumas amostras
nao houve a detec¢ao do comossomo Phl pela citogenética,
sendo detectado pela técnica molecular RT-PCR qualitativo,
fato importante para a avaliagao clinica do paciente.

A presenga da ela2 ndo determinou o prognoéstico dos
pacientes com LMC, mas sua presenga indica a necessidade
de um estudo com um maior nimero de pacientes.

Os nossos resultados mostram que 62,22% (28/45) dos
pacientes alcangaram a remissdo completa. De acordo com
Lion T, '* embora a cura possa ser alcangada em uma alta
propor¢ao de pacientes que sdo transplantados em fase cro-
nica, (como no caso dos pacientes do nosso estudo) a reca-
ida da doenga permanece o principal problema clinico.

Os resultados obtidos mostram que a tecnologia
molecular avanga sempre com o intuito de detectar preco-
cemente possiveis sinais que possam ser identificados para
tentar fornecer qualidade de vida ao paciente com LMC.

Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative clonal
disorder caused by a mutation in a stem cell, resulting in the
proliferation and accumulation of myeloid cells and their
progenitors. The Philadelphia chromosome (Phl) is a result of a
mutual translocation of genetic material between the abl gene
(Abelson murine leukemia) in chromosome 9 and bcr gene
(breakpoint cluster region) in chromosome 22, resulting in the
formation of the chimerical gene, BCR-ABL. In this work 45 patients
were sequentially followed up in individual periodic evaluations,
and 360 samples were selected and analyzed by PCR using the
qualitative technique for isoforms characteristic of P2105R4BL
(b3a2 and b2a2) and P1905*BL (e]a?2). In our pre-bone marrow
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transplant study, a prevalence of isoforms characteristic of CML
was observed (b3a2 and/or b2a2), a fact essential for the patients to
be followed up within the CML protocol. The ela2 isoform,
characteristic of LLA, was detected in 11 patients together with the
isoforms characteristic of CML. The detection of the ela? transcript
was evaluated in respect to its probable role in LMC and was one of
the parameters evaluated in this study. Rev. bras. hematol. hemoter.
2008;30(4):297-302.

Key words: Leukemia; leukemia research; chronic myeloid
leukemia, polymerase chain reaction, kinase tyrosine.
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