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RESUMO

A leucemia linféide aguda (LLA) é uma proliferacdo clonal de precursores linfoides anormais na
medula 6ssea' e é a forma mais comum de cancer na infancia, compreendendo 70% dos casos; em
adultos a incidéncia € de 20%. A abordagem inicial do diagnostico consiste no exame citomorfologico
do sangue periférico e da medula 6ssea. O estudo imunofenotipico eleva para 99% o percentual de
casos corretamente classificados, permitindo identificar a linhagem (T ou B) e os diferentes estagios
de maturacdo da célula. Aproximadamente 20% dos casos sdo de origem e células T; 75%
precursores de células B e 5% de células B maduras. As técnicas citogenéticas tem contribuido de
maneira fundamental para a compreensdo da biologia molecular e do tratamento da LLA. As
anomalias cromossémicas, quando associadas ao painel de imunofenotipagem, constituem o
parametro mais importante para a classificacdo das leucemias, e juntamente com outros fatores
clinicos e laboratoriais®, tem a importancia fundamental para determinar o prognéstico e estabelecer o
tratamento adequado. O objetivo deste trabalho é fazer uma revisdo bibliografica dos métodos
laboratoriais através de critérios morfolégicos, citoquimicos e citogenéticos, que sdo Uteis para a
classificacéo das leucemias agudas.
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a clonal proliferation of abnormal lymphoid precursors in the
marrow 6ssea’” and is the most common form of childhood cancer, comprising 70% of cases; in adults
the incidence is 20%. The initial approach to diagnosis is the cytomorphological examination of
peripheral blood and bone marrow. The immunophenotypic study brings to 99% the percentage of
correctly classified cases, allowing to identify the strain (T or B) and the different stages of cell
maturation. Approximately 20% of cases are of origin and T cells; 75% B-cell precursors and 5% of
mature B cells. As cytogenetic techniques has contributed in a fundamental way to the understanding
of molecular biology and treatment of ALL. Chromosomal abnormalities, when associated with
immunophenotyping panel, are the most important parameter for the classification of leukemias, and
along with other clinical factors and laboratoriais®, has a fundamental importance in determining the
prognosis and determine the appropriate treatment. The objective of this work is to make a review of
laboratory methods through morphological, cytochemical and cytogenetic, which are useful for the
classification of acute leukemias.
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Introducéo

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma neoplasia hematolégica
heterogénea, caracterizada por uma anomalia das células tronco da medula 0ssea,
que leva a uma producdo excessiva e inapropriada das células precursoras de
origem linféide.s

A LLA se enquadra em um tipo de cancer que atinge as células sanguineas
imaturas da linhagem de células linféides. Sob estados normais, estas células se
transformam em linfocitos-B (células-B) e linfécitos-T (células-T). Na LLA, estas
células imaturas sofrem uma transformacdo maligna se multiplicando de forma
desordenada, originando acumulo de linfécitos imaturos anormais, chamados
linfoblastos ou blastos leucémicos. Essas células anormais preenchem a medula
Ossea dificultando que ela funcione normalmente, ndo produzindo o nimero correto
de células sanguineas vermelhas, células brancas normais e plaquetas.
Consequientemente as pessoas acometidas pela LLA sdo mais suscetiveis a
anemias, infecgbes recorrentes e a terem hematomas e sangramentos com
facilidade. As células blasticas anormais ocasionalmente escapam para a corrente
sanguinea e podem se acumular em varios érgéaos, incluindo os nodulos linfaticos
(ganglios), baco, figado, sistema nervoso central (cérebro e coluna espinhal) e
testiculos.*

Na leucemia linféide aguda (LLA) observa-se a existéncia de grande numero
de linfoblastos no sangue periférico e na medula 6ssea.>

Em relacdo a incidéncia a LLA pode acometer pessoas de qualquer idade,
sendo o cancer infantil mais habitual, atingindo criancas entre 2 e 5 anos de idade. A
LLA é mais comum em pacientes do sexo masculino e cor branca. A incidéncia da
LLA entre os adolescentes e adultos Jovens é de 20% e volta a aumentar apos 0s
60 anos de idade. Apesar da maioria dos casos de leucemia linféide aguda acometer
criancas, cerca de 80% das mortes pela doenca ocorre em adultos.”

Alguns exames de laboratério sdo utilizados para uma maior precisdo do
diagnostico e classificacdo da leucemia.® O diagnostico da LLA é estabelecido pelos
sinais e sintomas apresentados pelo paciente em conjunto com o0s achados
laboratoriais.®

O diagnostico e a classificacdo das leucemias agudas iniciam-se com exame

citomorfolégico do sangue periférico e da medula 6ssea. No hemograma pode ser
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constatado a presenca de blastos e a confirmacao da diminui¢do de células normais,
dessa forma sugerindo o mielograma. Porém, atualmente, com o avanco tecnologico
e cientifico no diagnéstico laboratorial das leucemias agudas, tornou-se possivel
detectar por meio de anticorpos monoclonais na imunofenotipagem estruturas de
membrana celular, dessa forma, classificando a linhagem e o estagio da maturacéo
das células leucémicas. No mais, na esfera da Biologia molecular podem-se
constatar, por meio de estudos citogenéticos, defeitos genéticos hereditarios
responsaveis pela instalacdo de leucemia aguda, com isso, proporcionar um

tratamento proprio ao subtipo dessa doenca.”

Diagnostico Laboratorial

Hemograma

O hemograma é o0 exame que analisa as variacbes quantitativas e
morfologicas dos elementos figurados do sangue. Nesse exame é contado cada um
dos trés principais tipos de células sanguineas: hemécias (glébulos vermelhos),
leucécitos (glébulos brancos) e plaquetas (células de coagulacéo)’; é avaliado esses
diferentes tipos de células do sangue, mudancas no seu nimero e sua aparéncia. E
muitas vezes, 0 primeiro a ser realizado em pacientes com suspeita de doenca
hematoldgica.®

Inicialmente o hemograma pode identificar anemia, quando as manifestagcdes
clinicas estédo totalmente desenvolvidas, sendo do tipo normocitica e normocrémica,
seguida de trombocitopenia.®

A contagem de leucécitos estd ocasionalmente muito alta, mas
frequentemente normal ou diminuida. Os blastos s&o raros ou ausentes em
pacientes leucopénicos, mas em casos de leucocitose podem ser numerosos,
chegando a constituir maioria.** Observa-se na grande maioria dos pacientes com
leucemia linféide aguda glébulos brancos imaturos no sangue, e uma quantidade
insatisfatoria de células vermelhas ou plaquetas. Muitas das células brancas do
sangue sdo linfoblastos, normalmente ndo encontrados na corrente sanguinea.
Embora estes resultados possam levar a suspeita de leucemia, é viavel um estudo

das células da medula 6ssea para a doenca ser diagnosticada.*



Mielograma

O Mielograma € o exame que avalia e quantifica os componentes da medula
O0ssea. Esse exame é realizado por meio de uma puncao feita no esterno, ossos do
quadril ou na tibia pelo medico hematologista. O diagnostico da LLA fundamenta-se
na demonstracdo de mais de 25% de linfoblastos na medula 6ssea. A medula 6ssea
encontra-se hipercelular com substituicdo dos espacos adiposos e elementos

medulares normais por células leucémicas, com precursores mieloides e eritroides

residuais de aspecto normal e megacariocitos diminuidos ou ausentes.®

Morfologia

A leucemia linfoide aguda é classificada pelo grupo French American British
(FAB) morfologicamente em trés categorias: LLA-L1, LLA-L2 e LLA-L3. Cada um
desses subtipos apresenta linfoblastos leucémicos com caracteristicas proprias.

Tabela-1

Tabela 1: Classificacao Morfologica (FAB) da Leucemia Linféide Aguda

Aspecto
morfoldgico

L1

Predominéancia de
Diametro celular | células pequenas

homogéneas

Fina ou

Cromatina Nuclear aglomerada

Regular, pode
apresentar fenda ou
indentacéo

Forma do nucleo

Indistintos ou nao
Nucléolos célula

visiveis
Quantidade de
o Escassa
citoplasma
Basofilia o
) . Ligeira
citoplasmatica
Vaculos -
Variaveis

citoplasmaicos

L2

Grandes
heterogéneas

Fina

Irregular, podendo

apresentar fenda ou
indencao

Um ou mais por
célula, grandes
proeminentes

Moderadamente
abundante

Ligeira

Variaveis

L3

Grandes
Homogéneas

Fina
Regular, redondo ou

oval

Um ou mais por

célula, grandes
proeminentes

Moderadamente
abundante

Evidente

Evidente

L1 = leucemia linfoide aguda tipo L1; L2 = leucemia linféide aguda tipo L2; L3 = leucemia linféide aguda tipo

L3; Fonte: Pizzini*®




Leucemia linféide aguda: subtipo 1 (LLA-L1)

Os Blastos da LLA-L1 apresentam-se com tamanho pequeno (células
pequenas), a cromatina tem um padrdo homogéneo e o ndcleo e bastante regular
com nucléolo de dificil delimitagdo ou ausente. Além disso, a relacao

nacleo/citoplasma € elevada, sendo que o citoplasma apresenta fraca basofilia e

raras vacuolizac@es. (figuras 1, 2 e 3)
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LLA-L1: Linfoblastos pequenos com

cromatina homogénea, sem nucleo
aparente e citoplasma escasso ou

LLA-L1: Linfoblasto pequeno com
cromatina homogénea, sem ntcleo (2000x)
aparente e citoplasma escasso.

ausente (2000x) (2000 x)

LLA-L- Medula 6ssea linfoblastos

Fonte: Mello; Silveira® Fonte: Mello; Silveira Fonte: Mello; Silveira®?

Leucemia linfoide aguda: subtipo 2

O tamanho do blasto, o padréo da cromatina, a relacdo nucleo/citoplasma, a
vacuolizacdo e a basofilia citoplasmatica sédo variaveis neste subtipo de LLA. O
formato do nucleo é irregular e pode apresentar-se clivado. O nucléolo € multiplo e

proeminente. (figuras 4, 5 e 6)

o
LLA-L2: Linfoblastos apresentan- LLA-L2-medula 6ssea linfloblas- LLA-L2: Linfoblastos apresentan-
do tamanho, padrdo da cromatina tos (2000x) do tamanho, padréo da cromati-

e relagéo nucleo/citoplasma varia-
veis. (2000x)
Fonte: Mello; Silveira™

Fonte: Mello; Silveira®

na e relacédo nucleo/citoplasma
variaveis (2.000x).
Fonte: Mello; Silveira™



Leucemia linfoide aguda: subtipo 3 (LLA-L3)

Na LLA-L3, a predominancia € de blastos grandes com padrédo de cromatina
variavel. Formato do nucleo também € variavel, mas geralmente se apresenta
ovalado, nucléolos normalmente ¢é mdltiplo e proeminente. A relacdo
ndcleo/citoplasma é baixa e a basofilia citoplasmatica intensa, além de vacuolizacdo
citoplasmatica ser frequente. (figuras 7 e 8 )»

Os blastos da LLA-L3 sdo semelhantes as células do linfoma de Burkitt.

LLA-L3: Linfloblasto apresentando vacu- LLA-L3: Linfoblasto apresentando vacu-
olizacé@o e aumento da basofilia citoplas- olizac@o e aumento da basofilia citoplas-
matica. Nucleo apresentando cromatina matica. Nucleo apresentando cromatina
frouxa ou com padréo variavel e com es- frouxa ou com padréo variavel e com es-
bosso de nucleo (2000x). bosso de ndcleo (2000x).
Fonte: Mello; Silveira™ Fonte: Mello; Silveira®

A classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) baseia-se em dados
do inumofendtipo, do cariétipo e da biologia molecular do paciente, o que possibilita
uma classificagéo de acordo com a linhagem B e T.*

As LLA de linhagem B foram divididas de acordo com estagios de
diferenciacdo normal dos progenitores B na medula 6ssea, Classificando-se em: pro-
B, comum, pré-B e B-maduro.

As LLA de linhagem T dividem-se em trés sugrupos, de acordo com antigenos
de diferenciacao correspondetes aos niveis de diferenciacdo intratimica normal: LLA

pré T, T-intermediario e maduro.®

Citoquimica
As reacgOes citoquimicas podem auxiliar na diferenciacdo entre LLA e

leucemia mieloide aguda (LMA). As reagdes mieloperoxidases e sudam Black sao
Uteis para estabelecer e confirmar o diagnéstico de LMA, uma vez que 0s

linfoblastos sao uniformente negativos.®



Os lifoblastos T revelam atividade paranuclear na esterase inespecifica logo
que realizada em pH &cido (6.0), tendo uma atividade maior de 75% na fosfatase
acida. Na periddica acida se Schiff (PAS), os linfoblastos da LLA freqlientemente
demosntram uma evidente coloracdo e forma de anéis concéntricos de granulos
grosseiros ou blocos macicos. Uma reagcdo de PAS negativa é mais frequente na
LLA de linhagem T do que na linhagem B. Os mieloblastos podem ser positivos ou
negativos para o PAS; quando positivos, ndo apresentam o0 aspecto granular

observado nos linfoblastos.®

Imunofenotipagem

A imunofenotipagem identifica os antigenos que sao marcadores especiais,
localizados na superficie das células blasticas, para estabelecer o tipo exato da
leucemia.

Os antigenos, normalmente especificado como “agrupamentos de
diferenciagdo” ou antigenos CD seguidos de um numero, atuam como pequenas
bandeiras detectando o tipo e a origem de uma célula e diferenciando-a de outras
células numa mesma amostra. A certificacdo de certos antigenos CD é util para
distinguir as células normais das células leucémicas, e precisar o tipo da célula na
qual a doenca se originou (LLA de linfocitos-B ou LLA de linfécitos-T).

Na LLA do tipo pré-B representa 5% dos casos pediatricos e 10% dos casos
adultos. As celulas expressam: HLA-DR, Terminal Desoxinucleodil Transferase
(TdT), CD34, CD19, e CD22c.*

A LLA do tipo comum (Calla) expressa CD10, o que causa um impacto
favoravel no progndstico, CDc,** CD19 e/ou CD20. Representam 75% dos casos da
LLA infantil e 50% doas casos em adultos.!

A Leucemia pré-B expressa cadeia J citoplasmatica, em adicdo a CD19,
CD20 e CD10, representando, aproximadamente, 15% das criancas com LLA e 10%
dos casos em adultos.®

A LLA do tipo B maduro, presente em 2% a 5% de criancas e adultos,
apresente um fendtipo, apresenta um fendtipo incomum, caracterizando-se pela
expressao de cadeias leves e imunoglobulina na superficie de membrana (Smlg). Os

blastos apresentam as mesmas caracteristicas morfolégicas (FAB L3) e



translocacdes cromossdmicas associadas a célula maligna do linfoma de Burkitt.
Este tipo de Leucemia apresenta progndéstico desfavoravel, pois h& elevada
incidéncia de envolvimento no SNC, resposta deficiente a terapia e sobrevida.®

Na LLA pré-T, as células expressam CD3 no citoplasma, mas nédo na
superficie celular, expressando caracteristicamente CD7, CD2, CD5 e TdT.»

Na LLA do tipo T intermediario, as células passam a expressar fortemente
CD3c, CD2, CD1la e podem co-expressar CD4 e CD8. A LLA do terceiro grupo
corresponde aos timocitos medulares, expressando CD2, CD5, CD7, CD3, sendo
duplamente positiva para CD4 e CD8. O fenoétipo T estd presente em 25% dos
adultos e 15% das criangcas com LLA, e ocorre com grande frequiéncia em individuos
do sexo masculino, estando associado a elevada leucometria por ocasido do

diagndéstico, massa mediastinica e envolvimento no SNC* Tabela - 2

Tabela 2: Perfil Imunofenotipico das Leucemias Linféides

Linhageom B Linhagem T
M arcador| Pré-B Comum Pré-B B Pré-T Intermedidrio T
HLA-DR * + + + +/-
TdT + + + +/- + + +
CD19 + + + +
CD22(c) +/- + + +
CD10 - + + +/- +/- +/- -/
CD20 - -/- + +
cp - - +
Smlg - - . +
CcD7 - - - - + + +
CcD2 - - - - . o o
CcD3(c) -/ + +
CDla - - = - . +/-
cD3 - - . . ) ; +
CD4/CD8 - - 2 = - +/= +

TdT= Terminal desoxinucleoditil transferase; CD22(c) = CD22 intracitoplasmatico; cadeia cy = y citoplasmatica
Superficie;+: expressao do antigeno; +/-: expressao variavel, freqliientemente positiva; -: auséncia de expresséo
do antigeno; -/+ exressao variavel, freqiientemente negativa.

Fonte: Pezzini*®



Anormalidades Cromossémicas

A analise cromossfmica das doencas hematologicas malignas é eficiente ndo
s6 para um diagnostico mais refinado, mas também para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na malignidade e para encontrar genes de importancia

biologica Tabela 3.

O estudo das altera¢des cromossdmicas das células neoplasicas € de grande
utilidade para diagnostico, classificacdo, orientacdo terapéutica e prognoéstico das
leucemias. As anormalidades cariotipicas estdo confinadas aos clones malignos,
desaparecem durante a remissdo hematologica e reaparecem com a recidiva,
algumas vezes demonstrando evidéncia de novas alteragcbes supostas ao clone

anormal original.®

Tabela 3: Anormalidades Cromossdmicas estruturais nao-randomizadas na LLA

Anormalidade .
cromossomica en?gﬂ,?jos Proteina Fungéo Imunofendtipo FAB ‘
’ 9:22) (34:q1) | BCRIABL | p190, p210, p230 Agﬁiiggq%grgggggggese LLA pré-B L1/L2 ‘
t(4;11) (421;23) |  AF4/MLL  [Fusdo de proteinas| Regulagdo da LLApré-B L1L2
MLL com conservagdo |  transcrigao € gxp;ﬁssao
A simultanea
gaNsetquepcu? de marcadores
il mieldides
incluindo At-Hoox
¢ DNA metiltransferase
{(1;19) (q32;p13) | E2APBX1 |Fusdode proteinas com| Fatorde transcricdo | || A rg-B L1/L2
preservagéao do dominio
de ativagao E2A
{(12,21) (p12,q22) TEL/AML Tirosinaquinase  Reguiagéo da transcrigio LA pré-B L1/L2
e fosforilagéo
t(8:14) (p24:932)|  MYCligH Proteina HLH | Fator de transcri¢ao LLAB L3
t(1;14) (p32;,911)|  TCR/TAL1 Fator de transcri¢do LLAT
Del 9p(21-22) p16™/ p16ept5 | Inibidor LLABouT L1/L2
p15 quinase-dependente
Pizzini*® 7


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1676-24442004000200008#tab03

Discussao

A classificacdo French American British (FAB) permite um diagnostico rapido,
mas cuidados devem ser tomados na sua interpretacao, pois os linfoblastos L2 séo
facilmente confundidos com mieloblastos MO e M1 indiferenciados da LMA. Outro
problema é que aproximadamente 10% dos pacientes com LLA tém uma populacéo
morfologicamente heterogénea de blastos: alguns L1 e outros L2. O uso de um tipo
celular predominante para a classificacdo nédo leva em consideracdo essa
diversidade.

A identificacdo de propriedades citoquimicas das células blasticas tem sido
uma informagdo complementar, pois a deteccdo das enzimas mieloperoxidase e
esterase inespecifica permanece um fator discriminativo importante entre LLA e
LMA. Esses corantes citoquimicos possibilitam a diferencia¢éo entre os blastos MO e
0s blastos L2.

A avaliacdo acurada da linhagem e do grau de diferenciacdo celular sé sera
possivel com estudos mais aprofundados. Dessa forma, quando o0s critérios
morfolégicos sdo suplementados por informacdes imunofenotipicas, a classificacdo
das leucemias agudas aumenta cerca de 70% a 99%, sendo possiveis a
diferenciacdo da LMA, a detecgcédo de linhagem B ou T, a definicdo de subtipos
linféide e a diferenciacdo de leucemia aguda bifenotipica.

Sabe-se gque a leucemia origina-se de uma célula progenitora hematopoiética
com uma alteracdo genética especifica, influenciando no crescimento celular e
levando a transformacdo maligna, tornando de grande utilidade a classificacédo
genética da LLA.

Durante muito tempo, utilizou-se a citogenética classica para a identificacao
de anormalidades cromoss6mica. Porém hé casos em que os resultados obtidos ndo
sdo confiaveis, seja porque as metafases ndo representam as células tumorais por
estarem presentes em numero insuficiente ou mesmo inexistentes para a analise, ou
porque as alteracdes submicroscopicas ndo sao identificadas por esse método

Outra aplicagdo importante é a determinagdo da frequéncia de rearranjos que
inclui o cromossomo Philadelfia nas leucemias BCR-ABL+, localizando varios pontos
de quebra no gene BCR do cromossomo 22 e resultando na formagéo de proteinas

quiméricas com peso molecular varidvel (p190, p210, p230) e diferentes fungdes.
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A presenca do cromossomo Philadelfia (BCR-ABL positivos) € uma das
causas de prognésticos desfavoraveis da doenca ocorre em 5% dos casos na

infancia e em 25% nos adultos.
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