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RESUMO

A Leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca caracterizada pela proliferacdo de células
mieloides de forma desordenada, causando heterogeneidade em sua morfologia, podendo
acometer a nivel molecular também. Tudo isso ocorre devido a um bloqueio na diferenciacdo
celular. A avaliagdo dos marcadores moleculares tem importéancia para a identificagdo do tipo de
gene que foi afetado e assim descobrir uma forma de tratamento adequado ao paciente. A incidéncia
de casos em sua maioria ocorre em idosos e criangas, podendo afetar adultos também, porém com
uma prevaléncia menor. Com o decorrer dos anos, os metodos de diagndstico tém evoluido muito,
ficando cada vez mais sofisticados e precisos, porém ainda com valores exorbitantes. Objetivos:
Analisar marcadores moleculares da LMA e apresentar seus métodos diagndsticos para mostrar
sua abrangéncia e dar ideia para novas metodologias acessivel para populacdo. Metodologia: Esta
é uma revisdo bibliografica de literatura utilizando os seguintes bancos de dados de pesquisa:
Sciencedirect e PubMed. A pesquisa foi limitada a artigos publicados entre os anos de 2015 a 2021.
Resultados: A descoberta dessa neoplasia e qual gene que afeta é necessario, pois através dela
pode-se descobrir novos métodos diagndésticos especificos que irdo desvendar a mutacdo a nivel
molecular. Dessa forma foi visto que em 565 pacientes, foram para analise genética 429 e sendo
encontrados mutacdes para CEBPA (61,1%) e RUNX1(31,3%). Visto que esses pacientes apesar
terem melhor diagndstico tem mais chances de recidiva, sendo mais atencdo. Por meio das técnicas
moleculares de RT-gPCR, FISH e Sanger pode-se analisar o tipo especifico de leucemia ou
acompanhar no caso de remissdo. As demais técnicas utilizadas, podem verificar a nivel de
antigeno como o Imunohistoquimico, Imunocitoquimica e Imunofenotipagem. Concluséo:
Portanto, de acordo com a sensibilidade de cada um desses métodos podem ter uma funcéo
importante em diagndésticos de forma especifica, enquanto outros necessitam de uma destreza para
a interpretacdo do laudo. Assim, sendo utilizado para auxiliar no acompanhamento do paciente, as
técnicas apresentadas visam o diagnostico rapido para um tratamento mais eficaz.
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1 INTRODUCAO

Segundo os autores Zago et al. (2013), segundo autores, a leucemia mieloide aguda (LMA)
é uma doenca precursora de células hematopoiéticas, cujo causa diversas alteracdes morfoldgicas
e moleculares, assim causando heterogeneidade delas. Entre as leucemias, é uma das mais
agressivas devido ao grande numero de células jovens que a medula dssea passa a produzir,
causando apoptose das células ou até mesmo o bloqueio da diferenciacdo celular. Martins e Falcéo
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(2000) explicam que geralmente a LMA afeta mais os adultos, em cerca de 80%, enquanto em
criancas tem uma taxa mais baixa, chegando a 20% dos casos. De acordo com Zago et al. (2013),
o0s sintomas mais comuns sdo: fadiga, fraqueza e palidez, podendo ocorrer devido a anemia que
também pode gerar nesse paciente. Porém como essa anemia é devido a um cancer, ndo afeta os
niveis de hemoglobina, pois s6 afeta diretamente suas células geneticamente. Diante disso existem
diversos tipos de LMA que afetam genes diferentes.

Newell e Cook (2021), o fator ambiental como exposicéo a radiagdo atdbmica também pode
ser outro fator de risco importante. Moradores de Hiroshima e Nagasaki expostos a radiacdo e que
sobreviveram no final da Segunda guerra mundial, aumentaram os riscos de desenvolvimento da
LMA e consequentemente diminuiram sua expectativa de vida. Mesmo apds 55 anos, ainda surgem
casos da neoplasia relacionados a exposi¢do da bomba nuclear. Para o diagnostico é utilizado
amostras do aspirado de medula 6ssea, sangue periférico ou bidpsia de MO e realiza-se eletroforese
capilar PCR semiquantitativa para avaliacdo genética, enquanto a citometria de fluxo € utilizada
apos o término do tratamento que sera avaliado o nivel de remissdo da patologia.

Segundo a Swerdlow et al(2017) escritores da OMS, a classificacdo das neoplasias mieloides
se da através da analise morfoldgica das células, sendo realizada aspirados de medula 6ssea ou
coleta do sangue periférico, para obter qual a porcentagem de blastos, sua maturacao e grau em que
0 paciente esta naquele momento. E o diagnostico é feito através da imunofenotipagem,
imunocitoquimica, citogenético e estudos moleculares para a verificar o tipo de linhagem, qual sua
possivel progressdo. E salientado também que sua variabilidade diagnéstica é muito grande e com
isso a forma de tratamento muda de paciente para paciente, menos de 50% dos casos sobrevivem
e entre os idosos somente 20% vivem por volta dos dois anos ap6s a descoberta da patologia.

Salvaro et al. (2019) de acordo com os autores a média de casos de LMA em idosos é acima
dos 60 anos, e segundo eles 0 sexo masculino teve a maior predominancia de casos em relagdo ao
sexo feminino, principalmente logo apés os 50 anos de idade. Segundo Schilithz et al (2020), os
dados estatisticos do INCA acerca do nimero de novos casos de leucemia por ano, chegam em
torno de 5.920 para homens e 4.890 para mulheres, sendo assim sdo 5,67 novos casos (homens) e
4,56 (mulheres) a cada 100 mil habitantes. Segundo Infante et al. (2017), o diagnéstico LMA
ocorre de acordo com a alteracdo genética, afetando fatores epigenéticos, de poro nuclear ou até
fatores da transcricdo hematopoiética. O trabalho se destaca por produzir a importancia dos
marcadores moleculares, levantar informacdes sobre alguns tipos de biomarcadores genéticos,
discutir a importancia do diagndstico precoce e prognostico da LMA, utilizando dos artigos para
revisdo de literatura e dos metodos de rastreio dos marcadores moleculares utilizados no tratamento
dos pacientes oncoldgicos.

2 METODOLOGIA

A presente pesquisa foi fundamentalmente produzida a partir de artigos publicados em
bancos de dados oficiais, sendo realizada de forma descritiva e independente. Resume-se que foi
possivel realizar a analises de topicos sobre as caracteristicas, epidemiologia, métodos diagndsticos
e prognosticos sobre o tema. Os dados metodoldgicos consistiram em revisdo bibliogréafica
integrativa da literatura, sendo pesquisados através dos bancos de dados do PubMed e
ScienceDirect, em seus respectivos descritores foram utilizados em inglés os seguintes termos e o
auxilio de operacdes booleanas (AND): Acute leukemia myeloid, diagnosis, RUNX1, CEBPA,
FLT3, NPML1. Os artigos pesquisados sdo datados entre os anos de 2015 a 2021, aos demais artigos
com suas publicacdes anteriores a esses anos foram utilizados para construcao de conceitos solidos
e estabelecidos na literatura cientifica a respeito dos marcadores moleculares da LMA.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme a literatura de Zago et al. (2013), a leucemia mieloide aguda (LMA) é uma
desordem genética que afeta as células hematopoiéticas na medula &ssea, causando a
heterogeneidade das células, ou seja, nessa neoplasia ocorre uma proliferacdo exacerbada de
blastos, que sdo células imaturas sem funcionalidade. Essa disfungdo nas células da linhagem
mieloide pode causar baixa imunidade e anemia devido serem de mesma linhagem, a medula ¢ssea
passa trabalhar de forma descompensada, causando também uma baixa producdo de hemacias.
Visto que alguns tipos podem causar e pode afetar outros 6rgéos e tecidos.

Brown et al. (2020), argumentam que o0 RUNX1 e CEBPA sdo marcadores de mutacgdes
plaquetérias e ambos tém uma predisposicdo para desenvolver uma LMA, os pacientes com média
dos 20 anos sdo 0s que mais apresentam casos, chegando a cerca de 40%. Os fatores de transcri¢ao
sdo os principais reguladores da hematopoese, 0o RUNX1 quando codifica um fator de transcricdo
mieloide chega a apresentar falha e o interrompimento da hematopoese. Kayser e Levis (2019)
complementam que o RUNX1 é uma mutacdo que pode ser exclusiva do CEBPA, NPM1 e
RUNX1-RUNX1T1. Os autores relataram que de acordo com a OMS, as muta¢des monoalélicas e
seus padrdes distintos com a expressdo génica em casos raros de doenca plaquetaria tem
predisposicédo a desenvolver LMA, assim salientam que a doenca pode acontecer provisoriamente,
porém excluindo os casos com mielodisplasia, sendo assim adicionado a sua classificacao atual.

Lachowiez et al. (2021) relatam que o RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) é um
codificador da transcricdo miel6ide que é essencial para o desenvolvimento da diferenciacgao, ele
afeta cerca de 30% dos pacientes com sindrome mielodisplasica em seu historico familiar e seus
entes que desenvolvem chegam de 30% a 40% deles que apresentam essa neoplasia. Essa mutacéo
pode afetar o desenvolvimento plaquetario, € um caso considerado raro, porém pode ocorrer e
desenvolver um distarbio mieloide maligno. Essa mutacdo é desenvolvida em vias de ativacao,
alelos alternativos do RUNX1, genes que foram frequentemente mutados ou até mesmo nas
mutacdes somaticas.

Gao et al. (2019), corroboram que o RUNX1 se localiza no cromossomo 21q22, é
encarregado de codificar a subunidade do complexo do fator de ligacdo ao nucleo. Existe uma
variedade de mutagbes que podem ser por transativacdo, delegbes ou mutacdes sem sentido,
semelhante ao que ocorre com o CEBPA. Entretanto, a mutacdo ainda é desconhecida em sua
linhagem germinativa. Durante a mutacdo eles se agrupam na regido terminal C causando a
interrupcdo da ligacdo ao DNA, no terminal C é afetado com menos frequéncia deixando ligado ao
DNA, porem, mantem o dominio de transativa¢do sem fungdo alguma.

Tawana et al. (2017), explanam que o CEBPA é uma alfa-proteina com importante fungéo
de mediar a maturacdo granulocitica e pertence a familia dos fatores transcricdo 6, também faz
parceria com outros marcadores a exemplo do RUNX1. A mutagdo se apresenta em 10 a 15% dos
casos, em sua maioria tem seu cariétipo normal. E localizado no cromossomo 19g13.1, tem duas
isoformas que sdo o 30kDa e 42kDa. Os fatores de transcricdo tém o poder de potencializar os
elementos que sdo fatores de mudanca epigenética, facilitando o acesso a cromatina, desse modo
permite a regulacdo ordenada do gene de transcricdo. Mendonza et al. (2021), reforcam que a
mutacdo do CEBPA é encontrada em 7 a 16% nos adultos e 4 a 15% em pacientes pediatricos. Gao
et al. (2019) dissertam que o CEBPA é um gene responsavel por codificar a proteina pertencente
aos fatores de transcricdo do ziper de leucina, essa molécula também é encarregada pela ligacdo da
proteina potenciadora do CCAAT.

Song et al. (2015), complementam que durante as mutacdes de deslocamento ocorre a
separacao do N-terminal da proteina p42 e preserva a p30, na regido C-terminal ocorre dele¢Ges ou
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insergdes nessa estrutura, isso é o suficiente para romper a ligacdo ao DNA devido ao rompimento
da regido bésica da estrutura do ziper. Gao et al. (2019), complementam que seus dominios de
transativacdo, o TAD1 que é responsavel pela ligacdo ao DNA e 0 TAD2 é regido de dimerizagdo
(faz ligacdo covalente entre timinas adjacentes) no ziper de leucina. E reforca que a regido N-
terminal quando ocorre mutagcdo sem sentido, causam separacdo da proteina 42kDa de tipo
selvagem, formando uma isoforma da 30kDa mutada que ndo possui a regido do TAD1, somente

TAD1 TAD2 BR LZ

C/EBPa P42

1 70 97 127 200 278 358

C/EBPa P30

120
0 TAD2. Assim, deixando as inser¢des ou dele¢cBes da regido Terminal C em sua estrutura causar

rompimento do ziper e danificar a dimerizacdo do DNA, como mostrado na figura 1.
Figura 1: Apresentacdo das duas isoformas do CEBPA. Fonte: Song et al. (2015)

Narayanam e Weinberg (2019) corroboram que é de suma importancia a identificacdo de
anormalidades moleculares tanto para o diagnostico quanto para o prognostico, pelo fato dea LMA
ter vérias classificagdes, como 0 RUNX1 e CEBPA que é sua detec¢do pode estar associado a uma
predisposicdo hereditaria e por isso é necessario um rastreio genético de seus familiares também
dessa analise. Ainda discorrem que para o diagnostico da LMA ¢é necessario de >20% de blastos
ou através da detecgdo de anormalidades citogenéticas. No caso dos blastos é utilizado a contagem
diferencial para verificagdo da morfologia, podendo ser encontrados blastos monoblastico ou
promonocitico, megacarioblastos e até mesmo eritroblastos (que é encontrado em LMA com
diferenciacdo monocitica ou na leucemia eritrobléstica pura). A OMS classifica as LMA através
da anélise das anormalidades citogenéticas e suas mutag6es, sendo utilizado dos estudos através do
FISH, painéis genéticos e Reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa que é utilizada
para identificar subtipos de LMA através da transcri¢cdo das proteinas de fuséo.

Narayanam e Weinberg (2019), os materiais utilizados sdo aspirados e bidpsia de medula
6ssea (MO) e amostras de sangue periférico. No caso de coleta inadequada ou insuficiente de
material é solicitado uma bidpsia ou aspirado de medula 6ssea. A imunofenotipagem é muito
utilizada para identificagdo da linhagem dos blastos, para essa técnica sdo manipuladas a amostras
de aspirado ou bidpsia da MO. Na citometria de fluxo pode ser utilizado o sangue periférico se
ndo for suficiente o aspirado de medula 6ssea, esse estudo ajuda a verificar a porcentagem que a
MO tem se envolvido para desenvolver a LMA. Ele também é empregado no acompanhamento
dos pacientes, para verificar a evolucdo da neoplasia. E seu diagndstico sera mais favoravel
principalmente para o gene RUNX1, pois ele é adequado para o estudo de translocacdo de proteinas
de fusdo. Silva et al. (2018) complementam que no aspirado de medula éssea podem ser
encontrados diferentes linhagens dos blastos, se apresentam normociticas granulociticas e com
megacariocitos hipocelulares, micromegacariocitos hipolobulados apresentando localizagdo
anormal de seus precursores imaturos, no geral a contagem de blastos chega a 2,4%. Na citometria
de fluxo sdo analisadas as linhagens granulociticas, é revelado nela uma dispersdo lateral da
expressao dos antigenos CD16, CD13 e CD10, apresentando expressao anormal do CD56, CD7 na
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subpopulagéo positiva do CD117.
Narayanam e Weinberg (2019), o RT-PCR seré necessario para analisar o tipo de LMA de
forma tanto quantitativa, quanto qualitativa. Sera utilizado para avaliacdo da transcricdo das

proteinas de fusdo e tera utilidade para avaliar a translocacdo RUNX1- RUNX1T1. Kayser e Levis
(2019), acrescentam que a incidéncia de pacientes com LMA citogeneticamente normais tem uma
porcentagem de 8% em jovens e 16% em pacientes mais velhos, esse diagnostico vai aumentando
em pacientes com idade mais avancada. Nos casos de mutagdo com risco citogenético
intermediario, a prevaléncia vai de 5,6% a 13,2%. George e Bajel (2021), explanam que o
diagndstico do RUNX1 é feito através das analises do aspirado de medula dssea, podendo ser
encontrado uma grande aglomeracdo de blastos, no Imunohistoquimico ndo apresenta displasia o
apresenta normalidade no CD34. Na figura 2 esta a representacdo dos subtipos da LMA e 0s
exames necessarios para cada dlagnostlco
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Figura 2: Apresentacdo dos subtipos de LMA. Fonte: Narayanam e Weinberg (2019)

Pollyea et al. (2020), segundo eles foram analisadas amostras de 565 pacientes, dentre eles
429 foram reportados para andalises genética, sendo utilizado sangue periférico e aspirado de
medula 6ssea para realizacdo de citometria de fluxo, caridtipo convencional e FISH. Desses
pacientes, 89 foram analisados no sangue periférico e 346 ficaram para analises da medula 6ssea.
Dessa quantidade de amostras analisadas o CEBPA esteve presente em 61,1% e o RUNX1 31,3%
dos resultados, dados esses que sdo consistentes segundo o National Comprehensive Networkc. E
de 278 pacientes analisados sem anormalidades mielodisplasica citogenética, leucemia
promielocitica aguda ou CBF-AML.

Narayanam e Weinberg (2019) segundo eles o diagnostico mais favoravel para 0o RUNX1 é
a citometria de fluxo, pois ele é perfeito para o estudo de translocacdo de proteinas de fusdo.
Xueyan Chen e Sindhu Cherian (2017), discorrem que 0o RUNX1-RUNXLT é o gene que apresenta
caracteristicas para exibir seu perfil na citometria de fluxo, os blastos podem mostrar uma alta
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expressao de CD34 e HLA-DR, enquanto ocorre uma baixissima expressdo de CD13 e CD33
através de sua mieloperoxidase. Em cerca de também 60% a 80% dos casos 0 CD56 é expresso na
LMA com t(8,21). Pouquissimos estudos mostram que a expressdo dele teve correlagdo da
expressdo do CD56 com o prognostico adverso.

Mendonza et al. (2021) discutem que para o diagndstico do CEBPA é mais utilizado a reagdo
em cadeia da polimerase multiplex (PCR) com comprimento do fragmento para analise e triagem
do gene em mutacdo e é confirmado com o método de sequenciamento de Sanger. Esse
complemento se deve ao motivo do PCR ndo conseguir distinguir se a duplica¢io do polimorfismo
é de um gene normal ou se é patogénico. O sequenciamento de Sanger € um método mais caro que
0 PCR e com uma taxa de sensibilidade de 20%, além de ser trabalhoso ele permite uma anélise
mais detalhada do comprimento do gene. Pelo do método de Sanger ser mais complexo, é
necessario ter uma destreza para interpretar o laudo para caso de mutacdes incomuns e por isso ele
é utilizado somente como exame confirmatério e ndo de triagem.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que sobre o diagnostico e progndstico estudo observou-se que nem todos os testes
serdo efetivos da mesma forma para todos, mostrando que certos genes se sobressaem melhor em
alguns exames do que outros. O CEBPA e RUNX1 sdo considerados mais brandos quando
comparado a outras mutacBes, porém seu indice ainda é muito alto entre os pacientes, tendo
preocupado bastante pois se tém maior chance de remissdo, em comparac¢do com outras neoplasias.

Embora se note que existem alguns diagnosticos que apesar de sofisticados como é o caso
dos testes genéticos RT-PCR, Sanger e FISH, ainda apresentam um custo elevado. No caso do RT-
PCR, ele pode descobrir a maior parte das leucemias apresentadas e o auxilio do FISH também
pode ser utilizado para identificar melhor anormalidades e até mesmo analisar em gerages futuras.
O método Sanger, é utilizado apenas para casos de recidiva, ainda é um dos exames mais caros e
complexos do momento para ser analisado, se fazendo necessario um profissional experiente para
executar o teste. Com essas observagdes nota-se a importancia de novos métodos diagnosticos ndo
sO eficazes, mas também com precos mais acessiveis para facilitar o acesso da populagdo a uma
saude de qualidade.
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