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RESUMO 
 

TATAKIHARA, Roberto Iemitsu. Possíveis implicações da lactato desidrogenase e 
presença do transcrito Bcr-Abl em pacientes com leucemia mielóide crônica 
submetidos à quimioterapia. Trabalho de Dissertação de Mestrado – Programa de 
Mestrado em Patologia Experimental, Departamento de Ciências Patológicas, Centro de 
Ciências Biológicas (CCB) – Universidade Estadual de Londrina (UEL), 2009. 

 

As leucemias são caracterizadas pelo acúmulo de leucócitos malignos na medula 
óssea e no sangue. Uma das principais características das malignidades hematológicas 
é a alta freqüência de translocações cromossomais. A grande maioria dos pacientes 
com leucemia mielóide crônica (LMC) apresenta transcrições de Bcr-Abl com 
junções do tipo b2a2 ou b3a2. O (NO) é considerado importante mediador citotóxico 
de células imunes efetoras ativadas, sendo capaz de destruir patógenos e células 
tumorais. Embora o NO seja potencialmente tóxico, a toxicidade se faz presente 
particularmente em situações de estresse oxidativo, geração de intermediários do 
oxigênio e deficiência do sistema antioxidante. O LDH é considerado um marcador 
biquímico comum para crescimento tumoral e glicólise anaeróbica e é um fator 
prognóstico ruim para leucemia mieloide aguda. Portanto, o presente trabalho teve 
por objetivo avaliar a concentração de nitritos e LDH no plasma e os transcritos Bcr-
Abl de pacientes com leucemia mielóide crônica e indivíduos controle. Foram 
analisados 22 pacientes comprovadamente diagnosticados com LMC e 56 doadores 
saudáveis. As amostras coletadas foram submetidas aos métodos citoquímicos 
(Coloração Ácido Periódico-Schiff, Coloração de Peroxidase), aos métodos 
moleculares (Extração de RNA, Síntese de DNAc, Reação em Cadeia da Polimerase 
para β-actina e para o transcrito Bcr-Abl e aos métodos bioquímicos Determinação da 
Concentração de NO e da LDH. Verificou-se que a maior parte dos pacientes 
apresentava idade entre 20 a 60 anos e os valores de média e mediana entre os grupos 
foram semelhantes. A média para o controle foi de 53,39 (mediana = 51,5) e 49,09 
(mediana 45,5) para o grupo dos pacientes. O grupo étnico predominante dos grupos 
analisados foi o caucasóide. Em relação ao sexo, a maior parte do grupo controle era 
do sexo feminino, e no grupo dos pacientes não houve predominância. A 
concentração de NO não diferiu entre pacientes com LMC e indivíduos saudáveis. 
Entretanto, a concentração de LDH no plasma foi maior em pacientes com LMC. 
Todos os pacientes com LMC do presente estudo estavam sob tratamento, e ainda 
assim, 4 pacientes apresentaram o transcrito Bcr-Abl (b3a2) no sangue periférico. 
Embora não tenha ocorrido alteração em nível de NO, 2 destes 4 pacientes  
apresentaram os maiores valores de LDH (486 U/L  e 589 U/L). Desse modo, apesar 
do estudo ter sido realizado com pequeno número de amostras, pode-se sugerir uma 
alteração de terapia para os 2 pacientes que apresentaram o transcrito b3a2 no sangue 
periférico e cuja concentração de LDH estava elevado, a fim de se obter um melhor 
prognóstico para a doença. 

 

Palavras chaves: leucemia mielóide crônica, óxido nítrico, desidrogenase lática. 



 
 

ABSTRACT 

 
TATAKIHARA, Roberto Iemitsu. Possible implications of lactate dehydrogenase 
and Bcr-Abl transcripts presence in chronic myeloid leukemia patients under 
chemotherapy. Trabalho de Dissertação de Mestrado – Programa de Mestrado em 
Patologia Experimental, Departamento de Ciências Patológicas, Centro de Ciências 
Biológicas (CCB) – Universidade Estadual de Londrina (UEL), 2009. 

 

The leukemias are characterized by the accumulation of malignant white blood cells in 
bone marrow and blood. One of the main features of hematologic malignancies is the 
high frequency of chromosomal translocations. The vast majority of patients with 
chronic myeloid leukemia (CML) present Bcr-Abl transcripts as b2a2 or b3a2. Nitric 
oxide (NO) is considered important mediator of cytotoxic in the activated immune 
effector cells, being able to destroy tumor cells and pathogens. Although NO is 
potentially toxic, toxicity is present particularly in situations of oxidative stress, 
generation of intermediate oxygen and deficiency of the antioxidant system. The LDH 
is considered a biochemical marker common for tumor growth and anaerobic glycolysis 
and is a poor prognostic factor for acute myeloid leukemia. Therefore, this study aimed 
to evaluate the concentration of NO trough nitrite concentration and LDH in plasma and 
the Bcr-Abl transcripts in patients with chronic myeloid leukemia and normal subjects. 
We analyzed 22 patients diagnosed with CML demonstrably and 56 healthy donors. The 
samples were subjected to cytochemistry methods (Periodic acid-Schiff staining, 
staining of Peroxidase), the molecular methods (extraction of RNA, Summary of 
DNAC, Polymerase Chain Reaction for β-actin and the transcript Bcr-Abl) and 
biochemical methods determination of the concentration of NO and LDH. It was found 
that most patients were aged 20 to 60 years and the mean and median values between 
groups were similar. The average for the control was 53.39 (median = 51.5) and 49.09 
(median 45.5) for the group of patients. The predominant ethnic group was the 
Caucasian. In relation to gender, most of the control group was composed of females 
and the group of patients the values was similar. The concentration of NO did not differ 
between CML patients and healthy subjects. However, the concentration of LDH in 
plasma was higher in patients with CML. All patients with CML in this study were 
under treatment, and still, 4 patients had the transcript BCR-ABL (b3a2) in peripheral 
blood. Although there was no change in levels of NO, 2 of 4 patients showed higher 
LDH (486 U/L and 589 U/L). Thus, although the study has been conducted with small 
numbers of samples, it is possible suggest alteration of therapy for 2 patients who 
presented the transcript b3a2 the periphery and whose concentration of LDH was high 
in order to improve the disease 
 
Keywords:  chronic myeloid leukemia, nitric oxide, lactate dehydrogenase. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

1.1. Leucemias 
 
 

As leucemias são um grupo de doenças caracterizadas pelo acúmulo 

de leucócitos malignos na medula óssea e no sangue. Estas células anormais causam 

sintomas associados à falência medular, provocando anemias, neutropenia e 

trombocitopenia, e a infiltração de órgãos, como fígado, baço, linfonodos, meninges, 

cérebro, pele. A transformação maligna ocorre como resultado de mutações genéticas 

em dois grandes grupos de genes: os oncogenes e os genes supressores de tumor 

(Hoffbrand e Pettit, 1993).  

Os oncogenes originam-se de mutações com ganho de função em 

genes de células normais, chamados proto-oncogenes, os quais estão envolvidos em 

inúmeros processos celulares importantes, mais freqüentemente nas vias em que um 

sinal externo é enviado para o núcleo celular, modulando a ativação de genes. As 

alterações provocadas no genoma podem surgir a partir de mutações, translocações ou 

duplicações. Uma das principais características das malignidades hematológicas é uma 

alta freqüência de translocações cromossomais (Hoffbrand e Pettit, 1993).  

Durante a última década, avanços têm ocorrido na elucidação de 

algumas alterações moleculares primordiais que levam à leucemia. As implicações 

terapêuticas relacionadas aos conhecimentos detalhados da transdução de sinal em 

células malignas, têm proposto mesilato de imatinib (Glivec®) como  tratamento da 

leucemia mielóide crônica. Por conseguinte, talvez menos atenção tenha sido 

direcionada ao papel do microambiente hematopoiético na iniciação e progressão da 

leucemia (Giles et al., 2002). 
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1.2. Leucemia Mielóide Crônica 
 
 

A leucemia mielóide crônica (LMC) é caracterizada pela liberação de células 

prematuras da medula e intenso acúmulo de células mielóides maduras e imaturas no 

sangue, no baço e na medula, tendo como causa a translocação t(9,22) (q34; q11) 

designada como cromossomo Filadélfia, o qual constitui o marcador citogenético da 

LMC (Salgia et al., 1999). A LMC foi a primeira doença maligna claramente 

relacionada a uma anormalidade genética, uma translocação cromossômica conhecida 

como cromossomo Filadélfia. Esta anormalidade cromossômica é chamada assim por 

que foi descoberta e pela primeira vez descrita em 1960 por dois cientistas da Filadélfia 

e Pensilvânia: Peter Nowell da Universidade da Pensilvânia e David Hungerford do Fox 

Chase Cancer Center (Nowell, 2007). 

Esta translocação origina um gene quimérico o qual codifica uma 

oncoproteína Bcr-Abl, que possui atividade tirosina quinase desregulada. A expressão 

de Bcr-Abl em células hematopoiéticas induz a inibição da apoptose, independência de 

fatores de crescimento, alterações nas interações célula-célula e célula-matriz, e 

leucemogênese. Devido à atividade anti-apoptótica deste oncogene, células que 

expressam Bcr-Abl são altamente resistentes a agentes quimioterápicos (Fernandez-

Luna, 2000). Na LMC, as moléculas de RNA mensageiro (RNAm) transcritas a partir 

do gene Bcr-Abl, usualmente contêm diferentes tipos de junções, dependendo do sítio 

de quebra (breakpoint) no cromossomo 22. A relação entre o tipo de rearranjo Bcr-Abl 

e o fenótipo hematológico de leucemias Filadélfia positivas (Ph+) tem sido questionado 

por diferentes grupos de pesquisa, uma vez que resultados conflitantes foram 

publicados (Saglio et al., 1996; Meissner et al., 1999). 
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A grande maioria dos pacientes com LMC apresentam transcrições de Bcr-

Abl com junções do tipo b2a2 ou b3a2. Devido aos processos de splicing alternativo, 

que são aparentemente influenciados por polimorfismo em regiões intrônicas e 

exontrônicas de DNA, os dois tipos de transcrição podem ser detectados quer no 

singular ou até mesmo simultaneamente (Branford et al., 2002; Meissner et al., 1998; 

Millot et al., 2005; Saussele et al., 2000). Outras e menos comuns transcrições como 

b2a3, b3a3, e1a2 pode também ser verificadas em função de um ponto de quebra fora 

do M-BCR. Os transcritos RNAm são posteriormente traduzidos em proteínas 

quiméricas com aumento da atividade de tirosina quinase. A proliferação causa 

produção clonal de uma ou várias linhagens de células hematopoiéticas com relativa 

normalidade e maturação (Sawyers, 1999). 

No passado, muitos estudos em pacientes adultos com LMC tentaram 

identificar o impacto da variação do tipo específico de transcritos (b2a2 ou b3a2) sobre 

os achados clínicos presentes no tempo de diagnóstico (como por exemplo, na 

contagem de células brancas do sangue e plaquetas) ou nos parâmetros de prognóstico 

(como por exemplo, na duração da fase crônica). No entanto, durante os últimos 15 

anos esses estudos levaram a resultados controversos, com exceção feita em vários 

relatos que confirmam que a expressão do transcrito b3a2 é acompanhada por 

significativo aumento na contagem de plaquetas (Bianchi et al., 1995; Inokuchi et al., 

1991 ; Perego et al., 2000). 

A LMC classifica-se como uma das doenças mieloproliferativas, juntamente 

com a Policitemia Vera, a Trombocitemia Essencial e a Metaplasia Mielóide (Negrin, 

2000). A proliferação celular pode ser regulada direta ou indiretamente. Diretamente 

através de um mecanismo que determina se a célula passa o ponto de restrição, ou 

"inicia" o ciclo de divisão celular; ou indiretamente, por exemplo, através da regulação 
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do comprometimento à diferenciação total ou à morte celular programada. Em qualquer 

um dos casos, os genes regulatórios normais podem ser classificados naqueles em que 

os produtos contribuem para estimular um aumento no número de células e naqueles 

que contribuem para sua inibição.  

Existem duas rotas de mutação em direção à proliferação incontrolada da 

célula e capacidade de invasão que são características do câncer. A primeira é para 

tornar um gene estimulatório hiperativo: este tipo de mutação possui um efeito 

dominante - somente uma das duas cópias dos genes necessita sofrer mudanças - e o 

gene alterado é chamado de oncogene (o alelo normal sendo um proto-oncogene).  

A segunda é para fazer um gene inibitório inativo: este tipo de mutação 

geralmente possui um efeito recessivo, onde ambas as cópias do gene devem ser 

inativadas ou deletadas para liberar a célula da inibição - e o gene perdido é chamado 

gene supressor do tumor. Os genes mutantes com efeito dominante - isto é, os 

oncogenes - podem ser identificados diretamente extraindo o DNA das células 

tumorais e pesquisando os seus fragmentos que, introduzidos em células normais, irão 

causar o comportamento semelhante a uma célula tumoral (Alberts et al., 1997; 

Cooper, 1997). 

A presença do gene Bcr-Abl e a formação do seu produto final é 

provavelmente a causa da LMC. Entretanto, o cromossomo Filadélfia não é restrito à 

LMC. Aproximadamente 5% das crianças (Russo et al., 1991) e 25% (Sandberg, 1986) 

dos adultos com leucemia linfóide aguda (LLA) apresentam esta translocação. Existem 

também relatos de casos de leucemia mielóide aguda e leucemia não linfocítica aguda 

com a translocação Filadélfia.   
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O gene Bcr-Abl dá origem a uma tirosina quinase constitutivamente ativa e 

algumas drogas têm como alvo inibir esta tirosina quinase, incluindo mesilato de 

imatinib (Jorgensen e Holyoake, 2007). Ocorre principalmente em indivíduos acima 

dos 40 anos de idade, embora ocasionalmente afete jovens e crianças (somente 2 a 3% 

das leucemias infantis são do tipo mielóide crônica) (Morrison, 1994). 

Durante o curso variável e instável da fase crônica, um aumento de dez a cem 

vezes pode ser observado no número de granulócitos no sangue periférico, resultando, 

por vezes, em esplenomegalia acentuada. Embora a hiperplasia granulocítica na LMC 

possa ser considerada o primeiro passo na transformação maligna, as células 

leucêmicas são morfologicamente e funcionalmente difíceis de distinguir das células 

normais (Pasternak et al., 1998). 

Pouco menos de 5% de blastos e promielócitos são observados na medula 

óssea e no sangue, e em alguns casos, basofilia e trombocitose estão associados. Os 

indivíduos geralmente apresentam sintomas leves, como mal-estar, fadiga, perda de 

peso, cefaléia, plenitude pós-prandial e desconforto no hipocôndrio esquerdo. Além 

disso, costumam apresentar elevada responsividade aos tratamentos convencionais 

(Hoffbrand e Pettit, 1993). 

No mielograma é possível observar hipercelularidade com hiperplasia 

granulocítica e megacariocítica, embora muitas vezes outras alterações estejam 

presentes (Morrison, 1994). 

Células imaturas surgem na circulação na fase acelerada, mantendo a 

contagem de leucócitos acima dos 20.000/μL, com esplenomegalia crescente, 

hepatomegalia, infiltração de linfonodos, da pele, dos ossos e de outros tecidos. Com o 

desenvolvimento de anemia e/ou trombocitopenia, os sintomas tornam-se mais 
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acentuados, e mais resistentes à terapêutica e cerca de 15% dos pacientes entram nesta 

fase (Saweyrs, 2004). 

Os blastos no sangue periférico indicam progressão da doença. Estas células 

que substituem os granulócitos normais representam um subclone demonstrando novas 

características, como outras anormalidades cromossômicas, além do cromossomo 

Filadélfia, as quais podem ser observadas na fase acelerada e na crise blástica 

(Pasternak et al., 1998). 

Na crise blástica, que pode ser abrupta ou precedida pela fase acelerada, o 

quadro clínico assemelha-se ao da leucemia aguda, sendo comumente refratária ao 

tratamento. Aproximadamente 30% de células blásticas se encontram na medula óssea 

e/ou no sangue periférico, com presença de neutrófilos, e eosinófilos em maior 

quantidade. O total de basófilos pode subir para 20% e o paciente desenvolve 

trombocitopenia (Talpaz et al., 2002). As células blásticas freqüentemente invadem 

outros tecidos e órgãos (Hoffbrand e Pettit, 1993). Por punção medular observa-se 

hipercelularidade com hiperplasia mielóide, numa relação mielóide/eritróide de 15/1 a 

20/1. 

 

1.3. Função biológica do óxido nítrico (NO) 
 

O óxido nítrico (NO) constitui uma das menores e mais simples moléculas 

biossintetizadas (Morrison et al., 1994). O NO é um radical livre, gasoso, inorgânico, 

incolor, que possui sete elétrons do nitrogênio e oito do oxigênio, tendo um elétron 

desemparelhado (Beckman et al., 1996). 

O reconhecimento da importância do NO como molécula envolvida no sistema 

biológico foi na década de 80 quando era considerado apenas membro de uma família 
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de poluentes ambientais indesejáveis e carcinógenos potenciais (James 1995). Estudos 

verificaram o papel do endotélio vascular no processo de relaxamento do vaso 

sangüíneo e observaram a ação de alguns vasodilatadores, como a acetilcolina que age 

liberando um fator essencial para o relaxamento vascular (endothelial-derivated 

relaxing factor - EDRF) (Furchgott & Zawadzki, 1980). Alguns anos mais tarde, foram 

demonstrados que este composto era idêntico ao NO (Palmer et al., 1987; Moncada et 

al., 1988).  

Na década de 70 Katsuki et al., (1977) e Schultz et al., (1977) tentavam buscar 

uma explicação científica para uma conduta terapêutica introduzida, empiricamente, 

pela medicina chinesa há mais de cem anos. Tratava-se do uso de nitratos orgânicos e de 

nitroglicerina como tratamento da angina pectoris, da insuficiência cardíaca congestiva, 

da hipertensão pulmonar e de outras complicações vasculares. A resposta para esta 

investigação veio anos depois onde concluíram que nitratos orgânicos induzem a um 

aumento dos níveis de GMPc dependente da dose e que estes compostos eram, a 

princípio, inativos, mas sua metabolização resultava na produção de NO. 

Posteriormente, esses investigadores concluíram que o NO era a molécula efetora 

comum a todos os nitrovasodilatadores, que resultava na dilatação das artérias 

coronárias, melhorava o suprimento sangüíneo ao coração e, conseqüentemente, 

aliviava os sintomas.  

Katsuki et al. (1977) demonstraram que o mecanismo pelo qual estes compostos 

causavam vasodilatação envolvia a ativação da enzima guanilato ciclase (GC), mediada 

por NO, e o conseqüente acúmulo de GMPc. Neste contexto, estabeleceu-se a 

importância do NO, exógeno ou endógeno, no processo de relaxamento vascular.  

Schmidt e Walter (1994) relataram que no início do século foi sugerido que os 

mamíferos produziam óxidos de nitrogênio, e foi demonstrado que a quantidade 
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eliminada destes compostos excedia a quantidade ingerida, porém este relato foi 

ignorado até a década de 70. Snyder e Bredt em 1992 relataram que o organismo 

humano era capaz de converter nitrato (NO3
-) e nitrito (NO2

-) da dieta em nitrosaminas 

carcinogênicas, após a reação do NO2
- com aminas. 

  Em 1989, foi confirmada a produção de óxido nítrico no sistema nervoso (Bredt 

e Snyder 1989; Knowles et al., 1989) e foi isolada do cerebelo de rato e purificada uma 

isoforma da enzima responsável pela formação de NO, a óxido nítrico sintase (NOS) 

Efeitos tóxicos sobre as células podem ocorrer a partir da oxidação de 

componentes celulares como tióis, cofatores enzimáticos, proteínas, nucleotídeos e 

lipídeos, principalmente ácidos graxos poliinsaturados (AGPI), mediada por substâncias 

reativas de oxigênio (ROS) e substâncias reativas de nitrogênio (RNS), conhecidas 

como radicais livres (Giller e Singler, 1995; Romero et al., 1998). 

Burkitt e Raafat (2006) através de estudos relacionados à produção de NO e 

implicações em desordens mieloproliferativas, sugeriram que a hidroxiuréia, utilizada 

na quimoterapia, pode induzir mutações em células de cultura, resultado este, 

proveniente da produção de dióxido de nitrogênio via auto-oxidação do NO, o qual é 

produto do metabolismo da hidroxiuréia. Os autores ressaltam que este processo é 

peculiar de experimentos in vitro.  

A determinação laboratorial do NO é complexa, e a caracterização de ativadores 

e inibidores específicos da síntese de NO constitui o novo desafio para o entendimento e 

o tratamento de várias doenças. O óxido nitrico é um mediador gasoso difundível 

originado da L-arginina através da óxido nítrico sintase  induzível e constitutivo. Tem 

sido associado com efeitos citotóxicos. Células inflamatórias de Langerhans podem 

expressar a forma induzível de óxido nítrico sintase e produzir elevada quantidade de 

NO (Iuga et al., 2004). 
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O NO, dependendo do sistema a ser analisado pode ser às vezes benéfico e 

outras vezes, prejudicial ao organismo. Pode estar envolvido no relaxamento vascular e 

tem um papel de grande importância na proteção do vaso sangüíneo. Possui, ainda, um 

papel como mensageiro/modulador em diversos processos biológicos essenciais. 

Embora o NO seja potencialmente tóxico, a toxicidade se faz presente particularmente 

em situações de estresse oxidativo, geração de intermediários do oxigênio e deficiência 

do sistema antioxidante. O NO é considerado importante mediador citotóxico de células 

imunes efetoras ativadas, sendo capaz de destruir patógenos e células tumorais (Dusse 

et al, 2003).  

 

1.4. Desidrogenase láctica (LDH) 
 

A desidrogenase láctica (LDH) tem sido identificada como um determinante de 

prognóstico no acompanhamento de pacientes com síndromes mielodisplásicas. O 

aumento da concentração desta enzima está associado com o aumento da probabilidade 

de evolução para leucemia mielóide aguda e diminuição da probabilidade de sobrevida 

(Wimazal et al., 2008; Teng et al., 2006). 

Níveis de LDH são preditivos no prognóstico em diversos neoplasias como 

tumores de células germinativas (von Eyben et al., 2001), linfomas não-Hodgkin (Solal-

Celigny et al., 2004) e câncer de pulmão de pequenas células (Lassen et al., 1999). 

Outros estudos demonstram o valor preditivo e adverso de altos níveis de LDH antes de 

transplantes autólogos de células troncos em linfomas não-Hodgkin (Bolwell et al., 

2002; Copelan et al., 2000). Recentemente, um aumento nos níveis de LDH demonstrou 

uma influência negativa sobre a sobrevivência, seguida de uma intensa redução de 
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células tronco após transplante alogênico em uma população heterogênea de pacientes 

dos quais 30% eram acometidos por leucemia aguda (Mehta et al., 2006).  

Kalaycio et al. (2007) sugerem que elevados níveis de LDH independentemente 

podem indicar um mau prognóstico após TMO alogênico para LMA. A LDH não tem 

sido previamente verificada como um potencial fator de risco após transplante de 

medula óssea (TMO) na LMA.  

Mielofibrose é uma desordem clonal mieloproliferativa caracterizada por 

esplenomegalia, fibrose da medula óssea e hematopoiese extramedular, dacriocitose, e 

esfregaço sanguíneo leucoblástico (Colovic et al., 1998a, Colovic et al., 1998b; Colovic 

et al., 1999; Hernandez et al., 1992). Entre 5% a 20% das pacientes com mielofibrose 

morrem de leucemia aguda, que pode apresentar qualquer subtipo morfológica ou 

imunofenotípica. Leucemias secundárias na mielofibrose freqüentemente apresentaram 

complicações no curso natural das doenças tratada com quimioterapia ou radioterapia 

(Colovic et al., 1998b). Jurisic et al. (2008) apresentaram caso atípico de transformação 

leucêmica em mielofibrose associada com lesões osteolíticas e TNF alfa e LDH 

elevados. 

Pacientes com mieloma múltiplo em estágio clínico avançado, com osteólise e 

LDH elevado apresentam diferença significativa no nível de TNF no soro quando 

comparado com o estágio inicial na ausência de osteólise e com concentração de LDH 

normal.  

Fatores prognósticos de sobrevivência após transplante alogênico de medula 

óssea para leucemia mielóide aguda incluem idade, estado da doença e classificação de 

risco citogenético.  Níveis de LDH não têm sido avaliados como um fator de risco em 

potencial. Kalaycio et al. (2007) incluíram LDH na análise de fatores prognósticos para 
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sobrevida. Tem sido proposto que LDH com valores acima de 330U/L é fator de risco 

em relação à sobrevivência. 

Baseado nestes dados, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a 

concentração de nitritos e LDH no plasma de pacientes com leucemia mielóide crônica, 

em comparação com indivíduos normais (doadores de sangue), e a partir da análise dos 

transcritos Bcr-Abl, verificar possíveis implicações LDH e NO durante o tratamento. 
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JUSTIFICATIVA 

 

A leucemia mielóide crônica (LMC) é caracterizada pela liberação de células 

prematuras da medula e intenso acúmulo de células mielóides maduras e imaturas no 

sangue, no baço e na medula, tendo como causa a translocação t(9,22) designada como 

cromossomo Filadélfia, o qual constitui o marcador citogenético da LMC. Esta 

translocação origina um gene quimérico o qual codifica uma oncoproteína Bcr-Abl, que 

possui atividade tirosina quinase desregulada. Esta tirosina quinase é responsável por 

desregular funções celulares, inativando e ativando inúmeras vias de sinalização 

intracelulares, responsáveis pelo controle da proliferação e morte celular, além de 

promover defeitos nos elementos de adesão celular. 

A LDH tem sido identificada como um determinante de prognóstico no 

acompanhamento de pacientes com síndromes mielodisplásicas. O aumento da 

concentração desta enzima está associado com o aumento da probabilidade de evolução 

para leucemia mielóide aguda e diminuição da probabilidade de sobrevida.  

Considerado um segundo mensageiro intracelular, o NO apresenta implicações 

no controle da maquinaria transcricional e expressão gênica. O NO também é 

considerado importante mediador citotóxico de células imunes efetoras ativadas, sendo 

capaz de destruir patógenos e células tumorais. É possível que a via do NO possa 

desempenhar um papel crítico no tráfego de progenitores hematopoiéticos, levando 

também a um aumento na liberação da desidrogenase láctica, com isso contribuindo 

para a evolução do tumor e um mau prognóstico dos pacientes com LMC. 

Uma vez que, as células leucêmicas são de origem hematopoiética caracterizada 

pelo aumento de leucócitos no sangue periférico e presença do transcrito Bcr-Abl, 

muitos pacientes que não respondem à determinada quimioterapia poderiam apresentar 
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elevada concentração de LDH devido ao aumento de citotoxicidade celular causada pelo 

aumento de NO.  

Portanto, no presente trabalho, investigamos associação do aumento de NO e  

aumento de LDH  no sangue periférico  em pacientes submetidos à quimioterapia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

15

2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo geral 
 

Verificar possíveis implicações LDH e NO através da detecção do transcrito Bcr-Abl em 

pacientes com LMC submetidos à quimioterapia. 

  

2.2. Objetivos específicos 
 

 Avaliar o perfil etário e o sexo dos pacientes e doadores saudáveis, 

 Analisar o perfil étnico dos grupos analisados, 

 Demonstrar as análises citoquímicas em LMC, 

 Verificar a presença do transcrito Bcr-Abl em pacientes submetidos ao 

tratamento quimioterápico, 

 Avaliar a concentração de óxido nítrico (NO) através da dosagem de nitritos 

no plasma, 

 Avaliar a concentração de LDH no plasma dos indivíduos saudáveis e dos 

pacientes. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina, e está de acordo com a resolução 

196/96. Todos os doadores de amostras de sangue assinaram o termo de consentimento 

livre e esclarecido. 

 

3.1. População Alvo 
 
          Foram coletadas amostras de sangue periférico e de medula de 22 pacientes 

comprovadamente diagnosticados para leucemia mielóide crônica, provenientes do 

Instituto de Câncer de Londrina (ICL) e dos 56 indivíduos saudáveis, provenientes do 

Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Londrina.  

 

3.2. Amostra Biológica 
 

As amostras de sangue foram coletadas com tubos contendo o anticoagulante 

heparina (10g/dL). Realizou-se punção venosa (veia cefálica ou basílica) ou arterial 

(radial ou braquial), utilizando-se o sistema vacutainer.  

 

3.3. Coloração de MAYGRÜNWALD - GIEMSA 
 
            Para realizar a contracoloração da técnica de peroxidase utilizou-se a coloração 

de MayGrünwald Giemsa, o qual é composto de dois corantes separados, o corante de 

MayGrünwald e o corante de Giemsa. O corante de MayGrünwald é composto pela 

eosina azul de metileno e o corante de Giemsa (mistura de azur II – mistura equimolar 

de azur 1 e azul de metileno- e eosinato de azur II – corante formado pela combinação 
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equimolar de azur 1, azul de metileno e eosina amarelada). O MayGrünwald é um 

corante que tem afinidade pelo citoplasma, corando tanto estruturas básicas como 

ácidas. O Giemsa promove a coloração tanto do citoplasma como do núcleo, mas sua 

principal propriedade é a coloração de estruturas ácidas e básicas da cromatina.  

Os esfregaços realizados foram cobertos com o MayGrünwald por 3 minutos, 

em seguida, adicionou-se sobre as lâminas água destilada tamponada (pH 6,8 a 7,2)  por 

1 minuto. O corante de Giemsa foi preparado para uso, na proporção de uma gota do 

corante para cada 1 mL de água. Após o tempo de um minuto, desprezou-se a solução 

MayGrünwald e o material foi coberto com corante de Giemsa por 15 minutos. Após 

este tempo as lâminas foram lavadas em água corrente de modo abundante. 

 

3.4. MÉTODOS CITOQUÍMICOS 
 
 

3.4.1. Coloração Ácido Periódico-Schiff  -   PAS 
 
 
                 A coloração de PAS foi realizada conforme a técnica de McManus, 1946 

modificada (Hayhoe e Flemans, 1995). O reativo de Schiff é composto por 1,0 g de 

fucsina (Merck), 200 mL de água deionizada, 1,0 mL de ácido clorídrico concentrado - 

35 a 39% (Merck), 2,0 g de bissulfito de potássio- K2S2O5 (Merck).  200 mL de água 

deionizada foi aquecida até ebulição, e simultaneamente adicionou-se a fucsina. Após a 

dissolução da fucsina, resfriou-se a solução à 50ºC. Adicionou-se 1,0 mL de HCl 

concentrado, agitou-se, e logo após acrescentou-se o K2S2O5. Esta solução foi mantida 

ao abrigo da luz por 24 horas. Depois desse prazo, foi adicionado à solução 0,5 g de 

carvão ativado. Procedeu-se a filtração, obtendo-se um filtrado incolor e transparente. 

As soluções de ácido periódico (Merck) a 1%, verde de malaquita (Merck) a 

0,1% e solução sulfurosa foram preparadas no momento da utilização. Para o preparo da 



 
 

18

solução sulfurosa utilizou-se: 200 mL de água deionizada, 1g de K2S2O5 e 10 mL de 

HCl 1N. 

  Após o preparo da solução das soluções supracitadas realizou-se a coloração. Os 

esfregaços sangüíneos de medula foram submetidos à fixação com formol a 35% 

durante 10 minutos e depois lavados com álcool 70% por 30 segundos. Cobriram-se os 

esfregaços durante 10 minutos com a solução de ácido periódico a 1%. As lâminas 

foram lavadas com água destilada. Após a secagem do material cobriram-se os 

esfregaços com solução de Schiff por 50 minutos, em seguida colocou-se o material 

imerso em solução sulfurosa. Foram dados 3 banhos de 2 minutos cada e os esfregaços 

foram lavados em água destilada por 1 minuto. Contracorou-se as lâminas com verde de 

malaquita 0,1% durante 2 minutos.  O material foi lavado com água destilada, e após 

seco, estava pronto para análise. 

 

3.4.2. Coloração de Peroxidase 
 

                            A coloração para Peroxidase foi realizada pela Técnica de Graham-

Knoll modificada (Hayhoe e Flemans, 1995). Fixaram-se os esfregaços em 9 partes de 

etanol absoluto (MERCK) e 1 parte de formol 35%. As lâminas foram cobertas com 

esta solução por 30 segundos. O material foi lavado com água deionizada e seco. Para o 

preparo da solução de peroxidase utilizou-se ortotoluidina (Merck) dissolvido em etanol 

(Merck). Adicionou-se 4 ml de água destilada e de peróxido de hidrogênio. O material 

foi coberto com esta solução por 7 minutos e 30 segundos (cronometrados). As lâminas 

foram lavadas com água destilada e contracoradas pelo método de MayGrünwald 

Giemsa. 
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3.5. ANÁLISE MOLECULAR 
 
 

3.5.1. Obtenção de leucócitos para extração de RNA 
 

A partir da amostra de sangue periférico de pacientes com LMC foi 

realizada extração de RNA. A amostra de sangue foi centrifugada e a camada de 

leucócitos da interfase foi coletada. As hemácias foram lisadas em solução de lise de 

hemácias para volume final de 15mL, e o tubo centrifugado à 2500rpm em temperatura 

ambiente, por 15min. O sobrenadante foi descartado. Ao sedimento de leucócitos 

adicionou-se 700μL de TRIzol-LS (Invitrogen, E.U.A.), do qual o RNA foi extraído, 

seguindo as instruções do fabricante. 

 

3.5.2. Síntese de DNAc 
 

A transcrição reversa foi realizada a partir de 7μl de RNA com 2,5μM  

primer antisense do primeiro PCR para Bcr-Abl, utilizando 0,5U de transcriptase 

reversa (Mulv reverse transcriptase GeneAmp RNA PCR kit, Perkin Elmer).  A reação 

foi efetuada em tampão específico (50mM Tris-HCl pH 8.3,  75mM KCl, 3mM MgCl2, 

200μM dNTP) e submetida ao termociclador (PCR Sprint ThermoHybaid, Biosystems), 

à 45°C por 60min. 

 

3.5.3. Reação em cadeia da polimerase - β actina 

 Os primers utilizados para a amplificação foram obtidos de acordo com o 

GenBank (Accession number: BC014861): 

primer β-act 1 - sense: 5' GCTCGTCGTCGACAACGGCTC 3' 

primer β-act  2 - antisense 5' CTGGGTCATCTTCTC  3 
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A reação de PCR para β actina foi realizada no termociclador (PCR 

Sprint  ThermoHybaid) utilizando-se: 20mM Tris-HCl pH 8.4, 50mM KCl, 1,5mM 

MgCl2, 200μM dNTP e 0.5U de Taq polimerase. Inicialmente, uma etapa de 

desnaturação foi constituída por um minuto à 94oC, seguida de 35 ciclos de 94oC por 30 

segundos, 55oC (annealing) por 30 segundos e 72oC por 1 minuto, com extensão final 

de 10 minutos a 72oC. O fragmento amplificado de β actina de 353 pares de bases foi 

observado após eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, por 1,5h, e coloração por 

prata. 

 

3.5.4. Reação em cadeia da polimerase – Bcr-Abl 

 
Os primers utilizados para amplificação do RNAm Bcr-Abl foram obtidos a 

partir da seqüência depositada no GenBank, sob o número de acesso AJ131466:  

primer LM1 (outter) – sense: 5’ TTCAGAAGCTTCTCCCTG 3’ 

primer LM2 (outter) – antisense: 5’ CTCCACTGGCCACAAAAT 3’ 

primer LM3 (inner) – sense: 5’ TTCAGAAGCTTCTCCCTGACATCCG 3’ 

primer LM4 (inner) – antisense: 5’ CTCCACTGGCCACAAAATCATACAG 3’  

Duas reações seguidas de PCR (nested-PCR) foram realizadas, de acordo com o 

seguinte protocolo:  

Reagentes Volume 
10X PCR Buffer 2,5μL 
MgCl2 50mM  0,75μL 
dNTP 1,25mM 3,0μL 
LM-1 sense 2,5μM 2,5μL 
LM-2 antisense 2,5μM 2,5μL 
Taq polimerase (1:10) 2,5μL 
H2O ultra pura (Milli-Q)   8,75μL 
DNAc* 2,5μL 
Volume Final 25μL 
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*Na segunda reação foi utilizado o produto da primeira reação como template. 

As duas reações diferiram apenas pela substituição dos primers LM-1 

e LM-2 pelos primers LM-3 (sense) e LM-4 (antisense) na segunda reação, partindo de 

2,5μL do produto da primeira reação. Entretanto, os tempos dos ciclos no termociclador 

diferiram em algumas etapas, como segue: 

          

1ª Reação                  2ª Reação 

 

 

 

 

 

Após a amplificação, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, 

por 1,5h, e posteriormente coloração por prata, para análise dos produtos amplificados. 

A presença do transcrito b2a2 revelou um fragmento de 253pb, enquanto um fragmento 

de 328pb indicou a amplificação do transcrito do tipo b3a2.  

Além disso, o produto amplificado na reação de PCR para Bcr-Abl, 

correspondente ao transcrito b3a2, também foi submetido às mesmas condições de 

reação para digestão enzimática, uma vez que este fragmento possui um sítio de 

restrição reconhecido pela enzima HpaII (destacado em verde na seqüência do RNAm 

Bcr-Abl). O produto final foi submetido à eletroforese em agarose a 2% e 

posteriormente analisado sob luz ultravioleta, após coloração com brometo de etídeo, 

revelando dois fragmentos digeridos: um de 115pb e outro de 213pb. 
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3.6. ANÁLISE BIOQUÍMICA 
 
 

3.6.1. Determinação da concentração de óxido nítrico (NO) 
 
 

Em função da ínfima concentração e da meia-vida curta do NO, cerca de 4 a 6 

segundos no plasma e 10 a 60 segundos nos tecidos (Archers, 1993; Kiechle e 

Marlinski, 1993), a sua presença no sangue periférico foi medida indiretamente como 

concentração de nitrito no plasma. 

A redução de íons nitratos (NO3
-) a íons nitritos (NO2

-) foi realizada por reação 

não enzimática, empregando-se grânulos de cádmio (Fluka®). Para a desproteinização, 

utilizou-se 300 µL de amostra com 75 mmol/L de sulfato de zinco (Reagen®), 

centrifugado a 10.000 rpm e adicionado 55 mmol/L de hidróxido de sódio. O 

sobrenadante foi recuperado e diluído com 45 g/L de tampão glicina pH 9,7 (Vetec®). 

Grânulos de cádmio foram ativados com 5 mmol/L de sulfato de cobre (Synth®) em 

agitação contínua e adicionados na amostra desproteinizada para a redução de nitratos a 

nitritos (Navarro-Gonzálvez et al., 1998).  

A concentração de nitritos foi avaliada colorimetricamente pela reação de Griess 

(Navarro-Gonzálvez et al., 1998) com algumas adaptações, contendo igual volume de 

0,2% de N-naftil etileno diamina dihidrocloro (Sigma®) e 2% de sulfanilamida (Acros®) 

em 5% de ácido fosfórico (Synth®). Adicionou-se 850µL do reagente de Griess a 250 

µL da amostra, sendo a absorbância determinada a 540 nm. A curva de calibração para a 

concentração de nitritos foi estabelecida usando solução 100 mM de nitrito de sódio 

(Synth®). A concentração foi expressa em µmol/L (micro mol por litro de plasma).  
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3.6.2. Determinação Quantitativa de Desidrogenase Láctica (LDH) 
 

Este método é uma modificação do procedimento enzimático lactato para 

piruvato referido pela primeira vez por Wacker (1956) e posteriormente modificado por 

Gay et al. (1968). Para a execução da análise de LDH foi utilizado cartucho de reagente 

Flex® LDH, catálogo DF53A seguindo o manual Dimension®. Foram utilizados 14 μl da 

amostra de plasma com 140μl de reagente (NAD, tampão Tris, L-lactato) e 196μl do 

diluente. Para realização deste ensaio foi utilizado espectrofotômetro Dimension XL® 

com comprimento de onda 340 nm a 37ºC, com tipo de leitura bicromática (unidade de 

LDH: U/L). 

 

3.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

A análise estatística foi realizada pelo teste t-Student através do software de 

análise gráfica e científica OriginPro 8.0 (OriginLab, Northampton, E.U.A.). Valores de 

p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

           A distribuição da faixa etária entre indivíduos normais saudáveis (controle) e 

pacientes com leucemia mielóide crônica (LMC) envolvidos no presente estudo estão 

representadas na tabela 1.  

 
Tabela 1 Distribuição de idade entre os doadores normais (controle) e pacientes (LMC) 
 

 
FAIXA ETÁRIA 

 
CONTROLE (%) 

 

 
Pacientes (%) 

 

20-40 
4 (7,14 %) 

 
9 (40,91 %) 

 

41-60 
42 (75 %) 

 
9 (40,91 %) 

 

61-80 
8 (14,29 %) 

 
3 (13,64 %) 

 

81-100 
2 (3,57 %) 

 
1 (4,54) 

 

TOTAL 
56 (100 %) 

 
22 (100 %) 

 
 
 

Embora a maior parte dos pacientes apresentasse de 20 a 60 anos de idade, os 

valores de média e mediana entre os grupos foram semelhantes. A média para o grupo 

controle foi de 53,39 anos (mediana=51,5) e 49,09 anos (mediana=45,5) para o grupo 

dos pacientes. 

A etnia predominante do grupo controle e pacientes foi a caucasóide, embora 

mais de 20% dos pacientes fossem negros (22,7%). Quanto ao sexo, a maior parte do 

grupo controle era do sexo feminino, e no grupo dos pacientes não houve 

predominância (tabela 2). 
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Tabela 2 Distribuição quanto à etnia e sexo 
 

   SEXO 

ETNIA CONTROLE % FEMININO MASCULINO 
BRANCO 41 73,2 25 16 
PARDO 6 10,7 2 4 
AMARELO 1 1,8 0 1 
NEGRO 8 14,3 5 3 
TOTAL 56 100 32 24 
   SEXO 

ETNIA LMC % FEMININO MASCULINO 
BRANCO 16 72,7 7 9 
PARDO 0 0 0 0 
AMARELO 1 4,5 0 1 
NEGRO 5 22,7 3 2 
TOTAL 22 100 10 12 

 

 

A LMC ocorre em todas as faixas etárias, mas é mais comum em pessoas de 

meia idade e idosos. Sua incidência anual é de 1 a 2 pessoas por 100.000, sendo 

ligeiramente mais prevalente entre homens do que mulheres. LMC representa de 15 a 

20% de todos os casos de leucemia entre a população ocidental (Faderl et al., 1999). 

  Normalmente a suspeita de LMC é baseada em um exame de rotina, o 

hemograma, que mostra um aumento de granulócitos de todos os tipos, tipicamente 

incluindo células mielóides maduras (Hehlmann et al., 2007). 

O prognóstico desfavorável na idade avançada entre os indivíduos com LMC é 

bem conhecido (Hernadez-Boluda et al., 1999; Kantarjian et al., 1985). A média de 

idade entre os pacientes com leucemia mielóide crônica é de 50 anos, com discreta 

predominância do sexo masculino (Morrison, 1994). Assim, a incidência máxima de 

apresentação da LMC situa-se entre 30-50 anos de idade.  

Estudos têm avaliado a prevalência da LMC entre os pacientes atendidos. Num 

estudo baseado na análise populacional, 567 pacientes americanos com LMC foram 
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avaliados, onde 52% eram do sexo masculino (Menzin et al., 2004). Berger et al. (2005) 

observaram uma freqüência de 59% (503/856) de LMC em homens alemães. Desta 

forma, os dados obtidos no presente trabalho (55 % de homens com LMC) encontram-

se coerentes com a literatura existente. 

Os pacientes atendidos no Hospital do Câncer de Londrina, após anamnese, e 

indicação clínica, são submetidos à punção de medula óssea. Após a punção de medula 

que pode ser realizada na região da crista ilíaca, ou osso esterno, são confeccionados 

entre 5 a 10 esfregaços sangüíneos que são submetidos a colorações de MayGrünwald 

Giemsa (Figura 1). O diagnóstico apresentado foi realizado, mediante a porcentagem de 

blastos na medula óssea do paciente, o aspecto morfológico das células da medula óssea 

e por fim, o resultado da coloração por citoquímica. Algumas amostras foram 

submetidas à técnica de Imunofenotipagem e RT-PCR para detecção do transcrito. 

 

 

 

Figura 1 Mielograma de paciente com LMC. O perfil celular apresenta aumento de 
células mielóides e diversos tipos celulares, hiperplasia do tecido granulopoiético.  O 
esfregaço foi corado com  Giemsa  (400x). 

 

A LMC é uma forma de leucemia caracterizada pela proliferação de células da 

linhagem granulocítica sem a perda de capacidade de diferenciação. 
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Independente da apresentação clínica do paciente, e da morfologia celular a 

nível de medula, após analisada com a coloração de MayGrünwald Giemsa, as lâminas 

de esfregaço sangüíneo são submetidas aos testes citoquímicos de PAS e Peroxidase.   

Corantes citoquímicos são úteis na diferenciação entre LLA e LMA. O ácido 

periódico de Schiff (PAS), a peroxidase ou o SUDAN BLACK B e os corantes de 

esterases são usados na avaliação diagnóstica inicial. Na LMA sem maturação, a célula 

predominante não é diferenciada pela microscopia óptica e pelas reações citoquímicas. 

A linhagem mielóide é estabelecida pela demonstração por microscopia eletrônica, de 

grânulos positivos para a peroxidase ou pela detecção de pelo menos, um antígeno 

mielóide específico para a linhagem. A diferenciação linfóide deverá ser excluída pela 

imunofenotipagem. 

A reação do ácido periódico seletivamente oxida os resíduos de glicose, 

produzindo aldeídos que reagem com o reagente de Schiff e produz uma cor púrpura-

magenta. O PAS é primariamente usado para identificar glicogênio em tecidos. Um 

corante básico adequado é frequentemente usado como um corante de contraste. 

Reações positivas indicam a presença de glicogênio, um polímero de glicose e de outros 

1,2-glicóis. É uma reação efetuada em duas etapas: na primeira, grupos vicinais hidroxil 

são oxidados a aldeídos; na segunda etapa, os dialdeídos formados são demonstrados 

usando-se o reagente de Schiff, que é o corante fucsina básica. A cor produzida varia 

entre o púrpura e o magenta, nos sítios onde se localizam carboidratos oxidáveis (mono, 

oligo e polissacarídeos, glico- e mucoproteínas). As células blásticas granulocíticas 

quase não possuem glicogênio.  

Este glicogênio é bastante lábil e é rapidamente consumido em situações de 

baixa glicemia, sendo também rapidamente reposto. Nos eosinófilos, os polissacárides 

não parecem se localizar nas granulações, que por conterem grande quantidade de 
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proteínas básicas ricas em arginina (responsáveis pela afinidade aos corantes ácidos), 

não se coram pelo PAS. 

A Figura 2 mostra o aspecto da medula óssea de um paciente envolvido neste 

estudo, com LMC, com coloração diferencial PAS o qual é negativa para LMC. 

 

 

 

Figura 2. Análise citoquímica por PAS em pacientes com LMC. Ausência de oxidação 
em resíduos de glicose e ausência de aldeídos que reagem com o reagente de Schiff  
(400x). 

 

O corante PAS reage principalmente com o glicogênio celular. Os linfoblastos 

da LLA freqüentemente demonstram uma evidente coloração pelo PAS na forma de 

anéis concêntricos de grânulos grosseiros ou “blocos maciços”, o qual não ocorre com 

as células indiferenciadas de LMC. 

Em humanos, peroxidases são encontradas nos microssomas das células 

hepáticas e renais, e nos grânulos das células mielóides e monocitóides. A 

mieloperoxidase localiza-se nos grânulos azurófilos primários. Os blastos primitivos, 

comprometidos com a linhagem mielóide, demonstram atividade de peroxidase em 
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áreas como o retículo endoplasmático e a região de Golgi. A reação catalisada pela 

peroxidase é a decomposição dos peróxidos, liberando oxigênio (que vai oxidar um 

determinado receptor). Na identificação, o peróxido usado é o de hidrogênio, e o 

receptor é, em geral, a benzidina. O mecanismo é a oxidação da benzidina, incolor, ao 

azul de benzidina, que é instável, e finalmente ao composto estável de cor castanho-

esverdeada.  

A reação de mieloperoxidase é fortemente positiva em células da série 

granulocítica e fracamente positiva em monócitos. A mieloperoxidase, a enzima 

detectada pelo corante, localiza-se nos grânulos azurofílicos das células nas séries 

neutrofílica e monocítica e nos grânulos específicos dos eosinófilos. A reação também 

pode ser positiva em mieloblastos indiferenciados não possuidores de grânulos 

azurofílicos. Linfócitos e precursores eritróides são negativos para a peroxidase. 

A demonstração da atividade da mieloperoxidase em no mínimo 3% de blastos 

que sejam inequivocamente leucêmicos estabelece um diagnóstico de LMA, sendo, 

portanto, um teste diferencial entre as LLAs e as LMAs. A Figura 3 demonstra a 

positividade da peroxidase em 91,0% das células blásticas de um paciente com LMA. 

 
 
Figura 3. Análise citoquímica por Peroxidase. Medula óssea apresentando positividade 
em 96,0% dos blastos para a coloração de Peroxidase. Esfregaço sangüíneo de medula 
óssea de paciente portador de LMA (400x).  
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Todos os pacientes selecionados para este estudo estavam em tratamento 

quimioterápico, como demonstra a Tabela 3 e no momento da coleta do sangue 

periférico dos pacientes, os valores de concentração de leucócitos encontravam-se 

próximo do normal (5000-10.000mm3). 

 

Tabela 3. Tempos de tratamento dos pacientes LMC. 
 

Tempo de tratamento 
(anos) 

No. Pacientes 
 (22) 

< 1  4 

1 a 1,9  3 

2 - 2,9  7 

3 a 5  5 

6 a 9  1 

>10  2 

 

Uma biópsia da medula óssea é frequentemente realizada como parte da 

avaliação da LMC, mas sua avaliação morfológica somente, é insuficiente para o 

diagnóstico. 

A LMC é um tipo de doença mieloproliferativa característica por uma aberração 

citogenética ocasionada por uma translocação entre o cromossomo 9 e 22; t(9;22). Essa 

translocação resulta em um cromossomo 22 mais encurtado, chamado de cromossomo 

Filadélfia (cromossomo Ph1). Ocorre a fusão de dois genes nos cromossomos 9 e 22, 

chamados respectivamente de Bcr-Abl.  

Rotineiramente a integridade das amostras é analisada através da amplificação 

do RNAm da β actina (Figura 4). Um fragmento de 353pb foi detectado em todas as 
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amostras, demonstrando que o RNA extraído das células do sangue periférico estava 

íntegro e não apresentava contaminação com DNA.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 Análise da integridade do RNA. Amplificação do RNAm β actina. As 
amostras foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, corado por 
prata. A amplificação do fragmento de 353pb indica presença de RNA. L – ladder.  

 

A análise cromossômica das doenças hematológicas malignas é eficiente não só 

para um diagnóstico mais refinado, mas também para a compreensão dos mecanismos 

envolvidos na malignidade e para encontrar genes de importância biológica. O estudo 

das alterações cromossômicas das células neoplásicas é de grande utilidade para 

diagnóstico, classificação, orientação terapêutica e prognóstico das leucemias.  

Durante muito tempo, utilizou-se a citogenética clássica para a identificação de 

anormalidades cromossômicas. Porém há casos em que os resultados obtidos não são 

confiáveis, devido às metáfases das células tumorais estarem presentes em número 

insuficiente ou mesmo inexistentes para a análise (Larramendy et al., 1998), ou porque 

as alterações submicroscópicas não são identificadas por esse método (Harbot, 1998; 

Sainati et al., 1997). Devido aos aperfeiçoamentos nas técnicas citogenéticas e ao 

 L      1      4      5       

353pb
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surgimento de técnicas como a hibridação in situ por fluorescência (Fish), reação em 

cadeia de polimerase (PCR) e southern blot tornou-se possível à localização precisa dos 

pontos de ruptura, distinguindo quebras que envolvem diferentes genes e implicações 

terapêuticas (Cox et al., 1998). 

Na LMC Filadélfia positiva (Ph+), os breakpoints no cromossomo 22 ocorrem 

quase que invariavelmente em uma região restrita do gene Bcr chamada M-bcr (major 

breakpoint cluster region). Esta área contém 4 éxons que são numerados de 1 a 4, e um 

quinto éxon imediatamente à região 3’. Uma vez que o breakpoint pode ocorrer nos 

íntrons separando os éxons 2 do 3, ou 3 do 4, dois tipos diferentes de junção Bcr-Abl 

podem ser encontrados. No primeiro, o éxon 2 do Bcr é ligado ao éxon 2 do Abl (b2a2), 

enquanto que no segundo o éxon 3 do Bcr une-se ao éxon 2 Abl (b3a2). Os RNAs 

mensageiros diferem entre si pela presença de seqüências do éxon 3 (75pb) e as 

proteínas correspondentes por 25 aminoácidos (Saglio et al., 1990).  

As leucemias cromossomo Filadélfia positivas, com a translocação Bcr-Abl, 

apresentam um mau prognóstico. A identificação de pacientes Ph-positivos é de vital 

importância, uma vez que somente procedimentos terapêuticos agressivos, como o 

transplante de medula óssea, podem resultar numa sobrevida livre da doença a longo 

prazo. Métodos diagnósticos de rotina, como Southern Blot e análise citogenética, 

podem levar a resultados falso-negativos. A análise através de transcrição reversa e 

reação em cadeia da polimerase é considerada a ferramenta mais sensível para a 

detecção da translocação Bcr-Abl (Cox et al., 1998).  

A leucemia mielóide crônica (LMC) é caracterizada pela liberação de células 

prematuras da medula e intenso acúmulo de células mielóides maduras e imaturas no 

sangue, no baço e na medula, tendo como causa a translocação t(9;22)(q34;q11) 
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designada como cromossomo Filadélfia, o qual constitui o marcador citogenético da 

leucemia mielóide crônica. Esta translocação origina um gene quimérico o qual codifica 

uma oncoproteína Bcr-Abl, que possui atividade desregulada da tirosina quinase.  

 Amostras de sangue periférico de pacientes com leucemia mielóide crônica (22) 

foram analisadas quanto à expressão do RNA mensageiro Bcr-Abl (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Expressão do RNAm Bcr-Abl em pacientes com LMC. As amostras foram 
submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, corado por prata. O produto 
amplificado a partir do RNA é correspondente ao transcrito b3a2 (328pb). L – ladder; 
1–4 amostras positivas Bcr-Abl (b3a2). 
 

O cromossomo Filadélfia característico da leucemia mielóide crônica 

pode ser também observado em LLA. Em LMC é encontrado em aproximadamente 

95% das células da medula de pacientes. Entre os pacientes com LLA, a frequência é 

estimada em 3% a 5% em crianças e, aproximadamente, 15% a 25% em adultos 

(Biernaux et al., 1995).  

Apesar dos pacientes do presente estudo estarem sendo submetidos à 

quimioterapia por mais de um ano, 4 pacientes apresentaram o transcrito Bcr-Abl no 

sangue periférico. 

  L     1      2    3       4

328 pb  
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Várias formas do oncogene Bcr-Abl responsáveis pela patogênese das leucemias 

humanas Filadélfia positivas são geradas por esta translocação. Os locais onde ocorrem 

os breakpoints e segmentos específicos do gene Bcr que permanecem intactos após a 

translocação determinam as formas do oncogene Bcr-Abl (Telegeev et al., 2004). 

Os principais tipos de junções Bcr-Abl são: a p210, encontrada na maioria dos 

casos de LMC e em 50% dos casos de LLA; a p185, encontrada principalmente em 

pacientes com LLA; e a p230, encontrada na leucemia neutrofílica crônica (LNC) 

(Telegeev et al., 2004).  

Dois tipos de transcritos diferentes podem dar origem a p210: b2a2 e b3a2. A 

diferença consiste na ausência ou presença do éxon b3, respectivamente. Embora 

nenhuma alteração funcional seja induzida por estes transcritos, alguns estudos têm 

questionado o papel do éxon b3 na patogênese da LMC (Meissner et al., 1999; Mills et 

al., 1991a; Mills et al., 1991b). 

Cervantes et al. (1996) num estudo com 84 pacientes espanhóis com LMC, fase 

crônica, observaram uma síndrome semelhante à trombocitemia essencial em 6 casos, 

onde 83,3% (5/6) expressavam o transcrito b3a2 e destes, 2 apresentavam basofilia.  

Embora vários estudos tenham identificado diferentes elementos e caracterizado 

as vias de sinalização desreguladas pelo Bcr-Abl, o mecanismo exato de ativação destas 

vias e o papel específico de cada uma na leucemogênese ainda não foi elucidado (Melo 

et al., 2003). 

A leucemia mielóide crônica (LMC) é uma desordem mieloproliferativa causada 

pelo oncogene Bcr-Abl. Este gene híbrido é responsável por desregular funções 

celulares, inativando e ativando inúmeras vias de sinalização intracelulares, 

responsáveis pelo controle da proliferação e morte celular, além de promover defeitos 

nos elementos de adesão celular (Melo et al., 2003).  
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A próxima etapa do nosso trabalho foi investigar a concentração de NO, 

indiretamente através da dosagem de nitritos no plasma do sangue periférico. 

A detecção do NO em amostras biológicas representa um desafio, em função da 

ínfima concentração e da meia vida extremamente curta deste composto, cerca de 4 a 6 

segundos no plasma e 10 a 60 segundos nos tecidos (Archers, 1993; Kiechle, e 

Marlinski, 1993). Diversos métodos utilizando várias tecnologias têm sido propostos na 

literatura para determinação de NO, tanto direta quanto indiretamente. No presente 

trabalho foi utilizado a determinação indireta por dosagem plasmática de nitrito 

(produtos da reação do NO com o oxigênio).  

Numerosas evidências sugerem que outros fatores participem da fisiopatologia 

do processo crônico na LMC. A redução da biodisponibilidade do óxido nítrico (NO) 

pode ser um fator que favoreça a inibição da adesão leucocitária (Archers, 1993). Nesse 

contexto, foi avaliada a concentração do óxido nítrico no plasma (Figura 6 ). 

 
Figura 6. Análise de Nitrito no sangue periférico (µmol/L de plasma) (p>0,005).   

 

A presença de óxido nítrico no sangue periférico foi medida indiretamente como 

concentração de nitrito no plasma. A média de valores foi de 4,02 (± 2,19µmol/L) no 

grupo controle e 3,5 (± 2,56 µmol/L) no grupo de LMC.  
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Quimiocinas são citocinas quimiotáticas, que tem a função de mensageiros 

intercelulares, as quais carregam sinais regulatórios de célula para célula. São 

produzidas por vários tipos celulares e estão presentes principalmente em processos 

inflamatórios, onde a presença de leucócitos é essencial na resposta do hospedeiro 

durante o processo infeccioso. Quatro famílias de quimiocinas foram descritas baseadas 

na posição relativa dos resíduos conservados de cisteína: CC, CXC, XC, e CX3C, sendo 

as famílias CC (beta-quimiocinas, onde os dois primeiros resíduos de cisteína são 

adjacentes) e CXC (alfa-quimiocinas, que apresentam um aminoácido separando os dois 

primeiros resíduos de cisteína) (Singh et al., 2007; Kakinuma e Hwang, 2006).  

Receptores de quimiocinas desempenham inúmeros papéis no desenvolvimento 

da metástase, sendo possível facilitar potencialmente a disseminação tumoral em cada 

um dos passos chave do processo, incluindo aderência das células tumorais ao 

endotélio, extravasamento para os vasos sanguíneos, colonização metastática, 

angiogênese, proliferação e proteção contra resposta do hospedeiro. Após crescimento 

inicial de tumores primários células malignas invadem os vasos sanguíneos, e as células 

tumorais circulantes podem ficar presas em vasos menores devido ao seu tamanho, bem 

como por eventos mais específicos mediados por receptores migrando então para 

tecidos distantes (Singh et al., 2007; Kakinuma e Hwang, 2006). 

O receptor de quimiocina CXCR4 retém os progenitores hematopoiéticos e 

células leucêmicas no microambiente da medula óssea. Spoo et al. (2006) tem proposto 

que CXCR4 deve ser incorporado como marcador prognóstico na leucemia mielóide 

aguda. 

Considerado um segundo mensageiro intracelular, o NO apresenta implicações 

no controle da maquinaria transcricional e expressão gênica. Zhang et al. (2007) 

demonstraram que a expressão de CXCR4 na superfície celular das células CD34+ foi 
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aumentada de maneira dose e tempo dependente em resposta ao NO. A expressão 

aumentada de CXCR4 na superfície celular foi correlacionada com aumento do nível de 

RNAm para CXCR4, devido a uma sinalização direta do NO sobre a transcrição de 

CXCR4. Estes autores demonstraram que a via NO pode modular a expressão de 

CXCR4 em células CD34+ humana e sugere que o NO pode desempenhar um papel 

crítico no tráfego de progenitores hematopoiéticos. Neste presente trabalho, não houve 

diferença entre os valores de nitritos no plasma entre pacientes e doadores normais.  

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima constituída de cinco diferentes 

isoenzimas que catalisam a interconversão de L-lactato a piruvato. A LDH esta presente 

no citoplasma de todos os tecidos humanos e em altas concentrações no coração e 

músculo esquelético e em baixas concentrações nos eritrócitos, pâncreas e estômago. A 

elevação da atividade da LDH é encontrada em várias condições patológicas como o 

infarto do miocárdio, câncer e doenças do fígado, sangue ou músculos. Portanto, a 

próxima etapa deste trabalho foi verificar a concentração de LDH no plasma dos 

pacientes e comparar com os indivíduos normais. 

O método LDH mede a oxidação do L-lactato para piruvato, com a redução 

simultânea de nicotinamida adenina dinucleotída (NAD). A variação de absorbância a 

340nm causada pelo aparecimento de NAD reduzida (NADH) é diretamente 

proporcional à atividade de LDH, uma vez que outros reagentes estão presentes, em 

quantidades não limitantes. Nesta técnica é utilizada uma leitura bicromática (340, 383 

nm). 
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Para a análise de LDH foram utilizados amostras de sangue periférico coletadas 

com anticoagulante  heparina. Não foram coletadas amostras com EDTA, fluoreto de 

sódio ou oxalato de potássio que são substâncias conhecidas como interferentes na 

reação da LDH. Os valores de referência a 37°C podem variar de 100 a 190 U/L, e a  

população de referência foi constituída de 118 homens e 108 mulheres com idades 

compreendidas entre 20-65 anos (Henry et al., 1974). 

Zhelyazkova et al. (2008) através de análise da angiogênese em pacientes com 

leucemia mielóide crônica verificaram que o fator de crescimento de hepatócito 

plasmático (hepatocyte growth factor - HGF) e a densidade de microvasos foram 

independentes em relação aos parâmetros prognósticos em relação a sobrevida de 

pacientes. O HGF plasmático mostrava correlação com todos os marcadores que 

refletem o volume de tumor (leucócitos, porcentagem de rajada, esplenomegalia e LDH) 

bem como com a fase de LMC e sobrevivência dos pacientes. 

Neste contexto, verificamos a concentração de LDH no plasma de pacientes com 

LMC (Figura 7) 

 
Figura 7. Análise da concentração de LDH no sangue periférico. O ensaio foi analisado 
através de espectrofotômetro Dimension XL® com comprimento de onda 340 nm a 37 
ºC., com tipo de leitura bicromática. (p<0,05). 
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Devido a inúmeras interações possíveis entre as células progenitoras 

hematopoiéticas e o microambiente hematopoiético, a aquisição de um clone leucêmico 

pode apresentar inúmeros efeitos nestas relações e influenciar as características clínicas 

da leucemia (Hehlmann et al., 2007).  

O diagnóstico da LMC é geralmente realizado na fase crônica com base no 

aumento do número de leucócitos circulantes, diminuição da atividade da fosfatase 

alcalina leucocitária, detecção do cromossomo Filadélfia e do oncogene Bcr-Abl (Melo 

et al., 2003; Sawyers, 2004). Embora Morrison et al (1994) verificaram que são 

comumente encontrados níveis baixos de desidrogenase lática sérica, ácido úrico, e 

níveis de vitamina B12, nosso trabalho mostra valores mais elevados de LDH em 

pacientes com LMC quando comparado com indivíduos normais. 

Jurisic et al. (2008) relataram um caso atípico de transformação leucêmica em 

mielofibrose e verificaram níveis extremos de TNF-α acompanhados por uma elevada 

atividade de LDH sérico que pode ser a razão das lesões ósseas líticas, indicando alta 

remodelação óssea.  

Baseados em análises retrospectivas de pacientes com LMC, Germing et al. 

(1999) compararam os aspectos clínicos e hematológicos das desordens 

mieloproliferativas e avaliaram o curso natural da doença com fatores prognósticos. Foi 

verificado que pacientes com desordens mieloproliferativas e leucemia 

mielomonocitica crônica apresentavam elevados níveis de LDH. Neste contexto, vale 

ressaltar que dos 4 pacientes que apresentaram o transcrito Bcr-Abl (b3a2) no sangue 

periférico, embora sem alteração a nível de NO, dois pacientes apresentaram os 

maiores valores de LDH ( 486 U/L e 589 U/L). Estes pacientes estavam submetidos ao 

tratamento por mais de 1 ano. Embora o estudo tenha sido realizado com pequeno 
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número de amostras, pode-se sugerir uma alteração de terapia para os dois pacientes 

que apresentaram o transcrito b3a2 e concentração elevada de LDH a fim de se obter 

um melhor prognóstico para a doença. 
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5. CONCLUSÃO 
 

 A maior parte dos pacientes apresentou de 20 a 60 anos de idade e os valores de 

média e mediana entre os grupos foram semelhantes. A média para o grupo 

controle foi de 53,39 (mediana=51,5) e 49, 09 (mediana=45,5) para o grupo dos 

pacientes. 

 No presente trabalho 55 % dos pacientes com LMC eram do sexo masculino. 

 Após 1 ano de tratamento quatro pacientes apresentaram o transcrito Bcr-Abl no 

sangue periférico. 

  A concentração de NO não diferiu entre pacientes com LMC e indivíduos 

saudáveis. 

  A concentração de LDH no plasma foi maior em pacientes com LMC. 

 Vale ressaltar que dos 4 pacientes que apresentaram o transcrito Bcr-Abl (b3a2) 

no sangue periférico, embora sem alteração a nível de NO, dois pacientes 

apresentaram os maiores valores de LDH (486 U/L e 589 U/L). Estes pacientes 

estavam submetidos ao tratamento por mais de 1 ano. Embora o estudo tenha sido 

realizado com pequeno número de amostras, pode-se supor que a terapia para os 

dois pacientes que apresentaram o transcrito b3a2 e concentração elevada de LDH 

poderia ser alterada a fim de se obter um melhor prognóstico para a doença. 

 Pode-se concluir que os 2 pacientes que apresentaram o transcrito Bcr-Abl no 

sangue periférico com elevada concentração de LDH, não respondem 

adequadamente à quimioterapia, e que o NO não está associado ao aumento de 

LDH talvez devido ao número reduzido de pacientes com LMC. Embora não 

significante, houve tendência de diminuição da concentração de NO nos pacientes 

com LMC. 
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