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RESUMO

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) € uma neoplasia mieloproliferativa
caracterizada por anormalidades cromossdémicas, em particular, a translocacao
cromossOmica (9;22), conhecida como cromossomo Philadelphia (Ph). Essa
translocacdo gera o gene quimérico BCR-ABL1, que desregula as células
pluripotentes na medula éssea, interrompendo as sinalizacdes das interleucinas,
acarretando na producéo excessiva de células imaturas e neoplasicas.

Portanto, esta analise tem como objetivo enfatizar a importancia do principal
marcador citogenético e molecular no diagnostico preciso da Leucemia Mieloide
Crbnica sendo crucial para a conduta terapéutica e progndstica. A pesquisa foi
conduzida por meio de uma revisao bibliografica, abrangendo a consulta as bases
de dados Pubmed e BVS. Foram selecionados artigos em inglés, portugués e
espanhol, publicados no periodo de 2018 a 2023.

Os dados compilados evidenciam de maneira inequivoca que o exame de
hemograma, juntamente com as metodologias utilizadas nos testes citogenéticos e
moleculares desempenham um papel crucial na deteccdo desta neoplasia,
contribuindo de maneira significativa para um eficaz monitoramento e gerenciamento

clinico.

Palavras chave: “cytogenetics”, “chronic myeloid leucemia”, “molecular diagnosis” e

“chronic myeloid leucemia”.



ABSTRACT

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a myeloproliferative neoplasm
characterized by chromosomal abnormalities, particularly the chromosomal
translocation (9;22), known as the Philadelphia chromosome (Ph). This translocation
generates the BCR-ABL1 chimeric gene, which disrupts pluripotent cells in the bone
marrow, interrupting interleukin signaling and leading to the excessive production of
immature and neoplastic cells.

Therefore, the purpose of this analysis is to emphasize the importance of the
primary cytogenetic and molecular marker in the accurate diagnosis of Chronic
Myeloid Leukemia, which is crucial for therapeutic and prognostic decisions. The
research was conducted through a literature review, including consultation of the
Pubmed and BVS databases. Articles in English, Portuguese, and Spanish published
from 2018 to 2023 were selected.

The compiled data unequivocally highlight that the complete blood count
examination, along with the methodologies used in cytogenetic and molecular tests,
plays a crucial role in detecting this neoplasm, contributing significantly to effective

monitoring and clinical management.

Keywords: "cytogenetics,” "chronic myeloid leukemia,” "molecular diagnosis,” and

"chronic myeloid leukemia."
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INTRODUCAO

A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa
adquirida, que afeta as células mieloides, um subtipo de leucocitos produzidos na
medula éssea (MO), afetando principalmente adultos entre 40 e 50 anos. A LMC foi
0 primeiro tipo de neoplasia relacionada a anormalidades genéticas, devido a
translocacdo do cromossomo Philadelphia (Ph) 9934 e 22gl1, a fusdo do gene
nestes cromossomos gera uma proteina anormal denominada de BCR-ABL, com
atividade elevada de tirosina quinase, acarretando no aumento significativo de
leucdcitos, eritrocitos e plaquetas (DORFMAN et al., 2018).

O curso clinico da doenca integra trés fases: fase cronica, fase acelerada,
fase blastica, sendo esta considerada a mais grave. A hipétese diagnostica da LMC
pode ser verificada através de exames peridédicos, como por exemplo, o0
hemograma. Nos achados hematoldgicos, esta neoplasia é caracterizada por
leucocitose, trombocitose, células granulociticas imaturas (mieloblastos,
metamielocitos, mieldcitos), basdfila, desvio & esquerda, avancando-se na
sequencia para biopsia de medula 6ssea (CRUZ et al., 2022).

Os principais exames citogenéticos e moleculares utilizados sao: cariétipo por
banda G, Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH), reacédo da cadeia polimerase,
BCR-ABL quantitativo e qualitativo e Reacdo em Cadeia da Polimerase Digital de
Goticulas. (OLIVEIRA et al., 2021).

Apés o inicio do tratamento, 0 acompanhamento do paciente é fundamental
para obter a resposta hematolégica completa, juntamente com a monitoracdo do
desaparecimento do cromossomo Philadelphia na medula éssea, tendo como
estimativa de um ano a diminuicdo em 35% de glébulos brancos com este
Cromossomo no recurso terapéutico (BRITO et al.,2022).

As leucemias sdo muito heterogéneas geneticamente e a evolucao
tecnolégica no diagnostico tem permitido que os portadores da LMC tenham um
melhor progndstico, resultando em perspectivas promissoras em respostas aos
tratamentos, e em maior expectativa de vida (VRABLOVA et al., 2023).

Este trabalho busca, portanto, oferecer uma visdo abrangente e atualizada

sobre as técnicas citogeneticas e moleculares empregadas ao diagnéstico da LMC.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma revisédo de literatura sobre o principal marcador molecular e
citogenético BCR-ABL1 enfatizando sua importancia para a conduta terapéutica e o

prognéstico de pacientes com LMC.

2.2 Objetivos especificos

e Demonstrar como a t(9:22) (gq34;g11) e a identificacdo do gene de fusdo BCR-
ABL1 sao indicadores fundamentais para o diagndstico citogenémico da leucemia
mieloide crénica (LMC);

e Relatar a sensibilidade e a especificidade das técnicas de analise
citogenéticas e moleculares;

e Enfatizar a importancia das principais técnicas citogenéticas e moleculares no

diagnostico e prognéstico dos pacientes com LMC.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Etiologia e defini¢do da Leucemia Mieloide Cronica

A medula éssea (MO) é um tecido altamente vascularizado contendo células-
troncos hematopoéticas, responsaveis pela producdo de todas as linhagens
celulares do corpo humano, incluindo glébulos vermelhos, glébulos brancos e
plaquetas. As células sanguineas sdo formadas na MO através de um processo
chamado hematopoese, que envolve a divisdo e diferenciacdo das células troncos
(CTHs) em células sanguineas maduras, que séo liberadas na corrente sanguinea e
transportadas para os tecidos e érgaos do corpo. As leucemias sdo um tipo de
neoplasia que afeta negativamente os constituintes sanguineos, desencadeando
mutacfes e consequentemente transformando as CTHs em células anormais
impedindo sua maturacao, gerando-as de formas imaturas e defeituosas, resultando

em Neoplasia hematolégica maligna (CUNHA, 2018).

Figura 1 - Processo de hematopoese na medula 6ssea
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As leucemias podem ser divididas em diferentes tipos, dependendo do
estagio de desenvolvimento das células afetadas e do tipo de célula sanguinea
atingida. Os principais tipos de leucemia incluem as formas agudas e crbnicas, que
podem ter origem mieloide provenientes de seus precursores (mastocitos, basofilos,
neutrofilos, eosinofilos e mondcitos), ou linfoide resultantes de seus protétipos
(células NK, linfocitos T, linfocitos B e plasmdcitos), quanto a velocidade de
reproducdo celular desta neoplasia hematoldgica, apresenta-se em duas maneiras

discrepantes, dentre elas, as leucemias agudas, acarretando na multiplicacdo de
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células imaturas exacerbadas e as leucemias crbnicas com aumento de células
semimaduras anormais e com reproducéo lenta (BEZERRA et al.,2021).

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma neoplasia sanguinea maligna do
grupo das mieloproliferativas cronicas, caracterizada por uma hiperplasia ha medula
O0ssea decorrente de um disturbio celular. A LMC é adquirida, e sua principal
alteracdo genética é uma translocacdo cromossdmica mutua t(9;22)(q34;q11.2),
conhecido como cromossomo Filadélfia (Ph). Essa translocacéo ocorre entre o gene
Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 (ABL1),localizado no
cromossomo 9qg34,e o gene BCR (Breakpoint Cluster Region),localizado no
cromossomo 22q11.2 resultando na formacdo da oncoproteina de fusdo BCR-ABL1.
A presenca do cromossomo Filadélfia € encontrada em mais de 95% dos pacientes
diagnosticados com LMC. A BCR-ABL1 desregula os mecanismos de sinalizacao
intracelular, levando ao desenvolvimento e progressdo da doenca. E importante
ressaltar que a identificacdo do cromossomo Filadélfia é essencial para o
diagnostico da LMC e para a escolha do tratamento mais adequado (BRITO et
al.,2022).

Figura 2 - Translocag&o cromossémica
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ABL

O gene BCR é dividido em trés partes: M-bcr (a maior quebra), m-bcr (a
quebra menor) e u-ber (a quebra micro). Dependendo da regido em que ocorrem as
quebras, a proteina quimérica pode ter tamanhos diferentes, variando de 190 kD a
230 kD. A proteina p190 BCR-ABL é codificada pela conexdo do primeiro éxon do
BCR com o alelo ABL, causando uma troca de segmentos cromossdmicos que
aumenta significativamente a via de sinalizacao de tirosina quinase em comparagao
com a p210 BCR-ABL. O gene ABL pode se unir a uma das trés regides diferentes

do BCR, sendo que a M-bcr estd relacionada a sua maior capacidade
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transformadora e esta associada a manifestacbes graves de leucemia
(MINCIACCHI et al., 2021).

A p190 BCR-ABL é responsavel por codificar a proteina e os transcritos
guiméricos b2a2 e b3a2 sdo responsaveis por sua codificacdo na parte central. A
proteina Abelson normal apresenta fosforilagdo de tirosina, mas mesmo em niveis
elevados do gene, ndo gera carcinogenicidade. Isso bloqueia o ciclo celular,
garantindo um crescimento celular regular sem a utilizacdo do ABL. Cerca de 5%
dos pacientes com leucemia mieloide crénica (LMC) ndo apresentam positividade
para o marcador molecular Ph, o que requer andlises de DNA das células
hematopoéticas para detectar o gene BCR-ABL e garantir a eficacia nos resultados.
A deteccdo da oncoproteina BCR-ABL é fundamental para o diagndstico preciso da
LMC. A presenca do gene hibrido BCR-ABL e da proteina oncogénica P210
caracteriza a LMC tipica, enquanto a auséncia dos marcadores Ph e BCR-ABL
indica um prognéstico grave, classificando a LMC como atipica (BOMFIM et
al.,2022).

3.1.1 Epidemiologia

Dentre as doencas mieloproliferativas, a leucemia mieloide crbénica (LMC) é
uma das mais prevalentes, entre 1 a 2 casos em 100.000 habitantes adultos, que
corresponde cerca de 15% a 20% de todas as leucemias. Essa neoplasia acomete
ambos os sexos e podem ocorrer em adultos e criancas, mais comuns em individuos
do sexo masculino, sendo frequentemente diagnosticada em pessoas entre 50 e 60
anos de idade. Em paises desenvolvidos, a LMC é diagnosticada com mais
frequéncia em individuos entre 30 e 40 anos de idade. Embora rara, a LMC também
pode ocorrer em criancas, correspondendo a cerca de 2% a 3% dos casos, com
uma incidéncia de 0,6 a 1,2 criangas por ano (REINATO; MARTINI, 2019).
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Figura 3 - Incidéncia da leucemia mieloide cronica segundo a idade e género.
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Em relacéo aos diagndsticos de LMC nos Estados Unidos em 2020, estima-se
que houve cerca de 8.450 novos casos e uma estimativa de 1.080 mortes
relacionadas a doenca. Desde a introdu¢do do medicamento imatinibe em 2000, o
indice de mortalidade anual da LMC diminuiu significativamente, passando de 10-
20% para 1-2%%, No mesmo ano ocorreu um aumento no nimero de novos casos
de LMC, de 7.000 para 8.800, o que equivale a um aumento de 180.000
habitantes/ano. Essa estimativa indica que a prevaléncia da doenca continuara a
aumentar até 2030 ou 2040. Com base na taxa de incidéncia atual de 9.000 casos
por ano nos Estados Unidos, juntamente com a taxa de mortalidade anual de 2%,
acredita-se que o plat6 de prevaléncia (quando a incidéncia anual é igual a
mortalidade anual de 9.000 casos) sera atingido somente em 2040 ou 2050,
estimando um numero total de casos entre 400.000 a 450.000 nos EUA. Esses
dados sugerem que o numero de casos de LMC continuard a crescer nas proximas
décadas (JABBOUR; KANTARJIAN, 2020).

Existem diversos fatores epidemiolégicos que podem estar associados ao
desenvolvimento da LMC, afetando o funcionamento da medula 6ssea e resultando
no mau desenvolvimento das células que se transformam em globulos brancos.
Dentre eles, destacam-se 0 benzeno, as radiacfes ionizantes e os agrotoxicos. O
benzeno é uma composicdo quimica presente em diversos produtos, como a fumaca
do cigarro, a gasolina e a industria quimica, e pode causar mutacdes nas células,
comprometendo sua funcdo. Ja as radiacdes ionizantes, como as utilizadas em

radioterapia e exames de raios-X, podem danificar o DNA das células, resultando
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em alteragBes citogenéticas e linhagens celulares anormais, principalmente em
casos de leucemia. Além disso, 0s agrotoxicos também podem causar lesées nas
células primitivas e diminuir sua quantidade, resultando em alteracdes citogenéticas
e linhagens celulares anormais, também associadas a leucemia (OLIVEIRA et al.,
2021).

3.1.2 Sintomatologia

A leucemia mieloide crénica € uma doenca que se desenvolve lentamente,
podendo ser assintomatica em seu estagio inicial. Com o avan¢o da doenca, 0s
sinais tornam-se evidentes, como fadiga, fraqueza, perda de peso inexplicavel,
sudorese noturna, febre, perda de apetite e esplenomegalia, que pode causar dor ou
desconforto na regidao abdominal. Alguns pacientes também podem apresentar dor
Ossea, especialmente nas costelas, quadris e cranio, além de sangramentos e
hematomas com facilidade, devido a diminuicdo das plaquetas no sangue. Outros
sintomas incluem infec¢des recorrentes, falta de ar, tontura, retinopatia, alteracdes
neurologicas, acometimento cardiovascular com insuficiéncia cardiaca, anemia,
sangramento nasal e gengivas. O diagnéstico pode ser feito através de exames de
rotina, como o hemograma completo, que identifica leucocitose, desvio a esquerda
escalonado, basofila, discreta trombocitopenia ou trombocitose. E importante
ressaltar a importancia de exames laboratoriais de rotina tanto em pessoas
saudaveis quanto em portadoras da doenca, para monitoracdo adequada
(MINCIACCH, 2021).

3.2 Fases da Leucemia Mieloide Crbnica

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma neoplasia caracterizada por uma
multiplicidade de caracteristicas clinicas. E crucial identificar as diferentes fases da
doenca para um monitoramento adequado e escolha terapéutica adequada. E
crucial diagnosticar a LMC precocemente para que a terapia possa ser iniciado o

mais rapido possivel e melhorar o prognéstico do paciente (VIEIRA, 2019).



17

3.2.1 Fase crbnica

A Leucemia Mieloide Crbnica (LMC) é uma doenca hematologica que
apresenta duas fases principais: a fase crénica e a fase acelerada. Na fase cronica,
que tem duracdo média de trés a cinco anos, a progressdo da doenca é lenta e
caracterizada pela hiperplasia da medula 6ssea e intensa maturacdo das células
mieloides. Cerca de 90% dos pacientes sdo diagnosticados nesta fase, e 20% a
40% deles podem ser assintomaticos, sendo a leucocitose detectada em exames de
rotina o primeiro sinal da doenca. Geralmente, ndo € analisada a presenca de
displasia importante na medula 6ssea, e os blastos estdo abaixo de 2% na
contagem global leucocitaria. A basofila € comum no valor relativo e a eosindfilia
pode ser observada no leucograma. O aumento de mondcitos no valor absoluto
pode ocorrer na automacdo, porém abaixo de 3%. Em casos excepcionais,
associados ao BCR-ABL1 p190, a LMC pode ser confundida com a leucemia
mielomonocitica crénica (ADNAN-AWAD et al., 2020).

E importante observar que, no perfil hematoldgico, as plaquetas podem variar
do seu valor normal, podendo atingir valores acima de 1.000 x 10°%L. A
trombocitopenia ndo é frequente. No exame de medula 6ssea, € detectado o
aumento da celularidade devido ao critério de maturacdo, semelhante ao sangue
periférico. Os blastos geralmente estdo abaixo de 5% no tecido hematopoiético, e
quando atingem 10% ou mais, isso é indicativo de progresséo da leucemia. E usual
0S megacariocitos estarem normais ou discretamente diminuidos, porém cerca de
40-50% dos pacientes apresentam moderadas ou hiperplasia megacariocitica. O
exame inicial da medula 6ssea frequentemente apresenta de forma moderado a
marcada fibrose reticulinica, em aproximadamente 30% dos diagndsticos clinicos,
relacionado ao aumento de numero de megacariocitos, levando a um desfecho
desfavoravel. As alteracOes genéticas contribuem para a progressdo da doenca e
aumento no potencial proliferativo celular. E comum observar a presenca de anemia
normocitica e normocrébmica, bem como a diminuicdo da fosfatase alcalina
intraleucocitaria na maioria dos casos clinicos. Em alguns casos, a elevacado da
fosfatase alcalina pode ocorrer a medida que a doenca progride (SOUSA et al .,
2022).
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Figura 4 - Leucemia mieloide cronica
: - o ‘

Fonte: https://www.pharmadoor.com.br/blog/398-tratamento-leucemia-mieloide-cronica.html

3.2.2 Fase acelerada

Esta fase € menor que o estagio cronico, onde ocorre a transicdo, podendo
haver resisténcia terapéutica, apresentando um pouco de perda na diferenciacéo,
resultando no aumento de blastos. Esta etapa € caracterizada por aumento dos
leucécitos na contagem global (> 10 x 10°L), esplenomegalia, devido a falha
terapéutica, trombocitose (> 1.000 x 10° /L), resultante da auséncia em resposta ao
tratamento ou trombocitopenia, progressdo citogenética, confirmada apos
cariotipagem, 20% de basofilos ou mais no sangue periférico ou no tecido
hematopoiético, 10-19% de blastos na MO ou sangue venoso, e podem ocorrer
anormalidades cromossO6micas adicionais, tais como duplo Ph, trissomia 8
isocromossomol7q, trissomia 19 (REIS et al ., 2019).

Figura 5 - Leucemia mieloide cronica em sangue periférico; (A-B) Esfregago sanguineo em fase

acelerada, com basofila, mieloblastos, entre outros precursores mieloides, e trombocitopenia; (C)
Aspirado de medula 6ssea com basdfilia, mieloblastos e promielécitos.
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Fonte: (CUNHA, 2018).

3.2.3 Fase blastica

A fase blastica é a etapa mais complexa da doenga, com um aumento de
blastos superior a 20% no tecido hematopoiético e sangue periférico, comportando-


https://www.pharmadoor.com.br/blog/398-tratamento-leucemia-mieloide-cronica.html
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se como uma leucemia aguda. Imunofenotipicamente, esse avango pode evoluir
para uma leucemia aguda de linhagem mieloide ou linfoide. Cerca de 20-30% dos
casos apresentam fendtipo linfoide, e cerca de 50% apresentam caracteristicas
mieloides. Em diagnésticos raros, a doenca pode apresentar-se de forma
bifenotipica (linhagem linfoblastica e mieloblastica). Em cerca de 80% dos pacientes
em crise blastica, ocorrem aberracdes genéticas e alteragcbes cromossémicas, tais
como translocacbes, delecbes e inversdes envolvendo principalmente o
cromossomo 17, poliploidias, aneuploidias e super expressao de proteinas de outras
oncogenes, como CMYC e BCL-2. O avango da crise blastica esta associado a
delecbes de genes supressores de tumor, como o pl6 e p53. Nas células
progenitoras anormais, ocorre um aumento na expressdo de [B-catenina, que esta

associada a capacidade de auto-renovacao (PEIXOTO, 2017).

Figura 6 - Esfregacos de sangue periférico de leucemia mieloide crénica em fase blastica, linhagem
mieloide, com numerosos mieloblastos, neutrofilos atipicos e promieldcitos. Ampliagdo: 1000x.

Fonte: (CUNHA, 2018).

3.4 EXAMES DE ROTINA: HEMOGRAMA COM SUAS POSSIVEIS ALTERACOES.

O hemograma € um exame laboratorial que avalia as células do sangue,
incluindo a série vermelha, a série branca e a série plaguetaria. A série vermelha é
composta pela contagem de eritrocitos (CE), dosagem da hemoglobina (Hb),
hematdcrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM). Com a
automacdo das avaliagbes das células, € possivel obter informacbes sobre o
tamanho das hemacias (RDW) por meio de histogramas e graficos de distribuicdo
das células. A série branca é avaliada por meio da contagem total de leucécitos

(CTL), contagem diferencial de leucocitos (em % ou valor relativo e em 103 /mm3 ou
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valor absoluto) e indices para neutréfilos, eosindéfilos, basdfilos, linfécitos e
mondcitos. E importante destacar que o valor absoluto é considerado melhor como
expressao diagnostica. As plaquetas sdo avaliadas quantitativamente pela contagem
de plaquetas (CP: 103 /mm3). Toda essa andlise € realizada com a ajuda de

programas de informética e automacao das avaliagdes celulares ( DULTRA , 2020).

Figura 7 - Valores hematdgicos de referencia em adultos-série vermelha

Parimetro Escala de Homens Mulheres
concentracio

Hemadcias x10%/pul 5.00+05 43+05

Hemoglobina g/dL 150=20 13515

Hematéerito (%) 45=5 415

VCM - Volume fL. (fentilitro) 92+9

Corpuscular Médio

HCM — Hemoglobina pg (picograma) 295%25

Corpuscular média

CHCM wdl 33+£1,5

Concentragdio de

Hemoglobina

Corpuscular Média

RDW — Red Cell Cocficiente de 12812
Distribution Width Variagio, CV (%)

Fonte: (PNCQ, 2019)

O hemograma é uma ferramenta crucial para o diagnostico precoce de
inUmeras doencas hematolégicas e pode ser utilizado como exame clinico de
triagem, devido a sua importancia na analise morfolégica das células sanguineas.
No eritrograma, € comum observar um perfil de anemia normocrémica normocitica
de gravidade variavel, com eritroblastos em sangue periférico, hiperleucocitose e
desvio a esquerda (promieldcitos, mielocitos, metamieldcitos, eosinofilos e
basofilos). E fundamental quantificar de forma precisa a morfologia das células na
microscopia, pois o resultado diferencial pode identificar a fase da doenca (CUNHA,
2018).

Durante a fase cronica da LMC, ocorre um aumento nos niveis circulantes de
histamina. Nessa fase, o valor médio de histamina é de 5000 ng/ml, enquanto em
individuos saudaveis é de aproximadamente 50 ng/ml. Esse aumento excessivo de
histamina leva a basofilia, que é uma caracteristica da leucemia. Nos pacientes com
um aumento acentuado de baséfilos e uma elevacao significativa nos niveis séricos
de histamina (=100 vezes o valor normal), € comum a manifestagdo de sintoma,

como prurido intenso, urticaria e hiperacidez gastrica (SADOVNIK et al., 2023).
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Figura 8 - Leucemia mieloide cronica, apresentando, leucocitose, células granuldciticas imaturas e
basodfilia .

Fonte: (CUNHA, 2018)

3.6 DIAGNOSTICOS CITOGENETICOS E MOLECULARES

A citogenética € uma area da genética dedicada ao estudo dos cromossomos,
que consistem em moléculas de DNA associadas a conjuntos de proteinas. Essa
disciplina investiga sua funcdo, comportamento biolégico, patoldgico,
hereditariedade e estrutura. A citogenética se divide em duas grandes categorias:
convencional e molecular. A citogenética convencional envolve o cultivo de células
para andlise, enquanto o molecular (FISH) utiliza técnicas e tecnologias baseadas
em DNA. Esses diferentes enfoques permitem obter informacfes precisas sobre as
alteracdes cromossémicas associadas a leucemia mieloide crénica (LMC). A
investigacdo citogenética desempenha um papel crucial no diagnéstico e
monitoramento da LMC, pois € altamente eficaz na identificacdo visual das
alteracbes cromossdmicas caracteristicas dessa leucemia (FERNANDES et al.,
2022).

A coleta de amostras é realizada por meio de sangue periférico ou medula
0ssea, visando detectar a presenca do cromossomo Filadélfia, que é um marcador
diferencial da doenca em relagdo a outros distarbios mieloproliferativos. Além do
diagnéstico, a andlise citogenética € utilizada para monitorar a eficacia do tratamento
e a progressdo da leucemia ao longo do tempo. Durante o acompanhamento, é
possivel identificar mudancas na presenca ou quantidade do cromossomo Filadélfia.
Um decréscimo progressivo ou a auséncia desse cromossomo indicam uma
resposta terapéutica positiva. Por outro lado, um aumento ou persisténcia do
cromossomo pode sinalizar resisténcia ao tratamento ou recidiva da doencga
(SANTOS et al., 2019).

A biologia molecular é de extrema valia no diagnéstico de individuos com
LMC, devido a sua efichcia na deteccdo de novas mutacdes e reorganizacao



22

genética. Isso resulta em estratégias de diagnéstico e tratamento terapéutico
superiores, 0 que leva a utilizacdo de novas técnicas avangadas na avaliacdo clinica
dos pacientes, incluindo a Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional,
PCR em tempo real (QPCR), PCR digital. A PCR convencional € uma técnica
amplamente utilizada que permite amplificar segmentos especificos do DNA,
permitindo a deteccdo de mutacdes genéticas associadas a LMC. A gPCR € uma
variacdo da PCR convencional que permite a quantificacdo precisa do DNA
amplificado em tempo real. Isso é especialmente Util na monitorizacdo da resposta
ao tratamento e na deteccao precoce de recidivas. A PCR digital € uma técnica mais
recente que permite a deteccdo e quantificacdo precisa de sequéncias de DNA
individuais. Ela pode identificar mutacdes genéticas raras e monitorar a evolugcédo da
doenca com alta sensibilidade (CAYUELA et al ., 2019).

3.6.1 Analise citogenética convencional por bandeamento G

O Caribtipo com banda G é considerado um ponto de partida essencial para a
investigacdo do cromossomo Philadelphia (Ph+), sendo um método que envolve a
cultura de células da medula 6ssea e a analise dos cromossomos. Nesse processo,
as células cultivadas séo induzidas a se dividirem e sao interrompidas na fase de
metafase. Apds a interrup¢cdo com Colchicina, as células sdo submetidas a um
choque hipotdnico com solucgéo salina (KCL), seguido de lavagem e fixacdo com um
fixador contendo &cido acético e metanol na proporcdo de 3:1. O material obtido é
entdo pingado em uma lamina com o objetivo de obter um bom espalhamento
cromossOmico. A identificacdo dos cromossomos ocorre através da inducdo de
bandas pelo uso de tripsina e da coloragdo com Giemsa. No Cariétipo, é possivel
observar o numero, tamanho e estrutura dos cromossomos. Para uma analise
adequada, € necessario examinar no minimo 20 metafases. Além de evidenciar a
presenca do Ph+, o estudo por citogenética convencional também pode detectar

outras anormalidades cromossémicas (BELIGOY et al ., 2019).
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Figura — 9 - Cari6tipo por bandeamento G
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Fonte: https://www.abrale.org.br/doencas/leucemia/lmc/cromossomo-filadelfia-e-o-bcr-abl

3.6.2 Citogenética molecular: Hibridizag&o in situ por fluorescéncia

A citogenética molecular, especificamente a técnica de Hibridizacéo in situ por
fluorescéncia (FISH), desempenha um papel importante na identificacdo de
rearranjos genéticos, como o rearranjo BCR/ABL. Essa abordagem é
particularmente Gtil no diagnodstico da Leucemia Mieloide Crbénica quando o
cromossomo Philadelphia ndo é detectado na citogenética convencional ou quando
as células ndo estdo na fase de metafase. A técnica de FISH emprega sondas de
DNA especificas que se ligam a regides especificas dos genes BCR e ABL. Essas
sondas sdo marcadas com corantes fluorescentes, sendo a sonda do gene BCR
marcada com cor verde e a sonda do gene ABL marcada com cor vermelha. A
presenca da fusdo entre essas duas cores, resultando na cor amarela, indica a
presenca da translocacdo t(9;22) caracteristica do cromossomo Philadelphia. Em
células normais, espera-se observar dois sinais verdes (gene BCR) e dois sinais
vermelhos (gene ABL), indicando a localizacdo normal dos genes BCR/ABL. Essa
técnica, rapida, sensivel e especifica, é indispensavel para o diagndstico,
monitoramento e acompanhamento de pacientes com leucemia mieloide cronica
(ZHOU et al ., 2018).

Figura — 10 - técnica de FISH / BCR-ABL

Typical BCR/ABL1 positive FISH pattern

Normal cells
(BCR/ABL1 negative)

Abnormal cells
(BCR/ABL1 positive)

ABL1 (9q34)-Red; BCR (22

Fonte: https://imagebank.hematology.org/image/60151/bcrabl-fish



https://www.abrale.org.br/doencas/leucemia/lmc/cromossomo-filadelfia-e-o-bcr-abl
https://imagebank.hematology.org/image/60151/bcrabl-fish
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3.6.3 Técnica de reacdo em cadeia polimerase PCR (RQPCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ou RT-gPCR envolve a extracao
do RNA total tanto do sangue periférico quanto de amostras de medula 0ssea, a
transcricdo reversa do mRNA ( RNA mensageiro) tem o principal objetivo que o
cDNA ( DNA complementar que € derivado de uma molécula de RNA mensageiro,
fazendo uma copia de DNA pela enzima transcriptase reversa) e ampliando
guantitativamente em tempo real. Focando em cDNA do gene BCR-ABL e cDNA de
um gene de controle interno. Para estudos clinicos moleculares quantitativos, o
método padrdo é realizado através de diluicbes em série de quantidade que é
conhecida como plasmideo clonado apresentando o DNA de fusédo, ou diluicbes em
série de células K562 (efeito do cortisol em células neoplasicas) em DNA.
Atualmente, esse material € ofertado em forma de kits baseados em sonda Tagman
disponiveis para serem adquiridos (SHANMUGANATHAN et al., 2018).

Na analise molecular qualitativa Serdo coletados quatro mililitros de sangue
periférico em um tubo de EDTA (tampa lilas) dos pacientes com Leucemia Mielbide
Crbnica (LMC), logo ap0s as amostras passaram pelo processo de centrifugacdo de
gradiente de densidade (Ficoll, Sigma), e a linhagem de células brancas no sangue
total (ST), fica submetida a extracdo do RNA TRIzol (Amresco). Foi realizada uma
analise de RNA extraido, mais especifica feita através de eletroforese em gel tratado
de DEPC, para garantir a pureza e a integridade. Através do kit de sintese e o cDNA
Maxima ,0 cDNA que transcreve o RNA reversamente, sendo submetido a uma
Reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa multiplex (RT-PCR) ou
PCR qualitativa para genotipagem do transcrito do gene de fuséo de eletroforese em
gel, os transcritos sdo genes BCR-ABL caracteristicos da LMC e cada coluna

representa um gene em especifico (CARVALHO, 2017).

Figura — 11 - Eletroforese em Gel.

1 2 3 4 5 6 7 8

Lane 1: e14a2 (b3a2) +ve Control
Lane 2: e13a2 (b2a2) +ve Control
Lane 3: -ve Healthy Control
808bp —» Lane 4: MW Marker (100 bp)
Lane 5: ¢14a2 (b3a2)+ve Sample
Lane 6: No Template Control (NTC)
Lane 7: e13a2 (b2a2)+ve Sample

385bp —»
310bp —>

Lane 8: -ve Patient Sample

Fonte: (Azad et al., 2018)



25

Andlise Molecular Quantitativa logo apds a normalizacdo para a concentragdo
de 500ng aproximadamente, as amostras de RNA sao sintetizadas integralmente a
cDNA e amplia-se em tempo real para a quantidade esperada de carga de
transcricdo de fusdo. As duracdes de acompanhamento podem ser de trés meses,
seis meses ou um ano, utilizando a sonda de Tagman que tem como principio a
utilizagdo de kit de quantificagdo de transcricdo do gene BCR-ABL (GenoSen 's
Genome Diagnostics Pvt. Ltd.) Em tempo real na plataforma de PCR Agilent
Stratagene Mx-3000-P. Se o valor ultrapassar o limite a partir da curva padrdo o
mesmo sera expresso pela propor¢cdo normal do transcrito BCR-ABL para o do gene
ABL de contole (AZAD et al., 2018).

3.6.4 Reacédo em Cadeia da Polimerase Digital de Goticulas

A Reacdo em Cadeia da Polimerase Digital de Goticulas de Transcriptase
Reversa (RTddPCR) é uma técnica que permite a separacdo de uma reacao de
PCR em milhares de conjuntos de reacdes moleculares especificas em forma de
goticulas, isso possibilita uma quantificacdo precisa do niamero de moléculas alvo.
Ao contrario da Reacdo em Cadeia da Polimerase de Transcriptase Reversa
Quantitativa (RTgPCR). O RTddPCR nao depende de uma correlacao indireta entre
o transcrito BCR-ABL1 e uma curva de calibracdo para realizar a quantificacédo, o
gue pode ser um processo complexo e sujeito a erros. O RTddPCR oferece uma
medicdo precisa do nimero de cOpias das moléculas alvo, ou seja, das moléculas
especificas. Isso é especialmente relevante no tratamento da Leucemia Mieloide
Crbnica (LMC), onde o objetivo é obter uma resposta molecular (RM) mais rapida e
evitar a progressao da doenca para estagios mais graves. Para realizar o RTddPCR,
€ necessario utilizar um kit especifico, como 0 QXDX BCR-ABL %IS. Essa opcéo &
considerada uma alternativa viavel ao método atualmente utilizado como "padréo
ouro". O RTddPCR permite a quantificacdo das amostras sem a necessidade de
curva de calibragcéo, reduzindo a variacdo entre laboratérios e apresentando uma
boa linearidade em comparacdo com o RTqPCR. Isso demonstra que o RTddPCR,
utilizando o mesmo kit (QXDX BCR-ABL %IS), é capaz de gerenciar os pacientes de
forma comparavel em diferentes cenarios, oferecendo um bom desempenho na
medicdo do BCR-ABL (SCOTT et al., 2021).
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Em relagédo ao custo do kit QXDX BCR-ABL %IS da Bio-Rad é similar ao
Cepheid Xpert que se baseia em automatizacdo de sistemas com cartucho, porém
sendo mais caro em relacdo aos convencionais de RTqPCR produzidos em
laboratorios, quando os pocos extras (deteccdo de resposta profunda) sao utilizados
para compensar a falta da obrigatoriedade de uma curva padrao e validacéo
diminuida que sé@o necessérias ao utilizar o kit com outra marca que seria Conformit-
e Europ-eene (CE) alteracdes oportunas para a Europa em vitro regulamentos de
diagnésticos (IVD) e o seu impacto em testes desenvolvidos nos laboratérios. Com o
RTddPCR é possivel avaliar e detectar a capacidade das respostas profundas
fazendo o uso do kit Bio-Rad QXDX BCR-ABL %IS, que juntamente com a
linearidade aprimorada e CVs interlaboratoriais diminuidas, comparando o RTgPCR
qgue oferta um potencial melhor de classificacdo dos pacientes baseado nos critérios
de avaliacdo do ELN 2020 em resposta molecular e o nivel de resposta profunda
(CHUNG , 2020).

Figura -12- PCR digital
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Fonte:https://www.onconews.com.br/site/atualizacao-cientifica/dropsdegen%C3%B4mica/4655-pcr-
digital-em-gotas-dd-pcr.htm
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4 DELINEAMENTO METODOLOGICO

O presente estudo se trata de uma pesquisa de revisdo bibliografica
integrativa, com base em artigos cientificos de relevancia académica sobre o tema.
Foram realizadas buscas nas seguintes bases de dados: National Library of
Medicine (Pubmed) e Portal Regional da Biblioteca Virtual da Saude (BVS). As
buscas ocorreram no periodo de 2023, utilizando combina¢cbes com as seguintes
palavras-chaves: “cytogenetics”, “chronic myeloid leucemia”, “molecular diagnosis” e
“chronic myeloid leucemia” utilizando o marcador booleano AND.

Como critério de inclusdo foram selecionados artigos cientificos mais
atualizados, publicados nos ultimos 5 anos, que se enquadravam com o0 tema
abordado na pesquisa. Além disso, foram incluidos apenas artigos disponiveis em
portugués, inglés e espanhol. Como critérios de exclusdo, foram rejeitados o0s

materiais literarios em duplicidade ou que néo tinham relacao direta com tema.
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Figura 13 - Fluxograma detalhando a metodologia adotada para a selecao de artigos, com base em
critérios de excluséo e incluséo.
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Com bases nas pesquisas realizadas, os testes citogenéticos e moleculares

continuam sendo os mais empregados em pacientes diagnosticados com LMC,

destacando-se pela sua sensibilidade e eficacia, influenciando diretamente as

decisoes clinicas.

Quadro 1 apresenta resumos de 11 artigos cientificos que destacam o0s

principais testes citogenéticos e moleculares como padrdo-ouro para monitorar e

prognosticar pacientes com leucemia mieloide crénica.

Quadro 1- Documentacao que refletem estudos baseados em técnicas citogenéticas e moleculares
aplicadas a individuos diagnosticados com leucemia mieloide crénica.

AUTOR/ANO TITULO OBJETIVOS SINTESES/RESULTADOS
ANKATHIL et | Clinical Destacar a importancia | A andlise  citogenética
al., 2020. implications of | do CCA regular e | convencional (CCA) pode
conventional oportuno, da andlise | identificar o cromossomo
cytogenetics, FISH e dos testes | Filadélfia (Ph) padrdao e
fluorescence in | moleculares no | variante e quaisquer
situ diagndstico, progndés- | anormalidades
hybridization tico, avaliacdo da | cromossdmicas complexas
(FISH) and | eficacia  terapéutica, | adicionais no diagnostico, A
molecular avaliacdo da DRM e | hibridizacdo fluorescente in
testing in | na deteccao de | situ (FISH), é de extrema
chronic myeloid | mutacdes da quinase | valia para células da LMC
leukaemia BCR-ABL1 gue | em metafase e variantes
patients in the | causam resisténcia | Ph, ndo detectado em
tyrosine kinase | terapéutica em | (CCA)
inhibitor era — A | pacientes adultos com
review LMC.
JABBOUR,; Chronic myeloid | Explicar o uso da|A RT-PCR amplifica a
KANTARJIAN, | leukemia: 2020 | técnica de Reacdo em | regido da juncdo entre 0s
2020 update on | Cadeia da Polimerase | genes BCR e ABL1, sendo
diagnosis, Transcriptase Reversa | altamente  sensivel na
therapy (RT-PCR) na deteccéo | detecgéo de doenca
and monitoring. | de doenca residual | residual minima. A PCR
minima em pacientes | qualitativa € Gt no
com Leucemia | diagnostico da LMC,
Mieloide Crobnica | enquanto a PCR
(LMC) e fornecer | quantitativa é ideal para

informagdes sobre as
diferentes abordagens
gualitativas e

monitorar a doenca residual.
Uma resposta citogenética
completa (CCyR) e
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guantitativas e uma
comparagdo entre 0s
resultados da
citogenética e do teste
FISH para avaliar a
resposta ao tratamento
da LMC.

equivalente a um teste FISH
negativo e a uma
guantidade de BCR-ABL1
abaixo de 1% em relacdo ao
Padréo Internacional (IS).

BRANFORD, | Why is it critical | Discutir o uso da PCR | A PCR digital,
2020 to achieve a |digital na deteccdo de | especialmente na forma de
deep molecular | DNA e RNA residual | goticulas digitais (ddPCR),
response in | de BCR-ABL1 e sua | melhora a sensibilidade e
chronic myeloid | contribuigéo no | precisdo na detecgdo de
leukemia? tratamento em | transcritos BCR-ABL1 em
pacientes com | pacientes com LMC.
leucemia mieloide
cronica (LMC)
BERNARDI, Digital PCR | Avaliar a confiabilidade | O dPCR demonstrou maior
2019 improves the | e a eficiéncia do dPCR | precisao e sensibilidade em
quantitation of | para uma  melhor | comparagdo com a RT-
DMR and the | avaliagdo da DMR. A | g°PCR convencional para
selection PCR digital detectou | monitorar os niveis de BCR-
of CML | transcritos BCR- ABL1.
candidates  to | ABL1 nos casos
TKls indetectaveis de RT-
discontinuation | qPCR.
DORFMAN, The role of | Destacar a importancia | A citogenética e a biologia
2018 cytogenetics das técnicas | molecular exercem um
and molecular | citogenéticas e de | papel crucial no
biology in the biologia moleculares | rastreamento, diagndstico e
diagnosis, na deteccao de | monitoramento terapéutico,
treatment and | anomalias bem como na avaliagdo da
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A leucemia mieloide crénica € uma neoplasia miloproliferativa, conhecida e
diagnosticada pela translocacdo cromossomica (9;22),resultando no cromossomo Ph
e no gene BCR-ABL1, Devido as suas variacbes genéticas aberrantes, a
monitorizacdo e prognostico eficazes dos pacientes com essa doenca requerem
exames de alta tecnologia e precisdo, como a citogenética e a biologia molecular.
Esses exames sao considerados o padrao-ouro para 0 sucesso no tratamento.

De acordo com ANKATHIL et al., (2020) e DORFMAN,(2018) , o hemograma
desempenha um papel crucial no diagnéstico precoce de varias doencas
hematoldgicas, podendo ser utilizado como um exame clinico de triagem devido a
sua importancia na analise morfolégica das células sanguineas, identificado em
microscopia, como eritroblastos, hiperleucocitose, desvio a esquerda, basofilia,
blastos, mielécitos, promieldcitos entre outros achados que caracterizam a Leucemia
Mieloide Crdnica (LMC). Para a investigacdo diagndstica, sdo realizados exames
complementares, tais como citogenética convencional por bandeamento G,
hibridizacdo in situ por fluorescéncia e diversos testes de biologia molecular,
incluindo PCR qualitativo, PCR quantitativo e PCR digital. A analise citogenética
convencional (CCA) continua sendo considerada a técnica indispensavel
padronizado usado mundialmente. O FISH é uma juncdo do cariétipo com a
metodologia molecular usando sondas de DNA marcados com fluorocromo, sem
depender da metéfase, usando células em fase de interfase que ndo se dividiram
para deteccdo de anormidades e translocacdes ndo detectaveis na CCA.

A perspectiva apresentada por JABBOUR e KANTARJIAN (2020) esta
alinhada com as de ANKATHIL et al., (2020), enfatizando a relevancia dos exames
de rotina, com destaque para o hemograma, na deteccdo de trombose, leucocitose
persistente acima de 100 mil. Conforme ressaltado por DORFMAN (2018), a
relevancia dos testes de diagnostico citogenético reside na deteccdo do
cromossomo Ph, ao passo que a técnica FISH (Hibridizagcdo In Situ por
Fluorescéncia) se destaca na identificacdo de sinais do gene de fusdo BCR-ABLL1.

Por outro lado, os testes moleculares baseados na PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) sao capazes de identificar e quantificar a fusdo BCR-ABL1. A
reacdo de cadeia polimerase-transcriptase reversa pode ser qualitativa ou
quantitativa, um teste extremamente sensivel utilizado na identificacdo da doenca
residual minima. Estudos paralelos de RT-PCR de sangue periférico e medula 6ssea

mostram um alto nivel de consenso sendo vantajoso na diferenciacdo e no
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diagndstico inicial da LMC, porém tendo uma limitagéo ja que a transcri¢cdo alvo nao
pode ser quantificada, necessitando de mais um método complementar quantitativo,
o PCR (gqRT-PCR) ,inclui a extracdo de RNA da medula 6ssea ou amostra de
sangue periférico, na conversdo de mRNA especifico da doenca para cDNA .

De maneira similar, conforme discutido por ANKATHIL et al., (2020),
JABBOUR e KANTARJIAN (2020), e DORFMAN (2018), o autor TANG et al., (2020)
e COSTA et al., (2019) ndo abordam explicitamente as técnicas da biologia
molecular. Em vez disso, eles enfatizam a relevancia do método FISH. No entanto,
isso ndo descarta a importancia do cariotipo, visto que ele representa a base
genOmica para a investigacdo inicial da doenca. A hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) é essencial na deteccdo de variagdes complexas de Ph,
permitindo a caracterizacdo das 32 translocacdes variantes. Essas translocacdes
podem envolver novos pontos de quebra, sendo potencialmente recorrentes e
desempenhando um papel fundamental na compreensao desta forma de leucemia.

Os autores SPIESS (2018) e SALMON et al., (2022) compartilham pontos de
vista semelhantes em suas analises, alinhando-se com as perspectivas
apresentadas por Ankathil et al., (2020), JABBOUR e KANTARJIAN (2020),
DORFMAN (2018), TANG et al., (2020) e COSTA et al., (2019). Eles convergem ao
destacar apenas a importancia das técnicas da biologia molecular no monitoramento
da resposta ao tratamento. Grande parte dos laboratérios usa o ensaio de reacdo
em cadeia da polimerase quantitativa da transcriptase reversa Europe Against
Cancer (EAC) (RT-gPCR), ou variantes utilizando um Unico par de primers/sonda
para detectar e quantificar o 13a2 ou 14a2 no mesmo procedimento aplicando um
anico teste para os pacientes com LMC.

Os autores acima citados também observam que a técnica de PCR
quantitativa apresenta uma lacuna de falha na amplicagdo el4a2 ¢é
aproximadamente duas vezes maior que o el3a2 (149 pb vs 74 pb), Existem
limitacbes inerentes associadas a técnica utilizada, uma vez que os resultados
dependem da configuracdo especifica do ensaio, favorecendo a utilizacdo de uma
nova técnica conhecida como ddPCR, que produz um resultado menos variavel
produzidos por RT-gPCR sendo desnecessario uma curva padrao.

Em concordancia com TANG et al.,, (2020) e COSTA et al., (2019),
BRANFORD (2020) também observa que ndo conseguiram antecipar a remissao

sem tratamento, utilizando a técnica de PCR quantitativa, por ndo detectar nos
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pacientes os transcritos mRNA de BCRABL1 no momento da descontinuagao do
TKI, enfatizando a importancia da utilizacdo da técnica PCR digital para medir
DNA e RNA residual de BCR-ABL1,porem destacando que o0s transcritos
indetectaveis foram realizados pela técnica de gRT-PCR padrdo. A critica
levantada pelos autores refere-se a possibilidade de contaminacdo, uma vez que
a PCR é uma técnica sensivel, o que pode resultar em falsos positivos, que é
transcedido pela quantificacdo dos pontos de interrup¢cdo do DNA genémico BCR-
ABL1. O aprimoramento da técnica PCR de goticulas digitais (ddPCR) assegura
uma taxa de falsos positivos de apenas 5%, detectou de forma confiavel
nos transcritos de BCR-ABL1 para MR5 (0,001%),contudo a PCR digital tem o
potencial de desempenhar um papel crucial como complemento a gqRT-PCR na
tomada de decisdes de remissdo sem tratamento.

BERNARDI (2019) e BRANFORD (2020) compartiham uma visao
convergente em suas analises, enfatizando que a técnica gRT-PCR apresenta
limitacbes em sua sensibilidade, dificultando a deteccdo abrangente de respostas
em pacientes com transcricdo BCR-ABL1 indetectavel. Em estudos realizados com
dPCR, concluem que essa técnica empregada é eficaz na identificacdo de um
conjunto de respondedores moleculares ideais e estaveis com base nos niveis e na
estabilidade do MRD (<0,468 copias de BCR-ABLL1 /pL).

Por outro lado, CILLONI (2019) concorda com BRANFORD (2020) que a PCR
digital é altamente precisa e sensivel, ndo dependendo de uma curva padrdo como o
RT-PCR e converge com BERNARDI (2019) desconsiderando a sensibilidades da
gRT-PCR, Cilloni ressaltou que o ddPCR possui trés caracteristicas principais: a
compartimentalizacdo do alvo, PCR em cada molécula e estatistica de Poisson.
Esse método, baseado em PCR de emulséo, divide a amostra em 20.000 gotas,
amplificando as moléculas em cada gota. A alta separacdo resulta em um método
altamente sensivel e potencialmente Util para pesquisa e diagnoéstico, destacando
sua reprodutibilidade.

Em suma, CHUNG (2019) concorda parcialmente com BERNARDI (2019),
CILLONI (2019), BRANFORD (2020) enfatizando que pacientes com leucemia
mieloide crénica precisam de técnicas de PCR sensiveis, como ensaios de PCR
guantitativos em tempo real (RQ-PCR) na detec¢éo do gene BCR-ABL transcri¢cdes
de fusdo durante o tratamento, monitorando doenga residual minima (DRM) e

identificando pacientes em risco de recaida. Sugere-se que 0s testes sejam
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realizados a cada 3 meses e 0s resultados sejam relatados em unidades da Escala
Internacional (% 1S) para relato padronizado da resposta molecular (MR), porem o
RQ-PCR é limitado em deteccdo quanto na quantificacdo, afetando Decisbes
clinicas podendo resultar em interrup¢cdes inadequadas ou precoces do tratamento.
CHUNG relata que o ddPCR é capaz de quantificar o numero total de copias alvos
em amostras sem precisar de padrbes como afirma os outros autores, mas contesta
a limitacdo do PCR digital, relatando que essa técnica detecta apenas 0s transcritos
de fusdo el3a2 e elda2, mas ndo ela2, el9a2 bem como outros transcritos raros,
Além disso, o autor identifica outras desvantagens identificadas, como o tempo de
resposta longa ,resultando em tempo adicional necessario para a geracdo de
goticulas (60-70 min/placa) e leitura de goticulas (120-140 min/placa),embora sem
relato de falso positivo. Conclui-se que ddPCR pode ser uma ferramenta confiavel e

promissora para monitoramento de DRM em pacientes com LMC.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O uso do bandeamento G e da técnica FISH é fundamental para identificar
translocacdes genéticas na Leucemia Mieloide Croénica (LMC),as vantagens da
citogenética convencional incluem: a capacidade de oferecer uma visdo abrangente
do carittipo; andlise simultdnea de todas as metafases cromossbmicas; eficaz na
deteccdo do cromossomo Filadélfia e identificacdo de anomalias cromossdémicas em
larga escala, abrangendo tanto alteracdes numéricas quanto estruturais; fornece
informacdes progndsticas iniciais Gteis com base em outras alteracdes
cromossOmicas e apresenta uma relacao custo-beneficio favoravel.

As vantagens do método FISH incluem a capacidade de realizar testes de
deteccdo de alteracbes cromossdmicas sem depender da divisdo celular para a
identificacdo dessas anormalidades, detectar translocagbes muito pequenas nao
sendo identificadas na citogenetica convencional, possibilita a deteccdo de
alteracdes especificas em genes localizados no braco curto do cromossomo 17,
como o gene p53, ampliando assim a precisdo e sensibilidade na anélise genética.

Nas técnicas de biologia molecular as vantagens da PCR Qualitativa residem
na identificacdo de mutacBes genéticas especificas associadas a LMC. Na PCR
Quantitativa, sua principal vantagem esta na capacidade de quantificacdo do gene
BCR-ABL1, Isso possibilita ndo apenas a identificacdo da presenca da mutacéo,
mas também fornece insights valiosos sobre a carga da doenca, permitindo o
monitoramento ao longo do tempo.

A PCR Digital apresenta vantagens significativas, como uma sensibilidade
aprimorada capaz de quantificar o nimero total de copias alvos em amostras sem
precisar de padrées, sem ocorréncia de falso positivo.

Em suma, o uso destas técnicas, exerce um papel essencial durante o
tratamento, permitindo o monitoramento da doenca residual minima, contribuindo

para a melhoria da condi¢cao dos pacientes com Leucemia Mieloide Crénica.
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