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RESUMO

O cancer é um grave problema de saude publica no Brasil e no mundo. Dados do
Instituto Nacional do Cancer apontam mais de 625 mil novos casos para o periodo de
2020 a 2022, com mais de 30 mil novas ocorréncias com origens onco-hematoldgicas.
As doencas onco-hematoldgicas sdo caracterizadas por um grupo heterogéneo de
neoplasias originadas a partir de células precursoras, as células tronco
hematopoiéticas, com capacidade proliferativa aumentada e desordenada que
compromete o desenvolvimento de células das linhagens linfoide e mieloide. A
Organizacdo Mundial de Saude classifica essas doencas segundo topografia e
morfologia do sistema hematopoiético e entre os grupos de maior destaque,
encontram-se as leucemias, linfomas e mielomas. A LMC (leucemia mieloide crénica)
€ caracterizada por desordens na proliferacéo de precursores da linhagem mieloide,
comprometendo a capacidade de diferenciacdo dessas células e promovendo a
liberacdo de células imaturas na corrente sanguinea. O presente trabalho realizara
uma revisao sistematica da literatura, com o objetivo de apresentar os mecanismos
celulares e genéticos que envolvem a patogénese da leucemia mieloide cronica e,
discutir a importancia da citogenética e da biologia molecular no prognostico assertivo

e eficaz desta doenca onco-hematoldgica.

Palavras chaves: Leucemia Mieloide Cronica; Citogenética; Biologia Molecular;
Diagndstico.
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Cancer is a serious public health problem in Brazil and in the world. Data from the
National Cancer Institute indicate more than 625 thousand new cases for the period
from 2020 to 2022, with more than 30 thousand new occurrences with onco-
hematological origins. The onco-hematologic diseases are characterized by a
heterogeneous group of neoplasms originating from precursor cells, the hematopoietic
stem cells, with increased and disordered proliferative capacity that compromises the
development of cells of the lymphoid and myeloid lineages. The World Health
Organization classifies these diseases according to topography and morphology of the
hematopoietic system, and among the most prominent groups are
lymphomas,myelomas and leukemias. CML (chronic myeloid leukemia) is
characterized by disorders in the proliferation of myeloid lineage precursors, which
compromises the ability of these cells to differentiate and promotes the release of
immature cells into the bloodstream. This paper will carry out a systematic review of
the literature, with the objective of presenting the cellular and genetic mechanisms
involved in the pathogenesis of chronic myeloid leukemia, and to discuss the
importance of cytogenetics and molecular biology in the assertive and effective

prognosis of this onco-hematologic disease.
Keywords: Chronic myeloid leukemia; Cytogenetics; Molecular biology; Diagnosis.
INTRODUCAO

O cancer é um grave problema de saude publica com estimativa crescente a
cada ano. Dentre a grande diversidade de neoplasias malignas, segundo o banco de
dados da Globocan, divulgados pela OMS as onco-hematoldgicas ocasionaram mais
de 30 mil ocorréncias somente no ano de 2018 (DOMINGUEZ et al., 2020). As
doencas do grupo onco-hematolégicas s&o ocasionadas pela proliferacdo
descontrolada das células precursoras da medula éssea responsaveis pela formacao
das células sanguineas do organismo, este desequilibrio compromete o
desenvolvimento saudavel e regular das células descendentes (DOMINGUEZ et al.,
2020).

Dentre as neoplasias onco-hematoldgicas, a leucemia mieloide cronica
corresponde de 15 a 20% de todos os casos da doenca e possui uma taxa de um a

dois casos a cada 100.000 individuos. Acomete a populacdo com idade mais
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avancada entre 40-60 anos e 0s sintomas mais comuns sao esplenomegalia, fadiga e
febre. Alétm do hemograma evidenciar a presenca de desvio a esquerda com
predominéancia de células imaturas granulociticas, também apresenta anemia,
trombocitose, entre outras caracteristicas. Conforme as manifestagbes clinicas
apresentadas a LMC pode ser classifica em trés fases: aguda (FA), cronica (FC) e
crise blastica (CB).

O desenvolvimento e aprimoramento das técnicas citogenéticas relacionado ao
cromossomo Ph e outras alteracbes molecular e permitiu que o diagndéstico se
tornasse mais assertivo e eficaz, permitindo novas perspectivas de tratamento e maior

qualidade de vida para o paciente acometido com a LMC.

OBJETIVOS
GERAL

Este projeto cientifico tem por objetivo reunir informacdes relacionadas aos
meétodos de diagndstico para neoplasias onco-hematoldgicas com foco na Leucemia
Mieloide Crdnica destacando a importancia das técnicas citogenéticas para um
diagndstico mais assertivo que possibilite um tratamento antecipado e adequado,
além de instruir os profissionais de saude e a populacdo que possui interesse nas

inovacdes da oncologia.

ESPECIFICOS

Identificar e classificar as neoplasias onco-hematoldgicas;

° Caracterizar a leucemia mieloide cronica;

) Descrever o processo de oncogénese da LMC;

° Apresentar o perfil clinico e sintomatolégico para a neoplasia;

° Evidenciar os métodos de diagndsticos mais comuns para a LMC,;

° Destacar a importancia das técnicas de citogenética para um diagnostico

diferencial na leucemia mieloide crénica.
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MATERIAL E METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no formato de revisdo bibliografica,
descritiva e qualitativa. A selecdo de artigos foi realizada na base de dados Scielo,
LILACS, PubMed e Google Académico, durante o periodo de setembro de 2021 a
maio de 2022. Para a busca nas bases de dados foram utilizados os seguintes
descritores: citogenética, biologia molecular, leucemia mieloide crénica, métodos de
diagnéstico e fatores relacionados ao tema. Os critérios de inclusdo foram artigos de
pesquisa, teses de doutorado, revistas on-lines, monografias e dissertacbes
diretamente relacionados aos objetivos da pesquisa, contemplando o tema e que
foram publicados nos dltimos dez anos, nos idiomas inglés, espanhol e portugués,
cujo texto completo estivesse disponivel na integra e gratuitamente. Foram
descartados artigos que ndo cumpriram 0s critérios previamente estabelecidos. Dos
diversos artigos, foram pré-selecionados 120 artigos referentes ao objetivo do
trabalho, destes foram excluidos os que néo atendiam os critérios para elaboracéo do

projeto, totalizando 22 trabalhos cientificos.

DESENVOLVIMENTO
CLASSIFICACAO DAS NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

7

A onco-hematologia € a area de Ciéncias da Saude que dedica atencdo aos
disturbios que atingem o tecido hematopoiético, incluindo tanto células mieloides,
quanto as células linfoides. Encontram-se nesse grupo as leucemias, linfomas,
mielomas e outras doencas mieloproliferativas (LIMA e MINETTO, 2014). As doencas
do grupo onco-hematoldgicas sdo ocasionadas pela proliferacdo descontrolada das
células precursoras da medula 6Ossea responsaveis pela formagcdo das células
sanguineas do organismo, este desequilibrio compromete o desenvolvimento
saudavel e regular das células descendentes (DOMINGUEZ et al., 2020).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer, as neoplasias malignas sdo um grave
problema de saude publica com uma estimativa crescente de 625 mil novos casos
para cada ano do triénio 2020-2022. Também, o banco de dados GLOBOCAN da
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) em 2018, divulgou a ocorréncia

de 33.519 casos novos de doengas onco-hematologicas e mais de 17 mil Obitos

Biomedicina — 82 semestre — 2022/1 4



UNIVERSIDADE ANHEMBI MORUMBI_
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

BIOMEDICINA

apenas no Brasil. A taxa de mortalidade para este grupo de doencas segue em
ascensao desde o ano de 2002 (FIGURA 1).

Figura 1 - Mortalidade por doencas onco hematolégicas. Brasil, 2002 — 2016.
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Fonte: DOMINGUEZ et al., 2020.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) na tentativa de identificar e
categorizar o conhecimento sobre as doencas onco-hematologicas elaborou no ano
de 1994 uma classificacdo geral que passa por atualizacdes periddicas adicionando
novas descobertas até os dias de hoje. A classificacdo de neoplasias hematolégicas
mais recente, foi proposta pela OMS em 2016, ap0s a revisdo de critérios,
nomenclaturas e definicbes que agregam aspectos clinicos, morfoldgicos,
imunofenotipicos e genético-moleculares de relevancia para o tratamento e
prognostico dos pacientes afetados por essas patologias. A classificacdo de 2016
dividiu estas patologias em doze grupos (FIGURA 2).

Figura 2 — Classificacao das neoplasias hematolégicas segundo OMS.

I. Neoplasias mieloproliferativas;

Il. Neoplasias mieloides e linfoides com eosinofilia e anormalidades dos genes PDGFRA,
PDGFRB ou FGFR1;

Ill. Neoplasias mieloproliferativas/mielodisplasicas (NMP/MD);

IV. Sindromes mielodisplasicas (SMD);

V. Leucemia mieloide aguda (LMA) e neoplasias de células precursoras relacionadas;

VI. Leucemias agudas e linhagem ambigua;

VII. Neoplasias de células linfoides precursoras;
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VIII. Neoplasias de células linfoides B maduras;

IX. Neoplasias de células T e NK maduras;
X. Linfoma de Hodgkin (LH);
XI. Neoplasia de células histiociticas e dendriticas;

Xll. Doengas linfoproliferativas associadas a imunodeficiéncia (DLP-ID).

Fonte: Adaptado de Zerbini et al., 2011.

Dentre a grande diversidade de doengas onco-hematoldgicas, foi selecionada
a patologia que se destaca entre o grupo de neoplasias mieloproliferativas (NMP), a
Leucemia Mieloide Crbnica, pois segundo Nowell & Hungerford (1960) e Johansson
et al., (2000) foi a primeira neoplasia relacionada, consistentemente, com uma
anomalia genética adquirida e corresponde de 15% a 20% de todas as leucemias com
incidéncia de um a dois casos a cada 100.000 individuos (SOSSELA,;
ZOPPAS;WEBER, 2017). As NMPs sdo doencas clonais de célula tronco
hematopoiéticas, nas quais ha a proliferacdo aumentada das séries mieloides
(granulocitica, eritrocitica e megacariocitica) que resultam na liberacdo de células
maduras para o sangue periférico (CHAUFFAILLE, 2010).

FISIOPATOLOGIA DA LMC

Classicamente, a LMC evolui em trés fases: fase crénica (FC), acelerada (FA) e
crise blastica (CB), que envolve a transformacédo da LMC para um quadro de leucemia
aguda. A doenca se inicia pela fase crénica, pode levar até quatro anos para evoluir

para fase acelerada e entéo, progride para uma crise blastica (PEIXOTO, 2017).

Fase cronica

O quadro clinico dessa fase é evidenciado pela apresentacdo de esplenomegalia
volumosa, hepatomegalia. As caracteristicas mais comuns do sangue periférico é a
presenca de desvio a esquerda com predominéncia de células granulociticas
imaturas, tais como mieloblasto, promielocitos, mielocitos e metamielocito. (REINATO
e MARTINI, 2019) Também se observa o desenvolvimento de anemias normociticas
e normocrébmicas (GOMES, 2020). Outro aspecto caracteristico da FC esta
relacionado com a quantidade de fosfatase alcalina intraleucocitaria, baixa na maioria
dos casos, elevando-se conforme o avanco da doenca (MORAES, 2018). Em média,

apos um periodo de quatro anos a LMC pode evoluir para a FA e em seguida para a
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CB, entretanto, também pode ocorrer a evolucédo direta da FC para a CB quando ndo

tratada.

Fase acelerada

Diversas instituicdes descreveram a definicdo da fase acelerada nos ultimos anos,
dentre as mais populares destacam-se a caracterizacdo da M.D. Anderson Cancer
Center (MDACC), da International Blood and Marrow Transplantation (IBMTR) e da
OMS. Para cada definicdo foi considerado o nimero de blastos, basofilos, presenca
de evolucdo clonal entre outras caracteristicas (TABELA 1) (BORTOLHEIRO e
CHIATTONE 2008).

TABELA 1 - Comparacgéo das trés classificagdes da leucemia mieloide
cronica em fase acelerada.

MDACC IBMTR oMS
Blastos (%) » 15 > 10 10-19
Blastos + Promialdcitos (%) > 30 > 20 NA
Basdfilos (%) > 20 > 20 » 20
Plaquetas (/mm’) < 100.000 Aumeno ou diminuicdo <100.000 ou >1.000.000

persistente moependenta 0o tralamento

Leucocnos (/mm’) NA Déicil controle NA
Anemia NA Nao responsiva 2o tralamenlto NA
Esplanomegalia NA Em aumento NA
(Aogenetica Evolucao cional Evolugao clona Evolugdo clonal
Qutros NA Sarcoma granulocibco, fibrose Proliferacio de megacanocilos, forose
MDACC: M.D. Anderson Cancer Canter; IBMTR: Intemational Bone Marow Transplant Registry, NA: ndo se aplica

Fonte: BORTOLHEIRO e CHIATTONE, 2008.

Crise blastica

Um dos principais critérios para a identificacdo nessa fase é a contagem de
blastos superior a 20% segundo a OMS. Também o MDACC define LMC a partir da
contagem de blastos igual ou superior a 30%, ou, entdo a soma de blastos e
promielécitos acima de 30% (TABELA 2). Em paralelo, alguns estudos realizados por
Cortes et al.,, (2006) indicou que individuos com contagem inferior a 29%
apresentavam maior sobrevida e um melhor progndstico comparado a pacientes com
contagem superior a 30%, o que demonstra que o0 ponto de corte de blastos
permanece em constante discussdo (SOSSELA; ZOPPAS; WEBER, 2017).
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Tabela 2. Perfil do hemograma nas diferentes fases da LMC.

Fases da doanga Paramealros ulilizados Valores encontrados

Contagem de laucdcitos Leucocitosa suparior @ 50.000mm* com desvio 4 esquarda

Diferancial Predominio de neutrdfiles e mieldcitos
Contagem | melamieldcilos
Fase cronica Raros promieldcitos
Presenca de até 10% de blaslos
Bascfilos & Eesindlilos aumenlados

Eritrograma Anemia crescente
Plaguetas Valor normal eu superior

Contagem de leucocilos Leucocilosa crescente = 100.000/mm

Fase acelerada Blastos aumentados entre 10 a 19%
Diferencial Basafilos = 20%

Eritrograma Anemia crescente
Plaguetas < 100.0:00 ou =100.000

Crise blastica Contagem diferencial | Blastes >20%

Fonte: Adaptado de SOSSELA; ZOPPAS; WEBER., 2017.

Diversas técnicas laboratoriais complementares sdo utilizadas para identificar
anormalidades genéticas tumorais especificas. A escolha do tipo de metodologia
dependera da sensibilidade do teste, tipo de amostra e estagio da doenca.

Inicialmente, estudos moleculares podem estabelecer um diagnéstico nos
casos em que os detalhes morfoldgicos sdo inconclusivos sobre a malignidade. A
presenca de anormalidades genéticas especificas em populagdes celulares pode
determinar a presenca de processos patolégicos clonais. Em geral, o diagnostico
inicial da LMC é estabelecido por meio de exames de rotina e complementares que
permitem uma analise aprofundada de suas caracteristicas e determinacdo do estagio
de desenvolvimento da doenca.

Para maiores esclarecimentos e diagndsticos mais seguros, 0 uso da analise
citogenética e molecular torna-se muito importante. A citogenética é a ciéncia que
estuda os cromossomos e sua funcdo, estrutura, comportamento bioldgico,
patolégico, e se divide em citogenética classica e citogenética molecular. A
citogenética classica baseia-se na analise dos cromossomos em divisdo celular,
enguanto a molecular compreende as técnicas de hibridagéo in situ por fluorescéncia
(FISH), hibridacdo gendmica comparativa (CGH), cariotipagem espectral (SKY),
dentre outras (FERREIRA, 2021).

Segundo Fernanda Leite et al.,, (2015) o diagnéstico da LMC pode ser

confirmado através das técnicas citogenéticas associadas as alteracbes
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hematolégicas encontradas, como a contagem de glébulos brancos além de outros
achados caracteristicos ha medula e no sangue.

As técnicas citogenéticas também podem ser aproveitadas no ambito medular,
o diagnostico pode ser feito pelo mielograma e biépsia medular. O exame citogenético
determina o nimero e a anormalidade cromossdmica identificada pela presenca do
cromossomo Philadelphia nas células da medula 6ssea. Em pacientes com LMC, o
tecido da medula 6éssea se encontra em alta atividade celular em funcéo da hiperplasia
mieloide, consequentemente, apresenta células em todas as fases de maturacéo e
com série vermelha diminuida, dessa forma, a medula 6ssea pode ser considerada o
melhor tecido para andlise, visto que, possui uma grande quantidade de material para
estudo citogenético (SOSSELA; ZOPAS; WEBER 2017)

GENE BCR-ABL

Como mencionado anteriormente, a LMC foi a primeira neoplasia relacionada
a uma anomalia genética a partir do descobrimento do cromossomo Philadelphia (Ph)
por Nowell & Hungerford (1960). Este marcador citogenético esta presente em grande
guantidade nas células de pacientes acometidos com a LMC, apesar de ndo alterar a
guantidade de cromossomos nas células, seu tamanho é ligeiramente menor quando
comparado aos demais.

Esta anomalia genética ocorre a partir da translocacdo reciproca dos bracos
longos do cromossomo 9 e 22 (FIGURA 3), resultando na fusdo dos genes ABL
(Abelson Leukemia Virus), originado pelo cromossomo 9934, e BCR (Breakpoint
Cluster Region), advindo do cromossomo 22q11, formando, assim, dois novos genes,
0 BCR-ABL no cromossomo 22q- e o ABL-BCR no cromossomo 9qg+ (FILHO, 2017).

Em células normais, o gene ABL codifica uma tirosina quinase que se distribui
no nucleo e no citoplasma e é responsavel por traduzir os sinais para regular a
estrutura do citoesqueleto. O gene BCR codifica uma serina-treonina quinase que,
qguando oligomerizada, tem a capacidade de fosforilar varias proteinas (CUNHA,
2018). A fusédo do gene BCR com a regido N-terminal de c-ABL1 produz uma proteina
guimérica BCR-ABL com maior atividade de tirosina quinase do que a proteina c-ABL
normal, que é responsavel pela transformacéo celular. A atuacdo enzimatica da

proteina ABL pl145 normal é codificada pelo dominio de homologia SRC-1 e se
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mantem inalterada a partir da ligacdo intramolecular da regido N-terminal cap do exon
1b e la e pela primeira parte do exon a2. Na proteina de fusdo BCR-ABL p210 a
auséncia da regido cap ABL e de um dominio de dimerizacao codificado pelo primeiro
exon do BCR, resultara na transducéo de sinal anormal. (VASCONCELOS, 2012).

As proteinas tirosina quinases (PTKs) e suas vias de sinalizacdo séo alvos
comuns de mutacfes oncogénicas, e seus papeéis na atividade mitotica e na reducao
de apoptose sdo finamente regulados em células normais. No entanto, em células
mutantes ou células modificadas estruturalmente, as PTKs s&o hiper ativadas e
tornam-se oncoproteina que promovem a transformacéo celular (DORFMAN et al.,
2018).

O gene hibrido BCR-ABL é responsavel pela producdo de uma PTK com alta
taxa de atividade, e a hiperatividade desta oncoproteina favorece a liberacdo de
efetores da proliferagdo celular e inibidores de apoptose, induzindo os processos
iniciais da oncogénese e o aumento da fosforilacdo de substratos especificos que
promovem disturbios nos processos de crescimento, diferenciacéo celular e reparo do
DNA (VIEIRA, 2016). Além disso, as células que se apresentam positivas para o
cromossomo Ph sdo mais instaveis e propensas ao desenvolvimento de anomalias
genéticas (DORFMAN et al., 2018).
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Figura 3. Translocacdo reciproca entre os cromossomos 9, 22 na leucemia
mieloide crbénica
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Fonte: DORFMAN et al., 2018. Legenda: Regido menor do gene BCR (m-bcr); Regido maior
do gene BCR (M-bcr); Regido micro do gene BCR (u-bcr); Abelson Leukemia virus (ABL); Breakpoint
Cluster Region (BCR).

Os diferentes pontos de quebra do gene Breakpoint Cluster Region (BCR), a
depender do loci utilizado, permitem produzir transcricdes de tamanhos diferentes que
podem originar diversos produtos quiméricos, dentre eles, as proteinas p190, p210 e
p230, responsaveis pela diferenciacdo dos fenétipos leucémicos (LAGO e PETRONI,
2017).

Por outro lado, a atividade molecular do oncogene Abelson Leukemia Virus
(ABL) esta associado a traducdo da proteina pl45, também responsavel pela
regulacéo da atividade da tirosino quinase. Os fendtipos leucémicos formados pelos
pontos de quebra ou ponto de fusdo do gene BCR-ABL séo caracterizados pela juncao
em trés locis distintos, sendo eles a regido de agrupamento de ponto de ruptura
principal (M-bcr), regido de agrupamento de ponto de quebra menor (m-bcr) e regiao

de agrupamento de micro ruptura (u-bcr). O fenotipo maligno da LMC esta relacionado
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ao ponto de quebra do M-bcr, pois se encontra na parte central do gene BCR e forma
0s transcritos el4a2 ou el3a2 traduzindo a proteina 210kDa ou p210, induzindo o
processo de mieloproliferacdo e aumento da atividade quinasica. Assim como, 0 m-
bcr estd associado a producdo dos transcritos do transcrito ela2 que levam a
formacao da 190kDa ou p190 presente em casos de leucemia linfoide aguda (LLA
Ph+) ou coexpressa em baixos niveis com a p210. Por fim, o loci u-bcr esta envolvido
com a traducdo da 230kDa ou p230 apresentando a forma mais branda para a
formacéo do gene-BCR (LAGO e PETRONI, 2017).

AS VARIAQ()ES DO CROMOSSOMO PH NA ANALISE CITOGENETICA

Tradicionalmente, a LMC ¢é classificada pela presenca do cromossomo
Philadelphia (Ph+), presente na grande maioria dos pacientes. Contudo, em alguns
casos mais raros a doenca pode-se apresentar com a falta do cromossomo
Philadelphia (Ph-), considerada como LMC atipica, com caracteristicas patologicas
diferentes da LMC classica (DORFMAN et al., 2018). Pacientes com Ph+ também
podem apresentar outras alteracBes genéticas, classificadas em Ph classico e
variante.

A partir dessas diferenciacdes, o profissional da saude pode indicar um
tratamento mais assertivo e fazer um monitoramento adequado da evolucdo da
doenca considerando a diversidade de resposta do organismo de cada paciente.

Segundo Maria de Lourdes L. F. Chaufffaile, o Ph Classico se da pela
translocacdo entre os cromossomos 9 e 22. Sua presenca é notada em 90% dos
quadros tipicos de LMC. O Ph variante ocorre em menor frequéncia atingindo em
meédia 5% a 10% dos casos homeados como simples onde ha o envolvimento de uma
Unica alteragdo cromossO6mica além dos cromossomos 9 e 22 e complexo onde ha o
envolvimento de duas ou mais alteracdes cromossémicas além dos cromossomos 9
e 22.

DIAGNOSTICO E EXAMES

Dentre os exames citogenéticos recomendados para a deteccéo de alteracdes
cromossOmicas, o0 caridtipo por banda G é o principal método para avaliar a

translocacdo dos cromossomos Ph na medula 0ssea. O teste consiste em analisar
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cromossomos interrompidos em metafase e identificar pares de cromossomos a partir
de caracteristicas morfoldgicas, estruturais, numeéricas, presenca de bandas
equilibradas ou ndo equilibradas dos cromossomos por meio do bandeamento G
(REIS, 2017). Além disso, a citogenética convencional € importante na deteccdo de
outras anormalidades citogenéticas, principalmente se ocorrer evolucao clonal de Ph+
ou clones de Ph- durante o tratamento, que em casos raros pode evoluir para sintomas
de sindromes mielodisplasicas ou leucemia mieloide aguda.

Outra metodologia muito utilizada para diagnostico € o PCR em Tempo Real
(Real Time - PCR), este tem como funcéo avaliar periodicamente a existéncia de
possiveis novos fendbmenos associados ao cromossomo Ph, como a evolugéo clonal
da doenca ou o surgimento de novas alteracdes, também € uma técnica muito Gtil no
acompanhamento da doenca residual minima. Recomendado para quantificacdo de
transcricdo e monitoramento do tratamento das NMP’s, a qPCR é uma técnica de
biologia molecular que quantifica DNA e RNA, determinando valores durante a fase
exponencial da reacdo. Esta técnica produz resultados com maior sensibilidade,
reprodutibilidade, precisédo, rapidez de andlise, facilidade de quantificacdo, melhor
controle de qualidade do processo e menor risco de contaminagéo (REIS, 2017).

A partir da amplificacdo e do uso de primers ou sondas com fluorocromo s&o
ligadas a uma fita complementar alvo e a fluorescéncia produzida é monitorada em
tempo real através de um termociclador, sendo possivel medir a quantidade de cDNA
ou RNAmM de uma amostra, possibilitando detectar uma célula doente em até 10°
células saudaveis (REIS, 2017) e (BONFIM, 2022).

A hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) é usada para detectar o rearranjo
BCR-ABL a partir do uso de sondas marcadas com fluocromo em fragmentos de
sequéncia de DNA. H& uma diversidade de tipos de sondas com caracteristicas
especificas para objetivos diferentes, no caso da LMC a metodologia utilizada baseia-
se no uso de sondas locus-especificas e de diferentes cores para marcar as regioes
pesquisadas (SANCHEZ; AGUILAR; MOLEON, 2016). Esta técnica é vantajosa pois
obtém-se o0 material a partir de sangue periférico, reduzindo desconforto ao paciente,
€ um método com resultado mais sensivel, especifico e rapido.

A utilizacdo de FISH e PCR sé&o as primeiras alternativas para casos em que 0
cariotipo ndo apresenta alteragfes visiveis, mas ainda ha uma suspeita de LMC. Em

situacdes de fibrose medular a analise citogenética é comprometida, pois o material
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para analise ndo pode ser utilizado, dessa forma, se tornam a opgédo mais indicada.
Estes métodos tém papel fundamental no diagndéstico inicial da doenca e na
identificacdo da remissdo da LMC. Também é utilizado para diagnéstico diferencial
entre as NMP’s (SANTOS et al., 2019).

Outras metodologias utilizadas no diagndstico podem ser o Micro-Array e 0
SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico). O Micro-Array tem como funcéo a analise
gendmica comparativa entre um DNA de referéncia (normal) e um DNA neoplasico a
partir da alteracéo de cépias, tal diferenca resulta em uma alteracéo na fluorescéncia
utilizada nesta andlise. Usando este método analitico, resultados altamente
especificos podem ser obtidos e artefatos podem ser excluidos (SILVA, 2016)

O SNP possui 0 mesmo principio do Micro-Array, a analise comparativa.
Todavia, neste ndo se faz necessario o uso de um DNA referencial. O teste é feito
utilizando somente um loci gendmico para se fazer o comparativo do numero de copias
e genotipo com a utilizagdo de sondas polimorficas para definir a genotipagem e

sondas nao polimoérficas para a determinacéo do numero de cépias (SILVA, 2016).

IMPORTANCIA DA ANALISE CITOGENETICA NO SUS

De acordo com Carla Maria Bomquinpani, os pacientes devem ter acesso a
esse tipo de analise, pois a progressao da doenca diminuiria, acarretando economia
nos custos de tratamentos paliativos em fases mais avancadas da doenca a longo
prazo, podendo gerar assim um auto pagamento pelas analises feitas e , por fim, ao
obter-se um diagndstico afirmativo, o paciente podera deixar de recorrer a drogas de
baixa especificidade e ndo sera mais obrigado a pagar por este tipo de teste para ter
a chance de melhor qualidade de vida.

Ainda, segundo Elizabeth Artman, ha grandes possibilidades de crescimento
no setor de analises citogenéticas na rede publica, tendo em vista que o IFF (Instituto
Fernandes Figueira, ligado a Fundacado Oswaldo Cruz, localizado no Rio de Janeiro)
se tornou, recentemente, apto para fazer tais diagndsticos.

Os grandes desafios se dao pelo déficit de méo de obra qualificada e preparada
para atender a este e outros pacientes com doencas de ordem genética e pela
necessidade de aumento de investimento em tecnologia e equipamentos especificos

para andlises citogenéticas. Com isso, compreende-se que inclusdo de estudos e
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testes citogenéticos e moleculares na rede publica de saude ir4d impactar

positivamente no estudo e diagnostico da LMC.

CONCLUSAO

A partir da reunido de informacdes acerca das analises citogenéticas e
moleculares em quadros de LMC, observou-se que a citogenética convencional e
molecular é essencial para o prognostico e diagnostico assertivo da leucemia mieloide
cronica e diferenciacdo de outras neoplasias mieloproliferativas. Uma vez que o
diagnéstico do paciente se torna totalmente esclarecido consequentemente o
tratamento também sera e especifico para o quadro da doenca garantindo uma
melhoria na qualidade de vida e sobrevida do paciente.

Também foi possivel observar que a oferta dos exames citogenéticos e
moleculares pelo setor publico de saude é escasso, dificultando um possivel
diagnostico precoce da populacdo carente que pode ser acometida pela doenca.
Como efeito disso, a descoberta se torna tardia impossibilitando um tratamento
adequado que pode levar a 6bito contribuindo com o0 niumero de mortes crescente das
doencas onco-hematolégicas no pais. Frente ao envelhecimento progressivo da
populacdo associado a incidéncia de faixa etaria da doenca, o investimento massivo
para deteccdo precoce da LMC pela salude publica se faz necessario.
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