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 A leucemia é uma neoplasia hematológica de origem clonal, tendo sua classificação estabelecida entre 

leucemia linfocítica e leucemia mielóide, podendo se manifestar de forma aguda ou crônica. Os fatores de risco 

para surgimento de leucemias são as exposições constantes a radiação, terapêutica ou de maneira ocupacional, 

quimioterapias, associados a um constante tempo de exposição, histórico familiar e anormalidades genéticas. 

A utilização do diagnóstico molecular para identificação de novas mutações e rearranjos gênicos resultou em 

estratégias de diagnósticos. Este trabalho apresenta como objetivo realizar uma revisão de literatura baseada 

na aplicação de diagnóstico molecular para a detecção precoce de leucemias, consequentemente, tratamentos 

cada vez mais específicos, além de um melhor prognóstico para o paciente.Este é um estudo de revisão 

bibliográfica, onde foram utilizados sites de busca, como PUBMED, SCIELO e NBCI, através das palavras-chave: 

Leucemia, Diagnóstico Molecular, Biologia Molecular, Leucemia Mielóide, Leucemia Linfóide. Pesquisados 

artigos publicados em português, inglês e espanhol; no período entre 2015 e 2020.Foram encontrados 37 

artigos em diferentes revistas e plataformas, referentes á diagnósticos de leucemias com os mais diversos 

métodos, cada um sendo mais especifico a um tipo de classe de leucemia. Conclui-se então que o diagnóstico 

molecular da linhagem linfocítica, é descrito sendo a citometria de fluxo, citogenética e 

imunofenotipagemcomo técnicas de custos acessíveis, importantes para confirmação de linhagem e estágio 

de maturação, com 50% da identificação das aberrações relevantes, e a análise de FISH com80% de 

identificação de anormalidades genéticas; a Imunofenotipagem tem grande papel na classificação dos subtipos 

da LLA; o RT-qPCR é um método de grande sensibilidade e rapidez; as técnicas de sequenciamento NGS são 

técnicas de alto padrão, custos elevados, porém tendo a melhor abordagem e grande potencial para predizer 

o diagnóstico das leucemias linfocíticas. No que se refere a as leucemias mielóides, as técnicas de WES e WGS 

continuam sendo a abordagem preferida para analisar as mutações. As técnicas como FISH, 

imunofenotipagem, citogenética, RT-qPCR, NSG e citometria de fluxo são citadas. Já sobre a LMC foi observado 

que é usada a técnica FISH. 
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 Leukemia is a hematological neoplasm of clonal origin, with its classification established between lymphocytic 

leukemia and myeloid leukemia, which can manifest itself in an acute or chronic form. Risk factors for the onset 

of leukemia are constant exposure to radiation, therapeutic or occupationally, chemotherapy, associated with 

a constant exposure time, family history and genetic abnormalities. The use of molecular diagnosis to identify 

new mutations and gene rearrangements resulted in diagnostic strategies. This work aims to carry out a 

literature review based on the application of molecular diagnosis for the early detection of leukemias, 

consequently, increasingly specific treatments, in addition to a better prognosis for the patient. Search sites 

such as PUBMED, SCIELO and NBCI were used, using the keywords: Leukemia, Molecular Diagnosis, Molecular 

Biology, Myeloid Leukemia, Lymphoid Leukemia. Researched articles published in Portuguese, English and 

Spanish; in the period between 2015 and 2020. 37 articles were found in different magazines and platforms, 

referring to the diagnosis of leukemia with the most diverse methods, each one being more specific to a type 

of leukemia class. It is concluded that the molecular diagnosis of the lymphocytic lineage is described as flow 

cytometry, cytogenetics and immunophenotyping as affordable techniques, important for confirming the 

lineage and maturation stage, with 50% of the identification of the relevant aberrations, and the analysis FISH 

with 80% identification of genetic abnormalities; Immunophenotyping plays a big role in the classification of 

ALL subtypes; RT-qPCR is a method of great sensitivity and speed; NGS sequencing techniques are high-

standard, high-cost techniques, but with the best approach and great potential to predict the diagnosis of 

lymphocytic leukemias. With regard to myeloid leukemias, WES and WGS techniques remain the preferred 

approach for analyzing mutations. Techniques such as FISH, immunophenotyping, cytogenetics, RT-qPCR, NSG 

and flow cytometry are cited. Regarding CML, it was observed that the FISH technique is used. 
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INTRODUÇÃO 

A leucemia é uma neoplasia hematológica de origem 
clonal, tendo seus tipos definidos conforme a citologia celular 
envolvida e o nível de maturação das células (BRUTUS; 
CARMO; SOARES, 2019); em consonância, a classificação das 
leucemias ocorre nas linhagens linfoide e mieloide, podendo 
se manifestar de forma aguda ou crônica (MORAIS et al., 
2017). A diferença entre a forma aguda e a forma crônica 
ocorre através da perda da capacidade de diferenciação 
celular devido à rápida progressão na leucemia aguda, 
enquanto na leucemia crônica há um acúmulo de células 
diferenciadas funcionais no organismo progredindo de forma 
lenta (GUIMARÃES, 2015).  

Segundo Kantarjian (2018), a pesquisa da leucemia seguia 
um progresso historicamente lento, porém, recentemente os 
resultados estão acelerando devido à melhor compreensão 
da fisiopatologia das diferentes leucemias. Dentre os diversos 
tipos de leucemias, os quatro tipos mais comuns são: 
leucemia linfocítica aguda (LLA), leucemia linfocítica crônica 
(LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide 
crônica (LMC) (SALAH et al., 2019). 

Os principais fatores de risco para surgimento de 
leucemias são as exposições constantes a radiação, seja de 
origem terapêutica ou de maneira ocupacional, como 
também quimioterapias, ambos associados a um constante 
tempo de exposição, histórico familiar, o surgimento de 
síndromes e anormalidades genéticas (BISPO; PINHEIRO; 
KOBERTZ, 2020); O contato com produtos químicos sendo 
benzenos, hidrocarbonetos, pesticidas, formalídeos; e fatores 
associados ao estilo de vida prejudicial como uso de tabaco e 
álcool (AWELINO; AGUERA; FERREIRA-ROMANICHEN, 2019). 
Em concordância com Bernbeck (2009), existe uma 
apresentação clássica de sintomas ligados à leucemia, sendo 
eles o cansaço, febre alta, palidez, sinais de sangramento da 
pele ou mucosas, dor óssea e artralgia.  

O diagnóstico parte de uma análise do hemograma do 
paciente, com associações morfológicas celulares presentes 
no sangue periférico e no mielograma, podendo tornar-se 
evidente pelos aspectos clínicos (INCA, 2016). No entanto, 
somente esta visualização superficial não é suficiente para um 
diagnóstico seguro; sendo assim, se faz necessário a aplicação 
de biologia molecular a partir de marcadores celulares 
presentes na membrana e no citoplasma de cada célula 
leucêmica.  

A utilização do diagnóstico molecular para identificação 
de novas mutações e rearranjos gênicos resultou em 
estratégias de diagnósticos e tratamentos terapêuticos 
superiores. O que levou à utilização de técnicas avançadas de 
diagnóstico, tais como a Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR) convencional, em tempo real (qPCR), PCR digital e 
sequenciamento de ácidos nucleicos (4-6) (REIS; 
VISENTAINER; MACEDO, 2017). Nos últimos anos, foi inserido 
nos estudos o uso de técnicas de sequenciamento de última 
geração (NSG) para identificar todas as alterações genéticas 
hereditárias e somáticas, incluindo sequenciamento de painel 
genético, exoma, transcriptoma e sequenciamento de 
genoma completo (ROBERTS; MULLIGHAN, 2015) Todas essas 

técnicas são achados de grande importância clínica, a 
implementação do sequenciamento clínico no manejo da 
leucemia melhoram o diagnóstico, o monitoramento e a 
detecção precoce para a administração de terapias precisas 
(IACOBUCCI; MULLIGHAN, 2017). 

        Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), o 
número de novos casos esperados para o ano de 2018 e 2019 
no Brasil foi de 5.940 casos em homens e 4.860 em mulheres 
(INCA, 2018). A leucemia é o câncer infantil mais comum, 
representando 28% dos casos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020), 
dessa forma, faz-se importante a identificação dos fatores de 
risco para a leucemia infantil (ambiental, genética e 
infecciosa) para haver a redução da carga total da doença 
(BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2007). A contagem de novos 
casos esperados para o Brasil em 2020-2022 será de 5.920 em 
homens e 4.890 em mulheres. Esses valores correspondem a 
um risco estimado de 5,67 novos casos a cada 100 mil homens 
e 4,56 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2020).   

As técnicas no diagnóstico das leucemias vêm sendo 
introduzida gradualmente, como na utilização dos exames 
histológicos descrito na década de 70 e no início da utilização 
das técnicas fenotípicas nos anos 90, tais avanços significaram 
na atualização das recomendações da OMS em 2016 para a 
classificação das neoplasias hematológicas e nelas estão 
inclusos novos marcadores moleculares e citogenéticos (VIGIL 
et al., 2018). Sob a perspectiva atual, com o aumento dos 
determinantes de risco e casos de leucemia, torna-se 
indispensável o uso de equipamentos e técnicas que tenham 
uma sensibilidade e precisão para possibilitar um diagnóstico 
e tratamento eficientes atenuando os danos ao paciente 
(AZEVEDO, 2013). Diante disso, o objetivo deste trabalho é 
construir uma revisão de literatura baseada na aplicação de 
diagnóstico molecular para a detecção precoce de leucemias 
e, consequentemente, tratamentos cada vez mais 
específicos, além de um melhor prognóstico para o paciente. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
O presente artigo trata-se de uma revisão de literatura 

integrativa que visa sintetizar uma unificação dos dados de 
estudos científicos, assim elucidando os diagnósticos das 
leucemias disponíveis no meio científico. Para a seleção de 
artigos, foram utilizadas 4 bases de dados: US National Library 
of Medicine National Institutes of Health (PubMed), Scientific 
Eletronic Library Online (SciELO), National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) e livros acadêmicos. Após 
pesquisas nas bases de dados citadas, foram utilizados 36 
trabalhos científicos para compor esta revisão de literatura. 
As palavras-chave utilizadas foram: Leucemia, Diagnóstico 
Molecular, Biologia Molecular, Leucemia Mieloide, Leucemia 
Linfoide.  

Os critérios de inclusão para a presente revisão foram: 

artigos publicados em português, inglês e espanhol; no 

período entre 2015 e 2020; artigos de revisão de literatura, 

estudos observacionais e comparativos, estudos clínicos; 

artigos com resumos disponíveis nas bases de dados descritas 

acima. Foram utilizados como critérios de exclusão: artigos 
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duplicados nas bases de dados; artigos que não englobassem 

LLA, LLC, LMA e LMC. Foram coletadas publicações científicas 

cujo embasamento seria a importância dos diagnósticos 

moleculares, imunofenotípicos e citoquímicos, associados ao 

perfil genético de pacientes leucêmicos e quais seus 

tratamentos mais específicos. 

 

RESULTADOS  
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 Autor e Ano de 

Publicação
Base de Dados

Tipo de 

Publicação
Objetivo

Tipo de 

Leucemia
Técnica Molecular Direcionamento

Dantas, G. K. S. 

et al (2015)
ResearchGate

Revisão de 

literatura

Apontar os avanços 

e perspectivas no 

diagnóstico 

diferencial da  LLA 

em pacientes infanto-

juvenis.

LLA
Citogenética; 

Imufenotipagem.

Utilizando a imunofenotipagem, a 

classificação das LLAs é 

característizada por alterações 

imunofenotípicas dos linfoblastos e é 

a melhor alternativa para classificar o 

grau de diferenciação das células 

leucêmicas. 

Roberts, K. G., 

Mullighan, C. G. 

(2015)

NCBI
Revisão de 

literatura

Revisar a atual 

classificação 

citogenética e 

molecular de LLA, 

com ênfase nos 

mais recentes 

insightssobre as 

novas entidades de 

LLA.

LLA

Sequenciamento de 

nova geração 

(NGS);

Novas abordagens diagnósticas 

devem implementar direcionamentos 

por estudos de sequenciamento ou 

utilizar NGS no diagnóstico para 

classificar com precisão, estratificar o 

risco e direcionar os pacientes para 

terapia direcionada ao gene ou à via. 

Vizcaíno, M. et 

al (2016)
Scielo

Revisão de 

literatura

Revisar as 

diferentes etapas 

tanto na prevenção, 

diagnóstico, 

tratamento de 

adolescentes com 

LLA.

LLA
Citometria de 

fluxo;PCR.

Ao analisar a citometria de fluxo e o 

PCR para detectar LLA em crianças, 

conclui-se que ambos os métodos 

são eficazes. No entanto, a PCR teve 

uma sensibilidade mais consistente 

(0,001%) na detecção de rearranjos 

genéticos de células leucêmicas.

Bratz, B. S. G.; 

Gatzke, M.; 

Frizzo, M. N. 

(2016)

NewsLab
Revisão de 

literatura

Avaliar os novos 

recursos 

moleculares 

utilizados no 

diagnóstico, 

prognóstico e 

tratamento da LLA.

LLA

Citometria de fluxo; 

RT-PCR; FISH; 

PCR; Citogenética;

Translocações que resultam na fusão 

de genes são adequados, 

principalmente, para análise com RT-

PCR. A citometria deve ser 

complementada obrigatoriamente 

com ensaios moleculares, uma vez 

que na análise das células malignas 

devem ser usando RT-PCR e FISH 

para evidência do gene de fusão 

BCR-ABL. 

Iacobucci, I., 

Mullighan, C. G. 

(2017) 

NCBI
Revisão de 

literatura

Revisar estudos 

genômicos em LLA 

e discutir o papel 

dos testes 

genômicos no 

manejo clínico.

LLA

Transcriptoma, 

WGS e exoma; 

Sequenciamento do 

genoma;  Citometria 

de fluxo; PCR.

Ensaios que se baseiam em 

sequenciamento de DNA e RNA 

não detectam todas as deleções 

focais características de LLA. 

Abordagens baseadas em 

sequenciamento são usadas para 

analisar rearranjos de receptores de 

antígeno e quantificar DRM de forma 

mais sensível que a citometria de 

Lang, C. A 

(2019)
SAH

Revisão de 

literatura

Revisar os tipos de 

detecção utilizando 

biologia molecular 

para diagnosticar 

LLA com perfil ph 

like.

LLA(ph 

like)

Citometria de fluxo; 

FISH; MLPA; RT-

PCR.

As técnicas mais acessíveis 

atualmente são:  superexpressão de 

proteína CRLF2 por citometria de 

fluxo; CRLF2, detecção de rearranjo 

ABL1, ABL2 e PDGFRB por FISH; 

detecção de alteração número de 

IKZF1 e outros genes para MLPA; 

e detecção de rearranjo P2RY 8 

CRLF2 por RT-PCR.
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Quadro 1 – Resultados 

Roosbroeck, K. V., Calin, G. 

A. (2016)
NCBI

Revisão de 

literatura

Descrever as associações entre 

miRN As e as aberrações 

citogenéticas comumente 

encontradas na LLC. 

LLC

miRNA; FISH; IGHV status; 

Citometria de fluxo (ZAP70, B2M, 

CD38).

Anormalidades genéticas, IGHV e citometria de fluxo 

nem sempre são tão bem definidos. A citogenética é a 

técnica de maior ajuda para o manejo clínico dos 

pacientes.  Microarray e sequenciamento são 

consideradas as técnicas para melhor identificação de 

miRNA.  

Rodrigues, C. A. et al (2016) SciELO
Revisão de 

literatura

Revisar as recomendações do 

Grupo Bra- sileiro de Leucemia 

Linfocítica Crônica para o 

tratamento e diagnóstico da 

LLC.

LLC

Citometria de fluxo (ZAP-40); 

IGHV status; FISH (TP53, del 

17p13).

FISH é a técnica mais eficiente em encontrar 

anormalidades genéticas em LLC. A detecção da 

proteína ZAP-40 não é mais sensível do que o 

estadiamento clínico. 

Martín, P. G.; Puerta, J. M. 

P.; Chacón, M. J. (2017)
ResearchGate

Revisão de 

literatura

Revisar diagnóstico, 

prognóstico e tratamento de 

LLC.

LLC Imunofenotipagem; FISH.

O desenvolvimento da técnica FISH apresenta 

alterações como del17p/ TP53, del13q, del11q ou   

trissomia 12, importantes por seu valor prognóstico e 

que podem auxiliar na decisão terapêutica.

Mirzaei, H. et al (2018) PubMed
Revisão de 

literatura

Revisar a importância da LLC 

com base nas descobertas de 

biomarcadores.  

LLC

Biomarcadores (CD 38, 

anormalidades, ZAP-70, 

cromossômicas, TP53 e miRNA). 

Entre todos os biomarcadores, os miRNAs regulam mais 

de 100 genes alvo. Por outro lado, um gene pode ser 

regulado por vários miRNAs. Essas moléculas podem 

servir como biomarcadores para o diagnóstico de LLC.

Strati, P.; Jain, N.; O’Brien, S. 

(2018)
PubMed

Revisão de 

literatura

Revisar sobre o diagnóstico, 

prognóstico e tratamento de 

pacientes com LLC.

LLC

Citometria de fluxo (CD38, ZAP 

70, CD49d); FISH;  PCR (TP53); 

NGS (NOTCH1, SF3B1, MYD88 e 

BIRC).

É recomendável que as análises de FISH e IGHV sejam 

realizadas como padrão para LLC. Na NGS foi 

identificado mutações com importância prognóstica, 

mas a validação ainda está em andamento e a 

aplicação na prática é prejudicada devido a limitação 

da técnica.

Marrero, Y. T. et al (2019) Scielo
Revisão de 

literatura

Revisar os aspectos 

etiopatogênicos, moleculares e 

prognósticos da LLC. 

LLC

Citometria de Fluxo (CD19+ 

CD5+, CD23 +, CD200 +/ ++, CD20, 

kappa o lambda).

A citometria de fluxo em conjunto com mAbs é muito 

valiosa para classificar neoplasias. A CMF é o método 

de escolha para a identificação e caracterização 

imunofenotípica de células leucêmicas para LLC. 

 



Coxinha de frango a base de farinha de inhame enriquecida com farinha de linhaça dourada para crianças celíacas 
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Lira, A. O.; Pereira, 

A. (2019)
ResearchGate

Revisão de 

literatura

Descrever os métodos  

laboratoriais utilizados  

para o diagnóstico da 

LLC.

LLC

Citometria de fluxo; 

Citogenética 

convencional; FISH; 

PCR.

A confirmação da linhagem e do estágio de 

maturação é feita por meio da 

imunofenotipagem por citometria de fluxo.  A 

citogenética convencional é útil para detecção 

de mutações genéticas, já que essas alterações 

ocorrem em cerca de 80% dos casos. 

Técnicas moleculares como o FISH e PCR 

são complementares

Farzadfard, E.; 

Kalantari, T.; 

Tamaddon, G. 

(2020)

NCBI
Estudo 

comparativo

O estudo separou 30 

pacientes com LLC 

confirmados através de 

citometria de fluxo e 

compararam o nível de 

expressão com RQ-PCR.

LLC

RT-PCR e RQ-PCR – 

miRNAs (miR30d 

miR25-3p, miR1 9a-

3p, miR133b, miR4 

51a, miR145 e miR1 

44 a); 

Imunofenotipagem; 

Citogenética; FISH.

Utilizando o  RT-PCR foi observado 

superexpressão  em miRNA 25-3p, 19a-3p 

em pacientes com LLC que pode 

desempenhar um papel importante na 

patogenicidade da LLC.

Metzeler, K. H. et al 

(2016)
PubMed Estudo clínico

Visão geral do espectro, 

associações clínicas e 

relevância prognóstica de 

mutações de 664 

pacientes com idade 

entre 18 e 86 anos.

LMA
Sequenciamento de 

nova geração (NGS).

O NGS é classificado como alto rendimento 

que levou ao aprimoramento do diagnóstico de 

LMA. Mutações no NPM1, FLT3, CEBPA, 

TP53 e, em pacientes de 60 anos, DNMT3A 

e RUNX1 são fatores de risco molecular mais 

importantes na LMA. 

Papaemma-nuil, E. 

et al (2016)
PubMed Estudo clínico

Entender como a 

diversidade genética 

define a fisiopatologia da 

LMA. Estudo de 111 

genes cancerígenos.

LMA

Sequenciamento 

completo do genoma 

(WGS); Citogenética.

As características genômicas foram os 

preditores mais poderosos entre os fatores 

genômicos, genes de fusão, alterações de 

número e mutações pontuais. A combinação 

genotípica de NPM1, DNM T3 A e FLT3ITD 

ocorreu com maior frequência, encontrada em 

93 dos 1540 pacientes.

Pereira, A. (2016)
Revisão de 

literatura

Indicar a epidemiologia  

da A LMA juntamente  

com descrições e 

especificações de seus 

diagnósticos

LMA

Citometria de fluxo; 

Citogenética;  FISH; 

RT-PCR

Apresentou os métodos de diagnóstico e 

diferenciação dentre as leucêmicas, desde 

citogenéticos a imunohistoquímico e 

biomoleculares, apresentando suas diferenças 

entre métodos e especificidades.

Döhner, H. et al 

(2017)
PubMed

Revisão de 

literatura

Revisar amplas 

recomendações para o 

diagnóstico e tratamento  

da LMA em adultos.

LMA
Citogenética;  RT-

qPCR;  Screening. 

Citogenética (NPM1, FL T3) e screening da 

mutação CEBPA estão sendo as técnicas mais 

utilizadas na rotina laboratorial. Testes 

moleculares como RT-PCR podem ser úteis 

para a recorrência de rearranjos. 

Bullinger, L.;  

Döhner, K.; Döhner, 

H. (2017)

PubMed
Revisão de 

literatura

Revisar a paisagem 

genômica da LMA, 

incluindo avanços na 

classificação baseado no 

genoma.  

LMA
NGS; RQ-PCR; 

Citometria de fluxo.

A técnica de NSG abrange melhor a 

caracterização do tumor, permitindo uma 

melhor abordagem e abrangência do 

monitoramento individual.
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Bhatnagar, B. et al 

(2019)
NCBI Estudo clínico

Análise de 138 pacientes com 

LMA, comparando pacientes 

com trissomia nos cromossomos 

4, 8, 11, 13, 21 e pacientes com 

outras anormalidades 

cromossômicas. 

LMA

Citogenética (STAG2, 

TET2, NP M1, IDH2, 

TYK2, U2AF1, 

Mutações E TV6, 

SRSF2, DNM T3 A, 

RUNX1 e BC OR).

A análise citogenética é utilizada como melhor 

técnica para diagnosticar as seguintes 

trissomias e as anormalidades cromossômicas  

em LMA. Os resultados foram confirmados  

por revisão central cariotípica. 

Hey, A. C. at al. (2019) Scielo Artigo original
Avaliação de diagnósticos para 

leucemia promielocítica aguda.
LMA-M3

RT-PCR; FISH; 

Citogenética 

convencional; Citometria 

de fluxo.

A especificidade da citogenética clássica foi de 

100% neste estudo, mas a sensibilidade foi 

bastante baixa (67%). A imunofenotipagem  

por citometria de fluxo é útil para distinguir a 

LPA de outros tipos de LMA. A técnica 

FISH tem sensibilidade mais baixa que a RT-

PCR, mas é mais específica.

Vinhas, R. et al (2016) PubMed
Revisão de 

literatura

Revisar as estratégias atuais para 

o diagnóstico de LMC 

comparando-as com a futura 

tendência em nanote- ranósticos.  

LMC

AnchoredChromPET, RT-

PCR, Digital PCR, 

Carbonnanotube-HRP, 

Molecular Beacon, PNA-

FI SH, TMA- HPA, 

AuNPs-LDI-TOF, 

Immuno-beads, nanotera- 

nósticos.

A nanotecnologia é considerada como a futura 

tendência para diagnóstico, permitindo o 

monitoramento em tempo real da 

progressão/remissão da doença.

Sossela, F; Zoppas, B; 

Webber L. (2017)
RBAC

Revisão de 

Literatura

Revisar o curso clínico e 

sintomatologia da LMC, método 

de diagnóstico e seu tratamento

LMC

FISH (t9-22) / gene BCR-

ABL; RQ-PCR (rearranjo 

BCR-ABL) / miRNA 

p210.

A técnica de FISH utilizada no monitoramento 

da resposta citogenética. Já o RT-qPCR 

capaz de correlacionar análise citogenética e 

identificar o rearranjo BCR-ABL 

determinando o número de cópia de mRNA.

Löf, L. et al (2017) PubMed Estudo clínico.

Análise de amostras de medula 

óssea obtidas de 36 pacientes no 

momento do diagnóstico e um no 

acompanhamento durante o 

tratamento.

LMC
FISH; RQ- PCR; 

Citometria de fluxo.

Embora RQ-PCR seja um método poderoso 

para diagnósticos, a leitura com citometria de 

fluxo é um método rápido, sensível e 

específico com resultados que se 

correlacionam bem com os do RQ-PCR para 

o transcrito de fusão.

Luatti, S. et al (2017) NCBI Estudo clínico

Relato de uma análise das 

características clínicas, 

citogenéticas e moleculares de 6 

pacientes com LMC Ph-neg, 

tratados com inibidores da 

tirosina quinase.

LMC Ph- 

neg. 

Citogenética; FISH; RT-

PCR e RQ- PCR.

A análise de FISH é a ferramenta mais 

eficiente para caracterizar rearranjosPh-neg, 

pois permite detectar a ocorrência de 

rearranjos BCR / ABL e monitorar a resposta 

à terapia.

Prone, L. F. (2018) RepHipUNR Estudo clínico

Desenvolver um método para a 

detecção e quantificação de 

transcritos do gene de fusão 

BCR-ABL1.

LMC/LLA RT-PCR e RQ-PCR.

A RT-PCR é a técnica mais sensível para 

detectar células que transportam a referida 

translocação. Sua quantificação por qPCR 

tem valor prognóstico na evolução de ambos 

os tipos de leucemia.  
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Dorfman, L. E. et al 

(2018)
Scielo

Revisão de 

Literatura

Revisar sobre a LMC, destacando 

a importância da análise 

citogenética para o monitoramento  

da evolução e manejo terapêutico  

desta doença.

LMC
Citogenética; FISH; RQ-

PCR e RT- PCR.

FISH é recomendado quando Ph-neg é detectado pela 

citogenética clássica. Técnicas RQ-PCR ou RT-PCR 

têm maior sensibilidade para detecção de doença 

residual mínima após transplante, permitindo o 

diagnóstico precoce. 

Bonavigo, A. G. et al 

(2018)
RBAC

Revisão de 

Literatura

Revisar sobre o diagnóstico 

laboratorial, comparando os 

métodos de citogenética e biologia 

molecular na detecção da 

translocação t (9,22).

LMC
Citogenética; FISH; RT-

PCR e RQ- PCR. 

A maior parte dos estudos recomenda que a 

citogenética convencional seja realizada para o estudo 

de outras alteraçõescitogenéticas, mas não para 

detecção da t (9;22). A RQ-PCR garante informações 

muito mais precisas, oferecendo a vantagem de ser 

facilmente padronizada.

Raspadori, D. et al 

(2019)
PubMed Estudo clínico

Avaliar como CD26 pode ser uma 

ferramenta útil para melhorar a 

identificação de células LMC 

utilizando ensaio de citometria de 

fluxo. 

LMC

Citogenética 

(cromossomo Ph);  FISH; 

Citometria de fluxo.

A ferramenta mais rápida no desenvolvimento do 

diagnóstico seria  representada pela avaliação direta de 

citometria de fluxo, de modo a superar também a 

variabilidade entre pacientes com LMC no nível de 

transcrição BCR-ABL.

Hochhaus, A. et al 

(2020)
PubMed

Revisão de 

Literatura

Revisar as respostas 

hematológicas, citogenéticas e 

moleculares.

LMC

Análise de banda 

cromossômica (CBA);  

FISH;  RQ-PCR;  NGS.

Um PCR quantitativo não é obrigatório no momento 

do diagnóstico. Se um ensaio molecular demonstrar  

BCR-ABL1, mas o cromossomo Ph não puder ser 

identificado por citogenética, um teste FISH é 

necessário. A CBA sozinha não é suficiente para 

detectar sensibilidade no monitoramento. 

Jabbour, E.; 

Kantarjian, H. (2020)
Wiley Online Library

Revisão de 

Literatura

Revisar referências citogenéticas e 

moleculares para pacientes em 

terapia.

LMC
FISH; RT-PCR e RQ-

PCR.

A comparação de amostras simultâneas de medula e 

sangue por análise FISH mostra alta concordância 

(1% a 5% de falsos positivos). O RT-PCR é 

altamente sensível na detecção de doença residual 

mínima. O RQ-PCR é a técnica mais útil para o 

diagnóstico de LMC.
Fonte: Autores 

 

DISCUSSÃO 
 
No estudo de Dantas e colaboradores (2015) foi afirmado 

que a citogenética é um método molecular de extrema 
importância, no qual é feito uma análise cromossômica 
(cariótipo) das doenças hematológicas e assim, elaborado um 
diagnóstico mais refinado da malignidade das LLAs em 
crianças. A imunofenotipagem tem função de possibilitar a 
classificação das LLAs fazendo a análise das características 
imunofenotípicas dos linfoblastos. Além da detecção da 
leucemia através deste método, é possível classificar o grau 
de diferenciação das células leucêmicas possibilitando um 
diagnóstico com maior especificidade. Observaram em 
seguida que avanços técnicos no diagnóstico como ambos os 
métodos contribuem para uma intervenção precoce, um 
melhor prognóstico e tratamento. 

 Já no estudo de Roberts e Mullighan (2015), se 
apresentou uso de NGS para identificar todas as alterações 

genéticas somáticas e hereditárias, abrangendo uma gama de 
técnicas como: o sequenciamento de exoma (WES), 
sequenciamento de transcriptoma e sequenciamento 
completo do genoma (WGS). A investigação do transcriptoma 
é importante para identificar RNAs não codificantes e 
alterações em regiões potenciadoras. Quando compararam o 
WGS com o sequenciamento de exoma, perceberam que o 
sequenciamento é uma abordagem mais barata, porém não 
detectam todas as alterações genéticas da LLA, e por fim, é 
necessário o uso de WGS para análise conclusiva.   

  Após o estudo feito por Vizcaíno e colaboradores (2016), 
todos os pacientes com leucemia linfocítica aguda devem 
realizar estudo morfológico, imunológico, genético e 
molecular. Foi observado que através da citometria de fluxo 
é possível determinar o envolvimento do sistema nervoso 
central apenas em pacientes com estadiamento e que a 
realização do PCR em medula óssea apresenta alta 
sensibilidade e especificidade na detecção de rearranjos, 
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concluindo que, para detectar doença residual mínima, 
ambos os métodos são efetivos. Em concordância com Dantas 
e Vizcaíno, Bratz e colaboradores (2016) afirmam que o PCR é 
um ensaio molecular com maior sensibilidade e rapidez, na 
análise com RT- PCR e FISH é possível visualizar translocações, 
como BCR-ABL e, por sua vez, a citometria de fluxo tem 
menor sensibilidade, porém tem custo mais acessível e deve 
ser utilizada para caracterizar a expressão antigênica e 
identificação dos subtipos da LLA. Vale ressaltar que os 
autores concluíram que o PCR não pode substituir análises 
citogenéticas, pois existem ainda um grande número de 
aberrações numéricas, translocações e hiperploidia que não 
podem ser apresentadas através do PCR, frisando a 
importância conjunta da análise citogenética. 

Iacobucci e Mullighan (2017), sugerem que a escolha do 
melhor método molecular vai depender da sensibilidade, do 
número de genes a serem rastreados e a detecção dos 
rearranjos genômicos. Os ensaios baseados em 
sequenciamento de DNA ou RNA são capazes de detectar com 
precisão as mutações e os rearranjos, mas não conseguem 
detectar todas as exclusões focais. A utilização de 
transcriptoma, exoma e WGS são métodos imparciais que 
estão sendo cada vez mais utilizados no diagnóstico de LLA, 
valendo ressaltar que a análise de rearranjos de receptor 
antigênico e quantificação de doença residual mínima (DRM) 
é mais sensível por meio de sequenciamento do que por 
citometria de fluxo ou PCR.  

Segundo Amaral e Juvenal (2020) através da citometria de 
fluxo é determinado o grau de diferenciação celular, a 
presença ou não de clonalidade e expressões antigênicas 
aberrantes nas populações celulares malignas. Lang (2019) já 
reconhecia a importância e eficiência dessa técnica e 
afirmava que ela deveria ser incluída nos painéis de 
diagnósticos de LLA. Sobre a análise por FISH os primeiros 
autores citados concluem que é utilizado para diagnóstico de 
LLA devido sua alta sensibilidade em comparação a outros 
estudos. E o segundo autor diz que essa mesma técnica é 
ótima para detecção de rearranjo de expressões gênicas 
CRLF2, ABL1, por exemplo. Estes pesquisadores concordam 
que a utilização do PCR é essencial para casos de 
anormalidades genéticas. 

No que se refere a imunofenotipagem por citometria de 
fluxo para Souza e Pedrazzani (2019) é uma técnica 
fundamental, pois de forma rápida e inequívoca confirma se 
a população de células predominante na amostra é normal ou 
anômala e se for anômala qual a linhagem pertencente, além 
de mostrar se são imaturas ou maduras. Em contrapartida, 
Araújo e Staggemeier (2019) que utilizaram outras formas de 
diagnósticos falaram pontos sobre cada uma. A de 
Citogenética Convencional foi limitante, pois através dela não 
foi possível a identificação das deleções, amplificações e a 
fusão dos genes ETV6/RUNX1. Já a de FISH foi eficiente na 
detecção de anormalidades envolvendo os mesmos genes, 
assim como alterações adicionais. 

Strati e Shanafelt (2015) iniciam uma análise em pacientes 
com leucemia linfocítica crônica (LLC) que é considerado o 
tipo de leucemia mais comum em adultos, caracterizada pelo 
acúmulo clonal de células neoplásicas maduras resistentes à 

apoptose; os autores descrevem que a abordagem em 
citometria de fluxo é necessária quando há clonagem de 
origem neoplásica, no entanto a identificação de 
anormalidades genéticas feita por FISH é em alta contagem 
para LMB (linfocitose monoclonal de células B). No estudo de 
Shahjahani et al (2015), Rodrigues et al (2016) e Strati e 
colaboradores (2018), afirmaram que a análise citogenética 
permite a identificação de menos de 50% das aberrações 
genéticas relevantes e que a análise por FISH tem 
identificação em 80%, concordando com os autores acima.  

Roosbroeck e Calin (2016) e Mirzaei et al (2018) conduzem 
uma nova abordagem esclarecendo os miRNAs como 
pequenos RNAs não codificantes que modulam vias 
oncogênicas e são consideradas como uma nova promessa 
para identificação de marcadores de presença de metástase, 
ligando-se e degradando a RNAs mensageiros (mRNA), com 
grande potencial para predizer o diagnóstico precoce 
(FURTADO, 2015). Eles afirmam que prognósticos são feitos 
por técnicas de citogenética, FISH, status IGHV e expressões 
de ZAP70, B2M e CD38, porém são mecanismos que nem 
sempre são tão bem definidos. Técnicas de alto padrão, como 
sequenciamento de RNA e microarray, que permitem a 
avaliação simultânea da expressão de milhares de genes, são 
consideradas como a melhor abordagem de dados e 
identificação de um grande número de miRNAs expressos 
diferencialmente. 

  Lira e Pereira (2019), constataram que através da 
citometria de fluxo é possível a confirmação da linhagem e do 
estágio de maturação em que estão. E sobre essa mesma 
técnica Mareirro e colaboradores (2019) já haviam 
descoberto que ela permite classificar neoplasias derivadas 
das células de acordo com a ontogenia das células 
hematopoiéticas. O primeiro autor também cita outro 
método laboratorial, o FISH, o qual melhorou a detecção de 
anormalidades cromossômicas específicas da LLC. Martíns e 
colaboradores (2017) já mostravam em seus estudos que essa 
técnica realmente continha alterações específicas como 
del17p/TP53, del13q. 

Nos estudos de Farzadfard e colaboradores (2020), a 
imunofenotipagem é apresentada como um método para 
pacientes com diagnóstico precoce de LLC, quando houver 
necessidade de um diagnóstico mais aprofundado, 
citogenética e FISH são úteis para performar os subtipos. O 
PCR em tempo real (RT-PCR), que é uma técnica que permite 
a replicação in vitro do DNA de forma mais rápida, detecta a 
expressão de miRNAs em soro de pacientes com LLC. Com 
isso, os autores puderam encontrar os miRNAs 30d, 25-3p, 
19a-3p, 133b, 451a, 145 e 144 circulando no soro dos 
pacientes. Os miRNAs 25-3p e 19a-3p são oncomiRs 
potencialmente ligados a patogenicidade de LLC; a 
superexpressão do miR19a-3p está também diretamente 
ligada à pacientes com LMA.  

   Segundo Metzeler et al (2016), ainda existem muitas 
mutações no gene drive que foram recentemente 
identificadas na leucemia mieloide aguda (LMA), porém ainda 
não são bem definidas. O sequenciamento de próxima 
geração (NGS) permite porcionar células que carregam uma 
mutação somática com base na sua frequência de alelos, 
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levando à descoberta de inúmeras mutações de genes 
presentes na LMA. Os autores afirmam que as técnicas WES 
ou WGS continuam sendo a abordagem preferida para análise 
de mutações. No estudo de Papaemmanuil et al (2016) foi 
analisado 111 genes com a técnica WGS e citogenética, 
concluindo que as características genômicas são os maiores 
preditores, respondendo por cerca de dois terços da variação 
explanada e com um outro terço contribuído por variáveis 
demográficas, clínicas e do tratamento.  

Döhner et al (2017) por sua vez, fala que a 
imunofenotipagem detecta marcadores de linhagem 
específicas, úteis para definição de leucemias agudas de 
fenótipo misto, a análise citogenética convencional 
permanece obrigatória, caso falhe, é necessária a execução 
de FISH para detectar rearranjos de genes. Técnicas 
moleculares como, RT-qPCR e NSG são padronizados para 
detectar lesões genéticas associadas à LMA.  Bullinger e 
colaboradores (2017) seguem na mesma linhagem, 
afirmando que as técnicas moleculares citadas acima são 90% 
informativas para pacientes com LMA e que a avaliação por 
citometria de fluxo é mais precisa do que a avaliação 
convencional de CR baseada na morfologia. O estudo de 
Bhatnagaret al (2019) possui uma abordagem diferente, 
concluindo que a análise citogenética sendo a mais indicada 
para diagnosticarem trissomia no +4, +8, +11, +13 ou +21 em 
138 pacientes.  

Na visão de Vinhas et al (2016), quando falamos sobre 
leucemia mieloide crônica (LMC) que é uma desordem 
mieloproliferativa, o diagnóstico citogenético ajuda a sondar 
a presença de cromossomo Ph ou executando FISH ou 
Screening em busca da anormalidade molecular BCR- ABL1; o 
RT-qPCR é capaz de detectar uma célula de LMC fornece a 
porcentagem de BCR-ABL1 transcrito em um background de 
100.000 células saudáveis. Afirma também, que as 
nanopartículas estão ganhando o seu espaço na precisão da 
detecção de BCR-ABL1 em nível de proteína. Löf et al (2017) 
segue o mesmo princípio que o autor anterior, explicando que 
a translocação t (9,22) é detectado por citogenética ou FISH e 
o BCR-ABL1 pode ser demonstrado por RT-qPCR, porém ele 
acrescenta que mesmo o RT-qPCR seja um método poderoso 
e mundialmente utilizado, a aplicação da citometria de fluxo 
é bastante sensível para BCR-ABL1 e pela acessibilidade do 
diagnóstico.    

Sossela e colaboradores (2017) e Bonavigo (2018) 
concordam que a técnica de RT-PCR é muito útil na detecção 
de doença residual após quimioterapia ou transplante de 
medula óssea. Bem como Prone (2018) falando sobre a 
mesma técnica citou que ela detecta na presença de BCR-ABL 
de forma muito eficiente células que transportam essa 
translocação. Os dois primeiros autores também falaram que 
a técnica FISH é bem avançada na análise citogenética da 
medula óssea. Luatti et al (2017) e Raspadori et al (2019) 
demonstraram que em casos de rearranjos Ph-neg, a análise 
de FISH é considerada como a mais eficiente para tal 
caracterização, pois permite detectar a ocorrência de BCR-
ABL1 e monitoramento da terapia.   

Dorfman et al (2018) e Jabbour e Kantarjian (2020), 

descrevem que o desenvolvimento na pesquisa citogenética 

de cromossomo Ph e t (9;22)(q34; q11) possibilitou a melhoria 

no manejo terapêutico da LMC, o FISH é recomendado para 

casos que foi impossível a detecção do cromossomo Ph e 

quando há grandes sondas genômicas específicas para BCR-

ABL1, já a RT-qPCR é definida como método de escolha para 

detecção quantitativa de doença residual mínima após 

transplante de medula devido a sua maior sensibilidade, 

permitindo um diagnóstico precoce. O segundo autor ressalta 

que utilizando FISH pode conter uma faixa de 1% a 5% de 

falsos-positivos, dependendo da sonda utilizada; resultados 

falso-positivo e falso- negativo podem acontecer com PCR; 

resultados falso-negativos podem ser fruto de um RNA de 

baixa qualidade ou falha na reação e resultados falso-

positivos podem ser devido à contaminação.  Por outro lado, 

Hochhaus et al (2020) concluiu que citogenética não é 

suficiente sensível para monitoramento de respostas 

terapêuticas, tal técnica dele ser feita em pacientes com 

translocações atípicas, transcritos raros de BCR-ABL1 ou 

atípicos que não podem ser medidos por qPCR, já em casos 

de transcrições atípicas, se faz necessário o uso de FISH para 

monitoramento. 

 

CONCLUSÃO 
 
De acordo com o exposto sobre o diagnóstico molecular 

das leucemias de linhagem linfocítica, a literatura científica 
descreve que a citometria de fluxo, citogenética e 
imunofenotipagem são técnicas de custos acessíveis, muito 
importantes para confirmação de linhagem e estágio de 
maturação, porém apenas permitem cerca de 50% da 
identificação das aberrações relevantes, enquanto a análise 
por FISH tem identificação de anormalidades genéticas de 
80%, como um complemento para as técnicas anteriores; 
todos os autores concordaram que a Imunofenotipagem tem 
grande papel na classificação dos subtipos da LLA; o RT-qPCR 
é um método de replicação in vitro de grande sensibilidade e 
rapidez, detectando a expressão de miRNAs em soro de 
pacientes com LLC; as técnicas de sequenciamento NGS são 
técnicas de alto padrão, custos elevados, porém consideradas 
como a melhor abordagem com grande potencial para 
predizer o diagnóstico precoce das leucemias linfocíticas.   

No que se refere a as leucemias mielóides, iniciando pela 
LMA, os autores afirmam que as técnicas de WES e WGS 
continuam sendo a abordagem preferida para analisar as 
mutações. Outras técnicas como FISH, imunofenotipagem, 
citogenética, RT-qPCR, NSG e citometria de fluxo são 
alternativas citadas por vários autores como abordagens para 
que o diagnóstico seja feito de diversas formas. Já sobre a 
LMC foi observado que a técnica FISH é usada em muitas 
situações como: quando não se detecta ph, em busca da 
anormalidade molecular BCR- ABL e em casos de transcrições 
atípicas. Confirma-se assim o quanto essa técnica é 
importante para o diagnóstico, mas como visto nos estudos 
muitas vezes é necessário completar a RT-qPCR ou Screening. 
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