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RESUMO. Introducdo: A Leucemia Mieloide Crbénica (LMC) é uma doenca
mieloproliferativa causada pela mutacdo do cromossomo Filadélfia (Ph), que causa
uma translocacgéo entre os cromossomos 9-22, levando a producéo de oncoproteinas.
A contagem de leucdcitos pode ser detectada através do hemograma completo e as
oncoproteinas pela andlise citogenética, aspiracdo e bidpsia de medula 6ssea, FISH
(hibridizacao fluorescente in situ) e RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Nos
métodos cada vez mais avancados e especificos, as principais ferramentas de
diagnéstico sdo hemograma completo e, em conjunto o RT-PCR que identifica com
precisdo as mutacdes do paciente, fornecendo assim uma melhor orientacdo para o
tipo de leucemia e tratamento adequado. Objetivos: Este trabalho tem como obijetivo
descrever a fisiopatologia da LMC e seus métodos de diagndstico laboratorial.
Material e Métodos: Este estudo fornece uma revisdo bibliografica das principais
técnicas diagnosticas da LMC. Resultados Esperados: Melhor conhecimento das
técnicas utilizadas no diagndstico da LMC no geral, com foco em biologia molecular e
hemograma completo.

Palavras-chave: Leucemia mieloide crbnica. Diagnéstico LMC. Biologia molecular.
BRC-ABL. Cromossomo Philadelphia.

ABSTRACT. Introduction: Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a myeloproliferative
disease caused by a mutation in the Philadelphia chromosome (Ph), which causes a
translocation between chromosomes 9-22, leading to the production of oncoproteins.
The leukocyte count can be detected by complete blood count and oncoproteins by
cytogenetic analysis, bone marrow aspiration and biopsy, FISH (fluorescent in situ
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hybridization) and RT-PCR (polymerase chain reaction). In increasingly advanced and
specific methods, the main diagnostic tools are complete blood count and, together, the
RT-PCR that accurately identifies the patient's mutations, thus providing better
guidance for the type of leukemia and the appropriate treatment. Objectives: This
work aims to define the pathophysiology of CML and its laboratory diagnostic methods.
Material and Methods: This study offers a literature review of the main diagnostic
techniques of CML. Expected Results: Better knowledge of the techniques used in the
diagnosis of CML in general, with a focus on molecular biology and complete blood
count.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia. CML Diagnosis. Molecular Biology, BCR-ABL.
Philadelphia Chromosome.

INTRODUCAO

A leucemia é uma doenca neoplasica a qual se caracteriza por intensa
proliferacdo celular ou acumulo de células hematopoiéticas na medula 6ssea
(local de fabricacdo das células sanguineas) com ou sem envolvimento do
sangue periférico. Na leucemia, as células sanguineas imaturas sofrem
mutagdes genéticas, transformando-as em células cancerosas. Essas células
anormais ndo funcionam normalmente, reproduzem-se rapidamente e morrem
menos do que as células normais. Desta forma, as células sanguineas
saudaveis na medula éssea séo substituidas por células cancerosas anormais.
(LEUCEMIA. Instituto Nacional do Cancer, Sdo Paulo, 04 de Marco de 2020.

Disponivel em: <http://ww.inca.gov.br/tipos-de-cancer/leucemia>. Acesso em: 10, Maio
de 2021).

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é caracterizada por uma anormalidade
citogenética especifica distinguida por uma translocacdo dos cromossomos 9 e
22, também conhecido como cromossomo Philadelphia (Ph+), que através da
fusdo entre os genes BCR-ABL, traduz uma proteina de origem oncogénica
com atividade tirosina quinase que comeca a ser produzida de forma
excessiva. Esta enzima especifica esta presente em mais de 90% dos casos
de LMC, sendo responsavel por 20% de todas as leucemias. Apresenta maior
frequéncia em adultos, com idade entre 40 a 60 anos, principalmente do sexo
masculino. Contudo, pode acometer individuos de todas as faixas etarias, com
menos de 10% dos casos de pacientes com até 20 anos. (Cruz PS, Santos
MLSC dos Santos; 2017).

Alguns dos pacientes apresentam fase crbnica que possui leves sinais e
sintomas, que quando tratadas com farmacos convencionais, duram de trés a
cinco anos; ou uma fase acelerada, com surgimento de blastos no sangue
periférico e/ou na medula 6ssea; fase aguda, também conhecida como crise
blastica, com duracao de trés a seis meses, por sua evolucado ser rapidamente
fatal. Existem casos em que a leucemia pode evoluir da fase cronica para a
crise blastica devido a evolugdo clonal causada pela alta proliferacdo causada
pelo gene BRC-ABL. (Sossela, Fernanda Roberta et. Al, 2017).
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O diagnodstico da LMC é baseado na contagem dos leucdcitos, granulocitos
imaturos e basodfilos. Apesar do surgimento de técnicas cada vez mais
sensiveis e especificas, 0 hemograma é essencial na triagem, pois na maioria
dos casos o0s pacientes ndo apresentam sintomas aparentes. E indicativo da
doenca se na contagem aparecer de 1 a 19% de blastos, baséfilos acima de
20% e leucécitos acima de 30.000/mm3. Porém a identificacdo depende da
demonstracdo do cromossomo Ph+, que em alguns casos ndo conseguem
detectar esta alteracdo, sendo necessario utilizar métodos moleculares. (Ver.
Assoc. Med. Bras., 2013).

Diante disso, € importante ter um maior entendimento sobre esta patologia,
como os laboratérios clinicos podem colaborar no diagndstico precoce da
doenca, com énfase nas alteracdes observadas no hemograma.

METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao bibliografica de artigos no banco de dados
Google Académico. Para isso foi utilizado como termos da pesquisa, “Métodos
de diagndstico da LMC”, “Leucemia Mieloide Crbnica™ e “Aspectos clinicos da
LMC”, tendo como critérios de incluséo trabalhos realizados nos periodos de
2008 a 2020”. Como critério de exclusao foi considerado todos os artigos que

fugissem do tema proposto ou que estavam fora do periodo estipulado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O diagnostico precoce da LMC pode agilizar o inicio do tratamento e
aumentar a chance de cura, por isso é importante entender os métodos
diagnosticos disponiveis atualmente. O hemograma ainda € a chave para o
diagnostico patologico, mas novos métodos aprimoraram o diagnostico tais
como a citometria de fluxo que avalia as populacdes celulares normais e
neoplasicas, a citogenética que estuda a morfologia dos cromossomos, a
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) que avalia os cromossomos e
identifica pequenas alteracfes e a genética molecular qualitativa e quantitativa

gue identifica a mutacdo e acompanha sua evolugdo durante o tratamento.



Muitas dessas técnicas laboratoriais complementares sdo usadas para
identificar anormalidades tumorais especificas com maior sensibilidade e séo
selecionadas com base no estagio da doenca e no tipo de amostra. (LAGO,
Camila; PETRONI, Tatiane Ferreira; 2017).

Hemograma

O hemograma é o primeiro passo para a investigacdo laboratorial do
paciente que supostamente esteja adoecido. Este exame tem como parametros
analiticos uma contagem diferencial buscando medir os numeros de leucdcitos,
eritrécitos e plaquetas em uma amostra de sangue, também mede a
guantidade de hemoglobinas dentro das heméacias, além de incluir contagem
diferencial dos tipos de leucocitos. Em estagios iniciais da doenca, 0s principais
aspectos observados no sangue periféerico sdo o aumento de basofilos,
trombocitose e um baixo escore de fosfatase alcalina leucocitaria (LAP).
(Sossela, Fernanda Roberta et. Al, 2017).

Ocorre o aumento do total de leucdcitos, de neutréfilos e comecam a surgir
células imaturas. Essa observacdo se da através da coleta de amostra do
paciente, 0 mesmo passa por uma maquina que analisa a quantidade celular e
diferencia globalmente as células presentes, consequentemente sera feito um
esfregaco sanguineo periférico, onde o sangue € colocado em uma lamina,
devidamente tingida com corantes préprios e analisados microscopicamente.
Ressaltando que o responsavel que ira analisar, permitira evidenciar o
tamanho, formato e proporcdo de todas as células presentes, esclarecendo
aparecimentos de células imaturas e identificando-as. Em alguns pacientes, ha
alteracoes ciclicas na contagem de leucdcitos em intervalos de 50 a 70 dias,
com uma fase de niveis leucémicos e uma fase de niveis normais. Nas fases
iniciais, ha necessidade de estabelecer diagndstico diferencial entre LMC,
neutrofilia reacional e outros tipos de leucemias mieloides. (Sossela, Fernanda
Roberta et. Al, 2017).



Normal Leucemia

Imagem 1: Num hemograma normal, contém as células vermelhas, células brancas e
plaguetas. Num hemograma em pacientes com leucemia, ha producéo exagerada de células
brancas, diminuindo a producédo de hemacias e plaquetas.

Sendo assim, 0 hemograma é uma ferramenta importante para a identificacao
da LMC e é imprescindivel que sua interpretacdo seja feita corretamente para
um direcionamento preciso no diagnostico, pois € com ela que sera possivel
além de diagnosticar, distinguir a fase em que se encontra a leucemia do
paciente. (Sossela, Fernanda Roberta et. Al, 2017).

Mielograma

No ambito medular, o diagnostico pode ser realizado por meio do
mielograma e biopsia de medula. A medula 6ssea dos pacientes com LMC é
hipercelular, em funcao da hiperplasia mieloide, apresentando células em todas
as fases de maturacdo, e a série eritroide encontra-se diminuida. Pode ser
observada ainda proliferacdo de megacariocitos, diferentes graus de fibrose

reticulinica e vascularizacéo.

A avaliacdo de esfregaco de aspirado de medula Ossea corado por
Leishman ou May-Grunwald-Giemsa, deve ser feita de imediato como forma de
analise preliminar da morfologia e direcionamento dos demais exames. A
primeira avaliacdo diz respeito ao aspecto da amostra, isto é, se ela é
adequada para o diagnéstico, pois aspirados hemodiluidos ou secos podem
ndo refletir a verdadeira situacdo da medula 6ssea. O aspirado de medula

Ossea é hipercelular a custa de aumento marcante de neutréfilos e precursores



0 que leva a relacdo de leucoeritroblastica para 20:1. A sequéncia de
diferenciacdo é mantida, mas com predominio de células mais jovens como
promielécitos e mieldcitos. O numero de megacariocitos também &

aumentando. Observam-se ainda macréfagos contendo pigmentos azulados ou

por vezes
Tabela 1 - Perfil do hemograma nas diferentes fases da LMC
Fase da doenca Parametro analisado Valores encontrados
Fase Cronica Leucograma

Contagem de leucocitos  Leucocitose (> 50.000 leucdcitos/mm?), com
desvio a esquerda

Diferencial Predominio de neutréfilos e mieldcites
Contagem . metamielécitos
Raros promieldcitos
Presenga de até 10% de biastos
Basdfilos e Eosind ]

Eritrograma Anemia normocitica e normocromica
Presenca de eritroblastos
Plaquetas Valor normal ou
Fase Acelerada Leucograma

Leucocitose crescente

Contagem de leucdcitos
Bl (> 100.000 leucocitos/mm?)

Dicroncial [Blastos (10 a 19%)
R Basodfilos ( = 20%)

Eritrograma Anemia crescente

Plaquetas < 100.000 ou > 1,000.00
Crise blastica Leucograma

Diferencial Blastos {>20%)
Adapl » de; Bain, 2004, Boliman & Gigho, 2011; Bortoiheiro & Chiattone, 2008, Grando & Wagner, 2008
Swerdiow et al,, 2008, Xawveer et al, 2010

assemelhando-se a célula de Gaucher.
Diagnostico Molecular

As investigacbes moleculares podem estabelecer um diagnostico
guando os detalhes morfolégicos sdo inconclusivos ou nos indicar
especificamente a presenca da LMC. A presenca de anormalidades genéticas
especificas pode determinar a progressao clinica e determinar o estagio da
doenca. Para que haja um reconhecimento do cariotipo especifico da LMC,
representado pelo cromossomo Philadelphia (Ph), precisamos conhecer as
diversas possibilidades as quais ela pode se apresentar, podendo ter apenas a
presenca do cromossomo Ph classico variante simples ou variante complexo,
classico com alteracfes adicionais, evolucao clonal, auséncia do cromossomo
Ph (podendo ter ou ndo o cromossomo mascarado) ou outras anomalias na
auséncia do cromossomo Ph. (LAGO, Camila;, PETRONI, Tatiane Ferreira;
2017).



Imagem 2: Diferentes fases da LMC.

Na forma simples, ocorre a participagdo de um cromossomo extra, como
por exemplo, t(9; 22; 6) e o complexo conta com a participagao de dois ou mais
cromossomos extras, por exemplo, t(1; 9; 22; 11). O cromossomo Ph variante
pode implicar doenca de comportamento agressivo devido ao fenbmeno de
instabilidade gendmica. Ele pode ser formado simultaneamente ao evento
biologico que originou a t(9; 22) ou pode ser originado de dois eventos
sucessivos, o primeiro que deu a t(9; 22) e a segunda que envolveu outros dois
cromossomos e originou a forma complexa, tendo esta Ultima eventualidade
considerada como evolucdo clonal, podendo ser detectada na fase de CB.
(CHAUFFAILLE, 2010).

Cromossomos Quebra dos
Normais Cromossomos

22 22

Cromossomo
Philadelphia

Imagem 3: Cromossomo Philadelphia.

Cariotipo

A citogenética tem como objetivo analisar os cromossomos e, assim,

identificar altera¢cdes cromossOmicas relacionadas as caracteristicas clinicas da



pessoa. Dividida entre citogenética classica - que envolve o cultivo celular -,
molecular - com uso de métodos utilizando o DNA - e citomolecular, em que se
utiliza sondas especificas, este exame é preferencialmente realizado em

células de medula éssea. (ELIAS, Larissa Fernanda Queiroz, 2008).

Para a andlise citogenética a célula deve estar na fase metéfase, fase
em que 0S cromossomos estdo condensados deixando 0S Cromossomos
presos pelos centrébmeros. Estas células entdo, irdo passar por processo de
lavagem, incubacdo em meio adequado para seu crescimento, choque
hipotbnico para sessar sua divisdo e entdo serdo preparadas em laminas para
a leitura. E considerado positivo para LMC em casos em que haja presenca de
pelo menos quatro cromossomos Ph+. (MONTENEGRO, Valéria da S. et al,
2018).

FISH e PCR

Nos casos em que ndo se encontra o cromossomo Ph, deve-se
investigar a presenca do rearranjo BCR-ABL por FISH ou PCR apds a
conversdo do mRNA extraido das células leucémicas em DNA complementar
(cDNA). Para esta etapa inicialmente utiliza-se uma enzima conhecida como
transcriptase reversa (RT). A etapa seguinte é a amplificacdo da sequéncia
genética a ser estudada, utilizando um par de oligonucleotideos iniciadores,
gue chamamos de primers, e a deteccdo dos transcritos. (ELIAS, Larissa
Fernanda Queiroz; 2008).

Os métodos de FISH e RT-PCT, tem sido utilizado em casos em que o
cariotipo ndo apresenta alteracdes compativeis com a doenca, mas a suspeita
de LMC persiste. (GOMES, Silvana Elias, 2020).




Imagem 4: Translocagéo do gene BCR-ABL pelo método de FISH

Imagem 5: Gel de eletroforese para analise de PCR no qual 1 é a amostra de um
paciente, 2-5 sdo controles positivos das diferentes formas em que se apresenta a mutacao
BCR-ABL, 6 é o controle negativo, 7 é o controle branco (contendo apenas os reagentes
utilizados no mix para garantir que ndo houve contaminacéo e que os reagentes estao bons

para uso) e 8 que € um ladder de 100 pares de bases para comparacao.

Citometria de Fluxo

Esta técnica permite avaliar caracteristicas fisico-quimicas das células
utilizando anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos que emitem os
sinais gerados pela disperséao de luz em um software especifico. Este software
€ responsavel por coletar e converter a fluorescéncia gerada por pulsos
eletrénicos e apresentar e avaliar os dados coletados. (SILVA, Ana Paula
Santos Franca da. CABRAL, Guilherme de Souza, 2020).

CONCLUSAO

Conclui-se que o surgimento da Leucemia Mieloide Crbnica esta
relacionada com fatores genéticos, exposicdo a radiacdo, poluicdo ou por
alguma falha no sistema imunoldgico. Portanto, € importante que junto com os
critérios morfolégicos sejam utilizados a triade principal para um diagnostico
preciso, sendo eles a citogenética, considerado padrdo ouro por ser o Unico

exame que avalia todos os cromossomos, seguido da imunofenotipagem e



genética molecular, para que com a identificacdo e diferenciagdo da mutacao
desta patologia e em qual fase ela se encontra, possa ser determinado a

terapéutica e progndstico adequado para a leucemia.
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