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T resumo

Leucemia mieldide crdnica| A leucemia mieldide cronica (LMC) representa 15% das leucemias e apresenta trés fases: cronica,
acelerada e crise blastica. A partir da anélise citogenética, pode ser identificado o cromossomo

Doenca residual minima
Philadelphia, caracteristico da LMC. O transplante de células-tronco é o Unico tratamento curativo,

mas é acompanhado de altas taxas de morbimortalidade, dificultando sua aplicacdo. A doenca residual
minima é de grande importéancia para avaliar a resposta ao tratamento, tanto na verificacéo de doenca
residual, quanto na identificacdo de pacientes com alto risco de recaida. Muitas técnicas especificas
tém sido introduzidas para detectar as translocacdes ou os produtos do cromossomo Philadelphia. A
mais sensivel é a Real-Time PCR, que detecta uma célula leucémica em 10° células normais. O objetivo

Real-time PCR

deste trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica sobre a LMC, dando énfase a utilizagdo da técnica
por Real-Time PCR.

abstract ISR

Chronic myeloid leukemia (CML) represents about 15% of all leukemias and has three phases: the chronic | Chronic myeloid leukemia
phase, accelerated phase and blast crisis. After cytogenetic analysis, the Philadelphia chromosome,
characteristic of CML, can be identificated. Stem cell transplantation is the only curative treatment for CML,
but it is accompanied by high levels of morbimortality, difficulting its application. The minimal residual
disease is very important for the evaluation of the response to treatment, to verify the residual disease and
also to identify patients with a high risk of relapse. Many specific techniques have been introduced for the
detection of translocations or products of the Philadelphia chromosome; the most sensitive being Real-Time
PCR which detects 1 leukemia cell in 105 normal cells. The aim of this study was to perform a bibliographic
review of CML, with emphasis on the utilization of the Real-Time PCR technique.

Minimal residuval disease

Real-Time PCR
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Introducao

A leucemia mieléide crénica (LMC) é uma desordem
clonal maligna de células-tronco hematopoiéticas® 2 7",
que resulta no aumento de células mieldides, eritréides e
plaquetas no sangue periférico, além de acentuada hiper-
plasia mieléide na medula dssea® . Foi denominada pela
primeira vez, em 1847, como uma “leucemia esplénica”
e, ap6s 30 anos, foi definida como uma “leucemia mie-
[6ide”@». Somente na primeira metade do século 19 foi
reconhecida como uma forma distinta de leucemia®.

O curso natural da LMC é, geralmente, caracterizado
por trés fases sequenciais, denominadas como cronica,
acelerada e crise blastica™ 7). A maioria dos pacientes é
diagnosticada na fase cronica’®, que é caracterizada por
uma grande proliferacéo clonal das células sangiiineas(*>7.
Sem tratamento, a progressdo da doenca € inevitavel®, e
os pacientes entram na fase blastica. A maioria dos casos é
precedida pela fase acelerada, com achados laboratoriais e
clinicos bem definidos( 16:20.48,55, 5 A progresséo do inicio
da fase cronica até a crise blastica ocorre dentro de trés a
cinco anos@%37.63),

A LMC representa cerca de 15% do total das leucemias,
acometendo em torno de um a dois casos para cada 100
mil individuos anualmente®@ 9, A doenca esta presente em
ambos os sexos, com freqiiéncia de quatro homens para cada
mulher®). Apresenta um pico de incidéncia entre 45 e 55
anos®:°9, com uma média de 53 anos®?, podendo acometer
em 10% dos casos pacientes entre 5 e 20 anos, e entre 10
e 15% dos casos em pacientes a partir dos 60 anos®?.

O progn6stico na LMC é variavel dependendo da fase
da doenca, idade e resposta a terapia®®. Em 40% dos
casos é assintomatica®®®, mas nos pacientes sintomaticos,
os achados mais comuns sdo: fadiga, perda de peso,
hemorragia e desconforto abdominal. No exame fisico,
é possivel observar, entre outros achados, parpuras e
esplenomegalia(® 29,

Os achados laboratoriais mais freqiientes séo: leuco-
citose, sendo usualmente maior que 50x10°/1 e, algumas
vezes, maior que 500x10%/I, eosinofilia, basofilia, anemia
normocrémica e normocitica e trombocitose®. A medula
6ssea apresenta-se hipercelular, com predominio da linha-
gem granulopoética. A fosfatase alcalina dos neutréfilos
pode estar muito diminuida, sendo um exame rapido
para a triagem dessa patologia. E possivel encontrar um
aumento da vitamina B, , sérica e na capacidade de ligagdo

de vitamina B, ,, além de uma hiperuricemia. A presenca

do cromossomo Philadelphia na anélise citogenética do
sangue periférico e da medula dssea define a condicdo
diagnéstica®h.

Cromossomo Philadelphia

Com os avancos da citogenética, no ano de 1960 foi
descoberto o cromossomo Philadelphia (Ph)® 13143366 ‘e
treze anos ap6s foi descrita a translocacéo reciproca t (9;22)
(934;q11) entre os bracos longos dos cromossomos 9 e
220417, 20,23, 25,3439, 44, 70O cromossomo Ph esta presente
entre 90 e 95% dos pacientes com LMC ¢617.222459) ' mas
também é encontrado em 5% das criancas e em 15% a
30% dos adultos com leucemia linféide aguda (LLA), e
em 2% dos pacientes com diagnéstico inicial de leucemia
mieloblastica aguda (LMA)® 29, Os outros 5% a 10% dos
pacientes Ph negativos possuem complexas translocacdes
variantes que resultam na mesma alteragéo® 3.

O cromossomo Ph resulta da fusdo do gene BCR
(breakpoint cluster region) no cromossomo 22q11 com o
gene ABL (abelson leukemia virus), localizado no cromos-
somo 9q34¢ 1359 O ponto de quebra no gene BCR esta
localizado em uma regido 5.8 kb, chamada major breakpoint
cluster region M-bcr, que possui 5 éxons (b1 a b5), corres-
pondendo aos éxons 12 a 16 do gene BCR. Geralmente, a
quebra do M-bcr ocorre dentro de introns localizados entre
os éxons b2 (e13) e b3 (e14) ou éxons b3 (e14) e b4 (e15),
que se liga ao éxon a2 do ABL, formando os genes quimé-
ricos B2A2 ou B3A2, sendo 75 pares de bases diferentes
um do outro. Enquanto a parte 5’ do BCR permanece no
cromossomo Ph, formando a seqiiéncia 5’ do novo gene
hibrido, a seqiéncia do BCR localizada a 3’ do ponto de que-
bra transloca para o cromossomo 9g+, originando um gene
hibrido BCR/ABL® que é transcrito como um quimérico
BCR-ABL de RNA mensageiro (mRNA)@%3439_0 oncogene
hibrido bcr/abl resultante desta aposicdo promove a sintese
de uma oncoproteina com atividade tirosinocinase, respon-
sével por estimulos a proliferacao e ao bloqueio na apoptose
da célula progenitora hematopoiética® 1423 2432,34.39,50) Esta
alteracdo molecular é a responsavel pelo desenvolvimento
da LMC®,

Durante a evolucdo da fase blastica podem ocorrer
mutacdes secundarias e mudancas citogenéticas, como a
trissomia e isocromossomia 17, duplicagdo do cromosso-
mo Ph e trissomia do cromossomo 8. Mutagdes ou dele¢des
de genes supressores de tumores como p16 e p53 podem
ocorrer com uma freqiiéncia variavel e contribuem para o
fenétipo maligno®”: 63,
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Tratamento

O arsenal terapéutico da LMC esta compreendido na es-
colha racional entre a terapia celular, através do transplante
de células-tronco hematopoiética (TCTH), e o tratamento
medicamentoso®?.

No inicio de 1980, o TCTH foi o primeiro tratamento
usado em pacientes com LMC na fase cronica e é conside-
rado como Unico tratamento capaz de promover a cura.
Muitos pacientes sobrevivem por longos periodos apés o
transplante sem evidéncia de recaida, sendo considerados
como “curados”, embora o mecanismo de entendimento
deste processo ndo seja bem definido. A taxa de cura os-
cila em torno de 65%, podendo atingir uma sobrevida de
70% em dez anos. Entretanto, essas taxas podem variar,
dependendo da idade, da compatibilidade com o doador,
da combinacao de sexo, do tempo entre o diagnéstico e o
transplante e da fase da doenca em que se encontra. Apesar
do seu poder de cura, somente 15% a 30% dos pacientes
serdo candidatos a este procedimento, tendo como prin-
cipais limitantes a idade e a indisponibilidade de doador
compativel. Além disso, as taxas de recidiva apés o TCTH
variam de 5% a 30% na fase cronica, 60% na fase acelerada
e 90% na fase bléstica(9, 13, 21, 25, 28, 37, 50, 57, 58, 63, 66).

Os pacientes com recidiva apés o TCTH vém sendo
tratados, nos Gltimos anos, com o uso de interferon alfa,
quimioterapia ou um segundo TCTH. No entanto, a infusdo
de linfécitos do doador (DLI - donor lymphocytes infusion),
através da reacdo enxerto contra leucemia, tem se constitu-
ido o tratamento de primeira linha. Uma resposta molecular
completa tem sido alcancada em até 70% dos pacientes
em fase cronica com tal recurso terapéutico. Apesar de
sua alta capacidade de resposta molecular, o uso da DLI
traz as complicacdes da mielossupresséo e a consideravel
morbimortalidade da doenga do enxerto contra hospedeiro
(DECH), presente em mais de 60% desta populacdo, o que
tem limitado sua aplicacdo em um ndmero consideravel de
pacientes®?,

Entre os tratamentos medicamentosos, encontram-se
a hidroxiuréia, o busulfan, o interferon alfa e os inibidores
da tirosinocinase. A hidroxiuréia é preferida ao busulfan
porque a média de duracdo da fase crénica e a média de
sobrevivéncia sao, significativamente, melhores em uma
comparacéo a longo tempo de terapia. A hidroxiuréia é
vantajosa pelo seu perfil de alta toxicidade nas células leu-
cémicas. Entre os efeitos colaterais da hidroxiuréia estao:
citopenias, nduseas e erupcdes na pele. O busulfan, além
desses efeitos colaterais, também pode provocar aplasia
de medula 6ssea®?.

O mecanismo de acdo do interferon alfa nas células
leucémicas ainda ndo é bem conhecido, mas acredita-se
que ele exerca uma influéncia indireta na sobrevida dessas
células® 3, Ele é capaz de induzir remissdes hematol4gicas
e citogenéticas completas ou parciais em pacientes com LMC
na fase crénica® 3%, Uma resposta citogenética completa, que
é definida pela auséncia de célula Ph positivas, e uma resposta
citogenética parcial maior, que é definida pela presenca de
1% a 35% de células Ph positivas em metéfase, ocorrem entre
20% e 30% dos pacientes. Uma resposta citogenética parcial
menor, que é definida pela presenca de 36% a 65% de células
Ph positivas em metéfase, ocorre em mais 10% dos pacientes.
H& também a resposta citogenética parcial minima, que é
definida pela presenca de 66% a 95% de células Ph positivas
em metéfase e ocorre no restante dos pacientes(® 3, Entre
os efeitos colaterais do interferon alfa estao: febre, erupcdes
na pele, mialgias, depressao e trombocitopenia®?.

Em 1998, ocorreu a introducdo da primeira classe de
inibidores da tirosinocinase, o mesilato de imatinibe (MI)
(STI-571, Gleevec®), que demonstrou ser um marco divisério
no controle da LMC®@ 345050 A droga reduz substancial-
mente a quantidade de células leucémicas na fase cronica da
doenca e prolonga a sobrevida em comparacdo com agentes
convencionais> 238, Em dezembro de 2002, o Ml foi apro-
vado como a primeira linha de tratamento para diagndsticos
recentes em pacientes com LMC(" 13263571 sendo capaz de
produzir uma remissdo citogenética completa('® 25 49 57 66),
Porém, se houver a interrupcao do tratamento, os pacientes
podem recidivar e, como conseqiiéncia, progredir até a fase
terminal da doenga® 7,

O Ml age como um inibidor especifico da proteina com
atividade tirosinocinase, produzida pelo gene bcr/abl, impe-
dindo a fosforilagdo de substratos envolvidos na regulagao
do ciclo celular®1423:3445,50.67.71.73) 'Em humanos, o Ml induz
uma rapida e completa resposta hematoldgica em quase
todos os pacientes com LMC Cromossomo Ph positivo na
fase cronica, em 50% daqueles pacientes na fase acelerada
e, ainda, em uma pequena proporcao daqueles pacientes
que estdo na fase blastica® %2 ou aqueles com Leucemia
Aguda Cromossomo Ph positivo®3.

O MI é bem tolerado pela maioria dos pacientes. Os
efeitos colaterais mais comuns incluem edema, diarréia,
nausea, caibra muscular, dor muscular e dssea, além de
erupcBes cutaneas. Os efeitos menos comuns incluem
fadiga, dor de cabeca, prurido, toxicidade hepatica e
mielossupressao.

Apesar da eficacia e da seguranca do tratamento com
MI, recaida e resisténcia podem ocorrer em alguns pacien-
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tes, particularmente naqueles em fase acelerada ou em
crise blastica. A recaida ocorre em quase todos os pacientes
tratados na fase blastica, enquanto aproximadamente 15%
a 20% dos pacientes na fase cronica apresentam recaidas
ap6s os primeiros 2-3 anos de terapia. A maioria dos pa-
cientes que adquire resisténcia apds uma resposta inicial
tem evidenciado a ativacdo da tirosinocinase BCR-ABL que
ocorre devido a mutacdes. Acredita-se que as mutacdes
surgem da pressdo seletiva da terapia com MI, e essas
mutacdes podem variar no seu nivel de resisténcia®.

Doencga residual minima

A doenca residual minima (DRM) é definida como um
pequeno ndmero de células leucémicas, que ndo podem
ser detectadas por morfologia ou analise citogenética®.
Possui valor prognéstico consideravel em muitas malig-
nidades hematoldgicas, incluindo LLA, LMA, linfomas,
mieloma maltiplo e LMC®2 55 ja que, atingida a remisséo
hematolégica completa, uma grande propor¢éo de células
leucémicas permanece em niveis abaixo do limite de de-
teccdo do microscépio tico®?.

O grau de redugdo da carga tumoral é expressa em
trés niveis: (1) resposta hematoldgica, definida como a
normalizacdo do hemograma e o desaparecimento da
esplenomegalia; (2) resposta citogenética, definida como a
proporcdo de metéfases residuais Ph positivas; e (3) resposta
molecular, definida como a proporcéo de residuos do gene
BCR-ABL, da proteina ou do transcrito®® 9.

A identificacao da DRM tem por objetivo entender o
significado biolégico e clinico da leucemia que persiste nos
pacientes com remissdo completa patolégica . O foco
da DRM é redefinir o conceito da remisséo usando técnicas
moleculares mais sensiveis, que detectem niveis da doenca
abaixo da patologia convencional®®. A DRM esté envolvida
na identificacéo de pacientes com alto risco de recaida para
explicar como a leucemia pode recidivar em pacientes tidos
como “curados”®3),

A deteccdo e o monitoramento da DRM tém-se tornado
o tépico mais prevalente na terapia da LMC% 1. As infor-
macdes especificas habilitam uma intervencao precoce no
tratamento. Baseado nisso, a deteccdo da DRM vem sendo
adotada como rotina em protocolos de tratamento, sendo
muito usada para guiar a terapia ou para a avaliacao de
novas modalidades de tratamento®: 1% 2541, 69),

Muitas técnicas tém sido introduzidas com especi-

ficidade para detectar as translocacdes ou os produtos
do cromossomo Ph. Essas técnicas incluem hibridizacdo

de fluorescéncia in situ (FISH), Southern blotting, reacéo
em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR)
qualitativa e reacao em cadeia da polimerase transcriptase
reversa — Real Time quantitativa (RQ-PCR)® 72,

Diagnéstico laboratorial por Real-Time PCR

ART-PCR qualitativa, que avalia a presenca ou auséncia
dos transcritos BCR-ABL, foi introduzida no final de 1980,
mas logo foi superada em 1992 por uma PCR quantitativa
(RQ-PCR) que garante informagdes muito mais precisas
sobre o nivel da DRMU7. 32 3% 37,41 A partir do final da
década de 90, a técnica RQ-PCR foi implantada para es-
tudos da DRM em pacientes tratados com malignidades
hematoldgicas®“" e, em especial, no acompanhamento
da DRM na LMC(G, 12,17-19, 22, 24, 25, 29, 30, 32, 33, 37, 41, 46, 55, 57, 62, 69, 72).
O método mede, em cada amostra, o nimero de c6pias de
mRNA produzido pela proteina p210 do gene BCR/ABL®.
O método da RQ-PCR é de execugdo rapida“® e apresenta
boa reprodutibilidade® 19,

A RQ-PCR permite uma quantificagdo precisa dos pro-
dutos de PCR durante a fase exponencial da amplificacéo,
em contraste com a PCR cléssica e a sua quantificacéo de
ponto final®. E baseada no uso de sondas fluorescentes
com seqliéncias especificas, que hibridizam com a seqiién-
cia alvo, emitindo um sinal fluorescente. O sistema permite
correlacionar a intensidade do sinal com a quantidade
do produto amplificado; com isto, hd& um aumento de
precisdo e exatiddo. Além disso, a quantificacdo pode ser
obtida em um pequeno periodo de tempo e o processo
p6s-PCR nao é necessario, reduzindo drasticamente o risco
de contaminacdo e evitando o contato com as substancias
quimicas da PCR, tais como o brometo de etidio ou os
marcadores radioativos@% 30,36, 74),

Entre as principais tecnologias da PCR em tempo real,
estdo os dois sistemas mais usados, conhecidos como SYBR
Green e TagMan®-39. O SYBR Green é um corante que se
liga na fita dupla de DNA. Durante os ciclos consecutivos
da PCR, a quantidade de DNA de fita dupla se eleva de
maneira exponencial, aumentando, assim, a quantidade de
SYBR Green ligado e, conseqlientemente, a fluorescéncia
emitida. Porém, ocorrendo amplificagdes inespecificas,
estas sdo detectadas, interferindo na quantificacéo final dos
produtos especificos da reacdo. Para avaliar a presenca de
produtos inespecificos, uma curva de fuséo é construida.
Se apenas os produtos especificos foram amplificados,
um Udnico pico serd visualizado no gréfico de fuséo. Entre
as vantagens de sua utilizacdo estdo o facil manuseio e o
baixo custo.
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A metodologia TagMan utiliza a atividade exonucleasica
5’-3" da Tag® DNA polimerase e tem sido amplamente
utilizada. Essa enzima digere uma sonda marcada, que
anela especificamente na parte interna do sequimento a ser
amplificado entre dois primers. A sonda TagMan possui na
extremidade 5’ uma molécula fluorescente e na extremida-
de 3’ outra molécula, que pode ser ou néo ser fluorescente,
de comprimento de onda diferente. Enquanto a reacao de
PCR se processa, a polimerase sintetiza novas cadeias a partir
dos primers e cliva a sonda correspondente, resultando em
aumento do sinal fluorescente, que é captado a cada ciclo
até atingir um limiar, no qual todas as amostras podem ser
comparadas®™.

Os resultados da RQ-PCR sdo expressos na forma de
razdo entre a amplificacdo de um gene de interesse e um
controle end6geno®®. Geralmente, na monitoracdo da
DRM os genes ABL ou G6PD (glicose 6-fosfato-desidroge-
nase) sdo usados como controles endégenos na quantifica-
¢ao do BCR/ABL. Os resultados sd@o expressos na forma de
razoes BCR-ABL/ABL ou BCR-ABL/G6PD®). A expressao dos
resultados em razdes BCR-ABL/ABL elimina a interferéncia
de variaveis na qualidade do RNA, na sua quantificacdo
e na eficiéncia da transcricdo reversa®. Como controle
positivo e teste de sensibilidade e reprodutibilidade, sao
usadas diluicdes seriadas de concentracdo, conhecidas
de células da linhagem K562 BCR/ABL positivas, em que
se inicia a deteccdo com 10 c6pias do DNA de BCR/ABL
em agua® *9.

Um dos primeiros estudos foi realizado por Lion et al, em
1992, relatando dois casos clinicos de pacientes com LMC
cromossomo Ph positivo, com monitoracao por RQ-PCR,
sendo destacada a importéncia da monitoracdo da DRM
por RQ-PCR pela sua potencialidade em detectar clones
neoplésicos que expressam o mRNA quimérico de BCR/ABL
no sangue periférico e na medula éssea no decorrer do
tratamento®D.

Em 1999, foi realizado um estudo retrospectivo em 13
pacientes com LMC, 10 apds TCTH alogénico e trés apds
TCTH autélogo, que haviam sido monitorados por RT-PCR
e RQ-PCR. Apés o TCTH, sete pacientes apresentaram re-
sultados negativos para a presenca de BCR/ABL por RT-PCR
e, por RQ-PCR, seis foram negativos. Apesar do pequeno
nimero de amostras avaliadas, a RQ-PCR mostrou-se mais
sensivel(”,

Um estudo de Schock et al.®® comparou a técnica de hi-
bridizacao in situ fluorescente (FISH) com RT-PCR e RQ-PCR
em 350 pacientes, e foi concluido que a RQ-PCR é a técnica
mais sensivel, e também que somente FISH possivelmente

ndo é uma técnica suficiente para o monitoramento da
DRM®. No mesmo ano, Kaeda et al, apresentaram resul-
tados das analises de 216 amostras negativas para RT-PCR.
Destas, 51,9% foram positivas para RQ-PCR, enquanto
apenas 6,3% das amostras negativas para RQ-PCR foram
positivas para RT-PCR, sugerindo, também, que a RQ-PCR
€ a técnica mais sensivel®”,

Em outro estudo, Gabert et al.??, envolvendo 26 labora-
térios de 10 paises da Europa, criaram e aplicaram um proto-
colo para unificar a técnica para RQ-PCR com 278 amostras.
O estudo deteve-se na fusdo génica do cromossomo Ph,
sendo que quatro fases do programa foram seguidas: (1)
treinamento da equipe; (2) adaptacéo da técnica; (3) teste
de sensibilidade; e (4) amostras de pacientes para teste.
O estudo concluiu a importéncia do desenvolvimento do
protocolo para a técnica de RQ-PCR para anélise da fusdo
génica do Ph para a determinacdo da DRM para uma possi-
vel intervencéo precoce do tratamento®@?. Logo ap6s, num
estudo em 2004, que aplicou o protocolo estabelecido, foi
determinada a remisséo citogenética e resposta molecular
por RQ-PCR de 191 pacientes Cromossomo Ph positivos na
fase cronica tratados com Ml e previamente tratados com
interferon alfa. Uma completa remissdo citogenética foi
obtida em 85 pacientes e manteve-se por dois anos em 67
destes. Ap6s 36 meses, os transcritos foram indetectéveis
em 22 pacientes e apenas um destes recaiu‘?.

Em 2005, Galimberti et al. compararam amostras de
33 pacientes em remissao pelas técnicas de RT-PCR e RQ-
PCR. A sensibilidade do método quantitativo foi testada em
comparacdo ao método qualitativo e o método quantitativo
mostrou uma sensibilidade significantemente maior.

Em 2006, Hughes relatou em seu estudo que a técnica
da RQ-PCR permite uma medida precisa do total de células
leucémicas e do grau no qual os transcritos BCR/ABL sao
reduzidos pela terapia, correlacionando com a progressdo
de sobrevida®?.

Em um estudo de Lemos et al.“?, foram acompanhados
22 pacientes com LMC durante o tratamento com M,
sendo que 68% da fase cronica, 23% da fase acelerada
e 9% da crise blastica. As coletas de sangue periférico e
medula éssea foram realizadas no dia zero do tratamento,
3 meses e 6 meses ap6s o inicio. A expressao de BCR/ABL
no terceiro més obteve um discreto aumento em relagcao
ao dia zero, mas ocorreu um significativo decréscimo apds
o0 sexto més. Mais de 73% dos pacientes obtiveram um
decréscimo de 80% da expressdo de BCR/ABL, e apenas
27% dos pacientes obtiveram aumento dos transcritos.
Nesses 27%, especula-se que tenham ocorrido mutacdes
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na tirosinocinase BCR/ABL associadas a resisténcia ao MI.
Foram realizadas analises entre os transcritos B2A2 e B3A2,
sendo encontrada uma diferenca estatisticamente signifi-
cativa entre os niveis de expressdo dos transcritos B2A2
e B3A2 ap6s o sexto més, onde a reducédo dos niveis de
BCR/ABL ocorreu preferencialmente nos pacientes com os
transcritos B2A2¢0,

Os diferentes transcritos de BCR/ABL estdo submetidos
a investigacdes na sua funcdo como fator de prognéstico
na sobrevida e sua correlacdo com os aspectos clinicos
da LMC®9,_ Alguns pesquisadores apontam funcdes ainda
controversas®?, e outros acreditam que diferentes trans-
critos ndo possuem valor progndstico ou correlagdo com
caracteristicas clinicas®* ®®. Entretanto, parece claro que o
transcrito B3A2 estd associado com um aumento da conta-
gem de plaquetas, o que pode indicar uma influéncia deste
transcrito na trombocitopoiese* 2%, apesar de faltar uma
correlagédo com o progndstico®®.

Discussao e conclusao

Desde a introdugdo, na segunda metade dos anos 1990,
a técnica da RQ-PCR tem sido rapidamente implantada para
os estudos da DRM em pacientes tratados com malignida-
des hematoldgicas. A avaliacdo da DRM por RQ-PCR marca
a possibilidade de detectar a recaida em muitos pacientes,
promovendo a possibilidade de uma nova modalidade de
tratamento®. A sensibilidade do método RQ-PCR, segundo
Mensink em 1998, é a deteccdo de uma célula leucémica
em 10° células normais. Porém, em 1999, um estudo de
Branford mostrou a detec¢do de uma célula leucémica em

10° ou 106 células normais. Esse nimero foi confirmado
em um estudo posterior, em 2005, por Goldman(® '3 25 46),
Atualmente, essa sensibilidade é considerada, aproxima-
damente, mil vezes maior do que o limite de deteccdo dos
outros métodos'?.

A quantificacdo dos transcritos de BCR/ABL permite um
acompanhamento adequado da evolugéo e eficacia do tra-
tamento, permitindo monitorar mudancas que possam levar
a uma possivel recidiva da doenca. A RQ-PCR demonstra
ser a tecnologia de escolha para esta finalidade, uma vez
que fornece resultados quantitativos de maneira legitima
e permite avaliar a evolucdo dos transcritos de BCR/ABL
durante o curso da doenca®.

A RQ-PCR é rapida, precisa, exata e sensivel para a
quantificacdo do BCR/ABL no sangue periférico® 5* D, O
ensaio é considerado de alta reprodutibilidade, combinado
com a sensibilidade, precisdo e ampla dinamica e, ainda,
confiavel alcance de quantificacéo. E o método preferido
para monitoracdo da DRM e tratamento da resposta a
terapia em pacientes com LMC® 1819, 29, 54, 61),

A RQ-PCR tem como vantagem ser facilmente padroni-
zada, e em breve devera ser implantada na rotina clinica,
ndo apenas no acompanhamento do tratamento da LMC,
mas também nas demais leucemias que apresentam mar-
cadores moleculares reconhecidos®.
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