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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS LEUCEMIAS: UMA REVISAO
INTEGRATIVA

LABORATORY DIAGNOSIS OF LEUKEMIAS: AN INTEGRATIVE
REVIEW

ANA LIVIA LOPES QUEIROZ
LENICE DE SOUSA SANTOS

RESUMO

As leucemias compreendem um conjunto de doengas malignas e clonais em que ocorre o
acumulo de leucdcitos na medula 6ssea e no sangue, geralmente de causa desconhecida. Por
existirem varios leucécitos, ha como consequéncia diferentes leucemias que acometem células
especificas, de modo que a classificacdo destas foi sendo modificada a fim de contemplar a
identificacdo e diferenciacdo de seus tipos e subtipos. O diagndstico das leucemias €, muitas
vezes, identificado ao acaso através de exames laboratoriais de rotina, como o hemograma, e
confirmado por técnicas como mielograma, imunofenotipagem, FISH, RT-PCR, histoquimica
e citogenética, que podem protagonizar no diagnéstico diferencial. Nesse sentido, o presente
estudo teve como objetivo evidenciar o fortalecimento das técnicas moleculares no
diagnostico e prognostico das leucemias atraves de uma revisdo de literatura integrativa, que
se deu pela busca de artigos publicados nas plataformas eletronicas Scielo, LILACS e
PubMed, nos idiomas portugués e inglés, no periodo de 2012 a 2022. Embora a citogenética
desempenhe um papel fundamental na determinacdo de valores diagndsticos e progndsticos
associados a aberracdes cromossdmicas frequentes nas leucemias, técnicas como NGS e suas
derivacdes, MLPA, indice de DNA, FISH, RT-PCR, SNP-array e CGAT se mostraram como
potenciais substituidoras ou complementadoras da citogenética convencional, apresentando
especificacdes e resultados mais robustos. Tais técnicas mostraram relevancia importante na
caracterizacdo de interacGes complexas e aberraces isoladas ou criticas, visualizacdo de
evolucao clonal e analise simultanea do genoma na atribuicdo de valor prognostico. Devido a
crescentes descobertas no ambito das aberragdes moleculares e sua influéncia no diagndstico,
prognostico, curso clinico e tratamento das leucemias, pesquisas baseadas na padronizacéo
das diversas técnicas moleculares e seus achados contribuem para melhorar ainda mais o
entendimento sobre as leucemias e 0 manejo dos pacientes com a doenca.

PALAVRAS-CHAVE: leucemia linfoide; leucemia mieloide; diagndstico laboratorial;
diagndstico molecular; progndstico.

ABSTRACT

Leukemias comprise a set of malignant and clonal diseases in which there is an accumulation
of leukocytes in the bone marrow and blood, usually of unknown cause. As there are several
leukocytes, there are, consequently, different leukemias that affect specific cells, so that their
classification was modified in order to contemplate the identification and differentiation of
their types and subtypes. The diagnosis of leukemia is often identified at random through
routine laboratory tests, such as blood count, and confirmed by techniques such as
myelogram, immunophenotyping, FISH, RT-PCR, histochemistry and cytogenetics, which
can play a role in the differential diagnosis. In this sense, the present study aimed to highlight
the strengthening of molecular techniques in the diagnosis and prognosis of leukemias
through an integrative literature review, which was carried out by searching for articles



published on the electronic platforms Scielo, LILACS and PubMed, in Portuguese and
English, from 2012 to 2022. Although cytogenetics plays a key role in determining diagnostic
and prognostic values associated with frequent chromosomal aberrations in leukemias,
techniques such as NGS and its derivations, MLPA, DNA index, FISH, RT-PCR, SNP-array
and CGAT proved to be potential substitutes or complements to conventional cytogenetics,
presenting more robust specifications and results. Such techniques showed important
relevance in the characterization of complex interactions and isolated or critical aberrations,
visualization of clonal evolution and simultaneous analysis of the genome in assigning
prognostic value. Due to increasing discoveries in the field of molecular aberrations and their
influence on the diagnosis, prognosis, clinical course and treatment of leukemias, research
based on the standardization of different molecular techniques and their findings contribute to
further improve the understanding of leukemias and patient management with the disease.

KEYWORDS: lymphoid leukemia; myeloid leukemia; laboratory diagnosis; molecular
diagnosis; prognosis.

1 INTRODUCAO

O sangue € um tecido conjuntivo fluido composto por elementos que circulam em uma
parte liquida, o plasma. As principais células presentes no sangue séo os eritrocitos (hemacias
ou globulos vermelhos), os leucocitos (globulos brancos) e as plaquetas, que séo originadas e
desenvolvidas nos 6rgdos hematopoiéticos por um processo chamado de hematopoese.! Da
infancia a vida adulta, a medula 0ssea constitui a unica fonte de formagdo e renovagédo das
células do sangue.?

O organismo humano possui um conjunto de mecanismos responsaveis por manter em
niveis rigidamente regulados o volume do sangue, a quantidade de células e sua composicdo,®
cujas variagdes podem indicar alguma alteracéo fisiologica ou quadro patologico. No sangue
de um individuo saudavel, ha, de forma proporcional, para cada 1 leucdcito, 30 plaguetas e
500 eritrécitos, variando conforme género e idade do individuo.!

Quando ocorre uma mutacdo nos genes que controlam o processo de proliferacédo e
reparo das células, os chamados genes supressores de tumor e proto-oncogenes, a capacidade
de reparacdo de danos no ciclo celular ou de inducdo da célula para apoptose € perdida,
permitindo que células mutadas com capacidade de autorrenovacédo, sejam células-tronco ou
progenitoras, se proliferem descontroladamente, levando a formacédo de tumores. A formacéo
de clones originados de uma unica célula mutada na medula 6ssea ou no tecido linfoide
periférico caracteriza as neoplasias malignas hematolégicas, sendo a leucemia um tipo dessas
doencas.*

Do grego “leukos”, que significa branco, e “haima”, que significa sangue, as

leucemias compreendem um conjunto de doengas malignas e clonais em que ocorre 0



acumulo de leucécitos na medula 6ssea e no sangue, geralmente de causa desconhecida.?>®
Classicamente, as leucemias sdo divididas quanto a velocidade de agravamento da doenga,
podendo ser agudas ou cronicas, e quanto a linhagem de células acometidas, se mieloide ou
linfoide.%’ Segundo o Instituto Nacional de Cancer’ (2022), ha mais de 12 tipos de leucemias,
cujas principais sdo: Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Mieloide Crénica (LMC),
Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) e Leucemia Linfocitica Crénica (LLC).

Por se tratarem de doencas pertencentes ao grupo das neoplasias hematoldgicas, as
quais possuem ampla heterogeneidade de apresentacdes clinica e laboratorial, as leucemias
foram classificadas a fim de contemplar a identificacdo e diferenciacdo de seus tipos e
subtipos, sobretudo para facilitar o entendimento da origem, apresentacdo e comportamento
dessas doencas.* Por existirem varios leucdcitos, hd como consequéncia diferentes leucemias
que acometem células especificas.! Em virtude dessa variedade celular, conhecer as variagdes
morfologicas, imunoldgicas e moleculares dessas doencas configura ato fundamental para a
conclus@o do diagndstico, avaliagdo do prognostico, escolha do protocolo de tratamento
adequado e deteccdo de doenca residual minima.?

Conforme dados recentes do INCA’ (2022), cerca de 62% dos casos de leucemia
estimados para 2020 resultaram em 0Obito no Brasil. Frente a esse cenario, qual a importancia
da identificacéo e diferenciacdo das leucemias e como isso implica no diagnéstico precoce e
prognostico da doenga? Ante o exposto, e frente ao papel que o profissional biomédico tem de
informar a populacdo sobre a importancia dos exames diagnosticos para a saude e qualidade
de vida, o presente estudo identificou e descreveu os principais métodos utilizados no
diagnostico laboratorial das leucemias e teve como objetivo evidenciar o fortalecimento das
técnicas moleculares no diagndstico e prognostico da doenca através de uma revisdo de

literatura integrativa.

1.1 CLASSIFICACAO DAS LEUCEMIAS

As leucemias sdo caracterizadas pelo acumulo de leucdcitos malignos na medula 6ssea
e no sangue, podendo causar sintomas por insuficiéncia medular e infiltracdo de 6rgdos.? Elas
sdo divididas em grupos de células sanguineas mieloides e linfoides e conforme a evolucédo da
doenca. O prognéstico varia da morte até a lentiddo da leucemia, respectivamente
classificadas como agudas e cronicas.® As leucemias agudas caracterizam-se pela rapida
multiplicacdo de células imaturas malignas (blastos), causando uma enfermidade mais

agressiva. Nesse tipo de leucemia, as células malignas transformadas apresentam



comprometimento da capacidade de maturacéo, de diferenciagdo e funcional. J& nas leucemias
cronicas ocorre a proliferacdo lenta e gradativa de leucocitos neoplasicos relativamente bem
diferenciados na medula Ossea e sangue periférico, com preservacdo da capacidade de
diferenciacéo, de maturacio celular e parte das fungdes.?®"°

Antigamente, a classificacdo das leucemias agudas seguia critérios essencialmente
morfoldgicos, propostos pela FAB (grupo corporativo franco-americano britanico). Dessa
forma, e apos atualizagbes baseadas em marcadores imunofenotipicos, as leucemias mieloides
agudas foram divididas em MO (minima diferenciacdo), M1 (sem maturacdo), M2 (com
maturacdo), M3 (promielocitica), M4 (mielomonocitica), M5 (monocitica), M6
(eritroleucemia) e M7 (megacarioblastica), e as linfoides agudas em L1, L2 e L3. Anos mais
tarde, a OMS preservou os critérios morfologicos, citoquimicos, adicionou a porcentagem
minima de 20% de blastos na medula Gssea e sangue periférico e valorizou mais os achados

citogenéticos no diagnostico, sobrevida e resposta ao tratamento.®

1.2 TIPOS DE LEUCEMIAS

1.2.1 Leucemia Mieloide Aguda

Conforme estudos, a Leucemia Mieloide Aguda se da pelas varias mutacfes genéticas
nas células-tronco mieloides, as quais influenciam a formacéo de blastos que ndo amadurecem
como as demais células, se multiplicando desordenadamente. A LMA engloba uma série de
doencas que s@o definidas por varios genes e cromossomos aberrantes. Com isso, 0s blastos
propagam-se rapidamente na medula Ossea e atrapalham o desenvolvimento das células
saudaveis.” A LMA pode estar relacionada a fatores genéticos, pois o individuo ja nasce com
0 cancer ou pode desenvolvé-lo durante sua vida. Os fatores que podem contribuir para o
desenvolvimento da doenca sdo as alteracGes genéticas, exposicdo prolongada a produtos
quimicos e radiacdes, tabagismo, idade acima dos 60 anos, doencas de sangue, entre outros.

Esse tipo de leucemia representa uma pequena fracdo das leucemias infantis (10-15%)
e é a forma aguda mais comum em adultos, cuja incidéncia eleva-se com a idade, sendo 0s 65
anos uma média do comeco da doenca. Quanto ao acometimento por sexo e etnia, 0s homens
se sobressaem ligeiramente as mulheres, com ascendéncia europeia um pouco mais prevalente
do que a ascendéncia africana.?*!

O diagnostico da doenca é realizado no laboratorio através da coleta sanguinea

(medular e periférica), da qual é feito o hemograma e esfregaco sanguineo, exame da medula



Ossea, além de exames de citogenética, imunofenotipagem, estudos da biologia molecular e
histoquimicos. A leucemia é sinalizada quando os blastos sdo iguais ou maior a 20% das
células nucleadas da medula 6ssea ou quando séo iguais ou maior a 20% das células ndo-
eritréides, e, quando o membro eritroide for maior a 50% ou em qualquer outra porcentagem
de células blasticas anormais.*?*?

No entanto, as ciéncias de sequenciamento de nova geragdo (NGS) ajudaram na
rapidez do descobrimento de inovacgdes relacionadas as alteracdes moleculares. O NGS foi
empregado com éxito em diversos estudos, promovendo um apanhado universal das
alterac6es moleculares, bem como do desenvolvimento clonal da Leucemia Mieloide Aguda
(LMA). O vasto conjunto de irregularidades encontrados por técnica de NGS esta

ultimamente sob larga validagdo de suas importancias progndsticas e terapéuticas.'*

1.2.2 Leucemia Mieloide Cronica

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é um cancer que acomete as células mieloides
da medula dssea que se desenvolve lentamente, ou seja, de maneira crénica. As células se
apresentam em uma proporcdo enorme de globulos brancos maduros (leucocitose) em
comparagdo com as ceélulas blasticas imaturas. Relaciona-se com a mudanca do DNA
causando uma grande producdo de granulécitos imaturos e maduros responsaveis pela defesa
do organismo.® A LMC tem como principal causa a translocagio entre os bragos longos dos
cromossomos 9 e 22, culminando na formacdo de um gene hibrido BCR-ABL com atividade
tirosinoquinase e denominado de cromossomo Philadelphia (Ph1).°

A LMC acomete mais 0os homens e sua frequéncia aumenta com a idade, por volta dos
60 e 65 anos, sendo rara em criancas e jovens adultos. Pode ser ocasionada por exposi¢do a
radiagdo e radioterapia, mas a maioria dos casos ndo tem relagio com esses agravos.*?

Por se tratar de uma doenca que se desenvolve ao longo do tempo, rara e por ser
menos agressiva, as vezes 0s pacientes ficam sabendo do diagndstico através de exames de
rotina como a coleta de sangue e esfregaco sanguineo. Com a suspeita do exame sanguineo,
também podem ser realizados os exames de biologia molecular e citogenética para identificar
0s genes que sofreram a mutago.°

As técnicas moleculares para deteccdo do gene BCR-ABL mais comumente
empregadas sdo o FISH (hibridag&o in situ por fluorescéncia) e o PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) depois do convertimento do mRNA retirado das células leucémicas em DNA

integrante ou cDNA. Para esse primeiro passo, usa-se a enzima transcriptase reversa (RT), na



chamada prética RT-PCR, j& que atualmente uma variante dessa metodologia tem como
caracteristica proporcionar efeitos quantificaveis para o transcrito BCR-ABL, o PCR em
tempo real, permitindo que os pacientes com Leucemia Mieloide Crbnica possam ser

acompanhados ao longo de interferéncias promovendo a remissdo demorada da doenca.®®

1.2.3 Leucemia Linfocitica Aguda

A Leucemia Linfocitica Aguda, também conhecida como leucemia linfoblastica aguda
ou leucemia linfoide aguda, compreende um grupo de entidades onco-hematolégicas de
evolucdo rapida caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de linfoblastos (um tipo de
globulo branco imaturo) do tipo B ou T na medula 6ssea e sangue periférico.'® Como
consequéncia, a insuficiéncia de medula Ossea e a infiltragio de Orgdos podem ser
observadas.? A etiologia aponta para uma aparente hereditariedade para a suscetibilidade a
LLA de linhagem B e variagcOes genéticas determinantes da resposta e da toxicidade a
medicamentos. No entanto, com respeito aos mecanismos moleculares que desencadeiam 0s
processos, ainda ndo ha conhecimento.’

Acerca da epidemiologia, a LLA é predominante em criangas e incide ao maximo
entre 3 e 7 anos de idade, ocorrendo uma elevacao secundaria de incidéncia ap6s os 40 anos.
A linhagem de células B é acometida com mais frequéncia (85% dos casos, em ambos 0S
sexos) se comparada a de linhagem T (15% dos casos, com predominio no sexo masculino).?
Além da idade e linhagem celular, a incidéncia também varia conforme raca e etnia,
ocorrendo mais em hispanicos e caucasianos e menos em afrodescendentes.!

O diagnostico ¢ feito pelo médico através do exame de sangue e da medula 0ssea
(mielograma). A coleta sanguinea é feita normalmente pelo braco do paciente. Outros exames
que podem ser solicitados pelo médico sdo perfil quimico sanguineo, hemograma completo
com diferencial, avaliacdo das células do sangue, exame de coagulacdo, testes genéticos,
analise citogenética, citometria de fluxo, PCR, FISH, exame do liquido espinhal etc.?

Ao longo dos anos, foram se desenvolvendo técnicas mais eficazes para o uso da
biologia molecular na deteccdo da LLA. O SNP (Single Nucleotide Polimorphism), por
exemplo, é uma técnica de rastreamento que trouxe outro modo de localizar alteracGes
genéticas, comportando um estudo de unido e agregagdo entre doencas e 0 genotipo SNP,
além da identificacdo de alteragbes do conteldo de DNA no genoma pleno. Essas técnicas
moleculares s&o mais sensiveis, mais particulares e mais velozes na deteccdo de anomalias

dos genes, pois por meio do método de PCR em poucas horas € possivel descobrir uma célula
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leucémica dentre varias células normais e com isso, aperfeicoando o diagnostico e

entendimento da biologia molecular na LLA.*

1.2.4 Leucemia Linfocitica Cronica

A Leucemia Linfocitica Cronica, ou leucemia linfoide cronica, é um disturbio
linfoproliferativo caracterizado pela proliferacdo e acumulo de células B neoplasicas de
aparéncia madura com fraca expressdo de imunoglobulina de superficie (IgM ou IgD).2!!
Essas células apresentam diminuicdo de apoptose e sobrevida prolongada, se acumulando no
sangue, medula 6ssea, figado, bagco e linfonodos. Exibe grande equivaléncia fenotipica e
citogenética com o linfoma linfocitico de células pequenas, sendo este diferente da LLC por
haver concentracdo de células majoritariamente nos linfonodos e células B monoclonais em
nimero inferior a 5x10%/mL no sangue circulante.?

A LLC afeta mais os homens e compromete especificamente pessoas adultas, por volta
da quinta ou sexta década de vida com elevacdo do pico apds os 60 anos, com raros casos
ocorrendo em idade inferior aos 50 anos. Manifesta prevaléncia maior no Ocidente e menor
em paises do extremo Oriente. Quanto a associacdo da doenca com fatores ambientais, ndo foi
observada relacdo, podendo a doenca ser produto de mutagfes somaticas ou predisposicao
genética, embora os genes associados a esse risco sejam desconhecidos.?#1°

O diagnostico é feito através de exames laboratoriais como hemograma, FISH,
mielograma e bidpsia de medula, imunofenotipagem, citogenética e bidpsia de ganglio.*?

A citogenética molecular abrange os procedimentos de cariotipagem espectral (SKY),
hibridacdo genémica comparativa (CGH), hibridacéo in situ por fluorescéncia (FISH), dentre
outras. Mas, a técnica que melhor proporciona resultados € o método FISH, pois sua taxa de
deteccdo de anomalias cromossomicas na LLC é bastante expressiva, em torno de 80% dos
casos. Esse método é baseado na utilizacdo de uma série de alicerces, que sdo as sondas, que
completam o alvo que é o DNA se tornando um processo célere, sensivel e especifico, e com

isso, identificando o l6cus génico e ajudando no diagndstico de microdelegdo.?

1.3 DIAGNOSTICO POR HEMOGRAMA E MIELOGRAMA

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer’ (2022), o mielograma, exame da
medula 0ssea, ¢ um dos exames que dara a confirmacdo do diagnostico da leucemia. A partir

da parte interior do 0sso € retirado um pouco de sangue, oriundo do material esponjoso, do
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qual serdo realizadas as analises: citologica, na qual sera observado o formato das células;
molecular, momento em que serdo verificadas as mutacGes genéticas; citogenética, onde serdo
analisados os cromossomos das células; e a imunofenotipica, que observard o fen6tipo das
ceélulas. Em algumas situacdes, é preciso fazer a biopsia da medula 6ssea, em que é retirado
um pedaco bem pequeno do 0sso da bacia e levado ao médico patologista para analisa-lo.

A orientacdo adequada sobre composicdo, predominio celular e relacdo quantitativa
entre células sanguineas na medula 6ssea é fundamental para o entendimento de alteragdes e
sua conexao com neoplasias hematoldgicas, inclusive para o diagndstico diferencial de
situacdes benignas ou apenas reativas. Contudo, é importante salientar que, embora a medula
Ossea seja a base da implantacdo e do desenvolvimento das neoplasias hematoldgicas, 0s
primeiros sinais e evidéncias desse grupo de enfermidades sdo observados no hemograma por
meio da avaliacdo do sangue periférico, visto que esse tecido é um reflexo direto da condicéo
em que se encontra a medula dssea.*

Em caso de suspeita de leucemia, é de suma importancia realizar exame de sangue,
mais especificamente o hemograma para a confirmacdo da doenca. Quando o diagnéstico é
confirmado, o hemograma aparecera alterado revelando um maior nimero de leucdcitos
ligado ou ndo ao menor nimero de plaguetas e hemécias. Para complementar o diagnostico,
outras andlises laboratoriais precisam ser feitas, como por exemplo, exames da coagulacado

sanguinea e de bioquimica que poderdo apresentar-se, também, alterados.’

1.4 DIAGNOSTICO POR IMUNOFENOTIPAGEM, CITOGENETICA E CITOQUIMICA

Durante muitos anos, 0s exames realizados para descobrir se o individuo tinha
leucemia foram o hemograma e mielograma, entretanto, a morfologia como Gnico parametro
ndo era suficiente para diagnosticar todos os tipos de leucemias existentes. Ainda assim, o
hemograma continua sendo um exame importante na deteccdo dessas doencas em sua fase
elementar, podendo identifica-las como crbnicas ou agudas e precisar se sdo linfoides e
mieloides. O mielograma também continua sendo um modo determinante, ja& que permite

avaliacdo citogenética, imunofenotipica e citoquimica das células neoplasicas.*

1.4.1 Imunofenotipagem

E definida pela identificagdo de antigenos celulares particulares pertinentes & familia

e ao estado de maturacdo e distingdo das células sanguineas. Atraves dela sdo usados
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anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos, agentes fluorescentes, em que a
reacdo é avaliada em citometria de fluxo. A citometria de fluxo permite identificar
individualmente as células presentes no sangue e vem sendo cada vez mais agregada nas
praticas laboratoriais, como por exemplo no indice de plaquetas reticuladas, na concentracéo
de hemoglobina nos reticulécitos, na contagem de reticuldcitos, na contagem diferencial
celular etc.*

A imunofenotipagem teve um avanco importante na época da epidemia do virus HIV
por causa da necessidade da identificacdo e quantificacdo dos linfocitos CD4+ e CD8+
presentes no sangue periférico, além desse tipo de diagnostico ter permitido uma readequacédo
da classificacdo FAB para as leucemias mieloides agudas e a partir disso, os tipos MO,
leucemia mieloide aguda com pouca diferenciacdo, e M7, megacariocitica, e dos subtipos B e
T nas neoplasias linfociticas agudas e crénicas. Com a importéancia do diagnostico através da
imunofenotipagem, hoje, ela ndo fica reservada somente a caracterizagdo da familia e do
estado de maturacdo das celulas tumorais, mas também, relacionando-se de maneira direta
com as particularidades clinicas de cada tipo caracteristico e deteccdo de doenca residual
minima.*

Nos primeiros enfoques laboratoriais desse exame, sdo feitos alguns marcadores
preliminares, como a diferenciacdo de mieloide/linfoide, linfécito T/linfécito B e depois
justapostos de maneira integrante os marcadores mais peculiares.* Os marcadores das
principais leucemias sdo classificados da seguinte maneira: por imunofenotipagem (citometria
de fluxo) mieloide: CD13, CD33, CD117, Glicoforina (CD235a) e antigenos plaquetarios
CD41, CD42 e CD61 e o marcador de células-tronco ou progenitoras CD34; linfoide B:
CD10, CD19 e cCD22 e TdT; e linfoide T: CD2, cCD3, CD7 e TdT.?

1.4.2 Citogenética

O objetivo desse exame € 0 estudo das alteragdes cromossdmicas nas células
modificadas, colaborando com a classificacdo, o prognostico, a observacdo da remisséo
parcial ou completa e de doenca residual minima nos pacientes que estdo em tratamento. O
aspirado de medula éssea é o mais adequado material bioldgico para esse fim, podendo
também o sangue periférico ser usado desde que o nimero de blastos circulantes seja acima
de 10% das células. Esse exame citogenético pode ser feito através da cultura celular ou pela
analise direta das células.* Chama-se citogenética classica a visualizagcdo de cromossomos

metafasicos, que conta com o uso de corantes, como Giemsa e nitrato de prata, formadores de
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padrdes de banda, cuja andlise da-se o nome de bandeamento. Por meio dessa técnica, é
possivel visualizar diferentes areas do cromossomo e detectar alteracdes.®

A citogenética enveredou por novos rumos com a chegada da biologia molecular,
dando origem a citogenética molecular e aprimorando de maneira irrefutvel a deteccdo de
anormalidades cromossdmicas com embasamento no uso de instrumentos moleculares que
sdo seguimentos conhecidos de &cidos nucléicos e que tem como finalidade identificar o
seguimento integrante nos cromossomos estudados, tanto nos que estdo em metafase quanto
na interfase. A reacdo é desvendada por meio de fluorocromos unidos a esse instrumento

molecular e verificada através da microscopia de fluorescéncia.* 8

1.4.3 Citoquimica

Para a identificacdo de linhagem celular, a citoquimica nasceu como primeiro exame
complementar na classificacdo das leucemias, especialmente as agudas. As provas mais
usadas em virtude da padronizacdo sd@o a Mieloperoxidase (MPO), a Sudan Black (SB), o
Acido periddico de Schiff (PAS), esterases especificas e ndo-especificas.* 18

A Mieloperoxidase estd nos granulos azurofilos dos monocitos e nas granulagdes
secundarias dos eosinofilos. A reacdo é positiva em blastos de procedéncia mieloide com um
certo destaque de maturacdo, em pré-mieldcitos e em mieldcitos. JA nos metamieldcitos e
neutrofilos a reacdo positiva € fraca por causa do aumento dos granulos secundarios. Os
mondcitos e 0s monoblastos podem apresentar uma reacdo negativa ou positiva fraca. Uma
prova positiva faz o diagndéstico de leucemia mieloide aguda, pois a MPO € importante para a
caracterizacdo do mieloblasto. A evidéncia da célula peroxidase positiva é vista pela
coloragio verde ou verde azulada.*'® Em relagdo a prova citoquimica do Sudan Black,
interpreta-se da mesma maneira que a MPO, mas com a diferenca de ser menos peculiar.* A
técnica se baseia na coloracdo de lipideos, sobretudo os fosfolipidios intracelulares, e tem
como vantagem o uso em esfregacos mais antigos.*8

O PAS cora de vermelho o glicogénio intracelular, todavia, seu uso revela resultados
inespecificos e pouco influentes no diagnodstico das leucemias agudas, tendo em vista que as
células hematopoiéticas sdo PAS positivas, em sua maioria. Apesar da limitacdo, essa prova
citoquimica é utilizada para confirmar a eritroleucemia (LA-M6). As esterases especificas
encontram-se nos granulocitos e sdo coradas pelo naftol AS-D cloroacetato esterase (CAE).*
A alfanaftil acetato (ANAE), uma esterase ndo especifica, € uma enzima Gtil na diferenciacdo

morfolégica da LMA, pois mostra positividade alta em leucemias monociticas,
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megacariociticas e eritroleucemia, indicando, também, o grau do componente monocitico na

leucemia mielomonocitica aguda por meio da intensidade da colorago.'®

1.5 ACHADOS LABORATORIAIS NAS LEUCEMIAS

Geralmente, a leucemia aguda é caracterizada pela presenca de mais de 20% de blastos
presentes na medula 6ssea, mas em alguns casos pode apresentar menos de 20% desses
blastos caso haja alguma anomalia genético-molecular pertinente a leucemia. Através do
exame morfolégico pode-se definir a linhagem dos blastos, bem como atraves dos exames de
analise molecular, analise citogenética e imunofenotipagem. Com isso, ira se determinar a
genealogia dos blastos e em qual estagio se encontra a leucemia, além da sua diferenciacao
celular em linfoide ou mieloide. As analises moleculares e citogenéticas sdao fundamentais e
sdo realizadas em células da medula 6ssea, mesmo que o0 sangue periférico seja usado quando
houver uma grande quantidade de blastos na contagem. Ja a citoquimica é pouco utilizada
hoje em centros que possuem testes mais atuais e definitivos, apesar de ser Util na resolucao
da linhagem dos blastos.?

Na LMA, grande parte dos pacientes que fazem os exames hematoldgicos apresentam
trombocitopenia, anemia normocitica e normocrémica. A medula éssea tem muitas células
por penetracdo de blastos leucémicos qualificados através da morfologia e das analises
imunologica, citogenética e molecular, que sdo imprescindiveis para a confirmacdo do
diagnostico. Para a classificacdo de grande parte dos casos de leucemia mieloide aguda sdo
usadas as anormalidades citogenéticas. De modo geral, a proteina PML forma homodimeros
com ela mesma e a proteina RARao forma heterodimeros com a proteina receptora do retinoide
X, RXR. PML-RARa como proteina de fusdo se ligard a PML e RXR as impedindo de se
ligarem com suas companheiras naturais resultando no fenétipo de término de diferenciagdo.?

Em relacdo ao diagndstico da LMC, a leucocitose € considerada o principal aspecto,
podendo atingir nimeros acima de 200 x 10%uL. No sangue periférico pode ser vista uma
ameaca de células mieloides e os niveis de mieldcitos e neutréfilos extrapolam aos niveis de
promielocitos e de blastos. E corriqueiro 0 paciente apresentar anemia normocitica e
normocrémica, como também é comum o aumento de basofilos. O é&cido Urico sérico
normalmente apresenta-se aumentado, bem como a contagem de plaquetas (mais frequente),
que também pode encontrar-se normal ou diminuida, dentre outras.?

Na maioria das vezes, o hemograma do paciente com LLA apresenta uma

trombocitopenia e anemia normocitica e normocrémica. O niumero de blastos pode chegar a
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200 x 10%pL para mais, e com isso, a contagem de leucdcitos podera estar normal, diminuida
ou aumentada. Em relacdo a medula éssea, ela é cheia de blastos leucémicos, apresentando
mais de 20%. O exame microscopico de distensdo sanguinea costuma apresentar blastos em
nimero mutéavel. Os blastos séo identificados através da morfologia de analises citogenéticas
e por exames imunoldgicos.?

A linfocitose na LLC mostra uma contagem de linfocitos clonais B por defini¢do
correspondente a 5 x 10%/uL podendo passar para mais de 300 x 103/uL. Entre 70 e 99% dos
leucéceitos do sangue possuem aparéncia de pequenos linfocitos. Costumam estar presentes
células achatadas na distensdo. O paciente apresenta anemia normocitica e normocrémica nas
fases demoradas como consequéncia de infiltragdo medular ou hiperesplenismo, podendo ser
um fator complicador a hemdélise autoimune. A trombocitopenia acomete varios pacientes,
podendo ter, também, patogénese autoimune.?

As proteinas CD38 (marcador de diferenciacdo) e ZAP70 (proteina-quinase) sao
proteinas detectaveis através de citometria de fluxo com sentido prognostico. A
imunofenotipagem dos linfocitos exibe-se como células B, que sdo as CD19" de superficie,
apresentando baixos niveis de imunoglobulina de superficie e expressdo de uma cadeia leve,
de maneira caracteristica também, células CD5* e CD23", mas que sdo CD79b e FMC7". A
bidpsia da medula Ossea apresenta infiltracdo linfocitica podendo apresentar-se como

intersticial, nodular ou difusa.?

1.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR DAS LEUCEMIAS

Com o passar do tempo, novas técnicas para diagnéstico das leucemias foram sendo
utilizadas, como o sequenciamento de Ultima geracdo (NGS), o sequenciamento de painel
genético, transcriptoma, exoma e sequenciamento do genoma completo.?

Devido as novas mutacdes identificadas, o diagnostico molecular tem sido cada vez
mais usado como tatica diagndstica das leucemias para auxiliar nos tratamentos dos pacientes,
levando-se a utilizacdo de novas técnicas cada vez mais avancadas de diagndstico, como por
exemplo, a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), PCR digital, PCR convencional, gPCR
(em tempo real) e o sequenciamento dos acidos nucléicos.?

Dentro da biologia molecular, PCR é um método muito utilizado, pois permite copiar
uma molécula de DNA vérias vezes. E uma técnica para acompanhamento do paciente em

tratamento em tempo real, apresentando maior sensibilidade, mais simplicidade e maior
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rapidez se for comparada ao método de citogenética, além de ser considerada uma técnica ndo
agressiva, ja que usa o sangue periférico do paciente.?®

O diagndstico da leucemia por biologia molecular é medido diretamente através da
presenca dos transcritos, podendo se originar também o quanto destes transcritos podem estar
no sangue ou presentes na medula éssea. Os transcritos observados na LMC séo o b2a2 e o
b3a2 que compilam a proteina p210, onde essas isoformas tém a mesma forca clinica. A LLA
é uma leucemia mais invasiva que a LMC, pois ela possui o transcrito ela2 compilando a
proteina p190. E muito importante que os exames de biologia molecular sejam feitos mais
frequentemente em pacientes que apresentam a leucemia mieloide crénica (LMC), ja que seria
possivel acompanhar, monitorar o individuo e verificar a qualidade de vida dele através da

utilizagdo do inibidor de tirosina quinase.?®

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo constitui-se de revisdo de literatura integrativa, a qual permite a
busca, avaliacdo critica e sintese das evidéncias disponiveis acerca de um determinado tema
Ou questao, com o proposito de obter entendimento sobre um dado fenémeno fundamentando-
se em estudos pregressos.?*

A construcdo da pesquisa se deu pela busca de artigos publicados nas plataformas
eletrénicas Scielo, BVS e PubMed, nos idiomas portugués e inglés. A coleta dos dados da
pesquisa foi norteada pela busca combinada por operadores booleanos AND/OR dos seguintes
descritores, em portugués e inglés: Leucemia Aguda, Leucemia Crénica, Diagnostico
Laboratorial, Diagndstico Molecular, Progndstico, Alteracbes Cromossdémicas. Como
critérios de inclusdo, foram considerados apenas artigos cientificos, publicados entre 2012 e
2022, nos idiomas portugués e/ou inglés, com texto completo e gratuito. Foram excluidos os
artigos repetidos nas bases de dados, de acesso pago e que ndo contemplavam o objetivo
proposto por esse estudo. Os recursos literarios escolhidos abordaram diferentes métodos
diagndsticos moleculares das leucemias independentemente do desenho de estudo adotado.

O levantamento dos estudos utilizados nessa pesquisa se deu pela aplicacdo dos
seguintes cruzamentos: 1. “myeloid leukemia AND laboratory diagnosis OR molecular
diagnosis AND prognosis AND chromosomal changes”; 2. “leucemia mieloide AND
diagnostico laboratorial OR diagnostico molecular AND prognostico AND alteracfes

cromossdmicas”; 3. “lymphoid leukemia AND laboratory diagnosis OR molecular diagnosis
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AND prognosis AND chromosomal changes”; 4. “leucemia linfoide AND diagndstico
laboratorial OR diagndstico molecular AND progndstico AND alteragfes cromossémicas”™.

Foram encontrados, ao todo, 1.335 artigos, dos quais 704 pertenciam aos cruzamentos
1e2e631, aos cruzamentos 3 e 4 (Tabela 1).

TABELA 1: Resultados das buscas por base de dados.

BASE DE DADOS CRUZAMENTOS 1 E 2 CRUZAMENTOS 3 E 4
PUBMED 678 606

BVS 26 25

SCIELO 0 0

TOTAL 704 631

Fonte: elaboragdo prépria (2022).

Apos aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo, 1.250 estudos foram descartados,
restando 85 para andlise de titulo e resumo. Dessa analise, 28 seguiram para analise de

conteddo, restando 8 estudos para o desenvolvimento da discusséo.

GRAFICO 1: Fluxograma das etapas de selecio dos artigos.

Total de artigos Encaminhados Encaminhados Artigos
encontrados: para leitura de para leitura de selecionados:
1.335 | titulo e resumo: 85 | | contetdo: 28 | 8
: : :
1 1 1
s TS ! """"" ~ -7 'y _____ N s ! """" ~
| Descartados por | Descartados . Descartados |
' critérios de inclusdo ! . portituloe i porconteddo: !
. eexclusdo: 1.250 | resumo:57 | | 20

___________________________________________________

Fonte: elaboracdo propria (2022).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Mrézek?, a investigacdo citogenética foi dada como preponderante na
determinacdo de valores diagnosticos e progndésticos associados a aberracdes cromossdmicas
frequentes. Sua importancia também é verificada quando em conjunto com a analise
mutacional de genes, colaborando na classificagdo de risco genético e orientando a escolha de
tratamentos mais eficazes. Em virtude de algumas anormalidades cromossdmicas menos

comuns nao estarem bem apuradas pela técnica, tornando o significado prognostico
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impreciso, estudos colaborativos e prospectivos continuos mostram-se de grande valor,
inclusive para correlacionar desfechos clinicos a alteragdes citogenéticas e genético-
moleculares ou rearranjos genéticos especificos. Nesse sentido, as técnicas de sequenciamento
de proxima geracdo (NGS), como WGS, ascenderam na analise gendmica e caracterizacdo de
interacbes complexas em variagGes genéticas na leucemogénese, surgindo como alternativa a
citogenética.

Em sua coorte, Mareschal et al.?® apresentaram um comparativo dos resultados obtidos
entre analise citogenética convencional (ACC), sequenciamento de genoma completo (WGS)
de baixa cobertura e sequenciamento de transcriptoma completo (WTS). Embora a analise
citogenética seja historicamente utilizada na caracterizagdo genética da LMA, os autores
apontaram o WGS e WTS como potenciais desafiadores da ACC no diagnostico de rotina da
LMA.

O WGS foi indicado como um método de maior resolucéo e sensibilidade, justificadas
pela deteccdo de cromossomos complexamente rearranjados e de aberracGes isoladas no
namero de copias, respectivamente. O método WGS também apresentou associagdes mais
significativas entre certas perdas genémicas e monossomias e seus prognosticos se comparado
ao ACC, no entanto, apresentou limitada sensibilidade a aberracfes subclonais ou altamente
diluidas em células normais e mostrou-se pouco adequado para definicdo de cariotipos
complexos por contagem de aberracdes gendmicas. Jao WTS se destacou pela cobertura mais
ampla e consistente na deteccdo de fusGes génicas quando comparado a ACC, além de ser
capaz de agregar valor progndstico através de padrdes de expressdes génicas.?®

Conforme Lejman et al.?’, a estimativa do risco de desenvolvimento ou recorréncia de
LLA podem ser orientadas pela identificacdo de anormalidades genéticas e novos marcadores
da doenga, permitindo personalizacao terapéutica e manejo melhorado da leucemia. Grupos
genéticos e vias desorganizadas que ndo possuiam classificacdo em virtude da auséncia de
aneuploidia ou rearranjos cromossdmicos Unicos atualmente puderam ser desvendados devido
ao avanco no sequenciamento de DNA e a analise integrada de dados biologicos em
multiescala.

Vaska et al.?® relatou falha na obtencdo do caridtipo por bandeamento cromossdmico
em mais da metade dos casos de LLA-B infantil investigados, sob o argumento de ndo haver
células suficientes em divisdo ativa ou material pobre das células metafasicas. Ainda, usando
FISH e RT-PCR como contraprova, foi apontada a baixa resolucdo da anélise da metéfase
para determinacdo de algumas anormalidades, consideradas possivelmente enigmaticas para a

técnica ou por se tratar de variacbes submicroscopicas. A técnica de FISH foi, entdo,



19

sobressalente pela sua maior resolucdo e deteccdo de alteragfes criticas (como delegdes,
duplicacdes e translocacbes especificas) e, associada ao RT-PCR, elevou a deteccdo de
anormalidades clinicamente relevantes. 9 genes deletados que participam do desenvolvimento
de células B, controle do ciclo celular e hematopoiese foram detectados pela andlise MLPA
(amplificacdo multiplex de sondas dependente de ligacdo), mas a técnica foi apontada como
ndo ideal na deteccdo de novos marcadores prognosticos e sua precisdo depende de um
maximo de 50% de blastos na amostra.

A SNP-array foi implementada pelos autores?® como alternativa as limitagbes das
demais técnicas e a fim de potencializar as estratégias de diagnostico, prognéstico e
tratamento, tendo suas vantagens evidenciadas pela exigéncia de pouco DNA, néo
dependéncia de células mitéticas, alta resolucdo, sensibilidade e precisdo e capacidade de
deteccdo simultanea de amplificacGes, delecBes e perdas neurais de copia de heterozigosidade
(CN-LOH) no genoma inteiro, sendo ideal na identificacdo de homozigose em regides
grandes. A técnica de SNP-array apresentou forte potencial de integracdo no diagnéstico de
rotina pela sua heterogeneidade nos resultados dos pacientes.

Para Yu et al.?®, a associacdo entre MLPA e indice de DNA (DI) pode complementar a
citogenética na deteccdo de alteracbes genéticas de LLA-B infantil. Enquanto o DI detecta
alta hiperdiploidia, o MLPA atua identificando ganhos ou perdas especificas de cromossomos
individuais (aneuploidia) e triando alteracdes numéricas de cromossomos inteiros (CNA).
Além disso, a hipodiploidia mascarada, de diagndstico dificil, pode ser detectada por DI e
MLPA, comprovado por matrizes de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e repeticdes
curtas em tandem (STR). A dupla também se mostrou superior a citogenética tradicional
apresentando sensibilidade aprimorada, tempo de resposta mais curto e independéncia de
indice mitdtico, sendo bem-sucedida na detec¢do de alta hiperdiploidia em casos de auséncia
de metéfase ou cariotipo normal. Um novo subtipo de LLA-B proposto pela OMS, o iAMP21,
pode ser identificado com éxito pelo MLPA gracas a densidade de sondas ao longo do brago
longo do cromossomo 21. Outras anormalidades de alto risco, como IKZF1, também sdo
detectaveis pela técnica.

A matriz de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP-A) é apresentada por Park et
al.*® como um tipo de andlise capaz de detectar e recuperar microdele¢des intersticiais,
indetectaveis por citogenética metafasica. Alem disso, a identificacdo de evolucdo clonal
microscopica foi apontada como mais vantajosa se feita por SNP-A quando comparada a
outros métodos, que, quando relacionada a genotipo instavel, pode sugerir mau prognostico

na LLA. Foi, entdo, concluido que o ensaio SNP-A permite a investigacdo de genes
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importantes do ponto de vista clinico gracas a sua sensibilidade na deteccdo de alteragdes
criticas.

Gronseth et al.! apontaram que a detecgdo de perda de heterozigosidade de copia
neutra (cnLOH) por teste de matriz genémica cromossémica (CGAT) apresenta utilidade
prognéstica na LMA. Os autores demonstraram que resultados complexos de CGAT séo
semelhantes a caridtipos complexos em citogenética convencional quando utilizados na
indicacdo de progndstico ruim, apesar de transmitirem dados diferentes. A cnLOH ocorre com
relativa frequéncia na LMA e pode sugerir mutagdes ou metilacdo anormal em constelacéo
homozigética, tendo efeito na recorréncia da doenca em pacientes com citogenética
intermediaria e desfavoravel, em que o CGAT se encontra anormal. Ressalta-se no estudo que
0 CGAT detectou anormalidades que a citogenética, FISH e analise de mutacdo combinadas
ndo foram capazes de achar, além da técnica ser apontada como substituta de menor custo do
FISH para desequilibrios genémicos, exceto em casos de translocagOes/rearranjos
balanceados, em que FISH e citogenética de metafase sdo exigidas. O CGAT apresentou
como limitacdes, assim como FISH, a inaptiddo para resolver muitos clones discretos téo
eficazmente quanto a citogenética de metéafase.

Como forma de aliar as informagdes de varios biomarcadores genémicos novos e ja
documentados ao estabelecimento de diagnostico, prognostico e predicdes clinicas,
Navrkalova et al.? desenvolveram um painel baseado em sequenciamento de proxima
geracdo para gerenciamento personalizado de doencas linfoproliferativas (LPDs), cujo
desenho foi validado por procedimentos laboratoriais e bioinformaticos. O painel obteve éxito
na investigacdo de diversos defeitos genéticos em neoplasias linfoides, se mostrando

confiavel analiticamente e na identificacdo imparcial de marcadores progndsticos e preditivos.

4 CONCLUSAO

A deteccdo dos diversos tipos de leucemias conta com o uso de técnicas laboratoriais
consagradas, tais como hemograma, mielograma, citogenética, imunofenotipagem e
citoquimica, as quais permitem identificar desde alteracBes nas contagens de células nos
tecidos sanguineo e medular até alteracGes microscépicas, como linhagem celular acometida e
variagdes cromossdmicas envolvidas na patogénese da doenca. Devido a crescentes
descobertas no ambito das aberragdes moleculares e sua influéncia no diagnostico,

prognostico, curso clinico e tratamento das leucemias, técnicas que otimizam o descobrimento



21

e rastreamento de diferentes alteracBes genéticas tém ganhado espago nas pesquisas sobre a

doenca.

Dada a importancia das técnicas diagnosticas convencionais e das inovagfes no campo

da biologia molecular, os estudos nessa area vém contribuindo para a identificacdo e

catalogacdo das diversas alteracdes envolvidas na leucemogénese, bem como na padronizacao

das diversas técnicas e seus achados, melhorando ainda mais o entendimento sobre as

leucemias e 0 manejo dos pacientes com a doenca.
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