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ADVANCES AND PERSPECTIVES 
IN THE MOLECULAR DIAGNOSIS 
OF  ACUTE MYELOID LEUKEMIA: 

SYSTEMATIC  REVIEW
ABSTRACT: Acute myeloid leukemia (AML) 
is a genetically heterogeneous malignant 
clonal disorder of the hematopoietic 
system, characterized by the uncontrolled 
proliferation of abnormal and immature 
blast cells and impaired production of 
normal blood cells.  to present the advances 
in diagnosis in Acute Myeloid Leukemia 

through the techniques of molecular biology. 
The research was carried out in the electronic 
databases for scientific articles of the search 
portal PubMed, NCBI, BVSMS, also SciELO.  
Molecular techniques, including real-time 
quantitative PCR (RT-qPCR), digital PCR 
and technologies based on new generation 
sequencing, can be standardized and used 
to detect AML-associated gene changes. 
Conclusion: The advance in molecular 
diagnosis can be promising in the ideal and 
personalized treatment.
KEYWORDS: Blood Cells. Myeloid 
Leukemia. Prognosis. Technology.

1 | 	INTRODUÇÃO
A leucemia mieloide aguda (LMA) 

é uma doença agressiva de malignidade 
hematológica caracterizada por anormal 
proliferação e diferenciação de células 
mieloide imaturas. (1) LMA é uma das 
neoplasias mais frequente, complexa e 
heterogênea. O prognóstico depende 
muito das anormalidades citogenéticas, 
epigenéticas e moleculares adquiridas. 
Apesar dos avanços na compreensão da 
biologia da LMA, as taxas de sobrevida 
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permanecem bastante baixas. (2) 
Na maioria dos pacientes, os fatores que podem desencadear LMA ainda são 

desconhecidos, mas uma origem genética está fortemente associada. Assim como fatores 
ambientais, incluindo exposição a produtos químicos, como benzeno, também podem 
estar associados à LMA. Pacientes com história de síndromes mielodisplásicas (SMD) ou 
neoplasias mieloproliferativas (NMP) e aqueles que receberam radiação e / ou quimioterapia 
anteriormente, também apresentam risco de desenvolver à doença.(3)

Todas as neoplasias mieloides são consideradas doenças clonais decorrentes de 
células-tronco hematopoiéticas, a LMA é diagnosticada como uma doença de apresentação 
aguda com mais 20% da medula óssea ou blastos mieloides circulantes e os subgrupos 
como doenças crônicas. As Síndromes mieloídisplásicas são considerados distúrbios pré-
leucêmicos, caracterizados por hematopoiese ineficaz, citopenias, frequentemente com 
anormalidades citogenéticas clonais detectadas, <20% de blastos de medula óssea e uma 
propensão para progressão secundária para LMA (LMA secundária).(4)    

Existem cerca de 20.000 novos casos de LMA diagnosticados a cada ano nos 
Estados Unidos. Segundo o INCA, no Brasil a incidência de LMA é desconhecida, uma vez 
que o Instituto Nacional do Câncer (INCA) relata apenas dados referentes às leucemias em 
geral. Os dados correspondem somente ao risco estimado de 5,67 casos novos a cada 100 
mil homens e 4,56 casos novos para cada 100 mil mulheres em 2020.(5)

LMA pode afetar pessoas de todas as idades, mas é muito mais comum em adultos 
mais velhos com a incidência maior para aqueles com idade ≥ 65 anos de idade sendo 
20,1%. A idade média no diagnóstico é de 68 anos e é mais frequentemente diagnosticada 
entre pessoas com idade entre 65 e 74 anos. Além disso, a incidência é maior em homens 
em comparação com as mulheres.(6) 

Durante os últimos anos, houve um grande progresso na compreensão da 
patogênese da doença e no desenvolvimento de ensaios diagnósticos e novas terapias. 
Grandes avanços na identificação de marcadores clinicamente relevantes para o 
diagnóstico, prognóstico e monitoramento da doença, no entanto, ainda tem vários fatores 
genéticos que precisam ser aprofundados para otimizar o diagnóstico.(7)      

O diagnóstico e a classificação das neoplasias mieloides foram descritos 
na classificação revisada da Organização Mundial da Saúde (OMS) de neoplasias 
hematopoiéticas, publicada em 2008. De acordo com a classificação, as entidades 
patológicas são definidas por uma combinação de características clínicas, morfológicas, 
imunofenotípicas e genéticas. (8)  Revisada em 2016, as categorias de LMA mostrou avanços 
significativos no panorama genético e molecular.  Os perfis moleculares no diagnóstico, 
remissão e acompanhamento pode se transformar em um padrão de atendimento, utilizando 
perfis mutagênicos, em vez de testes de um único gene.(7)

A inclusão sucessiva de novas alterações moleculares modificou substancialmente 
a classificação e a compreensão da LMA na última década. Contudo as tecnologias de 
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sequenciamento de próxima geração (NGS), auxiliou na acelerada descoberta de novas 
alterações moleculares. O NGS foi utilizada com sucesso em vários estudos e forneceu 
uma visão geral das mutações moleculares, bem como da evolução clonal da LMA. O 
amplo espectro de anormalidades descobertas por tecnologia de sequenciamento de 
próxima geração está atualmente sob extensa validação de seus valores prognósticos e 
terapêuticos.

No entanto, esses grandes avanços moleculares no diagnóstico parecem 
promissores, para terapia personalizada individualmente para pacientes com uma categoria 
de doença maligna caracterizada por extrema heterogeneidade molecular, como LMA.(9, 10) 
A avaliação do perfil genético no momento do diagnóstico, como também na recidiva, é 
de extrema importância. Considerando o exposto acima o presente estudo realizou uma 
revisão sistemática da literatura sobre avanços no diagnóstico na Leucemia Mieloíde Aguda 
através das técnicas de biologia molecular.

2 | 	METODOLOGIA  
Foi realizada uma revisão sistemática da literatura sobre os avanços no diagnóstico 

na leucemia mieloíde aguda através das técnicas de biologia molecular. O trabalho foi 
realizado no período de novembro de 2020 à 2021.

A estratégia de busca para a elaboração da revisão sistemática, foi através do 
protocolo Prisma utilizando artigos científicos do portal de buscas PubMed, NCBI, BVSMS, 
também SciELO. A busca foi realizada através da consulta pelos seguintes descritores: 
“leucemia” (leukemia) e “diagnostico” (diagnostic), junto de suas combinações.

Os artigos inicialmente foram selecionados de acordo com o título e resumo. Em 
seguida foram aplicados os critérios de inclusão e exclusão e por fim, foi feito a leitura 
completa dos artigos selecionados, conforme figura 1. Como critério de inclusão, foram 
selecionados os textos completos, estudos escritos em inglês, que tivessem abordagem 
em diagnóstico para leucemia mieloide aguda. Os trabalhos excluídos foram aqueles que 
não tinham relação com a leucemia mielóide aguda ou faziam avaliação de tratamento 
medicamentoso. Após a leitura dos artigos selecionados, foram extraídas as informações 
relevantes que respondiam o objetivo da revisão de literatura.

Figura 1 – Fluxograma de atividades.



Saúde e medicina na América Latina Capítulo 9 104

3 | 	RESULTADOS 
Foram identificados 43 artigos na busca inicial feita no Pubmed e nos outros sites. 

Destes, foram identificados 28 artigos, dos quais foram lidos seus títulos e resumos . Na 
primeira leitura foram excluídos 13 trabalhos. Após leitura completa dos artigos selecionados, 
foram selecionados 11 artigos que se adequaram ao estudo de sequenciamento gênico e 
4 foram excluídos por fuga do tema. Os artigos incluídos nesta revisão sistemática foram 
publicados no período de 2010 a 2021, conforme apresentado na figura 

Figura 2 – Fluxograma do processo de seleção dos estudos.
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Os artigos incluídos no quadro1. nesta revisão sistemática estão relacionados ao 
campo do diagnósticos, prognóstico e monitoramento da leucemia mieloide aguda.  Os 
avanços da biologia molecular como técnicas de sequenciamento de próxima geração 
(NGS), como também técnicas de PCR em tempo real são utilizadas como ferramentas que 
integram a avaliação simultânea de vários genes-alvo em análises laboratoriais de rotina. 
A avaliação de neoplasias mieloides com painéis de sequenciamento de última geração, 
mostra evidências de otimização no diagnóstico, auxiliando nas decisões terapêuticas 
e fornecendo melhores informações sobre o prognóstico e detecção da doença residual 
mínima.  

Os estudos de corte realizados por Khan et al.,(11) Mack et al.,(12) Schranz et al.,(13) 

Ouyang et al.,(14) Onecha et al.(15) demonstram que a tecnologia da biologia molecular 
aplicada e bioinformática podem fornecer uma avaliação mutagênica. O número crescente 
de mutações  descobertas auxiliam no diagnóstico, prognóstico com a detecção simultânea 
de múltiplas mutações somáticas em dezenas ou centenas de genes-alvo que estão 
associados a doença específicas. 

Os artigos de revisão de Kantarjian et al.,(16) Lui et al.,(17) Puyan e Alkan (18) discutiram 
a importância da técnica de RT- PCR para detectar a fusão os genes RUNX1-RUNX1T1 e 
CBFB-MYH11 que são reconhecidos pela detecção sensível e permite a quantificação da 
LMA residual. O monitoramento de doença residual mínima (MRD) por meio quantitativo 
RT-PCR, em pontos de tempos específicos da doença, permite identificação de pacientes 
com alto risco de recidiva. Concomitante, com o método de PCR, o sequenciamento por 
análise multivariada mostrou que, o status positivo mínimo residual da doença é um fator 
independente associado ao risco de morte. Este método NGS simplifica e padroniza a 
avaliação da doença residual mínima, com alta aplicabilidade na leucemia mieloide aguda, 
além de ser clinicamente aplicável no estabelecimento de um sistema de estratificação de 
risco preciso, para orientar as decisões terapêuticas.

REFERENCIAS TIPO DE ESTUDO TECNICA MUTAÇÕES
Khan et al.(11) Estudo de coorte PCR RUNX1
Morita et al.(19) Ensaio Clinico RT- PCR RUNX1
Kantarjian et al.(16) Revisão NGS
Mack et al.(12) Estudo de coorte NGS FLT3
Liu et al.(17) Revisão NGS – RNA - seq Micro RNA
Schranz et al.(13) Estudo coorte PCR - NGS FLT3
Ouyang et al.(14) Estudo coorte RT - PCR RUNX1-RUNX1T1
Onecha et al.(15) Estudo coorte NGS - PCR  NPM1, IDH1 / 2 e / ou 

FLT3
ZHU et al.(20) Ensaio clinico  RT- PCR RUNX1/RUNX1T1
Yin et al.(21) Ensaio clinico RT PCR RUNX1-RUNX1T1
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Puyan e Alkan (18) Revisão  NGS

Quadro 1 - Principais informações dos estudos incluídos. 

4 | 	DISCUSSÃO
Nesta revisão sistemática evidencia que a ferramenta da biologia molecular contribui 

para o conhecimento das variáveis genéticas e clínicas auxiliando na determinação 
do tratamento e possível prognóstico para pacientes de leucemia mieloide aguda. 
Aproximadamente 45% dos pacientes apresentam cariótipo normal, conforme detectado 
pela citogenética convencional durante o diagnóstico, mas mutação somática pode ser 
identificada em 97,3% dos casos. O sequenciamento genético pode identificar várias 
mutações que carregam informações prognósticas, incluindo mutações em FLT3, NPM1, 
KIT, CEBPA e TET2.(10, 12, 15, 16)  

O diagnóstico de LMA é baseado principalmente na identificação de 20% ou mais 
de blastos mieloídes na medula óssea e / ou sangue periférico. Além disso os mieloblastos, 
monoblastos e megacarioblastos são incluídos na contagem. Antes de 2001, o limite para o 
diagnóstico de LMA era de 30% de blastos, que posteriormente foi reconsiderado e definido 
para 20%. Contudo a análise citogenética é um componente importante e obrigatório do 
diagnóstico de LMA, que consiste em análise das alterações genéticas, que envolve o cultivo 
celular e diferentes técnicas de bandamento cromossômico. Estudos demonstram que, 
além de ser uma ferramenta diagnóstica poderosa, os achados citogenéticos e genéticos 
moleculares no pré-tratamento é um dos principais marcadores prognósticos independentes 
do tipo LMA e determinam a resposta e o resultado do tratamento quimioterápico.(1, 22, 23, 24)   

Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britânico (FAB), que se baseia nas análises 
citomorfologia e citoquímica, para classificar a LMA em oito subgrupos. Esta classificação 
de LMA foi revisada e atualizada pela Organização Mundial da Saúde (OMS), Associação 
Europeia de Hemotopatologia e Sociedade de Hematopatologia classificando a LMA 
levando em consideração as anormalidades citogenéticas ou genéticas moleculares.(1)

As alterações cromossômicas são encontradas no diagnóstico em aproximadamente 
50 - 60% dos pacientes adultos com LMA. Sendo que, as alterações mais comuns são t 
(8; 21), inv (16) ou t (16; 16), t (15; 17), trissomia do cromossomo 8 e rearranjos de 11q.(24) 

Assim como alterações do cromossomo 5 e / ou cromossomo 7 são bastante frequentes 
na doença. No entanto, pesquisas em células leucêmicas de pacientes com LMA tem 
identificado mutações gênicas, adquiridas somaticamente com expressão desregulada de 
genes bem como os de microRNAs. Esses estudos demonstram avanço no diagnóstico e a 
heterogeneidade no conhecimento da patobiologia da LMA.(25)

O papel dos microRNAs vem se destancando e são caracterizados por ser  moléculas 
pequenas de RNA de aproximadamente 22 nucleotídeos que se ligam ao 3′-não traduzido 
a região (3′-UTR) do mRNA alvo que regula negativamente a expressão do gene alvo 
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no nível transcricional.(26, 27) Os miRNAs participam principalmente na patogênese da LMA 
através dos cinco seguintes mecanismos: alteração do número de cópias, mudança na 
proximidade com a região genômica oncogênica, devido a translocação cromossômica, 
alterações epigenéticas aberrantes direcionadas para regiões promotoras de miRNA por 
transcrição alterada por oncoproteínas e com isso desregula o processamento de miRNAs.
(28)

Cada subtipo de LMA parece exibir um miRNA único que o distingue dos outros. Os 
miRNAs são considerados biomarcadores com ampla presença em variados tecidos. Sua 
sequência é altamente conservada com detecção fácil, estável e sensível. (29) Pesquisas 
demonstram que assim como a descoberta de miRNAs, os RNAs não codificantes (ncRNAs) 
e RNAs circulares (circRNAs) abrem novas perspectivas para o diagnóstico, prognóstico 
como também tratamento. Os ncRNAs são pequenas moléculas funcionais de RNA que não 
são traduzidos em uma proteína.(30, 31) Essas moléculas regulam a transcrição e tradução 
do DNA e podem ser descobertas com uso da tecnologia de RNASeq. Os ncRNAs estão 
intimamente relacionados à leucemogênese da LMA, sua descoberta mostra o importante 
papel na proliferação de células leucemicas, diferenciação e apoptose alguns podem ser 
utilizados como potentes biomarcadores de prognósticos.(28, 29)

Estudos recentes destacaram o potencial de novas tecnologias de sequenciamento 
para descobrir genes de fusão associados a LMA. Se a análise citogenética falhar, a 
hibridização fluorescente in situ é uma opção para detectar rearranjos de genes como 
(RUNX1-RUNX1T1),a investigação diagnóstica deve incluir a triagem de (a) mutações 
em (NPM1, CEBPA e RUNX1) genes que podem definir categorias da doença otimizando 
diagnóstico. A hibridização fluorescente in situ é um método que pode ser utilizado para 
auxiliar a citogenética, pois detecta alterações cromossômicas, rearranjos de genes e 
avalia as células tanto na interfase quanto na metáfase, sendo um método mais sensível, 
uma vez que a citogenética só avalia na fase metáfase.(19, 32)  

O desenvolvimento de técnicas de reação em cadeia da polimerase de transcrição 
reversa (RT-PCR) para detectar os genes de fusão (RUNX1-RUNX1T1 e CBFB-MYH11) 
possibilitou a detecção sensível e quantificação de genes da LMA. Embora apenas alguns 
dos marcadores moleculares recentes foram identificados na prática clínica atual, pela 
técnica de RT- PCR, a lista de genes provavelmente será expandida nos testes de genes 
únicos para serem substituídos por painel de genes ou plataformas simultânea de mutações 
genéticas e arranjos genéticos. Portanto a técnica de PCR permite identificar genes que 
estão relacionados com as translocações. Cerca de 60% dos adultos jovens, as células de 
leucemia são informativas para um marcador molecular que pode ser rastreado por ensaios 
RT-qPCR baseados em RNA. A sensibilidade do ensaio depende da expressão relativa do 
alvo em blastos leucêmicos em comparação com genes de manutenção padrão.(20, 32)  

Estudos por Ouyang et al. (2016) (14) foram realizados utilizando a técnica RT-PCR 
quantitativo e citometria de fluxo multiparâmetros com o objetivo de avaliar a doença 
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residual mínima (MRD) que permite a identificação daqueles pacientes com alto risco 
de recidiva. As analises foram realizadas em 42 pacientes e o monitoramento da doença 
residual mínima (MRD) por RT-PCR quantitativo (q) em pontos de tempos específicos 
permitem a identificação de pacientes com alto risco de recidiva. Embora a maioria 
desses estudos tenha mostrado que um alto nível de qRT-PCR no final do tratamento 
ou um aumento do nível de qRT-PCR durante o acompanhamento predispõe à recidiva. 
No entanto a imunofenotipagem citometria de fluxo multiparâmetros (CMF) é considerado 
como exames de alta relevância no disgnóstico para várias desordens hematopoiéticas 
linfoproliferativas crônicas, linfomas não Hodgkin, leucemias agudas, crises blásticas, 
desordens mieloproliferativas crônicas sendo aplicável em mais de 90% de todos os 
pacientes com LMA também auxiliando no diagnóstico da recidiva da doença.(33)          

Estudos realizados por Schranz (2018) (13) analisam as mutações frequentes do 
gene FLT3 estam associadas a prognóstico desfavorável da LMA. No diagnóstico, o 
FLT3-ITD é rotineiramente avaliado por análise de fragmentos e fornecem informações do 
sequenciamento de amplicon de alto rendimento (HTAS) baseado no cDNA de 250 pacientes 
com LMA positivo para FLT3-ITD. O status do FLT3-ITD é determinado por diagnósticos de 
rotina e durante este estudo foi confirmado por HTAS que 242 dos 250 pacientes (97%) 
teriam a mutação. O método de HTAS detectou um número grande de genes mutacionais 
indicando maior sensibilidade. Sendo a utilização da técnica de sequenciamento viável 
para a detecção de FLT3-ITD em pacientes com LMA analisando tanto a sequência como a 
carga mutacional desta alteração em um único ensaio com alta sensibilidade. 

5 | 	CONCLUSÃO
Progresso nas descobertas da patogênese molecular da LMA e a identificação de 

determinantes genéticos tanto para diagnóstico como para prognóstico e da resposta ao 
tratamento tem sido relevante, e a tradução desses achados para a tomada de decisão 
clínica tem aumentado nos últimos anos. A disponibilidade do perfil molecular permite um 
tratamento direcionado. 

As novas tecnologias de sequenciamento para descobrir genes de fusão associados 
a LMA vêm crescendo. A investigação diagnóstica na triagem de mutações gênicas que 
auxiliam na detecção de anormalidades genéticas contribui de forma preponderante no 
prognóstico. A triagem mutacional para os genes NPM1,FLT3 e CEBPA tem mostrado que 
esses marcadores podem ser utilizados para a avaliar a doença residual mínima (MRD), 
bem como no desenvolvimento de novos agentes antileucêmicos.

As técnicas moleculares, incluindo PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR), 
PCR digital e tecnologias baseadas em sequenciamento de nova geração (NGS) podem 
ser padronizados e serem utilizadas para detectar alterações genéticas associadas a LMA 
sendo crucial para a decisão de tratamento ideal e nos direcionando para um tratamento 
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personalizado.
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