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RESUMO

A importancia dodiagndstica das Leucemias Agudas de linhagem mieldide e
linfoide.

As Leucemias Agudas sdo uma doenga clonal do tecido hematopoético
caracterizada pela proliferacdo anormal de células progenitoras da linhagem
mieloide e linfoide, ocasionando producdo insuficiente de células sangiiineas
maduras normais. O diagndstico da Leucemia Mieloide Aguda (LMA) ¢ feito
quando se observam mais de 20% de blastos na medula 6ssea (MO) segundo
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e Grupo Cooperativo Francés ,
Americano e Brit7anico (FAB) este que, também tem a classificacdo da
LMA em 7 subtipos morfoldgicos: LMA-MO (indiferenciada), LMA-M1 (sem
maturacdo), LMA-M2 (com maturag¢do), LMA-M3 (promielocitica) e M3-V
(LPA variante hipogranular), LMA-M4 (mielomonocitica) e M4-Eo (com
eosinofilia medular), LMA-M5a (monobléstica) e LMA-M5b (monocitica) ,
LMA-M6 (eritroleucemia), LMA-M7 (megacariocitica). A classificagcdo da
Leucemia Linféide Aguda sdao: LLA tipo L1 - blastos pequenos e
homogéneos, dificil observar nucléolos. LLA tipo L2 - blastos de tamanho
varidvel, heterogéneo, nucléolos grandes visiveis. Diagnodstico diferencial
com LMA-M7. LLA tipo L3 - blastos grandes, citoplasma basofilo e
vacuolizado. Forma de pior prognostico. Dentre as técnicas utilizadas para
diagnosticar as Leucemias Agudas Aguda inclue-se a analise morfoldgica " -
cé¢lulas blasticas da medula 6ssea. Entdo procede-se a imunofenotipagen
analise citogenética  Determina-se antes a relacdo entre expressdo
antigenos, subtipos da FAB, anormalidades cromossomicas além de
caracteristicas clinicas para avaliar o significado progndstico do
imunofenotipicos, a morfologica e citogenética, promovendo a melhor
definicdo da terapéutica; defini¢do de progndstico e eventual deteccdo
posterior de doencga residual minima, recaida ou evolucdao clonal. Tao logo o
diagndstico seja possivel, os pacientes devem ser submetidos a tratamento
quimioterapico inicial, chamado de inducdo da remissdo para que ocorra o
desaparecimento das células blasticas na medula 6ssea.
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A importancia do diagndstica das Leucemias Agudas de linhagem mieldide e

linfoide.

1. Introducéo

Na Leucemia Aguda a alteragdo que desencadeia o processo neoplasico
pode ocorrer em qualquer das diferentes linhagens celulares da hematopoese,
dando em conseqiiéncia origem aos varios tipos de Leucemia atualmente
conhecidos. (ZAGO et al., 2001;MEDEIROS et al., 2004).

As leucemias agudas sdo desordens malignas decorrentes da expansdo clonal de
um precursor hematopoético com um fenotipo definido pela etapa da
diferenciacdo celular, seja de linhagem linféide ou mieldide. (ZAGO et al.,

2001; MEDEIROS et al., 2004).

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) ¢ uma doenca clonal do tecido

hematopoético caracterizada pela proliferacdo anormal de células progenitoras
da linhagem mieldide, ocasionando produg¢do insuficiente de células sangiiineas
maduras normais. (ZAGO et al., 2001)
Os sinais e sintomas clinicos da Leucemia Mieloide Aguda devem-se a
infiltracdo da medula oOssea e eventualmente outros oOrgdos causando
hepatomegalia, esplenomegalia, hipertrofia de gengiva, dor Ossea,
comprometimento sistema nervoso central inibindo a hematopoese normal. Os
pacientes apresentam sinais e sintomas de anemia, sangramento freqiientemente
de tipo purpurico devido a plaquetopenia e febre as vezes sem foco infeccioso
aparente devido a neutropenia. (ZAGO et al.,2001).

As leucemias sao grupos heterogéneos de neoplasias hematoldgicas, que
resultam da transformac¢ao total ou parcial das células blasticas. A perda parcial
da capacidade de diferenciag¢do e o tipo de linhagem comprometida representam

as bases para a classificagdo destas neoplasias.



As leucemias podem ser classificadas de varias maneiras: (1) pela
morfologia e citoquimica, complementada pela imunofenotipagem, proposta pelo
grupo French-American- British (FAB); (2) pela morfologia, imunofenotipagem
e citogenética, proposta pelos grupos MIC (classificacdio morfologica,
imunoldgica e citogenética); (3) pela imunofenotipagem somente, proposta pelo
grupo European Group for the Immunological Classification of Leukemias
(EGIL); (4) por eventos antecedentes; (5) pela natureza da célula progenitora na
qual a mutacdo leucemogénica ocorreu. (QUIXABEIRAL et al.,2008)

A etiologia da Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é na maioria dos casos de
origem indeterminada. No entanto, doencas de natureza genética, agentes fisicos
como irradiagdes ionizantes, produtos quimicos e medicamentos, principalmente
os wusados em tratamento de neoplasias, podem estar envolvidos no
desenvolvimento de leucemias. (ZAGO et al., 2001).

O diagnoéstico da Leucemia Mieléide Aguda (LMA) ocorre quando se
observam mais de 20% de blastos na medula 6ssea (MO) conforme os critérios
da Organizacdao da Saude (JAFFE et al., 2001), ou quando a porcentagem de
blastos esteja menor que 20%, ¢ mesmo assim ha alteragdes genéticas definidas.
Existem critérios com aspectos morfoldogicos e citoquimicos para determinacao
da Leucemia Mieloide Aguda, conforme o grupo cooperativo FAB.

Em 1975 o grupo cooperativo FAB propds a primeira classificacdo em
cinco diferentes subtipos, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e logo em 1985 foi revisado
e passado a ter sete subtipos acrescentando MO e M7 tendo como base o
diagnostico morfoldgico caracteristicas nucleares e citoplasmaticos e no grau de
maturagdo das células blasticas.(MARTINS et al.,2000; ZAGO et al., 2001;
GREER et al., 2003).

O subtipo LMA-MO ¢ definido somente pelos marcadores imunologicos
(presenga de marcadores mieldides e auséncia de linféoides) em pacientes que nao
apresentam critérios morfoldégicos e citoquimicos de LMA, o subtipo M1 e M2
mostram diferenciacdo pelo grau de maturacdo granulocitica, o subtipo M3 ¢
caracterizado por uma célula blastica hipergranular tipica e a variante M3-V

hipogranular, o subtipo M4 e M5 apresentam diferenciacdo monocitica, o subtipo



M6  diferenciagdo eritrobldstica e M7 predominio de diferenciacdo
megacariobléstica. (ZAGO et al., 2001;GREER et al., 2003).

Portanto, para se fazer o diagnostico de LMA deve-se examinar
morfologicamente as células blasticas da medula 6ssea, quando hd mais de 20%
de blastos e ha caracteristicas conforme a descricio da FAB proceder a
imunofenotipagem, a analise citogenética, ao teste citoquimico para defini¢do do
subtipo.

Mielograma ¢ a avaliacdo de esfregaco de aspirado de medula 6ssea, deve
ser feita imediato como forma de analise preliminar da morfologia e
direcionamento dos demais exames.

Citoquimica: * MPO - a mieloperoxidase ¢ especifica para diferenciacao
mieloide, sendo positiva nos granulos dos mieloblastos, na série granulocitica
neutrofilica e eosinofilica e na série granulocitica basofilica. E sdo negativos em
eritrocitos, linfécitos, megacariocitos e baséfilos maduros.

* Negro de Sudam - os mieloblastos sdo positivos enquanto o0s
linfoblastos, os linfécitos sdo negativos.

* Esterase inespecifica — alfa naftil acetato esterase, alfa naftil butirato
esterase, naftol AS-D acetato esterase tem reacdo positiva intensa macrofagos,
plaquetas também apresentando positividade difusa em monoblastos;
megacarioblastos, linfoblastos podem ter positividade citoplasméatica mutifocal
que ¢ parcialmente resistente a fluoreto de s6dio ao passo que nos monoblastos,
megacaridcitos, plaquetas e plasmoctios a atividade da esterase ¢ totalmente
inibida. (ZAGO et al., 2001; FLEURY, 2003; GREER et al., 2003)

Imunofenotipagem permite reconhecer o clone anormal, definir a
linhagem, o estagio de diferenciacdo, caracteristicas prognoésticas e fenotipos
aberrantes para monitorar a doen¢a residual minima (PELLOSO et al., 2003).

O estudo imunofenotipico tem importancia por ser uma metodologia agil,
que detecta as caracteristicas imunofenotipicos das LMAs possuindo também
interesse de investigacdo clinica determinando a sensibilidade diagnodstica do
imunofenotipo e sua relagdo com os subtipos FAB; examinar a relacdo entre

expressdo de antigenos, subtipos FAB, anormalidades cromossdmicas e



caracteristicas clinicas; avaliar o significado prognoéstico dos diferentes achado
imunofenotipicos e comparar com outros fatores progndsticos, especialmente a
morfologia, citoquimica, e a citogenética (MARTINS et al.,2000)

Identifica os antigenos celulares de superficie, citoplasmaticos e
nucleares. Os mieloblatos normalmente ndo expressam marcadores linfoides,
imunoglobulinas, de membrana ou de citoplasma. A capacidade da citometria de
fluxo em identificar a diferenciagdo mieldide se aproxima de 98%, mas para
tanto deve-se usar uma bateria de anticorpos que assegure a distingdo entre LMA
e LLA, LMA minimamente diferenciada, leucemia megacarioblastica e eritroide
aguda entre outras.(FLEURY, 2003) O estudo simultaneo de alguns antigenos
utilizando a citometria de fluxo permite a identificacdo de células leucémicas
com distribuicdo aberrante, quando comparados aos precursores mielodides
normais.

Sao alteragdes pesquisadas essas expressao andOmala pode ser evidenciada
por meio da detec¢do de antigenos de outras linhagens, como a presenca de
CD19, CD5 e CD2 em mieloblastos; expressdo assincroma de antigenos, com a
presenca de CD34 presente nos estagios iniciais de maturacdo juntamente com
CD15, presente em estagios evolutivos tardios monitoragdo de doenga residual
minima. (MARTINS et al.,2000; GREER et al., 2003)

Biopsia de Medula Ossea (BMO) deve-se fazer para a diferenciacido do
diagnostico entre sindrome mielodispldasica e anemia aplastica oferece melhor
quantificacdo da celularidade e pode demonstrar ilhotas residuais e eritropoese e
megacariocitopoese (ZAGO et al., 2001), além de aspectos ndo evidenciados
pelo aspirado como o grau de fibrose, que via de regra ¢ intensa nas leucemias
megacarioblasticas. (FLEURY, 2003)

Cariotipo ¢ o estudo das alteragdes cromossdmicas deve ser feito ao
diagndstico para se prover a melhor classificagdo da LMA e escolha terapéutica,
definicdo de prognoéstico e eventual deteccdo posterior de doenca residual,
recaida ou evolugdo clonal.

Cerca de 75% das LMA apresentam alteragdes de caridtipo sendo mais

comuns a t(15;17) na LMA-M3, t(8;21)na LMA-M2, inv(16) na LMA-M4Eo,



alteragdes envolvendo 11q23 na LMA-MS5, trissomia 8§, monossomia 7, trissomia
21, e perda do X ou Y na LMA-M2.(JAQUES WALLACH, 2003). Casos de LMA
secundarios a tratamento quimioterdpico prévio com antraciclicos ou
radioterapia apresentam -5/5q-, -7/7q- enquanto as secunddrias a derivados de
epipodofilotoxinas apresentam altera¢des envolvendo 11q23.

Os cariotipos com as alteragoes t(8;21), t(15;17), inv(16), t(16;16)
del(16q) sdo consideradas de bom prognostico. Os cromossomos com alteragdes
3,9, 11, 20, 21, -5/5q-, -7/7q- e t(9;22) ou Philadelphia (Ph) sdao consideradas
de prognostico desfavoravel. Alteragdes +6, -Y, del(12p)e trissomia 8 e outras
alteragdes menos freqiientes sdo consideradas como progndstico intermediario
bem como cariotipo normal. (PELLOSO et al., 2003).

Hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH) esta técnica teve um avango
marcante que ¢ a utilizacdo de sondas marcadas com elementos fluorescentes;
(seqiéncia de DNA) complementar a seqii€ncia alvo que se pretende pesquisar.
(ZAGO et al., 2001)

Existem sondas para diversos loci génicos e bastante uteis na pratica
didaria; FISH permite fazer a analise diretamente na lamina onde o tecido esta
fixado e o resultado deste ensaio pode ser armazenado de varias formas uma vez
que o microscopio de fluorescéncia pode ligar a uma camara de video ou
fotografica nas quais acoplados filtros que absorvem luz UV em diversos
comprimentos.(ZAHA, 1998)

A vantagem desta técnica reside fundamentalmente em trés aspectos:
rapidez, porque em poucas horas obtém-se um resultado, pois ndo ha a
necessidade d cultura de células para obtencdo de metdfases e a analise pode ser
feita nas interfases; sensibilidade, porque em um uUnico experimento podem ser
analisadas 500, 1000 ou mais células enquanto pelo estudo citogenético
convencional sdo avaliadas cerca de 20 a 50 cé¢lulas que entram em divisao;
especificidade porque s6 serd detectado aquilo que esta sendo investigado.
(FLEURY, 2003)

Polimerase em cadeia por tanscriptase reversa (RT-PCR) ¢ um método de

amplificacdo de acidos nucléicos a partir de moléculas de RNA convertidas em



DNA complementar que ¢ isolado e convertido a atividade Transcriptase Reversa
(RT) .(ZAHA, 1998).

Tem sido bastante util , particularmente na deteccdo de doenca residual.
Com efeito, uma vez determinado, ao diagndstico, qual a alteragdo genética
presente, deve-se conferir seu aparecimento por métodos mais sensiveis. Assim,
casos de LPA t(15;17) ou rearranjo PML/RARA devem ser monitorados até o
desaparecimento do rearranjo subseqiiente manutencdo desta negatividade para
assegurar a remissdao completa continua. A presenc¢a de positividade pode indicar
recrusdescimento da doenca. (FLEURY, 2003)

Mais recentemente, uma variante do método de RT-PCR com potencial de
oferecer resultados quantificaveis, para os transcritos especificos de certas
leucemias com maior prevaléncia, trata-se de PCR em tempo-real ou real-time
permite o acompanhamento do numero de coépias feitas numa PCR utilizando um
marcador com quimica fluorescente.(ZAHA, 1998).

Como conseqiiéncia, o método ¢ mais sensivel, mais rapido, oferece
maiores controles de qualidade, permitindo auditar-se o processo de
amplificacdo e eclimina a contamina¢do no laboratério. Este ultimo ponto ¢
critico e motivo de grande preocupacdo para os laboratérios que empregam
métodos de PCR a pouca chance de contaminag¢do com real-time PCR se da
porque o tubo de reag¢do ndo precisa ser aberto ao seu final; 4 que a detecgdo
ocorre on-line, durante os ciclos de amplificagcdo. (ZAHA, 1998; FLEURY,
2003).

Leucemia Linféide Aguda resultad da proliferagcdao clonal de precursores
linféoides anormais na medula 6ssea. Embora possa ocorrer em qualquer idade,
sua incidéncia ¢ maior entre criancas de dois a cinco anos, diminuindo entre
adolescentes e adultos jovens, voltando a crescer apdés 60 anos de idade. A
maioria dos casos (mais de 70%) ocorre em menores de 20 anos de idade (pico
entre 3-4 anos, aumentando novamente apés os 40 anos). E a forma mais comum

de leucemia no infante. Acomote mais frequentemente o sexo masculino. Raro
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em idosos (acima de 60 anos: < 5% dos casos). Corresponde a 20% das leucoses
nos adultos. (PEDROSA, et al 2002)

As mesmas doengas e sindromes genéticas ou adquiridas, e os mesmos
fatores ambientais citados como predisponentes a provocar LMA, sdo também
atribuidos a LLA, porém de maneira menos evidente em muitos casos.

O diagnodstico ¢ através do exame citoldégico do sangue periférico, da
medula 6ssea e do liquor (liquido céfalo-raquidiano - LCR). O diagndéstico de
LLA ¢ estabelecido, quando 25% ou mais das células nucleadas da medula 6ssea
sao linfoblastos. Os seguintes exames sdo procedidos:

« Citomorfologia e Citoquimica (PAS, Sudam Black e Fosfatase Acida) do
sangue periférico ou da medula dssea.

* Imunofenotipagem do sangue periférico ou da medula 6ssea.

» Citogenética convencional da medula 6ssea ou do sangue periférico. (Condutas

do Inca, 2001)
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2. Objetivo

Apresentar as abordagens e métodos utilizados no diagnoéstico das Leucemias

Agudas: Mieloide e Linfoide
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3. Métodos
Realizado a revisdo bibliografica através de livros, publicagdes e artigos

cientificos absorvidos de revistas.
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4. Desenvolvimento

O tipo de leucemia mais freqiiente na crianca ¢ a leucemia linféide aguda
(ou linfoblastica). A leucemia mieldide aguda ¢ mais comum no adulto. Esta
ultima tem varios subtipos: mielobldastica (menos ¢ mais diferenciada),

promielocitica, mielomonocitica, monocitica, eritrocitica e megacariocitica.
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A leucemia mieldide aguda LMA representa em torno de 15 a 20% das
leucemias da infincia e 80% dos adultos, na maioria dos casos ndo havendo
evidencia da influéncia de fatores genéticos.Em 1975 o grupo cooperativo
Franco-Americano-Britanico (FAB) propds a primeira classificagdo em cinco
diferentes subtipos, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e logo em 1985 foi revisado e
passado a ter sete subtipos acrescentando MO e M7 tendo como base o
diagnostico morfoldgico caracteristicas nucleares e citoplasmaticos e no grau de
maturacdo das células blasticas. Além de alguns subtipos apresentarem suas
variantes: LMA-M2v, LMA-M3-V, LMA-M4-Eo, LMA-MS5a e LMA-MS5b.
(MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001; GREER et al., 2003)
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Categorias morfologicas, citoquimicas e imunofenotipicas das LMAs:

1- LMA-MO tem caracteristica de infiltracdo de 20% de células blasticas sendo
morfologicamente indiferenciados, tendo blastos pequenos, com cromatina
frouxa e nucléolo grande, sem bastonetes de Auer com reac¢do citoquimica
negativa para peroxidase. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001; JAQUES
WALLACH, 2003)

O estudo imunofenotipico apresenta uma populagdo blastica com relagao
entre tamanho/granulo (FSC/SSC) baixa, com positividade para pelo menos um
dos antigenos de linhagem mieléide CD33, CD13 ou CD11b. E muito importante
a realizagdo da imunofenotipagem para diferenciar a LMA-MO da LLA-L2.
(MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001;)

2- LMA-M1 tem como caracteristica um numero alto de blastos na medula
6ssea, cerca de 90% das células nucleadas, com presenca de granulagdes e
bastonetes de Auer, com reag¢ao citoquimica positiva para mieloperoxidase.
(MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001; JAQUES WALLACH, 2003)

A imunofenotipagem tem pelo menos trés marcadores: anti-MPO, Cdl3,
CD33, CDw65 ou CD117 (c-kit). Também outros podem estar presentes mas nao
freqiientes como: HLA-Dr, CD34, CD7, CD4, Cdllb. Este subtipo ndo esta
associado ao pior prognostico clinico, mas em alguns casos a doenca pode ser
confundida com LLA. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001)

3- LMA-M2 ¢ caracterizado pela presenga de 20 a 90% de blastos na
medula oOssea possuem granulacdo citoplasmatica e reagdo positiva para
mieloperoxidase, com uma porcentagem inferior a 20% de células monociticas
diferenciando da M4. A cariotipagem: t(8;21)(q22;q22); regido critica de 21 q
translocada para 8q; perda frequente de cromossomo sexual . Predilacao
aumentada para esta leucemia na sindrome de Down (trissomia do 21).
(MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001; JAQUES WALLACH, 2003)

A imunofenotipagem apresenta positividade para os marcadores MPO,
CD13, CD33, CDw65 ou Cd117 (c-kit). Tem outros marcadores expressos, mas
nao especificos HLA-DR, CD34, CD11b.
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LMA-M2v ¢ uma variante que caracteriza- se por apresentar blastos
grandes com abundante citoplasma basofilico. Os bastonetes de Auer sdo
freqiientes. Promieldcitos, mieldcitos e granuldcitos maduros com variados graus
de displasia. A reacdo citoquimica para mieloperoxidase ¢ positiva em pelo
menos 3% dos blastos. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001)

A imunofenotipagem sdo positivos para os antigenos: CDI13, CD33,
CD65w e anti-MPO. No entanto os antigenos caracteristicos da linhagem linféide
B CD19 ou da linhagem NK CDS56 associados ao antigeno CD34. Pacientes com
LMA-M2v expressam os antigenos CD19 e CD56 tem forte correlacdo com
translocacao t(8;21), tendo uma maior taxa de remissdo completa possuindo
melhor progndstico. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001)

4- LMA-M3 tem como caracteristica apresentar células com aparéncia
promieldcitos, devendo ser considerados como blastos. Os blastos apresentam
nucleo excéntrico e citoplasma com abundante granulagdo, com alguns
bastonetes de Auer. Na forma variante da LMA-M3V mostra os promieldcitos
hipogranular e microgranular. Nos dois casos a reacdo citoquimica ¢ positiva
para mieloperoxidase. A Cariotipagem ocorre frequentemente t(15;17)(q22;ql12).
(MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001; JAQUES WALLACH, 2003)

A imunofetipagem apresenta relacdo FSC/SSC alta, os blastos apresentam
grande autofluorescéncia e positividade para os marcadores CD13 e CD33 e
negativos para os antigenos CD34, HLA-DR e CD14. Com esses achados
imunofenotipico tem correlacdo com a translocag¢ao t(15;17). (MARTINS et al.,
2000; ZAGO et al., 2001)

5- LMA-M4 tem como caracteristica nas células leucémicas do sangue
periférico a presenca de granulociticos e monociticos. Os blastos monociticos
sao diferenciados pela reagdo citoquimica com presenca de atividade esterase.

A imunofenotipagem apresenta os antigenos da linhagem mieléide CD13,
CD33. Os antigenos da linhagem monocitica CD4, CD14, CD15 e CD11b podem
estar expressos em variavel porcentagem. A cariotipagem quase todos os
pacientes mostram inversdo do cromossomo 16 [inv(16)(p13;922)]; < 20%

mostram translocag¢do equilibrada entre brago curto de um cromossomo 16 e
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braco longo de outro cromossomo 16 [t(16;16)(p13.1;922)]. (MARTINS et al.,
2000; ZAGO et al., 2001; JAQUES WALLACH, 2003)

LMA-M4 Eo ¢ uma variante definida pela presenga de 20 a 80% de
componente monocitico das células bléasticas na medula o6ssea e assim
associando-se a um aumento do componente eosinofilico anormal. Os blastos em
algumas ocasides podem conter bastonetes de Auer, como na LMA-M4, mas sua
caracteristica ¢ a presenca de eosinofilia com eosindéfilos em diferentes estagios
de maturacdo. Os granulos eosinofilicos sdo maiores, que os normalmente
observados em precursores eosindfilos normais. Os eosinéfilos maduros podem
apresentar hiposegmentacdo nuclear. Os blastos apresentam reacdo citoquimica
positiva para mieloperoxidase. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001)

A imunofenotipagem tem marcadores positivos para os antigenos da
linhagem mieloide CD13 e CD33, e também para os da linhagem monocitica
CD14, CD15 e Cdllb. ;tendo o antigeno CD2 como expressdo apresenta
correlagdo com a inversdao do cromossomo 16. Os pacientes com LMA-M4 Eo
tem O0timo progndéstico e respondem bem a inducdo quimioterapica. Geralmente
sdo pacientes mais jovens apresentando leucocitose e organomegalia. (MARTINS
et al., 2000; ZAGO et al., 2001)

6- LMA-M5 ¢ quando o paciente tem 80% ou mais das células ndo
eritroides da medula 6ssea, como os monoblastos, promondcitos ou mondcitos.
Apresentando também uma variante LMA-MS5a (sem diferenciagcdo) tem como
caracteristica mais de 80% de células grandes com cromatina frouxa e
citoplasma agranular enquanto que outra variante LMA-MS5b (com diferenciagdo)
acima de 20% dos blastos tem maturagdo evidenciada pelo contorno irregular do
nucleo e pela presengca de granulos no citoplasma. (MARTINS et al., 2000;
ZAGO et al., 2001)

Os monoblastos sdo células grandes com citoplasma abundante e basofilia
acentuada. Ndo ¢ comum a presenca de bastonetes de Auer. Os promondcitos tem
nucleo convoluto e irregular. A reacdo citoquimica para mieloperoxidase ¢
negativa e a reacao esterase ¢ fortemente positiva. (MARTINS et al., 2000;

ZAGO et al., 2001)
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Na imunofenotipagem ¢ caracteristico a presenca de populagdo blastica
com relagdo FSC/SSC mais do que MO e M1. O antigeno de linhagem mieldide
positivo ¢ o CD33 e o negativo ¢ o CDI3 e os antigenos CD14 e CDI15 sao
positivos, também ¢ possivel a presenga fraca de CD34. Pela presenca de CD33 ¢
CD4 associados aos CD13 e CD34 negativos tem correlagdo com a t(9;11). Os
pacientes com LMA-MS5 tem maior prevaléncia de tumor extramedular com
filtracdo na gengiva, pele, tubo digestivo e sistema nervoso central. (MARTINS
et al., 2000; ZAGO et al., 2001).

7- LMA-M6 tem como caracteristica apresentar a porcentagem de blastos

menor que 20% de todas as células nucleadas da medula 6ssea e mais de 20% de
mieloblastos do total de células ndo eritréides na medula 6ssea.
Na imunofenotipagem as células blasticas ndo eritroides apresentam positivos
para os antigenos associados a linhagem mieloide, como CD13, CD33, anit-
MPO, com ou sem os antigenos associados as células precursoras, como HLA -
DR e 0 CD34. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001)

8- LMA-M7 ¢ definida pela presenca de mais de 20% de megacarioblastos
entre as células nucleadas na medula 6ssea. Os blastos sdo de tamanhos variaveis
com citoplasma agranular podendo ter protrusdes. A cariotipagem tem relatado
anormalidades de cromossomos 21. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001;
JAQUES WALLACH, 2003)

A imunofenotipagem ¢ fundamental para diagnosticar este subtipo
apresentando marcadores de linhagem mieldéide CD13 e CD33 frequentemente
presentes, mas para diagnosticar a LMA-M7 ¢ definido pela positividade para os
antigenos de linhagem megacariocitica: CD41, CD42 ou CD61. Deve-se ter
cuidado na coleta do material para minimizar a agrega¢do das plaquetas a
superficie do blasto para evitar falsos positivos para antigenos da série
plaquetaria. E importante a imunofenotipagem para diferenciar pois pode ser
confundida com LLA. Este subtipo ocorre em casos de pacientes com sindrome
de Down. (MARTINS et al., 2000; ZAGO et al., 2001)

A translocagdo  t(8;16)(pll;pl3) ¢é uma aberragdo ocorrendo

periodicamente de novo apoés tratamento relacionado a LMA associado a



18

diferenciacdo LMA-M4 da LMA-M5 sendo caracterizados os casos pelo exon
MOZ sobre descrito 16/CBP exon 3 e exon de CBP 2/MOZ exon. Foram andlises
citogenética e FISH em quatro casos funindo o MOZ gene (8pl1) com o CBP
gene (16p13).Foi descoberta as fusdes quimicas de RNA amplificam MOZ-CBP ¢
fusoes de CBP-MOZ através da reacdo RT-PCR e fluorescéncia em hibridacdo de
situ -FISH. (SCHMIDT et al., 2004)

A técnica RT-PCR pode ser valiosa desde que seja rotineira da
translocacao t(8:16)(pll;pl13), e os dados dos pontos de ruptura nestes intros
conduzem a armagdo reciproca exon de MOZ 16/CBP em armac¢do com o exon de
CBP 2/MOZ em 17 copias de fusdes quimicas (SCHMIDT et al., 2004)

O diagndstico por RT-PCR ¢ de muito importancia e util para a descoberta
rotineira de t(8:16)(pl1;p3) com leucemias co resultados positivos podendo
assim contribuir para determinag¢do da aberragdo na LMA-M4 ¢ LMA-MS5 assim
podendo também monitorar a doeng¢a residual minima ajudando no tratamento.
(SCHMIDT et al., 2004)

No diagnostico da LMA, a citogenética ¢ uma marcador de progndstico
clinico bem definido, permite caracterizar as transloca¢des balanceadas pro
anormalidades cromossdmicas, ganho ou perda de cromossomos que sao
peculiares as leucemias e encontradas em mais de 65% dos casos. (PELLOSO et
al., 2003).

E considerado como caridtipo favoravel: inv(16), t(16;16), del(16q),
t(15;17) com ou sem alteragdes secundarias, t(8;21) sem del(9q) ou caridtipo
complexo; como cariotipo intermedidrio: caridétipo normal, +8, +6, -Y, del(12p)
enquanto para os caridtipos desfavoraveis: envolvendo os cromossomos 3, 9, 11,
20, 21, del(5q), -5, del(7q) e caridtipos complexos. (PELLOSO et al., 2003).

A taxa de caridotipo alterados em LMA ¢ foi de 80% valor este que se
encontra nos valores dos relatados pela literatura que esta de 65% a 95%.
Ficando evidente a importancia do caridtipo na defini¢do dos grupos de risco e a

necessidade desse exame para o tratamento da LMA. (PELLOSO et al., 2003)
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A Leucemia linféide aguda (LLA) ¢ o tipo mais comum de cancer infantil,
constituindo cerca de um ter¢o de todas as neoplasias malignas da crianca. O
tratamento da LLA ¢ prolongado, variando de dois a trés anos. A LLA evoluiu de
uma doenca mal definida e intratdvel na metade do século passado para uma
doenga que estd entre as mais entendidas e as mais curdveis no inicio deste
século. (PEDROSA, et al., 2002)

O gene de expressdo na hora do diagndstico ¢ uma ferramenta essencial
para classificagdo de leucemia linfoblastica aguda (LLA) pediatrica, que apos
tratamento, a sensibilidade e especificidade de recaida era respectivamente de
87% e 69%. Predicdo de grandes niveis baixos da doenca residual minima em 29
dias foi tentar iniciar o tratamento, mas sendo possivel para precursor B
agrupado e precursor T. No entanto, ¢ necessario focalizar a predicao da doenca
residual minima podendo determinar a intensidade de indug¢do de
terapia.(WILLENBROCK et al.,2004)

O diagnostico de LLA ¢ atualmente feita através de morfologia,
imunofenotipagem e analises citogenéticas de amostra de medula 6ssea , como
tambem em exames clinicos. Os resultados obtidos indicam analise de expressao
de gene usando microarrays de DNA sendo uma ferramenta promissora para
predicdo de recaida ou resposta de tratamento na infancia com LLA.
(WILLENBROCK et al.,2004).

Patogenia: O desencadeamento da proliferagdo neoplésica parece ocorrer de
maneira similar aquela citada na LMA. Ha oncogenes que se encontram em
sitios, por exemplo: oncogenes mos e abl, acometidos em certas translocagdes
em LLA que também existem em certos tipos de LMA.
Classificacio:

As LLA podem ser de dois tipos: tipo B (mais frequénte) ou de tipo T,
dependendo da linhagem a ser acometida. A classificacdo mais utilizada ¢ a do

grupo FAB, que se baseia na morfologia observada no hemograma e mielograma:

e LLA tipo L1 - blastos pequenos e homogéneos, dificil observar nucléolos.
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e LLA tipo L2 - blastos de tamanho variavel, heterogéneo, nucléolos
grandes visiveis. Diagndstico diferencial com LMA-M7.
e LLA tipo L3 - blastos grandes, citoplasma basofilo e vacuolizado. Forma
de pior prognostico.
Existe ainda uma classificacdo mais abrangente (MIC) para a LLA, tal como
para a LMA.
O principal objetivo dessas classificagdes ¢ separar LLA de LMA, especialmente
naqueles casos muito indiferenciados, além de determinar terapéutica adequada e
prognostico.

Existe um tipo de LLA tipo pré-B, que corresponde a maioria dos casos de
LLA. E definido por marcadores imunoldgicos. E com estes, ¢ possivel
determinar células até mais indiferenciadas, como as da LLA tipo pré-B inicial
(early pre-B), que ¢ mais comum em criangas e tem bom progndstico. LLAs de
tipo B correspondem a 80% dos casos e em geral tém melhor prognostico que os
de tipo T, sendo estes mais frequéntes em adultos. Todavia os de tipo B sdo os
mais comuns tanto em criangas como em adultos. LLAs indiferenciadas: tipo
pré-B e tipo pré-B inicial.

O quadro clinico ¢ idéntico ao da LMA, porém na LLA ¢ mais comum
adenomegalia e esplenomegalia, além de fendmenos compressivos decor-rentes
de infiltragcdes e neuroleucemia.

O diagnodstico ¢ através do exame citoldégico do sangue periférico, da
medula 6ssea e do liquor (liquido céfalo-raquidiano - LCR).

O diagnodstico de LLA ¢ estabelecido, quando 25% ou mais das células
nucleadas da medula 6ssea sdo linfoblastos. Os seguintes exames sdo procedidos:
« Citomorfologia e Citoquimica (PAS, Sudam Black e Fosfatase Acida) do
sangue periférico ou da medula dssea.

* Imunofenotipagem do sangue periférico ou da medula 6ssea.
» Citogenética convencional da medula 6ssea ou do sangue periférico. (Condutas

do Inca, 2001).
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O mielograma revela hipercelularidade com grande substituigdo das
células normas pelo clone linfoblastico leucémico (minimo de 30%). Auxilia
também na classificagao FAB.

Importantes exames citoquimicos sdo o do Sudan negro e da peroxidase,
ambos negativos na LLA (positivos na LMA). PAS ¢ positivo. Nao ha bastonete
de Auer.

A morfologia e a citoquimica ndo diagnosticam todos os casos, sendo
muitas vezes necessario realizar maiores estudos como o da citogenética, sendo
que certas anomalias determinam melhor ou pior progndstico, por exemplo:
bom progndstico: hiperdiploidia (>50 cromossomos), del -6q (mais no tipo LLA-
L2 mau progndstico: t(8;14 - mais comum na LLA-L3), t(8;22), t(4;11), t(2;8),
t(9;22), t(8;14), t(1;19 - mais comum na LLA pré-B), cromossomo Phl

(Filadélfia, caracteristico mais da leucemia mieldide cronica).
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4. Conclusédo

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) e a Linféide Aguda (LLA) sdo um
problema que vem atingindo pessoas da populacdo em geral e o diagndstico ¢
feito a partir de um quadro clinico agudo.

Aspecto morfologico, citoquimica, técnicas de imunofenotipagem e
citogenética, vem sendo utilizados para definir e classificar as leucemias agudas;
muito importante para a verificagdo do prognoédstico e acompanhamento das
células da medula dssea.

Reacdes Citoquimicas sdo utilizadas para diferenciacdo dos subtipos LMA,
através de coloragdo das células da medula 6ssea e sangue sem modificar sua
morfologia, auxiliando na classifica¢do da leucemia.

Através do RT-PCR ¢ possivel realizar monitoramento sensivel do clone
maligno, que pode ajudar e guiar decisdes de tratamento e eventuais melhorias a
um paciente com prognoéstico desfavoravel.

A imunofenotipagem permite reconhecer o clone normal definindo as
diferenciagdes, caracteristicas prognosticas e fendtipos aberrantes para
monitorar a doenga residual minima.

A citogenética, no diagnostico de LMA ¢ um marcador de anormalidades
cromossdmicas, por exemplo, a taxa de cariotipo alterado da LMA ¢ de mais ou
menos 80%, importante para evidenciar o grupo de risco e guiar estratégias de
tratamento para estes pacientes.

Com os avancos destas técnicas o diagnoOstico, tratamento apds a
identificag¢do e classificagdao da leucemia vem melhorando a qualidade de vida ¢
esperanca de uma sobrevida. Cerca de 40% dos pacientes em tratamento tem uma
sobrevida de cinco anos ou mais, desde que o tratamento se inicie assim que
diagnosticada.

A Leucemia Linféide Aguda evoluiu de uma doenca mal definida e
intratavel na metade do século passado para uma doenga que estd entre as mais
entendidas e as mais curdveis no inicio deste século. Esse sucesso foi obtido

gracas ndo somente ao melhor conhecimento da doenga, a introducdo de novas



drogas com protocolos

tratamento de suporte

terapéuticos

adequados,

mas
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sobretudo ao melhor
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