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Resumo

As leucemias bifenotipicas agudas se caracterizam por apresentar antigenos de superficie,
citoplasmaticos ou nucleares tanto das linhagens linféides como das linhagens mieloides, numa
mesma populacdo de células blasticas. Aparecem em cerca de 0,5 a 3% das leucemias agudas e
podem acometer tanto adultos como criangas.

Atualmente, a citometria de fluxo tem se consolidado como um ferramenta importante para
o diagnostico das leucemias bifenotipicas aguda, todavia o mesmo continua dependente de
informagdes clinicas, morfologia celular e avaliacdo genética, principalmente apos muitas pesquisas
apontarem anormalidades no cromossomo Filadélfia (Ph) associadas ao diagndstico de leucemia
bifenotipica. Recentemente, foi apontada a possibilidade de uma entidade biologicamente tinica nas
leucemias bifenotipicas aguda, o que possibilitaria avangos nas condutas terapéuticas e patogénese.

No entanto, o conhecimento a respeito da origem das leucemias bifenotipicas ainda ¢ muito
limitado. Embora ndo exista um tnico critério para o tratamento dessa doenga, sabe-se que a mesma
requer um tratamento mais intensivo para antigir a longo prazo remissdes completas. Dessa
maneira, ¢ importante que se faca distingdo entre as leucemias bifenotipicas aguda e os casos de
LLA e LMA com expressao aberrante de marcadores de outras linhagens devido a diferenga na

conduta terapéutica.

Palavras chaves: Leucemia bifenotipica aguda, fendtipo aberrante, co-expressdo de

marcadores.



Abstract

Biphenotypic acute leukemias are characterized by presence surface antigens, cytoplasmic
or nuclear of both lineages, lymphoid and myeloid, in the same population of blast cells. Appear at
about 0.5 to 3% of acute leukemias and can affect both, adults and children.

Currently, flow cytometry has been established as an important tool for the diagnosis of
biphenotypic acute leukemias, but it remains dependent on clinical data, cell morphology and
genetic evaluation, especially after many studies indicate abnormalities in Philadelphia
chromosome (Ph) associated with diagnosis of biphenotypic leukemia. It was recently pointed out
the possibility of a biologically unique entity in biphenotypic acute leukemias, which would allow
advances pathogenesis and therapeutic approaches.

However, knowledge about the origin of biphenotypic leukemia is still very limited.
Although there is no single criterion for the treatment of this disease, it is known that it requires a
more intensive treatment for former long-term complete remissions. Thus, it is important to make
distinction between biphenotypic acute leukemia and the cases ALL and AML with aberrant

expression of markers of other lineages because the therapeutic approach is different.
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Introducio

As células hematopoiéticas podem ser identificadas através da expressdo de determinados
antigenos, que caracterizam cada estagio do processo de diferencia¢do e maturacdo celular. A perda
parcial da capacidade de diferenciacdo e o tipo de linhagem comprometida representam as bases
para a classificacdo das leucemias. As leucemias sdo caracterizadas pela proliferacdo neoplésica
generalizada ou acumulo de células hematopoiéticas, com ou sem o envolvimento do sangue
periférico. Na maioria dos casos as células leucémicas extravasam para o sangue periférico, onde
podem ser vistas em grande numero. (Quixabeira & Saddi, 2008; Silva et al 2006).

As leucemias se originam de uma célula precursora doente de qualquer uma das linhagens
sanguineas, mieloide ou linféide. De acordo com o grau de diferenciagdo das células neoplésicas
envolvidas no processo leucémico, podemos classificar as leucemias em agudas e cronicas. As
leucemias agudas sdo caracterizadas pela proliferagdo clonal, acompanhada de bloqueio de
maturagdo variavel, onde as células neoplasicas perdem a capacidade de produzir células saudéveis.
O termo aguda ¢ utilizado para descrever leucemias com predomindncia de blastos na medula
Ossea; em geral, as leucemias agudas sdo de progressao rapida e podem acometer tanto jovens como
adultos. O tratamento deve ser imediato, pois com o acumulo, as células leucemicas podem migrar
para varias partes do corpo. Nas leucemias cronicas, as células predominantes sdo diferenciadas,
mas mesmo assim doentes. A progressao das leucémias cronicas ¢ lenta, podendo variar de meses a
anos. Diferente das leucemias agudas, as leucemias cronicas em alguns casos ¢ apenas monitorada
por algum tempo antes do tratamento. (Lemos, Jacomo & Santos, 2007; Biondo, 2005; Silva et al
2006; Quixabeira & Saddi, 2008).

De acordo com a linhagem comprometida, podemos classficar as leucemias em: leucemia
linféide (acomete a série linfocitica) e leucemia mieldide (acomete as séries granulociticas,
monociticas, eritrocitarias e megacariociticas), ambas podendo ser apresentadas na forma aguda ou
cronica. Sendo assim temos as leucemias linféide cronica (LLC), leucemias mieldide crdénica
(LMC), leucemias linféide aguda (LLA) e leucemias mieldide aguda (LMA). (Biondo, 2005;
Lemos Jacomo & Santos, 2007).



Diagnostico das leucemias

O diagnoéstico das leucemias estd baseado, na maioria dos casos, na andlise morfologica e
citoquimica das células neoplésicas, porém a dificuldade na classificagdo de alguns pacientes tem
levado a busca de outros parametros. Atualmente, a morfologia, ainda tida como de grande
importancia na classificacdo das leucemias, foi incorporada em sistemas de classifica¢do atuais,
como as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e imuno-histoquimica que sao uteis
no diagnostico, classificagdo, progndstico, estagiamento, monitoramento, e revelam a presenca de
células com fenotipo significamente anormais. Sendo assim, o diagnésitco das leucemias depende
da combinac¢do de uma andlise de dados clinicos, morfologia (sangue ¢ medula 6ssea), marcadores
fenotipicos (imuno-histoquimica e citometria) e marcadores citogenéticos e moleculares. ( Rego &
Santos, 2009; Quixabeira & Saddi, 2008; Silva et al/ 2006; Farias & Castro, 2004;Paes et al 2001;
Metze, 2009)

Leucemia bifenotipica aguda

As células leucémicas expressam antigenos de diferenciacdo mieldide, nos casos das
leucemias mielodides e linféides nos casos das leucemias linfoéides, com um padrdo e critérios ja
bem definidos. A grande maioria dos casos de leucemias agudas podem ser identificados como
mieldide ou linfoéide pela morfologia, citoquimica e marcadores imunoldgicos de membrana e
citoplasma. Entretanto, existem casos mais dificeis de se classificar, devido a presenga de ambos os
marcadores na mesma célula. Esse fendmeno ¢ conhecido como fenétipo aberrante. Os fendtipos
aberrantes estdo em geral associados a leucemias com co-expressdo de marcadores raramente ou
nunca encontrados simultanemante na diferenciagdo normal; com super expressdo de um marcador
especifico de linhagem celular; ou com a auséncia de um marcador, indicando assicronia de
maturacdo. Cerca de 5% a 10% dos pacientes com leucemia aguda apresentam marcadores
morfologicos, citoquimicos e imunofenotipicos desmostrando duas linhagens diferentes, em
populagdes diferentes de blastos. Sdo conhecidas como leucemia de bi-linhagem. No entanto, existe
um grupo de leucemias aguda que apresenta na mesma populacdo de blastos, co-expressao de
marcados citoplasmaticos ou nucleares, de linhagem linféide B e mieldides e, menos
frequentemente, marcadores linféides T e mieldides. Além disso, essas células apresentam
caracteristicas morfologicas e citoquimicas de ambas linhagens. Sdo as leucemias bifenotipicas
agudas.(Emerenciano et al,2004; Silva et al 2006, Martins & Falcdo, 2000; Kovacs et al, 2008;
Nishiuchi et al, 2009).



Os primeiros relatos publicados que se referiram as leucemias bifenotipicas datam da década
de 80, logo apds o aparecimento dos anticorpos monoclonais e seu uso para definicdo de células
leucemicas. Recentemente, as leucemias bifenotipicas agudas foram descritas pela Organizagdo
Mundial da Satude e associadas a outras leucemias agudas ndo convencionais, como aquelas que
mudam sua linhagem durante o tratamento ou que mostram caracteristicas pouco diferenciadas ou
indiferenciadas. ( Bené, 2009; Rubnitz, et al, 2009).

As leucemias bifenotipicas aparecem em cerca de 0,5 a 3% das leucemias agudas e parecem
ser mais comuns nos pacientes com sindrome mielodisplasica prévia, leucemias secundarias,
leucemias associadas a translocacdo (11:23) e ao cromossomo Filadélfia (Ph). (Emerenciano et
al,2004; Silva et al 2006, Martins & Falcao, 2000; Kovacs et al/, 2008; Nishiuchi et al, 2009).

O imunofendtipo mais comum nas leucemias bifenotipicas aguda é a co-expressdo de
marcadores mieloide e linféide B, cerca de 60 a 65%; a co-expressdo de marcadores mieldides e
linféide T ¢ menos representativa, de 20 a 25%. A co-expressdo dos trés marcadores ( linfoide T e
B e mieloide) ¢ muito rara, e a presenca de marcadores linféide T e B no mesma células bléstica ¢
incomum. (Nishiuchi et al, 2009; Matutes et al, 1997).

O diagnoéstico das leucemias bifenotipicas €, assim como nos outros tipos de leucemia,
baseado inicialmente na morfologia e citoquimica e posteriormente, complementado pela
imunofenotipagem. Em geral, ¢ utilizada amostras da medula 6ssea; apenas em alguns casos se
utiliza amostras de sangue periférico quando a biopsia da medula ndo ¢ bem sucedida e o paciente
tem uma contagem suficiente de leucdcitos. As leucemias bifenotipicas apresentam frequentemente
alto numero de leucécitos e muitos casos tem uma variagdo proporcional de blastos circulantes.(Al-
Seraihy et al, 2009; Matutes et al; 1997)

A classificacdo final das leucemias bifenotipicas aguda ¢ feita baseada na prosposta do
European Group Immunological Classification of Leukemias (EGIL). Esse sistema ¢ baseado no
namero e no grau de especificidade de certos marcadores mieloides e linféides; ele confere score
(pontos) para marcadores celulares de membrana e citoplasma das linhagens linféide e
mieléide.(Tabela 1.). Uma ferramenta importante nessa classificagdo ¢ a imunofenotipagem por
citometria de fluxo. A citometria ¢ um método rdpido e objetivo que permite a analise
multiparamétrica das células e a deteccdo e quantificagdo de antigenos celulares de superficie,
citoplasma e nlicleo numa mesma amostra. Nessa técnica sdo utilizados anticorpos monoclonais,
que recebem a designacdo CD (cluster of differentiation). Os antigenos de membrana sdo comuns a
diferentes tipos celulares, ja os antigenos citoplasmaticos sdo especificos, € por isso possibilitam
classificar as leucemias. Sendo assim, sdo consideradas leucemias bifenotipicas aguda os casos
onde a soma dos pontos sdo superiores a dois para marcadores especificos da linhagem mieldide e

dois para marcadores especificos da linhagem linféide. (Al-Seraihy et al, 2009; Matutes et al; 1997;



Silva et al,2004).

Tabela 1. Sistema de score proposto pelo European Group Immunological Classification of

Leukemias (EGIL)

Score Linfoide B Linfoide T Mieldide
CD79 CD3 (sup/ cit) MPO
2 IgM cit anti- TCR
CD22 cit
CDI19 CD2 CDI117
CD20 CD5 CD13
1 CD10 CD8 CD33
CD10 CD65
TdT TdT CD14
CD24 CD7 CD15
0,5 CDla CDo64

Discussao e Conclusao

As leucemias bifenotipicas aguda foram descritas na literatura como leucemias de linhagem
mista ou hibrida ¢ o uso de um amplo painel de anticorpos monoclonais possibilitou o seu
reconhecimento por imunofenotipagem. No entanto, o conhecimento a respeito de sua origem ainda
¢ muito limitado, tanto em termos clinicos como bioldgicos e os mecanismos pelos quais ocorrem
os fenodtipos aberrantes ainda é incerto.E provéavel que o grupo de casos referidos como leucemia
bifenotipica aguda englobem tanto as verdadeiras leucemias bifenotipicas aguda, como também
casos de LMA e LLA com fenétipos aberrantes, ja que alguns pacientes com leucemia aguda
apresentam marcadores morfoldgicos, citoquimicos e imunofenotipicos desmostrando duas
linhagens diferentes.(Yamamoto, 2000; Emerenciano et a/,2004; Al-Seraihy et a/, 2009; Matutes et
al, 1997).

Como ja citado anteriormente, a classificagdo das leucemias bifenotipicas foi prosposta pelo
European Group Immunological Classification of Leukemias (EGIL). Entretanto, a literatura aponta

que esse método ¢ ttil para o diagndstico da doenga, mas ndo estabelece sua origem e linhagem de



maneira clara. Acredita-se que a leucemia bifenotipica ¢ derivada de células progenitoras
hematopoiéticas capazes de expressar antigenos de mais de uma linhagem celular, isso porque a
maioria dos casos de leucemia bifenotipica expressam o antigeno CD34, que ¢ um marcador de
imaturidade. (Yamamoto, 2000; Emerenciano et al,2004; Al-Seraihy et al, 2009; Matutes et al,
1997; Nishiuchi et al, 2009).

Sabe-se que a leucemia bifenotipica aguda pode afetar tanto criangas como adultos,
especialmente criancas menores de dois anos. No entanto a incidéncia exata da doenga na infancia ¢
desconhecida, pois os casos pediatricos vém sendo relatado dentro dos casos adultos. (Al-Seraihy et
al, 2009; Matutes et al, 1997).

Dados demonstram que a leucemia bifenotipica aguda tem um pior prognostico quando
comparado com outros tipos de leucemia. Embora ndo exista um unico critério para o tratamento
dessa doenga, sabe-se que a mesma requer um tratamento mais intensivo para antigir a longo prazo
remissdes completas. Sendo assim, ¢ importante que se faca distingdo entre as leucemias
bifenotipicas aguda e os casos de LLA e LMA com expressdao aberrante de marcadores de outras
linhagens, devido a diferenga na conduta terapéutica. Ha4 também em alguns casos a indicagdo de
transplante de medula 6ssea precoce. Porém, a necessidade de transplante em primeira remissao
ainda parece controversa. (Yamamoto, 2000; Emerenciano et al,2004; Matutes et al, 1997;Al-
Seraihy et al, 2009).

E importante ressaltar que, mesmo com a imunofenotipagem por citometria de fluxo ter se
tornado uma ferramenta importante no diagndstico das leucemias, o mesmo ainda permanece
dependente, na maioria dos casos, de informagdes clinicas, da morfologia celular no mielograma e
bidpsia de medula dssea e da avaliagdo genética. Estudos apontam que grande parte das leucemias
possui fatores prognosticos determinados por fatores citogenéticos. Nao existe uma unica
anormalidade cromossomica associada as leucemias bifenotipicas aguda, embora estudos recentes
indiquem que alguns casos da doenca possam apresentar uma entidade biologicamente Unica, como
por exemplo, anormalidades nos cromossos 9,22 (Ph) que vem se estabelecendo como um padrao
comum dessa doenca. Portanto, a citogenética tem sido uma ferramenta fundamental no diagnostico
e no estabelecimento de fatores prognoésticos nas leucemias agudas, pois pacientes pds tratamento
perdem as caracteristicas iniciais da doencga, tornando dificil a revisdo dos achados inicias. Além
disso, o conhecimento mais aprofundado das entidades biologicamente unicas das leucemias
bifenotipicas aguda possibilitaria identificar novos mecanismos de patogénese e novos alvos

terapéuticos.( Rego & Santos, 2009; Hamerschlak, 2008;Rubnitz et a/,2009).
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