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RESUMO: A deteccdo precoce de recaida pés-transplante de medula 6ssea é essencial
para o sucesso das intervengdes terapéuticas, como a infusdo de linfécitos do doador. Na pri-
meira parte desta revisdo, sao discutidos os principais métodos de deteccdo de doenca residual
minima em pacientes transplantados para neoplasias hematolégicas: citogenética convencio-
nal, hibridizacdo “in situ” e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Na segunda parte, é discuti-
da a aplicagdo desses métodos em pacientes transplantados para leucemia mieléide cronica
ou leucemia aguda. Finalmente, avalia-se a andlise de quimerismo pdés-transplante, como
método de deteccdo de doenca residual minima.

UNITERMOS: Transplante de Medula Ossea. Neoplasia Residual.

1. INTRODUCAO sendo que um tumor letal € apenas 3 logs maior, ou
seja, contém em torno de'#@élulas. A quimiotera-
Apesar dos significativos avangos obtidos ngia elimina as células tumorais em fragdes do niUmero
tratamento das neoplasias hematolédgicas com o trarnstal de células, ou seja, elimina 90% ou 99% ou 99,99%
plante de medula éssea, a recaida da doenga pos-tratess células. Supondo um tumor dé't@lulas ao diag-
plante continua sendo um empecilho importante par&stico, utilizando-se um quimioterapico com capaci-
a obtencdo da cuta Assim, métodos que possamdade de eliminar 99,99% das células, ainda restariam
detectar células tumorais residuais ou recaidas prect® células tumorais. O limite de deteccéo clinica de
ces, sem manifestagao clinica, tém sido empregadom tumor gira em torno de 16élulas, significando
amplamente na tentativa de se instituir a terapéuticpie o tumor residual com &6élulas, ndo seria de-
adequada o mais precocemente possivel. tectado, apesar do numero grande de células resi-
Uma primeira questédo importante refere-se duaidt). Desta maneira, torna-se fundamental o em-
definicdo de remissao, quando tratamos de neoplasirego de métodos mais sensiveis para que se possa
hematoldgicas. E sabido que, mesmo com redugddstectar nimero menor possivel de células. Assim,
significativas da massa tumoral, da ordem de 3 logdpenca residual minima (DRM) pode ser defini-
podemos ter ainda em torno dé® télulas tumorais da como o limite minimo de detecgdo de doen-
no organismo. Uma neoplasia com 1 cm (tumores rga, em pacientes em remissao clinica completa,
ramente detectaveis) contém em torno decélulas, quando avaliados pelos métodos disponivés
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2. METODOS PARA A DETECCAO DE Portanto, para que se possa utilizar tal método,
DOENCA RESIDUAL MINIMA (DRM) € preciso que a doencga tenha um marcador conhecido
_ ao diagnéstico. A vantagem da citogenética é que ela
O exame de rotina, normalmente empregadg ¢anaz de detectar alteragdes clonais, estruturais e
para a deteccao ou a definico de remissao em leugfingricas, e, quando presentes, mesmo em um ndme-
mias, € a analise morfolgica da medula 0ssea. Qs nequeno de células, apenas duas a trés metafases
criterios aceitos sao os de menos de 5% de blastgss, syficientes para determinar um clone neoplasi-
em medula ossea com a normalizagao do sangue Pell oytra vantagem é que a citogenética podera de-
férico. E um valor arbitrario, que pode, teoricament@e o giteracées clonais novas, ou seja, evolugdes
estar associado a uma concentragao de celulggais A desvantagem principal do método, como fer-
tumorais residuais de 00 exame n&o tem a capa-ramenta para a detecgéo de DRM, é sua baixa sensi-
cidade de prever a recaida, sendo apenas capazififjade e a necessidade de um preparado citogenético
diagnostica-la, quando ocorre. Outros exames Malgiequado (qualidade das metéfases), o que nem sem-
sensiveis, comum.ente uthadps, S&0 0s da_t cﬁogene} f é facil de se obter. Além disto, é preciso que um
convencional, a imunofenotipagem, a hibridiza¢ag,;mero grande de metéafases seja analisada para que
fluorescentein situ (FISH —fluorescent in situ go 15554 afirmar, com certeza, que néo ha células tu-
hibrydizatior) e os métodos moleculares, em espey g rais residuais. A necessidade de utilizar-se medula
cial o PCR polymerase chain reactignA Tabela | 5564 e ngo sangue periférico para essas andlises tam-
descreve a sensibilidade de cada um dos métodosiysm o torna um método mais invasivo.

Inicialmente, muito utilizada para a deteccdo de

Tabela | - Sensibilidade dos métodos de deteccdo recaida em pacientes submetidos a transplante de
de Doenca Residual Minima. medula 6ssea por leucemia mieldide crénica e para
avaliacdo de quimerismo pés-TMO, quando o pacien-

Método Sensibilidade & 9 P q . p
— te e o doador eram de sexo oposto, a citogenética con-
Citologia >% vencional foi quase que totalmente substituida por téc-
Citogenética Convencional 1-5% nicas mais sensiveis, como o FISH e métodos mole-
FISH 1% culares. Mas, mesmo assim, em pares de paciente-
Imunofenotipagem 0.1-1% dgador'tde se,>§'os opostﬁs (_adem dogtngas t/:gm altczra-
o 0,0001  0,1% ¢Oes citogenéticas conhecidas, a citogenética pode,

ainda, trazer informacdes e auxilio importantes.

2.2. Hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)

2.1. Citogenética convencional Tal método veio possibilitar a analise de cro-
AlteracBes citogenéticas ocorrem em até 709410ssomos em metafase e em intérfase, ndo necessi-

das leucemias mieldides agudas e em 80% dos cag@gdo obrigatoriamente de que as células estejam em
de leucemia linféide aguda. Nos casos de doengas mivisdo. E realizado através da hibridizacao do prepa-
loproliferativas e sindromes mielodisplasicas, a porceriado cromossdmico com sondas especificas, tanto para
tagem de casos com alteracdes cariotipicas é aintRgioes de quebra quanto para cromossomos inteiros.
mais elevada. A maioria dessas alteraces sdo recés sondas sdo, normalmente, marcadas com biotina
rentes e associadas a um tipo morfolégico e especifitl digoxigenina, que podem, entdo, ser detectados com
co de leucemia e, no caso das doencas mieloprolifer@nticorpos conjugados com corantes fluorescentes.
tivas, na verdade, o achado da alteracéo citogenétid?gra a deteccao de translocacdes, sao normalmente
normalmente, é essencial para a definicdo diagnéstitilizadas duas sondas, uma para cada cromossomo
ca. A andlise citogenética de rotina, no diagndstico d@nvolvido, marcadas com moléculas distintas para pro-
pacientes portadores de leucemias, principalmente €gzir cores diferentes (Figura 1).

leucemias agudas, define subgrupos progndsticos na A grande vantagem do FISH € a possibilidade
dependéncia da alteracdo cromossdmica encofftradefle se analisar um numero grande de células rapida-
Assim, estudos antigos ja demonstravam o desapaf@ente e de se identificar alteracoes estruturais por

cimento da alteragéo citogenética apés o tratamentd/82€s Néo vistas na citogenética convencional. Princi-
0 Seu reaparecimento com a recdida palmente na leucemia mieloide crbnica, justaposicdes
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2.3. Citometria de fluxo

Tal metodologia, que é capaz de detectar célu-
las residuais por meio de métodos imunoldgicos; mui-
to utilizada no diagnéstico de neoplasias hematologi-
cas, sempre teve o inconveniente, quando utilizado para
a deteccdo de DRM, de possuir numero limitado de
anticorpos capazes de identificar antigenos tumorais
especificos, o0 que se deve ao fato de a grande maioria
dos antigenos se expressarem também nas células nor-
mais. Apesar de o fendétipo das células tumorais ser
normalmente idéntico ao das células normais, algu-
mas células, principalmente aquelas com transloca-
¢Oes que produzem proteinas de fusdo, podem produ-
zir proteinas andémalas que podem servir de marcado-
res tumorais. Alguns anticorpos monoclonais contra
Figura 1: Deteccéo da translocacéo (9;22) por método de FISH. prOteinaS qUiméricaS jé— foram descr@os
A sonda que marca o cromossomo 9 aparece em vermelho As estratégias imunoldgicas, porém, até o mo-
(superior central) e a gue marca o cromossomo 22, em verde  antg 530 baseadas em marcagdes duplas ou triplas
(mediano direito). Na transloca¢do, ambos os sinais aparecem . . - .
unidos (Ph), enquanto o cromossomo identificado por “der 9" é o (dois ou trés antigenos ao mesmo tempo), a fim de se
produto ndo oncogénico da translocagéo reciproca. identificarem “fenétipos tumorais”. A expresséo dos
antigenos pode estar alterada tanto quantitativa quan-

. ] ] - to qualitativamente, ou de ambos os modos, possibili-
ber/abl ndo usuais podem ser identificadas com esggyqo dois tipos de andlises. A alteracdo qualitativa

metodo. As desvantagens consistem em ser um NMgsqe também diferenciar blastos normais de leucémi-
todo caro e na necessidade de se conhecer a altéigs. A informagéo, sem davida, mais importante quan-
¢ao subjacente e ter a disposicdo sondas especifig@stentamos detectar células residuais por imunofe-

para cada uma das alteragoes; sua sensibilidade €4gtipagem, é a do perfil fenotipico da célula neoplasica
lativamente baixa, em torno de 1 a 5%. Tem a limitasg giagnostic®.

¢do também de uma marcacéo inespecifica de fundo,  \Mesmo com a vantagem de poder dar resulta-
que resulta em proporgéo variavel de falsos positivoggs em pouco tempo (algumas horas), a citometria de
dependendo do sistema de deteccéo utilizado. TaRfyxo nso tem sido um método muito empregado para
bém os resultados falso-negativos, por hibridizacao ina'detecgao de DRM pds TNRD principalmente pela
ficaz®), explicam as discrepancias nos resultados olrixa sensibilidade e pela necessidade de se utilizar
tidos em diferentes laboratorios. Tem ainda a desvagima combinacédo de varios anticorpos a fim de ser
tagem adicional de n&o ser capaz, na maioria das \tpaz de detectar um fenétipo aberrante, algo que
zes, de identificar evolucGes clonais. exige uma capacitacdo técnica importante. Entretan-
Todos esses fatores devem ser sempre lembi@: na detecgéo de doenca residual minima para leu-
dos, ao considerarmos o FISH como método paracgmias agudas linfoides e mieldides apds quimiotera-
deteccdo de DRM. Mas, quando disponivel, certamenjga convencional, ele tem sido uma ferramenta Gtil de
pode e deve substituir a citogenética convencional implementacado diagnéstiy 12
deteccdo da DRM, lembrando que sua sensibilidade
pode chegar, no maximo, a 0,6%0 papel da 2.4. Polimerase Chain Reaction - PCR
citogenética nesta era molecular foi bem discutido em Entre os métodos moleculares, sem divida, o
uma revis&o de Harriséh na qual a autora ressalta amais sensivel é o capaz de amplificar material genéti-
importancia de se conhecerem as limitacGes e vanign, tanto DNA quanto RNA, a partir de sangue peri-
gens de cada método para poder utiliza-los em coférico ou MO, ou seja, 0 PCR. Outros métodos, como
junto. O fato de a metodologia do FISH estar sendg Southern blgtque ja foram utilizados no passado
aperfeicoada intensamente, para poder torna-lo cagara a detecgdo de DRM, foi abandonado, por se tra-
vez mais sensivel, devera, em breve, aproxima-lo desr de técnica extremamente trabalhosa, que requer
métodos moleculares. marcacao radioativa das sondas e tem baixa sensibili-
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dade (1 a 5%). Com o PCR, € possivel amplificar umapenas indicar a presenca ou auséncia de determina-
regido especifica do genoma, sendo preciso, para tdf alteracdo molecular, quantitativo, estimando a
conhecer, pelo menos, as regides proximas a regidoncentracdo de DNA ou o numero de sequéncias
de interesse para que se possam construir os iniciad@anscritas, no caso de RNA. A quantificagdo das
res da reagdo de amplificacdo, ou seja, ostgrs”.  sequéncias amplificadas pelo PCR pode ser realizada
Se a quebra na regido a ser estudada estiver localipar dois métodos principais: o0 PCR competitivo e o
da em uma regido pequena do gene, ela pode ser dml-time PCR No PCR competitivo, um competi-
tectada a partir da amplificacdo do DNA. Caso odor interno € preparado para cada gene que se queira
pontos de quebra estiverem dispersos por uma regiéstudar. A amostra e o competidor sdo amplificados
grande do DNA, é necessario que seja feita a ampha mesma reacdo e produzem sequéncias de tama-
ficacdo do gene ja transcrito, ou seja, RNA. Em umhos diferentes, que podem ser identificadas em uma
primeiro passo, é transcrito o RNA para cDNA coneletroforese em gel de agarose. Assim, conhecendo a
a transcriptase reversa e, em seguida, amplifica-seconcentracdo do competidor e fazendo reagcdes com
cDNA. O método é conhecido conRT-PCR diluicbes seriadas, a concentracdo da amostra podera
(reverse transcriptase PCRA reacdo pode, tam- ser estimad&). Oreal-time PCR*® tem como prin-
bém, ser feita em uma amplificagdo Unica com apeipio estimar a quantidade de produtos do PCR na
nas um par dprimers ou ser feita em dois passos demedida em que eles forem sendo sintetizados, dife-
amplificacéo, utilizando-se dois paresptamersdi- rentemente do PCR competitivo, que estima a con-
ferentes, o segundo par reconhecendo uma regido meentracdo do produto final da amplificagdo. A padro-
interna, tornando a reagédo mais especifica e mais senzacdo do PCR quantitativo e competitivo, com as
sivel (Figura 2). Com tal metodologia, conhecida comsuas diluicbes seriadas e a necessidade de um com-
nested PCRuma célula tumoral podera ser reconhepetidor, traz, por vezes, dificuldades metodoldgicas. O
cida entre 19a 1@ células normais. Sendo um méto-inconveniente deeal-time PCRé que necessita de
do extremamente sensivel, cautela méxima precisa gguipamento préprio que permita a deteccao de fluo-
tomada no laboratério para evitar contaminac¢des ggscéncia, equipamento ainda caro para poder se trans-
desta forma, evitar obter resultados falsos-positivosormar, apesar de seus excelentes resultados, em mé-
Assim, o PCR tem a desvantagem de necessitar tielo de escolha recomendado para todos os laborat6-
aparato laboratorial adequado e pessoal técnico treies. Mas, apesar das limitagbes de ambos os méto-
nado. Também é capaz de identificar, nas amplificatos, como o PCR quantitativo nos da informagdes mais
¢cOes rotineiras, apenas seqiiéncias ja conhecidas paracisas a respeito do numero de células tumorais re-
as quaiprimersestejam disponiveis. siduais e a cinética das mesmas, se estdo diminuindo
O PCR podera ser apermpslitativo, ou seja, ou aumentando em numernegcomenda-se que,

PCR Simples |
— -
Primer 1 Primer 2
Mested PCR |
—.. _‘—
P1 “ P2
P53 P4

Figura 2: Principio do PCR e do nested PCR. Veja o texto para maiores explicacées.
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para a avaliacdo de DRM, sejam empregados 3. SIGNIFICADO DA DRM NO PACIENTE
métodos quantitativos e ndo qualitativosEm va- SUBMETIDO A TRANSPLANTE DE ME-
rias situacdes, é sabido que a detec¢éo apenas quali-DULA OSSEA

tativa de sequiéncias andmalas pelo PCR, mesmo a

t(9;22) da LMC ou as translocagfes encontradas ndsl. O paciente com Leucemia Mieldide Croni-
leucemias mieldides agudas, como t(8;21), inv16, ca (LMC)

t(15;17) ou das leucemias linféides agudas t(4;11), pode T4 patologia constitui-se em um modelo clini-

ocorrer apos o TMO sem ter relacao direta com &, ge detecgsio e seguimento molecular de uma doen-

recaldﬁ. da | 2 micléide cron 422 neoplésica. Ela foi a primeira leucemia a qual foi
0 Caso da leucemia mielolde cronica € 0azqgociada uma alteracéo cromossémica especifica, o

- ! rﬁiéricos, o bcr/abl, no cromossomo 22, e o abl/bcr, no
detecgdo das m.esmas’ nas Ndlfer,enf[es fases d,o _tr%tr%'mossomo @). O bcr/abl é transcrito, na maioria
mento, tem trazido informagdes Uteis para o cllnlcodOS casos de LMC, em uma proteina de fusao de 210

Nas leucemias linfoides ajgudas, has quals Nao 0CYr -om atividade tirosinoquinase desregulada. Um
rem comumente alteragdes estruturais, o rearran

énico especifico, que o clone neoplasico a resen#eéa})tor prognostico muito importante na LMC € a dimi-
9 pe +d P pre ndicdo da carga tumoral que pode ser avaliada pela
pode ser utilizado como marcador tum@kaDs linf6- s , )

. . : resposta hematologica (nUmero de glébulos brancos),
citos, durante seu desenvolvimento, aproximam genes . o , . .

- C L resposta citogenética (nUmero de metafases Ph, posi-

das regices constante, variavel e junciojmhing), ivas, residuais) e pela resposta molecular. Todos os
a fim de produzir uma sequencia genica mais curt} éto,dos descritos ICr)lo item g séo, ou certarﬁente jafo
diferente de sua configuragdo néao rearranjada. Tm ’ J

rearranjo, VDJ, que € Unico para cada linfocito, podé‘?rg alq[_L(ij d'aj[ utlllza}dots n(;J segudlrr:en'to de pecl)uent,(is
entdo, ser utilizado como o marcador especifico d Ubmeldos a fransplante de meduia ossea. Us meto-

quela leucemia. Assim, podem ser construgiinsers 0s citogenéticos, convencionaisfd8H, mesmo com

ou sondas especificas para cada rearranjo VDJ e Ui Problemas metodologicos apontados acima baixa

lizados em fase de remisséo clinica para a detecgggnsmllldade, custo elevado e chance de resultados

de DRM. Esse método, porém, apesar de ter se Janto falsos-positivos quanto falsos-negativos, ainda

monstrado muito Gtil no seguimento de criancas coff™M Sido eémpregados na detec¢do de DRM. Porém, o
leucemia linféide agud®), é um método trabalhoso e valor da citogenética, como metodo capaz de detectar

exige que se construam sondaspaimers especifi- precocemente a presenca de DRM, é limitado nesta

. /
cos para cada paciefifé doenc& 22, , )
Com o desenvolvimento dos métodos molecu-
2.5. Conclusao lares, surgia a possibilidade de identificar quantidades

O aspecto mais importante, na avaliagéo dainimas de células tumorais residuais. Os primeiros
DRM, é lembrar que cada método de deteccio posdgsultados, porém, utilizando-se o PCR, que busca-
sua sensibilidade especifica, suas vantagens e stiR definir o significado da presenca de células tumo-
desvantagens, que devem ser consideradas pelo clfidiis residuais, em remissao clinica completa, foram
co que acompanha os pacientes, antes de guiar dpgonsistentéd®?4) As inconsisténcias encontradas
decisdo terapéutica na dependéncia de um ou oufgam devidas, principalmente, ao niumero pequeno de
resultado. Infelizmente, os estudos de avaliacdo @@sos e ao fato de os mesmos serem constituidos de
DRM, em sua maioria, S40 compostos por numergopulagdes muito distintas, tratamentos diversos e,
pequeno de casos utilizando-se sempre de uma puncipalmente, constituidos de diferentes protocolos
outra abordagem. Raros séo os trab&Adsue com- de amplificacéo do proprio PCR. Dois dos trabalhos
pararam, de forma sistematica, diferentes metodoléom maior nimero de casos, ambos publicados em
gias, trazendo uma dificuldade adicional na escolht995, foram os de Radich et®l.e de Pichert et &°.
de um ou outro método. Talvez o melhor seja consider@-primeiro avaliou 634 amostras colhidas entre trés e
los como métodos complementares e ndo substitutd89 meses pos-TMO de 346 pacientes. Os autores
uns dos outros, levando em consideracdo as vantdemonstraram que a positividade do bcr/abl até trés
gens de cada um. meses pds-TMO néo se correlacionava com a recai-
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da, ja se o PCR fosse positivo entre seis e 12 megdasdo a cautela do mesmo e afirmando que decisbes
p6s-TMO, era, estatisticamente, relacionado a recalinicas deveriam, sim, ser tomadas, tendo como base
ida. O risco relativo de recaida dos pacientes com P@RPCR quantitativo.
positivo era de 26,1. Pichert et al., analisando 480 A falta, porém, até o momento, de uma melhor
amostras de 92 pacientes, sendo 48 transplantes cpadronizacdo e, principalmente, uniformizagédo dos
deplecédo de células T e 44 sem deplecao, demonstpaetocolos de PCR quantitativo, ndo permite ainda que
ram, além do papel da doenca residual como fator de defina o limiar acima do qual pacientes com LMC
risco de recaida, também o papel imunolégico da redevam ser submetidos a terapéutica adicional. Mes-
¢ao enxerto-versus-leucemia: em 80% dos paciente® assim, algumas tentativas de estabelecer critérios
submetidos a deplegéo de células T, encontrava-séaseados no PCR ja foram publicd#&8. Com a
bcr/abl entre os meses seis e 24 pds-TMO, enquaritiroducéo deeal-time PCRtalvez tenhamos, nos proxi-
qgue, em apenas 25% dos transplantes realizados seras anos, uma melhor padronizagéo e definicdo para
deplecéo de células T, era identificada a DRM. Asa questéo crucial: o que significa manter células bcr/
sim, os métodos qualitativos, e mesmo os primeiragbl no organismo? Outro dado interessantelésar-
quantitativos, sugeriam que a positividade precoce pdgacdo de que pacientes que apresentér/abl
TMO nédo tinha relagdo direta com a rec&daA  pelo FISH muitos anos ap6s o TMO apresentam, por
importancia de andlises seriadas mais constantes @ezes, bcr/abl negativos pelo PER®), Esse fato po-
papel da deteccé@o precoce do bcr/abl em relacdodaria ser explicado pela presenca da alteracé@o estru-
recaida foi descrita por Olavarria et?l, que, estu- tural no DNA sem, porém, ocorrer transcricdo do
dando amostras a cada trés meses pds-TMO, demomgesmo para 0 RNA.
trou que a positividade, ja aos trés meses, quando ana-  Assim, ainda nao existe um numero aceito de
lisada por PCR quantitativo, tinha correlacao estatistéélulas residuais acima do qual se recomenda o trata-
camente significativa com recaida. mento do paciente. Podemos dizer, de forma geral,
Com a possibilidade de se tratarem as recaidgsando um método quantitativo de PCR é emprega-
p6s-TMO com infuséo de linfécitos do doa@¥rera  do, que: 1) pacientes que eram bcr/abl negativos e
necessario determinar, com seguranca e 0 mais ppassam a ser bcr/abl positivos devem receber trata-
cocemente possivel, a recaida, para obter a melhoento, 2) pacientes cujo nivel de transcri¢céo seja alto
resposta terapéutica. Métodos menos sensiveis, mefo fortes candidatos a recaida da doenca e, 3) na-
mo citogenéticos, quando detectam células tumoraigueles nos quais ha baixos niveis de transcri¢cdo, ou
muitas vezes, ndo propiciam intervencdes terapéutiveis que estejam diminuindo, o risco de recaida é
cas para evitar a recaida hematoldgica. Era, portangxtremamente baixo.
necessario utilizar os resultados de PCR para a toma- . )
da de decisdes clinicas. A discusséo da utilizagio do+ O Ppaciente com leucemia aguda
dados de PCR para a tomada de decisfes terapéuti- O papel da DRM, em criangas portadoras de
cas foi, assim, publicamente aventada em@9¥%e  leucemia linféide aguda, ja esta bem estabelecido na
suscitou ampla discusséo. Faderl ét®hpontaram literatura e varios trabalhos demonstraram sua rela-
vérios dos problemas metodoldgicos que envolviamdo com a recaida da doenca. Assim, ha, nesse
método diagnostico tdo sensivel, afirmando que, na Bubgrupo de pacientes, estudos extensos, empregan-
teratura, ainda ndo havia dados suficientes para de metodologia quantitatita“%) porém, em todos
dizer, com certeza, se doenca residual persistente esacasos, trata-se de avaliagdo pés-quimioterapia con-
capaz de predizer a recaida, e alertando para o risgencional. Pouco se sabe da avaliagdo p6s-TMO nes-
de se tomarem decisdes terapéuticas, baseando-sesagatologia e, em grande parte dos casos pediatricos,
resultado do PCR. Havia, na maioria dos estudos, ca-avaliagdo se d4 através do estudo de polimorfismos
S0s persistentemente positivos que néo recaiam. Cg@anéticos e avaliagdo de quimerismo, como discutido
métodos de quantificacdo cada vez mais sensiveis, pre@ item a seguir.
vavelmente nao restariam, em breve, pacientes PCR  Para o acompanhamento da leucemia mieldide
negativos e um limiar deveria ser definido, acima daguda, tanto infantil como em adulto, todos os méto-
qual a possibilidade de recaida devesse ser tratadadés acima descritos ja foram utilizados. O papel da
questéo levantada por Faderl e seus colaboradoresBlRM em leucemias mieldides agudas pés-TMO tam-
cebeu vérias resposfds?23) em sua maioria, refu- bém ainda é pouco conhecido. Em pacientes submeti-
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dos a quimioterapia convencional, algumas das tranB1S80 - GAAGACCACAGGAAAG). Essas sequén-
locagbes, como t(8;21), t(15;17) e inv16, ndo mostraias s&o herdadas como tragos mendelianos
ram, nos estudos iniciais, relagédo direta com recaidepdominantes. Muitas das regides sao disponiveis para
j& que, em muitos pacientes, detectava-se, por longestudo e, com uma associacdo de até seis regides,
anos, a translocagédo por métodos moleculares sefintualmente todos os pares de irmaos podenuser i
recaida da doenca. Trabalhos mais recentes e, printificados.
palmente, com a introdugéo deal-time PCR tam- A analise dos polimorfismos pode ser feita tan-
bém neste grupo de doengas, demonstraram quecapor Southern bloguanto por PCR, mas como o
quantificag@o mais acurada de células residuais tum8euthern blo# um método muito trabalhoso e que
rais parece ter significado prognéstf¢d°. requer uma quantidade de DNA consideravel, atual-
mente, na prética, todos os laboratorios usam o PCR

4. A ANALISE DO QUIMERISMO POS-TMO  Paratal fim.

COMO METODO PARA DETECCAO DE A questao a ser levantada, quando se utiliza o
DRM estudo de quimerismo como método de avaliagdo de

DRM, é saber se as células residuais do paciente sao

Ele nado é, na verdade, um método distinto, poisbrigatoriamente neoplésicas e qual a possibilidade de
pode ser realizado por diversos dos métodos acimecaida do paciente se ele se mantiver como quimera
descritos. Utilizam-se diferencas entre as células duista. Relatos de casos ja sugeriam que essa poderia
doador e do paciente para a identificacdo de populaer uma abordagem alternativa importante na deteccao
¢bes mistas (quimeras) em medula 6ssea ou sangleeDRM. Atualmente, a resposta a pergunta feita aci-
periférico. Fala-se emuimera completa quando ma ainda se encontra em aberto: alguns trabalhos con-
todas as células hematopoéticas p6s-TMO séo de asideram a avaliagdo do quimerismo método capaz de
gem do doador, eguimera mista ouparcial quan- detectar e predizer a recdfdd®, ja outros questio-
do persistem células do paciente junto com as célulaam o valor de tal abordagem ou preconizam que ela
recebidas do doador. Como nem todas as doengas ndeveria ser utilizada em conjunto com a detecgéo de
plasicas apresentam um marcador tumoral, comocélulas residuais tumoréis*”. Nos transplantes ndo
leucemia miel6ide crénica, outras diferencas genétimieloablativos, a quantificacdo do quimerismo pés-
cas entre doador e paciente podem ser utilizadas, nlBO tem guiado as decisdes terapéutf®asornan-
apenas para detectar a pega da medula 6ssea doadese, assim, nesse tipo de abordagem terapéutica es-
mas, também, para a identificacéo de células residuaiscifica, uma ferramenta fundamental de seguimen-
do paciente, possivelmente neoplasicas. to. A grande vantagem da deteccdo do quimerismo

As primeiras avaliacdes de quimerismo foramem relagéo a deteccéo de células tumorais residuais é
feitas pela identificagdo de antigenos eritrocitarios pajue, na primeira abordagem, partimos, normalmente,
métodos soroldgicos. Hoje, os dois métodos mais utilde DNA e ndo RNA como substrato, tornando-o um
zados para tal fim sdo a hibridizagadsitucom son- meétodo mais simples do que o das rea¢des de identifi-
das sexo-especificas (cromossomos X e Y) e os méacao de transloca¢des que sdo, em sua maioria, ba-
todos moleculares que identificam polimorfismosseados no RT-PCR.
génicos, os chamados VNTRgafiable number of
ta’ndem rgpea)sA hibridizagaan situ',obviamente, 5. CONCLUSOES
s6 podera ser utilizada, quando paciente e doador sao
de sexos opostos. A literatura é repleta de trabalhos que buscam

A analise de VNTR's, que sédo regides repedefinir as melhores estratégias e os métodos mais sen-
titivas nogenoma humano, baseia-se no fato de qusveis para a deteccdo de DRM, buscando, desta ma-
essas repeticbes podem ocorrer em nimero distineira, identificar, de forma mais precoce e com a mai-
to, mesmo entre irmaos HLA idénticos. Essas reor sensibilidade possivel, a recaida ou a permanéncia
peticbespodem ser compostas por “microssatélites”de células tumorais residuais pés-TMO. Infelizmen-
guando conjuntos de dois a oito pares de basés os trabalhos, em sua maioria, constituem-se de
nitrogenadas do DNA estédo repetidos (por excasuisticas pequenas, de populagdes heterogéneas e
CACACA) ou por “minissatélites” compostos metodologias distintas, o que tem dificultado, sobre-
por repeticdes de oito a 50 pares de bases (por exmaneira, a comparacao e a definicdo de qual limite de
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deteccdo deva ser empregado para tratar-se o paaié o momento, os varios métodos de deteccédo de
ente. A busca de métodos cada vez mais sensivdliRM devem ser compreendidos como complemen-
possivelmente, deixara de identificar, em breve, pdares entre si e a decisdo clinica precisa ser tomada,
cientes PCR negativos, tornando o significado do achkevando em consideragao os multiplos aspectos levan-
do do PCR positivo ainda mais questionavel. Assintados nesta reviséo.

SIMOES BP. Evaluation of minimal residual disease after bone marrow transplantation. Medicina, Ribeir&o
Preto, 33: 433-442, oct./dec. 2000.

ABSTRACT: Early detection of relapse after bone marrow transplantation is essential for the
success of therapeutic approaches such as donor lymphocyte infusions. In the first part of this
review we discuss methods to detect minimal residual disease in patients transplanted with
hematological neoplasms: conventional cytogenetics, in situ hydridization and polymerase chain
reaction. In the second part, application of these methods for patients transplanted with chronic
myelogenous leukemia or acute leukemias is discussed. Finally, chimerism analysis is evaluated
as a method to detect minimal residual disease.

UNITERMS: Bone Marrow Transplantation. Neoplasm, Residual.
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