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Resumo

As leucemias consistem em alteracdo neoplédsica hematoldgica que causam
alteracdes genéticas na ceélula, afetando, assim, sua diferenciacdo celular,
maturacdo e proliferacdo, resultando em extravasamento de células imaturas
para o sangue periférico e, em algumas vezes, infiltracdo de érgaos e tecidos.
As leucemias podem ser classificadas em: i) leucemia linfoide aguda (LLA) e
leucemia mieloide aguda (LMA) e ii) leucemia linfoide crénica (LLC) e leucemia
mieloide cronica (LMC). A leucemia aguda bifenotipica (LAB) consiste em
proliferacdo de blastos que expressam marcadores de superficie da linhagem
linfoide e mieloide simultaneamente, dando origem a sua ambiguidade. A LAB é
rara, agressiva e com pouca incidéncia, tornando-a pouco delimitada e
dificultando a escolha do tratamento. As leucemias sdo as neoplasias mais
comuns em criancas e adolescentes. A imunofenotipagem é o exame de maior
importancia utilizado para diferenciar os marcadores de superficie dos blastos
conseguindo assim caracterizar se a leucemia é linfoide ou mieloide.

Descritores: Oncologia; leucemia aguda bifenotipica; imunofenotipagem.

Abstract

Leukemias consist of hematological neoplastic alterations that cause genetic
alterations in the cell, thus affecting its cellular differentiation, maturation and
proliferation, resulting in extravasation of immature cells into the peripheral
blood and, sometimes, infiltration of organs and tissues. Leukemias can be
classified into: i) acute lymphoid leukemia (ALL) and acute myeloid leukemia
(AML); and ii) chronic lymphocytic leukemia (CLL) and chronic myeloid
leukemia (CML). Acute biphenotypic leukemia (LAB) consists of proliferation of
blasts that express surface markers of the lymphoid and myeloid lineage
simultaneously, giving rise to its ambiguity. LAB is rare, aggressive and with little
incidence, making it poorly delimited and making it difficult to choose the
treatment. Leukemias are the most common neoplasms in children and
adolescents. Immunophenotyping is the most important test used to
differentiate surface markers from blasts, thus characterizing whether leukemia
is lymphoid or myeloid.

Descriptors: Oncology; acute biphenotypic leukemia; immunophenotyping.



INTRODUCAO

O cancer infanto-juvenil é a segunda maior causa de morte em adolescentes
de até 19 anos por se tratar de uma patologia extremamente invasiva, de
menor tempo de laténcia, que se desenvolve rapidamente e que normalmente
tem causas desconhecidas, diferentemente do que acontece na grande maioria
dos casos em adultos, que tem como causa a grande exposicdo a fatores de
risco. Entre os tipos de cancer mais comuns nesta faixa etaria e em ordem de
prevaléncia estdo as leucemias (15 a 45%), os linfomas (5 a 25%) e os tumores
de sistema nervoso central (5 a 22%) 2% 1°,

As leucemias consistem em neoplasias hematolégicas que alteram
geneticamente as células progenitoras conhecidas também como blastos que
sdo derivadas das stem cells ou células indiferenciadas e que teriam potencial
de diferenciacdo em linfoide ou mieloide. H& uma proliferacdo clonal que pode
afetar as células progenitoras de linhagem linfoide ou mieloide causando,
assim, um acimulo das mesmas na medula 6ssea *.

O acumulo de células leucémicas que ocorre na medula faz com que as células
hematopoiéticas comuns sejam substituidas progressivamente, devido a uma
disputa nutricional e de espaco provocada pelas células alteradas, inibindo
assim, a hematopoese normal, e 0 excesso provoca infiltracdo das mesmas
tanto no sangue periférico como em 6rgéos e tecidos °.

A diferenciacdo das leucemias ocorre através de marcadores de superficie dos
blastos, que diferenciam a linhagem em mieloide ou linfoide, pela maturacéo e
pela quantidade das células * .

A imunofenotipagem tem grande importancia no diagndstico, apds a primeira
inducdo e até mesmo na avaliacdo para identificacdo de recidiva em pacientes
que ja fizeram o tratamento e estdo em periodo de manutencdo onde é feito
frequentemente exames para avaliar possiveis metastases ou recidivas *°.

Na imunofenotipagem existem diversos marcadores de todas as linhagens,
como cCD22, cCD3, cd79a, MPO, CD10, CD2, CD5, CD13, CD33, CD20, CD8,
CD117, CD19, TdT, CD7, CD14, CD15, CD24, CD64 entre outros .

O diagnéstico de leucemia linfoide aguda (LLA) e leucemia mieloide aguda
(LMA) se caracterizam por anaplasia que dara origem a presenca de grande

quantidade de blastos no sangue periférico e medula éssea, e a diferenciacéo



entre a mieloide e linfoide é feita através de exames imunofenotipicos que
indicardo, com precisédo, a linhagem dos antigenos presentes nos blastos e sua
maturac&o®.

Ja a leucemia linfoide crénica (LLC) e a leucemia mieloide crénica (LMC) se
caracterizam pela grande quantidade de células maduras no sangue periférico
e medula 6ssea, de blastos a linfocitos na LLC e a segmentados na LMC *.

A leucemia aguda bifenotipica (LAB), também conhecida como hibrida ou de
linhagem mista, consiste em uma neoplasia das células progenitoras
sanguineas que expressam antigenos de superficie tanto da linhagem linfoide
como mieloide %.

A LAB é muito agressiva, rara e € responsavel por cerca de 5% das leucemias
agudas. Em estudos recentes as estatisticas indicam que a incidéncia da LAB
em criancas é de cerca de 2 a 4,4% dos casos *°.

Existem células hematopoiéticas normais que se expressam de maneira
aberrantes, o que pode confundir-se com as LAB’s e, assim, dificultar a
identificacdo do melhor tratamento. E indicada para diferenciacéo a utilizacio
de anticorpos monoclonais e que se utilize o sistema de pontuagcdo do Grupo
Europeu para Classificacdo Imunolégica das Leucemias (EGIL) ®*2.

O tratamento para a LAB consiste em uma quimioterapia extremamente
agressiva para um possivel transplante de medula 6ssea, entdo, nestes casos,
o diagnéstico ndo é feito pela morfologia, mas sim pela expressao
imunofenotipica, que é essencial para o diagnéstico e escolha adequada do
tratamento, pois indicara se a expressao dos antigenos de membrana séao de

predominio da linhagem linfoide ou mieloide %*.



LEUCEMIAS

A medula 6ssea consiste em um tecido composto principalmente por células-
tronco do sangue, células gordurosas e tecidos que tem como funcdo o
desenvolvimento e maturacdo das células sanguineas e estd localizada no
interior de ossos especificos de acordo com a idade. Em criancas ela é
encontrada em praticamente todos 0S 0ss0s enquanto que nos adultos
encontra-se nos 0ssos da costela, esterno, vértebras, cranio, pélvis e nas
porgbes distais de osso longos como fémur e Umero e tem como principal
responsabilidade a producdo de todas as células sanguineas (globulos
brancos, vermelhos e plaquetas)®.

A leucemia é a neoplasia que atinge as células sanguineas com maior
incidéncia sobre os glébulos brancos. Esse tipo de neoplasia hematoldgica
altera geneticamente as células progenitoras que nos casos dos globulos
brancos podem ser chamadas de blastos e estdo presentes na medula 6ssea.
Estas células sdo derivadas das stem cells (células tronco) ou células
indiferenciadas que ap6s o processo de maturacdo se diferenciariam entre
linhagem linfoide ou mieldide’.

O processo de alteracdo genética faz com que ocorra uma proliferacéo clonal
descontrolada causando um acumulo de blastos na medula Ossea e,
consequentemente a infiltracdo de células imaturas para sangue periférico
assim como 6rgéos e tecidos™’.

As leucemias de podem ser de linhagem linfoide ou mieloide e podem se
apresentar de forma cronica ou aguda™®.

Nos casos de leucemias crbnicas o infiltrado medular consiste em sua maioria
de células diferenciadas e de uma determinada linhagem que em seu inicio
conseguem desenvolver suas funcées normalmente e o diagnoéstico da doenca
ocorre normalmente em exames de rotina ou ap0s um agravo da doenca onde
acontece o aumento consideravel das células leucémicas maduras causando
inchaco nos linfonodos ou infeccdes °.

Em leucemias de fase aguda o infiltrado medular consiste em blastos ou
células no inicio de sua maturacdo que ndo conseguem desenvolver suas
funcBes normais e nestes casos as células leucémicas crescem rapidamente

agravando ainda mais a doenca™*?,



As leucemias cronicas atingem uma populagcéo diferente de acordo com a
linhagem, nas de linhagem mieloide ocorre principalmente em adultos e na
linfoide a maioria dos pacientes tem mais de 55 anos e em raros casos afetam
criancas *'.

Os casos de leucemias agudas agem de forma mais agressiva em sua maioria
e tanto nas de linhagem mieloide quanto linfoide podem ocorrer o
acometimento de adultos e criancas, porém nos de linhagem linfoide a
predominancia é em criancas de 3 a 5 anos ™.

Existem diversos outros subgrupos de leucemias mieloide aguda como: as
leucemia mieloblastica sem maturacdo, mieloblastica, promielocitica,
mielomonocitica. monaocitica, eritroleucemia e megacarioblastica. Ja as
leucemias linfoide aguda se subdividem em LLA L1, LLA L2 e LLA L3, essa
classificacéo se d& devido a morfologia das células *°.

O principal exame utilizado para a diferenciacdo dos tipos de leucemias € a
imunofenotipagem que pode utilizar o citometro de fluxo ou a
imunohistoquimica para diferenciar os marcadores de superficie dos blastos e
assim diferenciar a linhagem, o grau de maturacdo e a identificacdo de

marcadores com valor prognéstico *°.
IMUNOFENOTIPAGEM

A imunofenotipagem € a analise da expresséo antigénica da células atraves da
ligacdo do antigeno com anticorpo e fluorocromo. Os anticorpos monoclonais
se ligam as células nos epitopos em sua membrana, citoplasma e
intranuclearmente **.

O exame utiliza um aparelho de citometria de fluxo ou a imunocitoquimica para
a leitura da reacdo dos anticorpos monoclonais associados ao fluorocromo que
quando ligados através da ligagdo antigeno-anticorpo aos marcadores de
superficie liberam fluorescéncia. Existe um painel de marcadores especificos
que definem cada linhagem e a partir de sua identificacdo consegue-se definir
o melhor tratamento, a medicacdo mais especifica e também ¢é utilizado para
avaliar o grau de maturacado das células neoplasicas e possiveis recidivas™*°.
Os marcadores mais utilizados para a linhagem mieloide sdo: CD13, CD33,

CD65, MPO, CD11c, CD14, CD15, CD36, CD235a, CD41,CD61,CD42, CD34,



H-antigeno, CD117, HLA-DR e TdT %,

Tabela 1.%°

Classificacao da imunofenotipagem da LMA

Marcadores LMA-MO/M1/M2 LMA-M3 LMA-M4/M5a/M5b LMA-M6 LMA-M7

CD13/CD33 o ot e + ++
CD65 +/+/++ - R + +
MPO -/ +/++ e e - -

CD11c -ou + - ++ - -

CD14 - - +/+/++ - -

CD15 +/+/++ - < - 5

CD36 - - - o -

H-antigeno - - - ++ -

CD235a

(Glicoforina A) - - - + -

CD41/CD61 - - - - +4
CD42 - - - - +

CD34 +/++/+ + +/+/+ + R
CD117 o - - - -

HLA-DR ++/++/+ - o + ++
TdT - E + + +

-: < 10% das leucemias sdo positivas; £: 10%-25% das leucemias sdo positivas; +: 25%-75% das leucemias s@o positivas; ++: > 75% das
leucemias sdo positivas. Adaptado de Szczepanski et al., 2003.

Para a leucemia de linhagem linfoide séao utilizados os seguintes marcadores:
HLA-DR, TdT, CD19, CD22(c), CD10, CD20, cyu, Smlg, CD7, CD2, CD3(c),
CD1la, CD3, CD4 E CD8 *°.

Tabela 2.*°
Linhagem B Linhagem T

Marcador Pro-B Comum Pré-B B Pré-T Intermedidrio T
HLA-DR + - - - +/- - -
TdT + + +/- + + +
(D19 4 K - + - - -
CD22(c) -+ . - + - - -
CD10 - + + -+ -+ -+ +/-
CD20 - -/+ + +
cp - . + - - . .
Smig - - - + - - -
CD7 - - - - + + +
Ch2 - - - - - + +
CD3(c) - - - - +/- - +
CD1a - - - - - +/- -
CD3 - - - - - - +
CD4/CD8 - - - - - +/- +

TdT = Terminal desoxinucleotidil transferase; CD22(c) = CD22 intracitoplasmdtico; qu = cadeia y citoplasmdtica; Smig = imunoglobuling de superficie;
+: expressdo do antigeno; +/-: expressdo varidvel, freqientemente positiva; -: auséncia de expressdo do antigeno; -/+: expressdo varidvel,
freqientemente negativa. Adaptagdo de Souza et al,
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A técnica da imunofenotipagem por citometria oferece grande sensibilidade,
objetividade, rapidez e precisdo na andlise da caracteristica celular e contetdo
do DNA/RNA, com isso analisa-se a quantidade de antigeno celular, a
resisténcia celular a drogas e a anélise do citoplasmatica***2.

O citometro de fluxo avalia dois principais parametros, o de luz dispersa que
avalia o tamanho e complexibilidade interna da célula e o outro avalia a
presenca de um ou mais anticorpos associados a marcadores fluorocromos
especificos caracterizando assim o grau de diferenciacdo, linhagem, entre
outras™.

Outros exames podem ser associadas a imunofenotipagem, como, mais
comumente, o cariotipo, porém outros como citogenética convencional e
molecular, Southern blotting, amplificacdo de DNA ou RNA por PCR, PCR em
tempo real, hibridizacéo in situ entre outras técnica podem ser realizadas com
intuito de melhor entendimento da patologia e causas genéticas ligadas a

determinadas linhagens leucémicas® **.

Tabela 3.1

Classificacao e prognoéstico de leucemias de acordo
com as alteracoes genéticas.

Alteracao cromossomica Tipo de leucemia Prognostico

ti4;11) MLL/AF4 LLA-B PIOR

ti12; 1) TEL/AMLA LLA-B FAVORAVEL

HIFERDIPLOIDIA LLA-B FAVORAVEL

ti9;22) BCR/MABL LLA-B DESFAVOR AVEL

t(1:19) E2A/PBX1 LLA-B DESFAVOR AVEL
OuU COMU M

TAL1 deletion SIL-TAL1 LLA-T

ti8:14)(g24:911) e-MYC-TRCAD LLA-T

t(11;14){p15:911) LMO1-TCRD LLA-T

t(11 ;14)(p13 :911) LMO2-TCRD LLA-T

t(11;14)(p34:911) TAL1-TCRD LLA-T

ti10;14) (g24; g11) HOX11-TCRD LLA-T

ti8:21)AML1/ETO LMA (FAB M2) FAVORAVEL

t(15:17) PML/BRARa LMA (FAB M3) FAVORAVEL

Inv16CBFb/SMMHC LMA (FAB M4) FAVORAVEL

11923 LMA (FABM4MS) INTERMEDIARIO
OU DESFAVOR AVEL

t(1:22) OTT/LAM LMA (FAB MT) DESFAVOR AVEL

TRISSOMIADO 12 LLC

t(11;14) (g13;932) LLC

t1(9;22) BCR-ABL LMC FAVORAVEL
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LEUCEMIA BIFENOTIPICA

Entre as leucemias agudas existe um tipo raro que consiste em uma neoplasia
das células progenitoras sanguineas que expressam antigenos de superficie
de ambas as linhagem, portanto suas células expressam marcadores de
linhagem linfoide e mieloide, essas sdo as leucemias aguda bifenotipicas
(LAB), hibrida ou mista como também podem ser chamadas °.

A LAB é responsavel por 5% das leucemias agudas devido a ndo dupla
expressdo de linhagem afetada, tem um progndstico péssimo e ndo hia um
protocolo de tratamento, pois ndo consegue-se definir o foco para ele. O
tratamento € mais agressivo e na grande maioria € voltado para possibilitar um
transplante de medula éssea ap6s a primeira remissao >3 8.

O transplante de medula 6ssea € realizado apos a identificacdo de um doador
compativel e uma depressao profunda quase nula do sistema imunolégico do
paciente com o intuito de reduzir assim as chances de uma rejeicéo 2.

A classificacdo das LAB's se da pelo EGIL que utiliza o resultado da
imunofenotipagem para gerar um score mostrando se ha uma maior expressao

de linhagem linfoide ou mieloide®®.

Tabela 4. *®

Grupo Classificacdo

FAB* (1976) Primeira classificacio mundialmente aceita
Critérios: morfoldgicos e citoquimicos
Blastos na LA > 30% na medula 6ssea
LMA (M1 a M6)
Em 1985, essa classificacdo foi revisada e adotaram-se critérios imunofenotipicos, incluindo o
subtipo LMA M7, através da confirmacdo de blastos plaquetarios, e o subtipo M0, através de
marcadores monoclonais

MIC** Critérios: morfoldgicos, imunolégicos e citogenéticos

EGIL*** (1995) Critérios: imunoldgicos (expressdo de antigenos na superficie celular a partir de painéis de

anticorpos monoclonais)
Definicdo de leucemias bifenotipicas agudas (BAL)

WHO**** (1997)  Foi proposta a classificacio que separa e define os subtipos de leucemias agudas (mieléide,
linféide ou bifenotipica)
Blastos na LA > 20% na medula dssea
LMA passa a ser valorizada através de seus dados de recorréncia citogenética e da histéria
clinica e/ou aspectos displasicos na medula 6ssea

*French-American-British.

**Morphological-immunclogical-Cytogenetic.

***furgpean Group for the Immunological Characterization of Leukemias.
****hiorld Health Organization.
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Em um estudo recente realizado no interior de S&o Paulo utilizando como fonte
um hospital especializado no diagnéstico e tratamento de neoplasias em
criancas de 0-19 anos constatou-se que a LAB realmente é rara, pois atinge
cerca de 4% dos seus paciente e com uma revisdo desses casos utilizando
como fonte principal o exame de imunofenotipagem, néo foi possivel encontrar
um padréo entre 0s casos no comparativo dos marcadores, presenca de
alteracbes genéticas e na resposta que cada individuo teve frente ao
tratamento. Os marcadores que apresentaram uma maior positividade como
representados foram: CD34 com 80%, CD19, CD13 e CD45 com 60%. Houve
positividade parecida em relacdo a quantidade de marcadores linfoide e
mieloide, pois se identificou positividade de 8 marcadores linfoide e 9
marcadores mieloide, porém ndo podemos considerar uma comparacao
fidedigna porque foram avaliados 13 marcadores linfoides e apenas 9

marcadores mieloides”.

Gréfico 1. Marcadores com positividade nas imunofenotipagens avaliadas®.
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CONCLUSAO

A leucemia € uma das neoplasias com maior incidéncia e com grande chances
de recuperacéo devido ao avanco no tratamento e diagnéstico *°.

A imunofenotipagem tem um papel importante no diagnostico para a detecgéo
e identificacéo das leucemias e seus subtipos, devido a utilizacdo de anticorpos
monoclonais que aumentam sua especificidade que € de extrema necessidade
no momento de diagndstico e para a definicdo do protocolo de tratamento a se
seguir ™.

Os exames que tem como base a identificacdo de alteracBes genéticas
também sdo considerados exames de grande importancia pois foi identificado
uma incidéncia significativa de positividade dessas alteracdes associadas as
alguns subtipos leucemias *°.

A LAB é considerada “rara”, pois apesar da grande ocorréncia de leucemias,
poucos sdo o0s casos deste subtipo de leucemia. Os estudos a ela destinados
ainda sdo escassos, 0 que dificulta o direcionamento para o protocolo de
tratamento e também o entendimento do desenrolar desta patologia®®.

De acordo com o estudo realizado por Aribi, 2007 nao foi encontrada nenhuma
alteracdo cromossdmica que explicasse ou que estivesse associada a
ocorréncia e evolugdo da LAB *.

O exame de imunofenotipagem é eficaz e pode ser considerada a melhor forma
de se diagnosticar a LAB devido a apresentar com exatiddo os tipos de
marcadores e assim direcionar o médico em qual protocolo seguir *.

Os marcadores encontrado na LAB ndo apresentam um padrdo, portanto
podem ter sua maior quantidade voltada para a linhagem linfoide ou mieloide, e
neste ponto o score apresentado pelo EGIL é muito importante para definir o

tratamento que sera realizado ®*2.
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