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PREFACIO

A constante evolugdo da pesquisa na area da saude estd refletida nos avancgos das ciéncias
médicas, em que o diagnostico, o conhecimento sobre antigas e novas doengas e até mesmo a nossa

propria atuacdo e vivéncias como profissionais estdo em permanente status de atualizacao.

O presente livro contém 23 capitulos elaborados por autores pesquisadores da area das ciéncias
médicas e areas afins. Estando as nossas vidas tdo marcadas pela pandemia (ainda em curso) da co-
vid-19 e sendo este livro uma obra que trata sobre satude, vida e doenga, o tema covid-19 corresponde,

oportunamente, ao maior niimero de capitulos.

Acredito que esta obra multidisciplinar representa uma importante contribui¢do para as ciéncias
médicas, especialmente como fonte de revisdo e atualizagdo para nds, académicos e profissionais da

area.

Em nossos livros selecionamos um dos capitulos para premiagdo como forma de incen-
tivo para os autores, e entre os excelentes trabalhos selecionados para compor este livro, o premiado
foi o capitulo 17, intitulado “METODOS LABORATORIAIS UTILIZADOS PARA O DIAGNOS-
TICO DAS LEUCEMIAS: UMA REVISAO BIBLIOGRAFICA”.
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RESUMO: Introducio: A leucemia ¢ uma doenca maligna que acomete os leucocitos, a sua ca-
racteristica principal ¢ o acimulo de células jovens anormais na medula dssea, as quais substituem
as c¢lulas saudaveis do sangue a medida que ela evolui. Dentre os doze tipos de leucemias existen-
tes, destacam-se quatro tipos primdrios: Leucemia Mieloide Aguda, Leucemia Mieloide Cronica,
Leucemia Linfocitica Aguda e Leucemia Linfocitica Cronica. O diagndstico precoce desse cancer
¢ primordial para um tratamento efetivo em tempo oportuno. Objetivo: descrever as técnicas labo-
ratoriais mais utilizadas para o diagnostico dos principais tipos de leucemia. Método: trata-se de
uma revisao bibliografica realizada a partir da sele¢do de artigos publicados no portal PubMed, na
biblioteca eletronica SciELO e no buscador académico Google Académico, entre os anos de 2008
a 2018. Utilizaram-se os descritores “Leucemia” AND “Diagnostico”. Resultados: As técnicas fre-
quentemente utilizadas com fim diagnoéstico de leucemia sdo o hemograma, mielograma, citoquimica,
citogenética, imunofenotipagem, testes moleculares, testes bioquimicos e pun¢do lombar. Com
intuito de complementar a pesquisa, confirmar ou rejeitar a suspeita, geralmente utiliza-se mais de
um método diagnostico. Observou-se como perspectiva diagndstica para as leucemias que o uso de
miRNAs circulantes como biomarcadores vem se tornando uma aposta por sua presenga em varios
fluidos biologicos e sua sensibilidade as técnicas. Conclusdo: Os achados deste estudo oportunizam
aos profissionais da area da satde o conhecimento acerca das principais técnicas laboratoriais diag-
noésticas das leucemias, lhes possibilitando a modificagdo de protocolos terapéuticos com fins de

melhorar e assegurar um diagnostico precoce da doenga.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia. Diagnostico. Neoplasia.

LABORATORY METHODS USED FOR THE DIAGNOSIS OF LEUKEMIA: A
BIBLIOGRAPHIC REVIEW

ABSTRACT: Introduction: Leukemia is a malignant disease that affects the leukocytes, its main
characteristic is the accumulation of young abnormal cells in the bone marrow, which replace healthy
blood cells as it evolves. Among the twelve types of existing leukemias, four primary types stand out:
Acute Myeloid Leukemia, Chronic Myeloid Leukemia, Acute Lymphocytic Leukemia and Chronic
Lymphocytic Leukemia. Early diagnosis of this cancer is essential for timely effective treatment. Ob-
jective: to describe the most used laboratory techniques for diagnosing the main types of leukemia.
Method: this is a literature review carried out from the selection of articles published on the PubMed
portal, the SciELO electronic library and the academic Google Academic search engine, between the
years 2008 to 2018. The descriptors “Leukemia” AND “ Diagnosis”. Results: The techniques fre-
quently used for the diagnosis of leukemia are blood count, myelogram, cytochemistry, cytogenetics,
immunophenotyping, molecular tests, biochemical tests and lumbar puncture. In order to comple-
ment the research, confirm or reject the suspicion, more than one diagnostic method is usually used.
As a diagnostic perspective for leukemias, it was observed that the use of circulating miRNAs as

biomarkers has become a bet due to their presence in various biological fluids and their sensitivity to
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techniques. Conclusion: The findings of this study provide healthcare professionals with knowledge
about the main laboratory diagnostic techniques for leukemia, enabling them to modify therapeutic

protocols in order to improve and ensure an early diagnosis of the disease.

KEY WORDS: Leukemia. Diagnosis. Neoplasm.

INTRODUCAO

O cancer ¢ um relevante problema de satide publica mundial, dado que justifica a necessidade
de se pesquisar mais sobre o tema com fins de proporcionar conhecimentos relevantes e modificado-
res de praticas aos mais diversos profissionais na area da saude. A realizagao de pesquisas nesta area
possibilita melhorar ou manter a qualidade diagndstica e de assisténcia profissional aos pacientes
oncologicos (SANCHES, et al., 2015).

Entre os diferentes tipos de canceres estdo as neoplasias hematoldgicas, dentre as quais se en-
contram a leucemia. A leucemia ¢ uma doenca maligna que acomete os leucdcitos, cuja caracteristica
principal ¢ o acimulo de células jovens anormais na medula dssea, as quais substituem as células nor-
mais do sangue a medida que ela evolui. Esse acimulo de células alteradas prejudicam ou impedem
a producdo dos globulos vermelhos (causando anemia), dos globulos brancos (causando infec¢des)
e das plaquetas (causando hemorragias) (ANDRADE; SAWADA; BARICHELLO, 2013). Estima-se
que o numero de casos novos desse tipo de cancer em 2020 foi de 10.810, sendo 5.920 homens e
4.890 mulheres (INCA, 2020); ¢ o numero de mortes em 2019 foi 7.370, sendo 4.014 homens ¢ 3.356

mulheres.

No paciente leucémico, as células hematologicas se reproduzem mais lentamente do que as
c¢lulas hematologicas de pessoas sauddveis e a hematopoese se torna desregulada antes mesmo que
se possa notar um grande acumulo de células imaturas na medula 6ssea. A consequéncia dessa desre-
gulagdo ¢ a substitui¢ao das células saudaveis da medula 6ssea por células defeituosas, as quais, por
sua vez, invadem outros tecidos através da circulacao sanguinea e linfatica (SANCHES, et al., 2015).
Dentre os doze tipos de leucemias existentes, destacam-se quatro tipos primarios: Leucemia Linfoide
Aguda (LLA), Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Mieldide Cronica (LMC) e Leucemia
Linféide Cronica (LLC) (GRAACC, 2015).

Conforme a Sociedade Brasileira de Cancerologia (2015), a manifestacdo clinica desses can-
ceres nao ¢ especifica, contudo o diagnostico acontece em sua maioria pelo exame fisico e historia
clinica. Em geral, o paciente apresenta fraqueza, perda de peso, febre, dor ¢ssea e abdominal, falta
de ar, palidez, hematomas e sangramentos. J4 os exames laboratoriais mostram uma diminuicao das
plaquetas e das células vermelhas, bem como alteracdes na quantidade e na qualidade dos globulos
brancos do sangue (SBC, 2015).

Compreendendo que a leucemia ¢ um problema de satde mundial que afeta individuos de
distintas idades, se faz necessario produzir maios conhecimento acerca das formas diagnosticas uti-

lizadas atualmente para os tipos primarios de leucemia. Com este estudo, os profissionais da area de
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diagnostico, especialmente os de andlises clinicas, poderdo obter informagdes relevantes sobre os
métodos de diagndstico mais utilizados para a leucemia. Com isso, o objetivo desta revisao biblio-
gréfica foi descrever as técnicas laboratoriais mais utilizadas para o diagndstico dos principais tipos

de leucemia.

METODO

Trata-se de uma revisdo bibliografica realizada a partir da revisdo da literatura cientifica, tendo
como pergunta de investigacdo norteadora: quais as técnicas mais utilizadas para o diagndstico de

leucemias?

Entende-se por revisdo bibliografica a analise detalhada e ampliada de publicagdes existentes
em uma determinada area do conhecimento. Nesse tipo de método, tem-se como fontes de pesquisa
estudos provenientes de artigos, teses, dissertagdes e outras fontes de divulgacao como sites, livros e
revistas. Nesse contexto, tem-se como proposito a contextualizagao, problematizacao e validagao da
investigacao a ser realizada a partir da literatura consultada (BRASILEIRO, 2013).

A coleta de dados foi realizada a partir de artigos publicados no portal PubMed, na biblioteca
eletronica SciELO e no buscador académico do google académico. Utilizaram-se como estratégia de
busca os descritores controlados combinados com o operador booleano AND dispostos no Descrito-
res em Ciéncias da Saude (DECS): “Leucemia” AND “Diagnostico”. Ressalta-se que, para embasar a

pesquisa, foi realizada, de forma complementar, pesquisa um site institucional e um livro.

Adotaram-se como critérios de inclusao trabalhos cientificos publicados no periodo de 2008 a
2018, nos idiomas portugués, inglés e/ou espanhol que respondessem a pergunta norteadora do estudo
e que estivessem disponiveis eletronica e gratuitamente na integra. Excluiram-se artigos duplicados,
carta ao autor, estudos realizados com animais, resumos de conferéncia e sites ndo-confiaveis. Com

base nos critérios de inclusdo, a amostra final foi constituida por 25 artigos.

Por se tratar de uma pesquisa bibliografica com utilizacdo de dados de acesso publico, ndo se

fez necessaria a aprovacdo de um Comité de Etica em Pesquisa para a realizacao do estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Hemograma

O hemograma ¢ a primeira etapa no processo para examinar a qualidade e a quantidade das
células sanguineas, sendo costumeiramente utilizado no diagnostico ou acompanhamento de uma
patologia. Em pacientes com LLA o hemograma completo, pode revelar trombocitopenia e anemia
(DANTAS et al., 2015). Na LLA, 25% dos acometidos estdo em quadros de leucopenia com leucéci-
tos abaixo de 4.000/mm?3. Nos casos com leucocitose, ¢ notavel a presenca de linfoblastos e restos de

nucleos, conhecidas como manchas de Gumprecth (FADEL, 2010).
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Em pacientes com LLC, as células do esfregaco sanguineo apresentam-se pequenas, com nu-
cleo denso, sem nucléolos discerniveis, com cromatina parcialmente agregada e linfocitos maduros
com uma borda estreita do citoplasma. Além disso, podem ser agregadas a células atipicas, fragmen-
tadas, ou prolinfocitos, com uma propor¢ao de até 55% dos linfocitos vistos no sangue. A presenca de
prolinfocitos em grandes quantidades ¢ considerado um marcador importante para o diagnostico da
leucemia prolinfocitica (PLL) (HALLEK, 2017).

Na LMC, a hemoglobina pode estar normal ou pode haver discreta anemia. Habitualmente, o
numero de plaquetas € normal ou aumentado, havendo plaquetopenia em apenas em 5% dos casos. Na
fase cronica, a fosfatase alcalina intraleucocitaria encontra-se em nivel abaixo do normal, com pico
de elevacdo na FA e CB. O sangue periférico caracteriza-se com desvio a esquerda e predominio
de células granulociticas mais imaturas como promieldcito, mielocito, mieloblasto e metamielocito.
Ademais, nota-se a ocorréncia de basofilia, eosinofilia, pequena elevacao de mondcitos, e visualiza-
¢ao de eritoblastos e fragmentos de megacariocitos no sangue periférico (BORTOLHEIRO; CHAT-
TONE, 2008).

Na LMC, os critérios diagnosticos sdo: monocitose persistente (periférico > 1 x 109/1); mais
que 20% de blastos (incluindo mieloblastos, monoblastos ou promondcitos) e ainda pode-se observar
uma leve anemia e presen¢a de macroplaquetas (SANTOS; FRANZON; KOGA, 2012). Para o moni-
toramento da LMC, deve ser realizado o hemograma a cada duas semanas até se atingir uma resposta
hematologica completa (RHC) e (ALMEIDA et al., 2009).

Testes bioquimicos

As analises bioquimicas, tais como a dosagem do acido urico, da desidrogenase latica (LDH),
de eletrélitos — sodio, potassio, calcio, fosforo e magnésio — e da avaliagdo da funcgdo renal e hepatica
sdo constatacdes importantes a serem realizadas antes de iniciar o tratamento. Niveis elevados de
lactato desidrogenase (LDH) ¢ considerado um achado corriqueiro, ocasionado por uma rapida des-
trui¢do e regeneracao celular (ALMEIDA, 2009).

Mielograma

O mielograma ¢ o método utilizado para a analise e quantificagdo dos integrantes da medula
ossea. O material ¢ colhido por meio de uma pungao realizada no esterno, ossos da tibia e quadril. Em
pacientes portadores de LLA, ¢ comum o mielograma indicar medula éssea hipercelular com intensa
infiltragdo por linfoblastos e troca dos espagos adiposos e componentes medulares habituais por célu-
las leucémicas, com antecessores eritroides residuais de fisionomia normal, megacariocitos reduzidos
ou inexistentes € mieloides (DANTAS et al., 2015).

A medula 6ssea pode apresentar uma grande quantidade de mondcitos e granulocitos. De

acordo com a quantidade de blastos e promondcitos presentes, a LMC pode ser dividida em LMC-1
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(< 5% de blastos no sangue periférico e < 10% de blastos na medula 6ssea) e LMC-2 (com 5 a 19%
de blastos no sangue periférico ou de 10 a 19% na medula éssea, e apresentando Bastonetes de Auer,
com < 20% de blastos no sangue periférico e na medula 6ssea). ALMC-1 e LMC-2 podem apresentar
eosinofilia com uma contagem superior a 1,5 x 109/L de eosindfilos (SANTOS; FRANZON; KOGA,
2012). No que condiz o diagnostico de LMA precisa-se uma ocupacgdo de 20% de mieloblastos na
medula 6ssea (CARDARELLI et al., 2016).

Citoquimica

As interagdes citoquimicas intervém significativamente na diferenciacdo entre LMA e LLA.
Os linfoblastos apontam um funcionamento nuclear inespecifico, coloracdo modificada, formato de
anéis concéntricos e vacuolos. Uma rea¢do negativa perante a execucao de técnicas citoquimicas €
indicativo de LLA ao mesmo tempo que uma reagdo positiva caracteriza uma LMA. As reagodes ci-
toquimicas usadas mais frequentemente, abrangem a mieloperoxidase (MPO), Sudan-Black (SBB),
reagdo de Acido Periodico de Schiff (PAS) e esterases ndo-especificas (NSE) (DANTAS et al., 2015).

Citogenética

Um método crucial para o diagndstico, progndstico e o tratamento de cancer ¢ a citogenética.
O conhecimento sobre a LMC adveio conjuntamente ao avango de técnicas analiticas em citogenéti-
ca humana, ja que nesta leucemia se encontra a primeira mutagdo cromossomica ligada ao cancer, o
cromossomo Ph, o qual ¢ utilizado como marcador de LMC (DORFMAN et al., 2018).

A investigacdo de cromossomos das doengas hematoldgicas ¢ importante para um diagnostico
confidvel. As alteragdes cromossdmicas mais frequentes, como hiperdiploidia e a transloca¢dao dos
cromossomos 12 e 21 com a fusdo do gene TEL-AMLI1, equivalem a aproximadamente 50% dos
casos de LLA em criangas e mostram-se como um bom prognostico. A compatibilizagdo de técnicas
de citogenética com outros métodos moleculares também auxiliam na detec¢do de anomalias cromos-

somicas em casos de leucemia aguda em crianga (DANTAS et al., 2015).

A andlise citogenética da medula dssea pode ser feita por hibridizagdo in situ detectada por
fluorescéncia (FISH), pelo método cléassico, ou por biologia molecular pela reagao em cadeia da po-
limerase (PCR). A vantagem da vantagem da citogenética classica ¢ a reducao dos custos pela elimi-
nacdo do uso de sondas, porém o material obtido no aspirado de medula da LLA ¢é pequeno e ainda
tem duragdo de e 15 a 20 dias, ocasionando o atraso do inicio do tratamento especifico (SCHAFFEL;
SIMOES, 2008).

O acompanhamento da resposta citogenética para a LMC pode ser realizado pelo FISH e o
cariotipo medular. No cariotipo medular € possivel a quantificacdo do numero de metafases Ph+ e a
constatagdo de anomalias cromossdmicas adicionais (ACA). A execugdo deve acontecer no momento

do diagnostico e a cada seis meses até que se chegue a uma resposta citogenética completa (RCitC).
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O FISH ¢ uma técnica mais sensivel onde o caridtipo medular € usado para a identificacdo do gene de
fusdo BCR-ABLI, mas nao identifica as ACA. O método de FISH ¢ de grande utilidade diagnostica
quando ndo ha possibilidades de obtencao metafases. (ALMEIDA et al, 2009).

A presenca do cromossomo Ph+ ¢ caracteristica cldssica da LMC. Na auséncia deste cromos-
somo (Ph -), a LMC ¢ considerada atipica (aCML) e patologicamente desigual da LMC classica,
sendo considerada um tipo extremamente raro de leucemia. Além da translocagdo reciproca simples
entre os cromossomos 9 e 22, podem ter translocagdes variantes de Ph. Estas variantes simples in-
cluem um ou mais cromossomos além do 9 e 22, mas sempre modificando o cromossomo 22. Altera-
¢oes secundarias ou outros rearranjos cromossomicos cripticos complexos em BCR-ABL1 podem ser

vistos em pacientes com LMC com cariotipo normal (DORFMAN et al, 2018).

O estudo morfoldgico/imunofenotipico ¢ um método laboratorial que tem sido utilizado jun-
tamente a outros métodos para o diagnéstico da LPA. Todavia, o diagndstico final deve ser realizado
por métodos que detectem a translocacdo reciproca e balanceada entre os cromossomos 15 e 17
[t(15;17)]. Na LPA, a técnica mais sensivel para reconhecer o ponto de quebra do gene PML e as
isoformas do transcrito PML-RARa ¢ a RT-PCR. Ademais, essa técnica ¢ recomendada para confir-
magado do diagnostico genético, acompanhamento terapéutico do paciente e monitoragdo da doenga
(LEAL; KUMEDA; VELLOSO, 2009). O exame citogenético denota importante parcela de con-
tribuicdo para a classificacdo, diagndstico e estabelecimento do progndstico das leucemias agudas
(REGO; SANTOS; 2009).

Imunofenotipagem

A imunofenotipagem das doencas malignas do sistema hematopoiético ocorre através de uma
pesquisa para a detec¢do da presenca ou auséncia de antigenos encontrados no citoplasma celular ou
superficie. O seu objetivo ¢ definir o estagio de diferenciagdo celular (madura ou imatura), a presenga
ou auséncia de clones em células da linhagem linfoide B e as expressdes dos antigenos anormais nas
células malignas (DANTAS et al., 2015).

Nas leucemias linféides agudas, a técnica de imunofenotipagem permite que haja uma classi-
ficagdo das mesmas por meio de uma analise dos tragos imunofenotipicos dos linfoblastos. Por meio
dessa técnica o diagndstico tem maior especificidade devido as classes de diferenciagao das células,
além do préprio diagnostico da leucemia. A imunofenotipagem conjunta a técnica de citometria de
fluxo (CMF) ¢ importante tanto na classificacdo, diagnostico, prognostico, estadiamento, monitora-
mento, como também na descrigdo fenotipica das células hematopoiéticas patologicas. Na imunofe-
notipagem, os marcadores de células B equivalem a 80% dos casos, ja os de células T representam
20%. Essa técnica ¢ usada como meio de confirmagdo para leucemias indiferenciadas de citoquimica
negativa e forma nao especifica (DANTAS et al., 2015).

Para o diagnostico da LLA, ¢ imprescindivel a avaliacdo do imunofenétipo, tornando-se um

importante instrumento para acompanhar a patologia em todo o periodo de tratamento. A descri¢do da
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imunofenotipagem das células blasticas tem distintos objetivos, tais como: avalia¢do de celulagem,
atribuicao de linhagem e avaliagdo de mutagdes nos fendtipos. Estudos apontam que se torna neces-
sario, para uma melhor defini¢do diagnostica e para a distingdo das subclasses imunoldgicas, que haja

um painel de anticorpos (FOA et al., 2009).

Segundo Schaffel e Simdes (2008), o diagnostico de LLA B através da técnica de imunofe-
notipagem se da conforme a reagdo positiva ao CD79a, CD19, CD20 e CD24 correlacionado a ne-
gatividade aos antigenos T. Nessa classe de leucemia a positividade do antigeno CD34 se revela em
mais de 90% dos casos, e a presenga dos antigenos mieldides CD13 e CD33 pode constar em 30%
dos casos. Para diferenciar a LLA PHI1 da leucemia bifenotipica € necessario que se faca um painel

expandido de anticorpos.

Ao se tratar do meio diagndstico da LMC por imunofenotipagem, afirma-se que certos marca-
dores sdo usados para facilitar esse processo, dando énfase a expressodes varidveis de CD68 e CD64,
expressdo de antigenos mielomonociticos tais como CD33 e CD13, expressdo reduzida de CD14
(SANTOS; FRANZON; KOGA, 2012).

Citometria de fluxo

A imunofenotipagem conjunta a técnica de citometria de fluxo (CMF) ¢ importante tanto na
classificacdo, diagnostico prognostico, estadiamento, monitoramento, como também na descricao fe-
notipica das células hematopoiéticas patologicas. A CMF ¢ uma técnica multi-paramétrica, que faz
o uso de anticorpos monoclonais marcados com fluorescéncia para verificar de forma quantitativa
e qualitativa os niveis de expressdes de antigenos (clusters designations - CDs) em células alvo do
estudo (QUIXABEIRA; SADDI, 2008).

Este método possibilita que ocorra uma analise de aproximadamente 106 células por minuto,
avaliando ao mesmo tempo as caracteristicas quimicas e fisicas das células em anélise. J4 a CMF
revela-se bastante vantajosa por apresentar grande especificidade, sensibilidade, e precisao, com isto
uma quantidade consideravel de células sdo analisadas em varias perspectivas em um curto espago de
tempo (QUIXABEIRA; SADDI, 2008).

A citometria de fluxo quantitativa deve ser utilizada para verificar de modo mais claro os sitios
de ligagdo aos antigenos nas células deste modo tornam-se proficiente tanto no diagnostico como no
periodo de monitorar a doenga residual minima (MRD) (FOA et al., 2009). Para que haja um diag-
noéstico de LLC, mais de 5000 linfécitos B precisam ser encontrados em um periodo de tempo de no
minimo 3 meses. A capacidade de producao clonal dos linfocitos B presentes deve ser confirmada por
citometria de fluxo (HALLEK, 2017).
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Testes moleculares

Um método de diagnodstico no meio molecular ¢ o RT-PCR que quer dizer transcri¢ao reversa
pela reagdo em cadeia da polimerase. A identificacio do RNA BCR-ABL por PCR ¢ a técnica mais
utilizada para o diagndstico da LLA Phl. O método ¢ de alta sensibilidade, podendo detectar apenas
uma célula positiva em 10.000 células. Na LLA, a amostra bioldgica utilizada para o exame ¢ a medu-
la 6ssea, onde existe mais chance de positividade para o gene BCR-ABL do que no sangue periférico.
A PCR utilizando o sangue periférico so € sugerida nos casos em que o aspirado de medula Ossea ¢
seco (SCHAFFEL; SIMOES, 2008).

A técnica mais indicada para o diagndstico da LLA-Ph1 ¢ o método de PCR para BCR-ABL,
mas, se 0 método ndo estiver disponivel, pode ser utilizado o FISH. Deve-se sempre realizar a cito-
genética convencional para a busca de outras alteracdes citogenéticas, mas ndo ¢ uma opg¢ao para a
identificacdo da t(9;22) (SCHAFFEL; SIMOES, 2008). Em média, 55% com LMA mostram altera-
¢oes cromossdmicas no diagnodstico (BITTENCOURT et al., 2008).

Puncio lombar

Hamerschlak (2008b) afirma que o diagndstico pode ser realizado através da analise micros-
copica da medula 6ssea e do sangue, citogenética, e imunofenotipagem, mas que também €& preciso
uma avaliagdo da participacdo do sistema nervoso central com o estudo do liquor. O liquor deve ser
analisado microscopicamente a pesquisa de células leucémicas, pois quando se atinge precocemente
o sistema nervoso central se tem interferéncias terapéuticas e prognoésticas relevantes. O exame do

liquor revela a presenca de células leucémicas no exame citologico e pleocitose (ALMEIDA, 2009).

O sitio mais afetado pela LLA, fora a medula, ¢ o sistema nervoso central (SNC). Esse envol-
vimento ¢ diagnosticado pela presenca de pelo menos 5 leucéceitos/pl e de blastos na microscopia de-
pois de ser feita a centrifugacdo do liquido cefalorraquidiano (LCR). A anélise microscopica do LCR
¢ pouco sensivel, portanto tem se estudado outros métodos de detecgdo como imunofenotipagem por
citometria de fluxo (CANCELA et al., 2013).

Perspectivas futuras diagnosticas

O miR-155-5p corresponde a um micro RNA (miRNA) oncogénico, pro-inflamatorio, for-
temente expresso em macrofagos e células T e B ativadas. Esse miRNA participa de diversos me-
canismos fisiologicos, dentre eles a imunidade, hematopoiese, diferenciagdo da linhagem celular e
inflamagdo. Dentre os focos principais do miR-155-5p estdo proteinas nucleares e citosolicas que
determinam o desenvolvimento de células T reguladoras. Para o processo linfoide de diferenciagdo o
miR-155-5p mostra-se um relevante miRNA. Grandes quantidades de miR-155-5p estdo situadas em
monocitos ativados ¢ células T e B ativadas (PAPAGEORGIOU et al., 2017).

Na pesquisa de Papageorgiou ef al (2017), foi apresentado pela primeira vez a expressao de
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miR como de relevancia diagnodstica ao se tratar de LLC, pois as taxas de miR-155 sdo expressamente
maiores do que em PBMCs (células mononucleares do sangue periférico) em pacientes com LLC,
ao se nivelar com PBMCs de controles ndo leucémicos. Em outra perspectiva ndo foram encontradas
evidéncias significativas entre a superexpressdo de miR-155-5p e as caracteristicas clinicopatologi-
cas dos individuos acometidos com LLC. Em suma, uma técnica de qPCR foi desenvolvida com seu
fundamento em SYBR sensivel, de custo efetivo, e com precisdo quanto a quantificacdo dos niveis de

miR-155 em PBMCs, e com isso também foi percebido seu suposto valor discriminatério em LLC.

Nos tltimos anos, o microarray foi uma ferramenta bastante utilizada para analisar a expres-
sao de miRNAs na LMA. Diversos estudos reconheceram as assinaturas de expressao associadas a
diferentes subtipos de LMA, principalmente com alteragcdes moleculares e citogenéticas especificas.
As tecnologias emergentes de sequenciamento de RNA foram utilizadas para examinar a abundancia
de miRNAs e descobrir novos miRNAs na LMA. Os miRNAs tém varias caracteristicas de bons
biomarcadores, sua presenga em varios fluidos bioldgicos, conservagdo de sequéncias entre modelos

humanos e animais e técnicas sensiveis de medicao disponiveis (TRINO et al., 2018).

Apesar da atraente utilizacdo de miRNAs circulantes como novos biomarcadores, a otimi-
zacdo e a metodizagdo da purificagdo e quantificagdo sdo fundamentais para transformar a pesquisa
bésica em pratica clinica. Pesquisas sdo indispensaveis para propiciar o uso da analise EV em aplica-
¢oes clinicas. Métodos precisos relativos a coleta de amostras, isolamento e armazenamento EV, bem
como a quantificacdo de miRNAs EV, sdo essenciais para uma melhora do uso de EV como biomar-
cadores (TRINO et al., 2018).

CONCLUSAO

Concluiu-se que o diagnostico das leucemias dificilmente se restringe a apenas uma técnica,
pois geralmente um método se associa a outro no intuito de complementar e confirmar ou rejeitar a
suspeita diagnostica. Ganha destaque, nesta pesquisa, a técnica de imunofenotipagem por citometria
de fluxo, visto que ela vem tornando o diagndstico das leucemias mais preciso, detalhado e confidvel.
Observou-se ainda, como perspectiva diagnostica para as leucemias, que o uso de miRNAs circu-
lantes como biomarcadores vem se tornando uma aposta devido a sua presenga em varios fluidos
bioldgicos e a sua sensibilidade as técnicas. Por fim, os achados deste estudo oportunizam aos pro-
fissionais da area da saude o conhecimento acerca das principais técnicas laboratoriais diagnosticas
das leucemias, lhes possibilitando a modificagdo de protocolos terapéuticos com fins de melhorar e

assegurar um diagnostico precoce da doenca.
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