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RESUMO: A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa, que acomete
pessoas, geralmente, a partir da quarta década de vida, e predomina em homens. E caracterizada
pela presenca do cromossomo Philadelphia, que resulta de uma translocacao reciproca entre o0s
bracos longos dos cromossomos 9 e 22. A causa dessa leucemia ndo é hereditaria, e, a radiacaoé
um dos fatores desencadeantes, além da idade e do género. Para diagnostico confirmatorio tem-se
microscopia, analises citogenéticas, citometria de fluxo e a hibridizacéo fluorescente insitu (FISH).
O tratamento da doenga iniciou com o uso do Arsénio, tendo evoluido para os Inibidores de
Tirosina Quinase (ITQs). Esse tratamento deve ser monitorado, uma vez que mesmo apos
remissao, o portador da LMC pode expressar residuos do gene BCR-ABL ou proteinas BCR-ABL,
denominado Doenca Residual Minima (DRM), que significa risco de recidiva. E, para o
monitoramento de DRM utiliza-se a técnica molecular de PCR em tempo real (RT-qPCR) por
apresentar alta sensibilidade de deteccdo e boa reprodutibilidade, ultrapassando as técnicas
convencionais. Diante disso, o trabalho em questdo teve como base uma revisao bibliografica,
qualitativa e exploratoria, com o objetivo de avaliar a importancia da técnica de RT-gPCR no
monitoramento de DRM em LMC, além da importancia doprofissional biomédico atuando na
biologia molecular. Por fim, foi esclarecido os beneficios datécnica molecular, assim como foi
possivel validar a importancia do biomédico atuando com essa técnica.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia Mieloide Cronica; Doenca Residual Minima; PCR em tempo
real.

THE IMPORTANCE OF REAL TIME PCR (gPCR) IN MONITORING
MINIMALRESIDUAL DISEASE IN CHRONIC LEUKEMIA

ABSTRACT: Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a myeloproliferative disease, which generally
affects people from the fourth decade of life onwards, and is predominantly male. It is
characterized by the presence of the Philadelphia chromosome, which results from a reciprocal
translocationbetween the long arms of chromosomes 9 and 22, and is responsible for coding a
protein that will trigger an exaggerated proliferation. The cause of this leukemia is not hereditary,
and radiation is a triggering factor, in addition to risk factors such as age and gender. For
confirmatory diagnosis, microscopy, cytogenetic analysis, flow cytometry, and fluorescence insitu
hybridization (FISH) are used. The treatment of the disease began with the use of Arsenic,and has
evolved to Tyrosine Kinase Inhibitors (T1Qs). This treatment must be monitored, sinceeven after
remission, the CML carrier may express residues of the BCR-ABL gene or BCR- ABL proteins,
called Minimal Residual Disease (MRD), which means risk of relapse. To monitor MRD, the real-
time PCR (RT-gPCR) molecular technique is used, as it has high detection sensitivity and good
reproducibility, surpassing conventional techniques. Therefore, the present study was based on a
qualitative and exploratory bibliographic review, with the objective of evaluating the importance
of the RT-gPCR technique in monitoring MRD in CML,besides the importance of the biomedical
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professional acting in molecular biology. Finally, thebenefits of the molecular technique were
clarified, as well as it was possible to validate the importance of the biomedical professional acting
with this technique.

KEYWORDS: Chronic Myeloid Leukemia; Minimal Residual Disease; Real-Time PCR.

INTRODUCAO

Leucemia é um cancer que se inicia nas células-tronco da medula éssea (MO), sendo que
as células sanguineas doentes, apds se formarem, atrapalham a producdo de novas células
saudaveis, levando a diminuicdo do numero de células normais. As leucemias podem ser
classificadas em: aguda, quando a producdo de células imaturas e incapazes de executar suas
funcBes progride de maneira muito rapida; e crénica, quando essa producdo é lenta e o paciente
possui um numero relevante de células maduras (ABRALE, 2021).

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa, que, de acordo
com Sossela (2017), representa uma porcentagem significativa das leucemias, entre 15 e 20%,e
predomina em pacientes homens entre seus 40 a 60 anos. E uma doenca resultante de uma
transformacdo em alguma célula-tronco hematopoética, originando o cromossomo Philadelphia
(Ph) resultando na formacao do gene BCR-ABL, responsavel por codificarproteinas que levam a
producdo exacerbada de células da linhagem mieloide (CARVALHO, 2017).

O curso clinico do paciente apresenta trés etapas, sendo a fase cronica, a fase acelerada
efase aguda ou fase blastica. A fase cronica corresponde a uma hiperplasia e maturacdoexagerada
de células da linhagem mieloide, com apresentacdo ou ndo de alguns sintomas como:cefaleia,
febre, sudorese noturna, perda de peso, fadiga e astenia. J& a fase a acelerada, esta associada a
instabilidade gendmica, e é caracterizada pelo aumento de células imaturas (blastos)no sangue
periférico e na medula 6ssea, com presenca de leucocitose, basofilia, anemia e até mesmo,
trombocitopenia. E por ultimo, a fase blastica, com elevacdo dos blastos leucémicos no sangue
periférico ou na medula Gssea, podendo levar a morte em trés meses (DA ANUNCIACAO et al,
2008; SOSSELA, 2017; ABRALE, 2021).

A descoberta da doenca geralmente ocorre quando o paciente faz exames de rotina, uma
vez que apresentam sintomas inespecificos ou sdo assintomaticos, e a confirmacao diagndstica
ocorre através de métodos citogenéticos, isso associado as alteracdes hematoldgicas, como
aumento de glébulos brancos. Os exames citogenéticos determinam o numero e, também a
alteracdo cromossOmica, caracterizada pela presenca do cromossomo Ph em células medulares.
Além desses exames, ha também andlises por citometria de fluxo, hibridizacdo fluorescente in
situ (FISH) e técnicas moleculares (LEITE, 2015).

LMC pode ser tratada através de terapias com inibidores de tirosina quinase (ITQ),
interferon alfa, quimioterapia e transplante de medula déssea, sendo que em alguns casos ha
presenca de células neoplésicas residuais, que apds a remisséo e na auséncia de sinais e sintomas,
permanecem em baixos niveis, ndo permitindo deteccdo por meio de morfologia ou de anélises
citogenéticas, sendo nomeada como Doenca Residual Minima (DRM) (DA ANUNCIACAO et
al, 2008; MARTINS, 2018; HESS, 2020).

A DRM apresenta uma possibilidade de recaida, por isso, além da auséncia de sintomas
sdo importantes outras analises, como: a resposta hematoldgica, quando ha a diminui¢do das
células sanguineas e auséncia de esplenomegalia; a resposta citogenética, que corresponde a
quantidade de metéfases Ph positivas; e a resposta molecular, a qual corresponde a deteccéo de
residuos do gene BCR-ABL, da transcricdo génica (mMRNA) ou de proteinas BCR-ABLresiduais
(GRANDO, 2008).

Considerando que o aumento de transcritos BCR-ABL pode significar perda da resposta
ao tratamento ou mutagdes, técnicas vém sendo implementadas para acompanhar pacientes com
neoplasias, pois detecta transcritos do gene BCR-ABL, oferecendo informacdes precisas sobreos
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niveis residuais da doenca, além de determinar com exatidao a resposta do paciente, podendoassim
monitorar a resposta ao tratamento e os riscos de recaidas. Portanto, entre as técnicas moleculares
que apresentam grande relevancia, destaca-se no trabalho a RT-gPCR, um dos métodos com
maior sensibilidade para quantificar os niveis mais baixos da doengca (CARVALHO, 2017).

A Biologia Molecular € umadas areas de atuacdo da Biomedicina, a qual surgiu da juncédo
da genética, da bioquimica e da biologia celular, visando a compreensao de fendbmenosbioldgicos,
além de estudar a replicacdo, transcricdo, traducdo e regulacdo do material genético dos
organismos (CRBM, 2021). O biomédico habilitado em biologia molecular pode atuar com
técnicas como a Técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase e outras técnicas que tém grande
influéncia no diagndstico de doencas, favorecendo diagndstico prévio e assim uma terapéutica
mais eficiente (SOUSA, 2010; SILVA, 2017).

Diante disto, 0 objetivo do presente trabalho corresponde a avaliar e comprovar com base
em outros estudos, quais os beneficios do uso de técnicas moleculares como a RT-qPCR no
monitoramento de doenca residual minima em pacientes tratados e em tratamento em casos de
LMC, e como esse monitoramento pode ter influéncia na sobrevida desses pacientes. Além disso,
descreve como o biomédico € um profissional capacitado para atuar na area da Biologia
Molecular, lidando com as técnicas e participando dos avancos da area.

O presente trabalho corresponde a uma revisao bibliografica, qualitativa e exploratdria.
O desenvolvimento teve como bases de dados a Revista Brasileira de Analises Clinicas (RBAC),
Biblioteca Virtual em Salde (BVS), Scielo, Google académico, Ciéncia News, CAPES e
Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica (SBOC), onde foram selecionados artigospublicados
entre os anos 2007 e 2022. Sendo que, as palavras chaves utilizadas foram LeucemiaMieloide
Crobnica, doenca residual minima e PCR em tempo real. Através dos métodos citados foram
selecionados 27 materiais, entre dissertacGes de mestrado e artigos cientificos, sendo que desse
total, nove abordavam sobre LMC e hematologiade maneira mais especifica, sete relatavam sobre
0 monitoramento de doenca residual minima, onze sobre técnicas moleculares, desde o
diagnostico ao monitoramento, comparando com outras técnicas; ademais, 0s artigos e
dissertaces abordavam a atuacdo do biomédico, os medicamentos usados no tratamento entre
outros dados citados. Os materiais utilizados como referéncias bibliogréaficas foram analisados,
interpretados, e o resultado foi descrito na Revisdode Literatura.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hematopoese

A formacdo das células sanguineas se d& por meio da hematopoiese (hemopoese),
processo no qual inclui a origem celular, proliferacdo, diferenciacdo e maturagéo dessas células.As
células que compde o sangue sao os eritrdcitos (glébulos vermelhos ou hemaécias), os leucocitos
(glébulos brancos) e as plaquetas (trombdcitos), as quais apesar de serem delinhagens diferentes,
mieloide e linfoide, possuem uma mesma origem, as células pluripotentesou stem cell (SANAR,
2019).

De acordo com Zago (2013), a hematopoese possui como pré-requisito um
microambiente normal, com capacidade para sintetizar fatores importantes para as celulas
progenitoras. Além dos precursores hematopoéticos, ha as células do estroma, 0s componentes
celulares, e substancias responsaveis pela modulacdo das atividades celulares, componentes
acelulares, sendo as citocinas, os fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular, as
quais estruturam e organizam a medula déssea (MO). Portanto, a regulacdo das células
hematopoéticas envolve multifatores, além de sinais mecanicos, fisicos e quimicos.

2.2 Alteracdes hematoldgicas
Quando em condi¢do normal, as células produzidas crescem e dividem-se paradar origem



a novas células de acordo com a necessidade do organismo, isso por meio de hiperplasia,
metaplasia e displasia. Dessa forma, quando essas células ficam velhas ou séo danificadas, elas
morrem por meio da chamada morte programada, a apoptose, e entdo, células sadias ocupam seus
espacos e funcdes. Enquanto os meios de proliferacdo anteriormente citados correspondema
proliferacdo controlada, neoplasia é justamente o crescimento desordenado das células. A
leucemia, por exemplo, € um tipo de cancer que comeca na MO, caracterizado pelo aumento de
células imaturas que posteriormente irdo para a circulacdo, denominado cancer do sangue
(REZENDE, 2017).

Na LMC, as células progenitoras apresentam alteracdo no balancgo entre diferenciacéo e
auto-renovacao, favorecendo uma maturacao discordante. Outro fator importante é que, as células
hematopoéticas que dependem de citocinas e que expressam BCR-ABL, sdo resistentes ao
processo de apoptose e, também sofrem alteragdes no processo de aderéncia ao estroma medular,
favorecendo o aumento da circulacéo e proliferacdo desregulada de células leucémicas. Além
disso, o clone maligno na LMC é geneticamente instavel e, durante a transi¢cdo da fase crénica
para a crise blastica, adquire varias anormalidades genéticas (SILVEIRA, 2011).

2.3 Leucemia Mieloide Cronica

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma neoplasia hematolégica, denominada como
doenca proliferativa do sistema hematopoiético, na qual ha proliferacdo clonal de células-tronco
pluripotentes com a presenga do cromossomo Ph. A LMC representa cerca de 15 a 20% dos casos
de leucemia, ocorrendo um a dois casos a cada 100 mil pessoas, sendo predominante emadultos
entre 40 e 60 anos, prevalecendo no sexo masculino. No entanto, pode acometer todas as faixas
etarias, com uma porcao menor que 10% em pacientes com até 20 anos (SOSSELA, 2017;
CONITEC, 2019).

A mieloproliferacdo continua é resultante de trés mecanismos, sendo manutencdo de
sinais mitogénicos constantes, alteracdo na capacidade de adesdo das células progenitoras a
matriz e as células estromais e, também a resisténcia a apoptose, sendo que essa alta resisténciaa
morte celular é devido a tirosina quinase BCR-ABL. A fosforilagdo desta proteina a partir da
ligacdo com o trifosfato de adenosina (ATP) é responsavel pela ativacdo do gene BCR-ABL,
sendo ela também responsavel por uma cascata de ativacdo, levando a um crescimento
descontrolado (MARTINS, 2018).

Essa leucemia resulta da translocacgéo reciproca dos bragos longos entre 0s cromossomos
9 e 22, dando origem ao cromossomo Philadelphia (ph), marcador da doenca; translocacdo essana
qual o material genético do brago longo do cromossomo 9 é acrescentado no cromossomo 22.
Essa alteracdo permite a juncdo de um segmento do gene BCR do cromossomo 22, com a regido
gue antecede o segundo éxon do gene ABL do cromossomo 9, originando assim, ao genequimérico
BCR-ABL (Figura 1). Esse gene codifica a tirosina quinase BCR-ABL, responsavel por
desencadear a proliferacio exagerada das células na LMC (DA ANUNCIACAO et al, 2008;
SOSSELA, 2017).
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Figura 1. Representacdo da formacéo do cromossomo Philadelphia
Fonte: Rezende (2017)

A doenca geralmente é descoberta em exames de rotina, devido a inespecificidade dos
sintomas; o diagnostico confirmatdrio é realizado por métodos citogenéticos em conjunto com
alteracdes hematologicas. Os exames citogenéticos detectam a translocacao classica t (9;22) e,
também anormalidades adicionais que podem ocorrer durante a evolu¢do da LMC(BONAVIGO,
2018). Além desses exames, ha também analises por citometria de fluxo, hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH) e técnicas moleculares, como o RT-qPCR, usado no monitoramento
de DRM (LEITE, 2015; BONAVIGO, 2018).

Além disso, a LMC ndo é hereditaria, mas ocorre a partir da alteragdo génica. E, entre os
fatores de risco estdo o sexo, a idade, e, com énfase, a exposi¢do a radiacdo. Grande parte dos
casos da doenca, € observada em pacientes que ja se submeteram a radioterapia, foram expostosa
altas doses de radiacdo ionizante, tendo como exemplo os sobreviventes de regides que foram
atingidas por bombas atbmicas como as lancadas durante a Segunda Guerra Mundial, Hiroshima
e Nagasaki (SOSSELA, 2017; ABRALE, 2021).

2.4 RT-PCR e RT-gPCR

Os testes de PCR podem fornecer se ha a presenca de transcritos de BCR-ABL, quando
qualitativo, sendo excelente para diagnostico; e, também pode avaliar a expressdo desse gene,
quando quantitativo, sendo nesse caso, ideal para monitorar a Doenga Residual Minima (DRM).
Nesse ultimo teste é utilizada a enzima transcriptase reversa para transcricdo do DNA
complementar por meio de mMRNA de BCR-ABL, sendo posteriormente amplificado
(CARVALHO, 2017).

Para a realizacdo da técnica utiliza-se o termociclador, responsavel pelas alternancias de
temperatura, no qual sdo inseridos microtubos com reagentes e dgua ultrapura. Além disso, haos
elementos essenciais para a amplificacdo, sendo o DNA; a DNA polimerase (Taq polimerase);
0s primers, que identificam a sequéncia a ser ampliada; o tampao, responsavel porpreservar o pH
apropriado; o magnésio, o qual da sustentabilidade para os ions enquanto a Tagpolimerase esta
agindo; e os dNTPs (desoxinucleotideos trifosfato do DNA), sendo dATP, dCTP, dGTP e dTTP
(SILVA, 2017).

O PCR convencional possui trés fases, sendo a desnaturagéo, o anelamento (hibridizagéo)
e a extensao (polimerizacdo) (Figura 2). Na desnaturacéo, ha o aguecimento com a temperatura
elevada em 94°C — 96°C, ocasionando a separacdo da dupla hélice do DNA, dando origem a
duas cadeias. Em seguida, na fase de anelamento, em temperatura de 50°C a 54°C ha a juncéo do
par de primers recombinantes as sequéncias complementares do DNA, os quais indicam ospontos
de inicio e fim da copia a ser sintetizada. J& na extenséo, a Tag DNA-polimerase ¢é acrescentada,
com a temperatura elevada de 72°C a 76°C, a enzima faz o reconhecimento dos primers que foram
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recombinados com o DNA alvo, ligando-se a eles, e a partir de nucleotideostrifosfatados livres
sintetiza a cadeia complementar, isso, no sentido 5° — 3* (OLIVEIRA, 2010;SILVA, 2017).

Dupla fita de DNA Dupla fita de DNA

TEEETEEE e e e e e e e e e e e e e er e e e e eerery T T T T T T T I T

Desnaturagao Desnaturagdo L
TITTTTTTTTTT T I T TTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTT I
NERRNRRNRRR AR AR RN RNRANAARRARNAANAAnin, LU
Anelamento

TTTTTTTTT T T T T T T T T TTTTTTIT T T 1] Anelamento &
LU TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT TITTTIT
LLLLLLLLL LU

]

Extensao Extensdo TT
T ® TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTITI® TTTTTTT
UL LU JULLLLL LU

Figura 2. PCR convencional e RT-QPCR, respectivamente
Fonte: Kasvi (2017)

A técnica de RT-gPCR, evoluiu a partir do PCR convencional e suas variantes,
possibilitando identificar translocacfes complexas, as quais ndo podem ser detectadas pela
citogenética convencional. Esse método, permite detectar sinais de amplificacdo durante e/ou
apos os ciclos das reacdes, possibilitando obtencédo dos dados quantitativos em um curto periodo,
ndo necessitando de processos pos-PCR, o que reduz riscos de contaminacdo dos produtos da
PCR e acelera a execu¢do do teste, uma vez que os tubos de reagdo ndo precisam ser abertos,
devido a deteccdo e quantificacdo serem realizadas em tempo real durante os ciclos de
amplificacdo (DA ANUNCIACAO et al, 2008; CARVALHO, 2017; BONAVIGO, 2018).

A anélise da técnica baseada no uso de sondas de hidrolise, examina a atividade da
exonuclease 5’-3° da Thermus aquaticus (Taq), objetivando detectar e quantificar os produtos da
PCR conforme o processo da reacdo. Uma sonda de oligonucleotideos de corante duplo é
associada com um fluorocromo reporter na extremidade 5°, sendo capaz de emitir fluorescéncia,
e outro fluorocromo quencher. Enquanto a sonda estiver intacta, mantendo os dois fluorocromos
proximos, a fluorescéncia do fluorocromo reporter vai ser absorvida pelo fluorocromo quencher,
fazendo com que ndo haja emissdo de fluorescéncia (Figura 3) (CARVALHO, 2017).

Na fase da hibridizacéo as sondas irdo ligar-se a sequéncia alvo correspondente a elas,
sendo que, ap6s a amplifica¢do, a sonda serd hidrolisada pela atividade exonuclease 5° — 3’ da
Taq polimerase, alongando a fita complementar. Isso favorece, durante a extensdo, para que haja
a separacdo dos fluorocromos reporter e quencher, possibilitando a deteccdo da fluorescéncia do
fluorocromo reporter pelo equipamento em tempo real. Essa fluorescéncia aumenta a cada ciclo
consecutivo da PCR, isso devido ao acumulo progressivo e exponencial de fluorocromos
reporter livres. Entdo, a quantidade de ciclos de PCR € proporcional aquantidade de copias
de DNA na reagdo (CARVALHO, 2017; BONAVIGO, 2018).
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Para a técnica, o termociclador depende de oscilacfes de temperatura para concretizar 0s
ciclos da PCR, as quais sdo obtidas por meio da movimentacéo de ar aquecido por uma bombade
calor, que é controlada em uma camara técnica. As reacdes ocorrem nos capilares de vidro de
borosilicato, os quais possuem uma superficie elevada, favorecendo o equilibrio entre os
componentes da reacdo e a temperatura do ar, além de possuir propriedades que sao
potencializadas para quantificar a fluorescéncia. Assim, a conclusdo de um ciclo de amplificacao
pode ocorrer em menos de 30 segundos. A luz emitida em comprimentos de ondasdiferentes é
medida por canais de deteccdo que compde a unidade dptica do aparelho, sendo que a
fluorescéncia medida pode ser monitorada através do computador que estiver conectadoao
sistema (OLIVEIRA, 2010).

A sensibilidade da técnica, em tempo real, é dependente da integridade do mRNA
utilizado, sendo determinada através de experimentos de diluicdo na amostra do paciente ou
algum padrdo de referéncia, que contenha linhagem celular ou plasmideos com a sequéncia
génica de interesse. Atrasos na extracdo ou no transporte (48h) sdo interferentes, uma vez que
pode ocasionar a perda do RNA intacto, além de diminuir significativamente a sensibilidade do
método (ALMEIDA, 2007).

2.5 Tratamento

Os primeiros registros de tratamento da LMC séo datados por volta de 1865, quando
Heinrich Lissauer utilizou o Arsénio, ja tendo sido usado por povos antigos, aproximadamente
2000 anos atras para tratar doencas, seguido pela radioterapia esplénica, sendo que, ambos eram
procedimentos paliativos. No entanto, o controle definitivo das células sanguineas s6 ocorreu a
partir de 1959, quando foi introduzido o bussulfano no tratamento, e entdo, 10 anos depois, a
hidroxiuéria, medicamento bem tolerado, que favoreceu o aumento da sobrevida, ainda que nao
levasse a resposta citogenética ou impedisse a crise blastica. Ate 1986 a doenca era considerada
fatal, quando foi introduzido o TMO, seguido pelo interferon alfa, e entdo o imatinibe
(1990/2000), com maior vantagem sobre outras drogas (REZENDE, 2017).

2.6 Resposta e Monitoramento

Monitorar a resposta ao tratamento e acompanhar fatores progndsticos sdo pontos
importantes para avaliar o desenvolvimento da terapia de escolha, além de possibilitar identificar
possiveis resisténcias, intolerancias ou até mesmo progressdo para a fase avancada da doenga.
Independente do ITQ ou método terapéutico utilizado, a resposta deve representar uma taxa
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adequada, podendo ser classificada em: 6tima, alerta e falha (CARVALHO, 2017).

Nessa classificacdo, a resposta 6tima, corresponde a melhor sobrevida a longo prazo, com
uma duracdo de vida semelhante a da populacdo saudavel, ndo necessitando de mudancas no
tratamento. Ja a alerta, ou sub-6tima, é quando a condi¢do da doencga e a resposta ao tratamento
precisa ser acompanhada frequentemente, isso para que seja possivel mudancas em casos de
falhas. E a classificacdo falha é quando hé& necessidade de um tratamento diferente, consequentedo
ndo controle da doenca, o0 que pode ocasionar progressao ou morte (REZENDE, 2017).

A quantificacdo de transcritos BCR-ABL possibilita acompanhar a evolugdo do
tratamento, sendo que a sensibilidade do monitoramento de DRM ¢é relativa, dependendo da
quantidade e qualidade do RNA disponivel do paciente, sondas e iniciadores especificos,
amplificacdo e transcricdo reversa eficientes, genes controle adequados para padronizar, além da
sensibilidade e qualidade do ensaio garantida, com controle internacional e materiais de
referéncia (ALMEIDA, 2007; DA ANUNCIACAO et al, 2008; CARVALHO, 2017).

2.7 Doenca Residual Minima

A auséncia de evidéncia clinica ou hematolégica mesmo com presenca de células
leucémicas residuais caracteriza doenca residual minima, uma vez que os pacientes depois de
tratados podem expressar os transcritos de BCR-ABL e ainda permanecer em remissdo. Nesses
casos, 0S niveis desses transcritos ficam abaixo na capacidade de deteccdo dos meios
convencionais, como anélise citogenética (YAMANAKA, 2014).

Detectar e monitorar DRM tornou-se um tépico prevalente durante o tratamento da LMC,
sendo portanto, um meio de analisar a resposta a esse tratamento e diagnosticar precocemente
possiveis recidivas, portanto, se faz necessario o monitoramento periodico da resposta do paciente
a terapia, podendo modificar dosagens dos medicamentos em uso, adesdo de outros agentes
quimioterapicos ou mudanca na modalidade do tratamento, como por exemplo, para otransplante
de medula éssea (TMO) (ALMEIDA, 2007; GRANDO, 2008).

2.8 Avaliacdo da sobrevida

Conforme citado por Mion (2014), em um estudo, realizado entre outubro de 2002 a
outubro de 2010, com 3.169 amostras, portadores de LMC-FC em tratamento com o MlI, no
intervalo de 3 a 5 meses, cerca de 80,8% dos pacientes tiveram reducédo de 1 log na quantificacdo
de transcritos BCR-ABL, sendo uma resposta 6tima ao tratamento. A analise molecular entre 6 e
11 meses mostrou 89% de pacientes com reducao de 1 log na quantificacdode BCR-ABL, sendo
que esse nivel pode ser associado a uma sobrevida livre de eventos ou deprogressao da doenca.
Além disso, 0 monitoramento entre 12 e 17 meses apresentou 92,3% decasos com reducdo de 1
log, e 77,7% com reducéo de 2 logs, valores esses que foram comparados com o estudo IRIS,
com resultados muito semelhantes.

De acordo com um estudo de Villa et al (2019) com 117 pacientes tratados com ITQ para
LMC, com 17 anos de monitoramento, sendo que 5 destes foram tratados com TMO, 11 pacientes
vieram ao Obito, representando uma taxa de 9,40%, sendo que dos 11 6bitos, 8 tiveramrelagdo
direta com a LMC, representados por sexo, idade e 6bito (Quadro 1). Nesse estudo, em2 anos, a
probabilidade de sobrevida global representou 97,2%; ja em 5 anos, esse valor correspondeu a
96,2%; e, em 10 anos, foi de 88,9%. Além destes, foram obtidos resultados livres de eventos,
sendo que em 24 meses, a sobrevida livre foi de 82,7%; ja em 60 meses, representou 65,0% e,
em 120 meses, foram 46,2%.

Género Frequéncia (n) Porcentagem (%)
Feminino 49 41,88%
Masculino 68 58,11%

Idade do diagnoéstico Média (anos) Variacao (anos)
Feminino 50,8 10,6 - 82,4

Masculino 46,1 16,8 — 83
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Média geral 48,1 10,6 -83,0

Obito Frequéncia (n) Porcentagem (%)
Sim 11 9,40
Né&o 106 90,6

Quadro 1. Representagdo quanto ao sexo, a idade do diagndstico e 6bito dos 117 pacientes
Fonte: adaptado de Villa et al., (2019)

Em outro estudo, realizado em Belém - Parg, no hospital Ophir Loyola, com 153 pacientes
portadores de LMC, todos foram tratados com Hidroxiuréia e IFN, tendo a medicacdo alterada
para Ml apds apresentarem transcritos de BCR-ABL durante o monitoramento por meio da RT-
gPCR. As definicdes da resposta ao tratamento foram avaliadas de acordo com as recomendacdes
propostas pela ELN. Do total, 58 obtiveram resposta sub-6tima ao Ml, enquanto4 apresentaram
intolerdncia ao tratamento de primeira escolha. Quanto a resposta molecular, 11 pacientes que
estavam na fase crbnica e 1 na fase acelerada tiveram a reducgdo de 1 log associado a remissao
hematoldgica; ja 77% dos pacientes em fase cronica e 90% dos que estavam em fase acelerada
ndo tiveram nenhuma reducéo logaritmica (PINTO, 2020).

Em um estudo francés, o CBF 2006, com amostras de medula 6ssea e sangue periférico,
usando RT-gPCR para monitorar DRM em Leucemia Mieldide Aguda (LMA) em 94 pacientes,
concluiu-se que apos o final da consolidacao, a avaliacdo deve ocorrer em sangue periférico a
cada 3 meses por dois anos. Sendo que, em caso de DRM positiva e persistente apds o tratamento,
deve haver monitoramento de perto, isso através de amostra de sangue periférico, com uma
segunda amostra, para além da DRM detectada, prever uma possivel recidivahematolégica
(WILLEKENS et al, 2016).

Conforme resultados apresentados no Anual Meeting, 2016 pela American Society of
Hematology (ASH), a descontinuacgéo de ITQ em um estudo denominado Europen Stop 1Tk Study
(EURO-SKI), com 755 pacientes que foram acompanhados por 27 meses de estudo, mostrou
permanéncia da auséncia de recidiva depois de dois anos. A sobrevida livre de recorréncia
molecular foi de 61% dos pacientes em 6 meses; e em 18 meses 53%. A interrupcaorepresentou,
além da sobrevida melhor, em economia, sendo cerca de 22 milhGes de euros. Além disso,
segundo observacdes dos dados, é sugestiva resposta molecular profunda com até12 meses, para
sO entdo suspender 0s ITQs (VILLA et al, 2019).

2.9 O Biomédico e a Biologia Molecular

O profissional biomédico com essa habilitacdo pode atuar em diversos segmentos da area
da satde, como no diagnostico de doencas, sendo elas as parasitarias, virais e bacterianas, e,
também, na identificacdo de doencas genéticas e desenvolvimento de farmacos. 1sso por meio de
investigagdo das interagfes bioquimicas das células, como as relacionadas com DNA, RNAe
sintese de proteinas. O uso de técnicas moleculares apresenta diversos beneficios a partir do
diagnostico, principalmente quando prévio, minimizando chances de contagio e melhoria na
condicdo de vida de portadores de doengas genéticas (SOUSA, 2010; SILVA, 2017).

Além disso, a Biologia Molecular, no século XX, representou a introducéo de uma nova
teoria do conhecimento para a pesquisa biomédica e em satude. Com a sugestdo do dogma central
da biologia molecular, surgiu entdo uma nova maneira de compreender a vida bioldgica,com uma
I6gica diferente de compreensdo da reproducdo e crescimento celular. E, o desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico dessa area, além de possibilitar uma compreensdo mais especifica, teve
como resultado publicagdes de diversos trabalhos académicos na area, sendo que, atualmente, a
pesquisa biomédica ainda € responsavel pela maioria das publicacdes cientificas em paises
industrializados, tendo recebido grandes investimentos por parte do setorpublico e privado
(COSTA; SILVA, 2019).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Dessa maneira, a LMC denominada como uma doenca mieloproliferativa que, de modo
geral, acomete homens acima de 40 anos, apresenta progressao lenta e, quando tratada necessitade
acompanhamento para obter informac6es sobre como tem sido a resposta. No entanto, as técnicas
com capacidade de deteccdo mais inferiores, como microscopia, citometria de fluxo, citogenética
e hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), ndo sdo capazes de detectar niveis inferiores de
transcritos que caracterizam a DRM.

Portanto, com base na revisdo bibliografica realizada, pode-se concluir que a técnica de
RT-gPCR tem grande relevancia no monitoramento de DRM em pacientes portadores de LMC,
por apresentar alta sensibilidade de deteccdo. Além disso, sua principal vantagem é néo necessitar
de técnicas p6s-PCR para detectar a amplificacdo do material genético estudado, dando certeza
da presenca do gene ou do cluster alterado de maneira mais rapida e mais econdmica para o
laboratério, o que viabiliza seu emprego em relacdo ao seu custo.

Quanto ao profissional biomédico atuando na utilizacdo de técnicas moleculares, sabe-
se,que quando habilitado e com especializacdo na area estd apto para a atuagdao. N&o sO na parte
pratica em andlises clinicas, como também na pesquisa, uma caracteristica importante deste
profissional, que contribui de um modo geral, com a ciéncia e favorece o aperfeigoamento de
todas as técnicas ja existentes.
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