RESUMO

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), trata-se de um grupo de desordens
clonais provenientes da célula hematopoiética imatura linfoide, que sofreu alteracéo
genética e se tornou neopléasica. A LLA é a leucemia mais comum na infancia, e
representa apenas 1/5 das leucemias do adulto. O diagnostico de uma LLA baseia-
se principalmente em hemograma e mielograma, mas tais exames devem ser
complementados por imunofenotipagem e coloracdes citoquimicas. O objetivo deste
trabalho é fazer uma revisdo bibliografica dos métodos laboratoriais através dos
criterios morfolégicos, citoquimicos e imunolégicos, que sdo U(teis para a

classificacdo e o diagnéstico das leucemias linfoides agudas.
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ABSTRACT

Acute Lymphocytic Leukemia (ALL), it is a group of clonal hematopoietic
disorders arising from immature lymphoid cell that has undergone genetic change
and become neoplastic. ALL is the most common childhood leukemia, and is only 1/5
of adult leukemia. The diagnosis of ALL is mainly based on blood count and bone
marrow examination, but such tests must be complemented by immunophenotyping
and cytochemical staining. The objective of this work is to make a literature review of
laboratory methods by morphological, cytochemical and immunological criteria, which
are useful for the classification and diagnosis of acute lymphoid leukemia.
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INTRODUCAO

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) que também pode ser chamada de
leucemia linfoblastica aguda, trata-se de um grupo de desordens clonais
provenientes da célula hematopoiética imatura linféide, que sofreu alteracéo
genética e se tornou neoplasica, adquirindo assim, um grande e descontrolado
poder proliferativo e perda total ou parcial da sua capacidade de amadurecimento
(OLIVEIRA et al, 2004). Varios serdo os efeitos, mas dentre eles temos o
crescimento incontrolavel e o acumulo anormal das células chamadas linfoblastos,
que vao perder a sua capacidade de funcionar como células sanguineas normais,
bloqgueando a producdo normal de células na medula éssea, havendo assim a
diminuicdo na producdo de globulos vermelhos, plaquetas e glébulos brancos na
medula 6ssea (HOFFBRAND et al, 2004).

A LLA é a leucemia mais comum na infancia, e representa apenas 1/5 das
leucemias do adulto. Nos casos infantis 70% ou mais sdo curados, mas no adulto
apenas 25% dos casos estao livres da doenca apos cinco anos (GIGLIO et al, 2007).
Os melhores resultados séo alcangados com a escolha do melhor protocolo baseado

na idade, quadro clinico, resultados laboratoriais e resposta ao tratamento inicial.

Em relacdo aos sinais e sintomas da LLA eles séo inespecificos e podem
cursar com varias outras patogenias, tais como, reumatismo, infec¢ao, entre outras.
Os sintomas, mais comuns estdo relacionados a anemia, a trombocitopenia
(petéquias ou equimoses), dores Osseas; hepatoesplenomegalia, adenomegalias e
febre sdo mais raros (GIGLIO et al, 2007). Em alguns casos, pode existir ainda
massa testicular, sintomas neuroldégicos e até lesdes na pele, decorrentes da
infiltracdo leucémica. Existe também a possibilidade de virose na infancia causar
uma reacao linfocitaria intensa (VERRASTRO et al, 2005).

O diagnodstico de uma LLA baseia-se principalmente em hemograma e
mielograma (esfregacos de sangue para analise morfolégica das células), mas tais
exames devem ser complementados por imunofenotipagem e coloracdes
citoquimicas. Tais diagnosticos serdo apresentados com seus achados laboratoriais

em particular de acordo com a FAB (grupo franco-americano-britanico)



(VERRASTRO et al, 2005) aumentando o poder de diagnéstico e de diferenciacao
da LLA (OLIVEIRA et al, 2004).

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Hemograma

A caracteristica de um esfregaco de sangue serd quase sempre anemia
normocitica e normocrémica, plaquetopenia em 90% dos casos, leucocitose variavel,
nimero de linfoblastos variando de acordo com a contagem de leucdcitos, hiato
leucémico além da diminuicdo de células normais ao esfregaco corado
(VERRASTRO et al, 2005).

Mielograma

O mielograma sera hipercelular acentuado na maioria dos casos, com
substituicdo quase total de células normais por linfoblastos leucémicos (70% a
100%). E valido lembrar que a informacdo clinica do paciente é essencial para
melhor interpretacdo do esfregaco de medula 6ssea, assim como coleta inadequada
e preparacdes pobres em células dificutam a analise (OLIVEIRA et al., 2004 e
VERRASTRO et al., 2005).

Morfologia

A FAB classifica a LLA em trés diferentes subtipos de acordo com as
caracteristicas morfoldégicas encontradas em um hemograma: LLA subtipo L1, LLA
subtipo L2 e LLA subtipo L3.



Tabela 1. Classificag@o morfologica (FAB) da leucemia linfoide aguda.

Aspecto L1 L2 L3
Morfolégico

Diametro celular Predominancia de células | Grandes heterogéneas Grandes
peqguenas homogéneas homogéneas

Cromatina nuclear | Fina ou aglomerada Fina Fina

Forma do nucleo Regular, pode apresentar fenda | Irregular, podendo | Regular redondo
ou indentac&o apresentar fenda  ou | ou oval

indentacao

Nucléolos célula

Indistintos ou nao visiveis

Um ou mais por células,

Um ou mais por

grandes, proeminentes. células, grandes,
proeminentes.
Quantidade de | Escassa Moderadamente Moderadamente
citoplasma abundante abundante
Basofilia Ligeira Ligeira Evidente
citoplasmatica
Vacuolos Variaweis Variaweis Evidente

citoplasméticos

Ll=Leucemia linféide aguda tipo L1; L2=Leucemia linféide aguda tipo L2; L3=Leucemia

linféide aguda tipo L3.

Fonte: (FARIAS, 2004 p.92)

Figura 1. Linfoblastos equeno, e cromatina oo ouxa " d tanhhoogéneo, LLA
subtipo L1. OLIVEIRA, Raimundo A.; NETO, Adelino P. Anemias e Leucemias: Conceitos Bésicos e
Diagnosticos por Técnicas Laboratoriais. 1%d. S&o Paulo: Roca, 2004.
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Figura 2. Linfoblastos de tamanho e relacdo nucleo/citoplasma heterogéneos, LLA subtipo
L2. OLIVEIRA, Raimundo A.; NETO, Adelino P. Anemias e Leucemias: Conceitos Basicos e
Diagnosticos por Técnicas Laboratoriais. 1%d. Sao Paulo: Roca, 2004.

Figura 3. Linfoblastos grandes, cromatina frouxa e com nucléolos, citoplasma
excessivamente basofilo e vacuolizado, LLA subtipo LL3. OLIVEIRA, Raimundo A.; NETO, Adelino P.
Anemias e Leucemias: Conceitos Basicos e Diagnoésticos por Técnicas Laboratoriais. 13%d. Sé&o
Paulo: Roca, 2004.



Imunofenotipagem

Como visto anteriormente a LLA €& uma doenga maligna do sistema
hematopoiético que se caracteriza pela expansao clonal de células imaturas na
medula 6ssea com consequliente aparecimento no sangue periférico de linfoblastos
(linhagem linféide) que vao perder a sua capacidade de funcionar como células
sanguineas normais. Estes linfoblastos que se acumulam no sangue periférico
podem estar em diferentes estagios de maturacdo e apresentar linhagens celulares
diferentes, ja que a LLA pode ser do tipo B ou do tipo T. Para identificacdo do
estagio de maturacdo ou até mesmo da linhagem da célula utiliza-se a técnica de
Imunofenotipagem (LORENZI et al., 2006).

A Imunofenotipagem da LLA fundamenta-se na investigacdo da presenca ou
auséncia de antigenos encontrados na superficie celular ou intracitoplasmaticos.
Cabe ressaltar que o diagnéstico ndo se baseia apenas na deteccdo de um Unico
marcador especffico, mas que essa andlise € realizada utilizando um painel de
anticorpos monoclonais selecionados para a determinacdo das linhagens em
gquestao (LORENZI etal., 2006).

Os principais anticorpos monoclonais utilizados na caracterizagdo de uma
LLA s&o: Linhagem linfoide B: CD19, CD34, CD22, CD79A e CD10; Linhagem
linféide T: CD3, CD4, CD7 e CD8 (FADEL, 2010). Lembrando que esses anticorpos
vao estar conjugados a substancias fluorescentes (fluorocromos) para que seja

possivel a analise por microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo.

A microscopia de fluorescéncia consiste de uma técnica na qual sera utilizado
um microscopio de fluorescéncia para visualizacdo dos fluorocromos conjugados
aos anticorpos monoclonais que ficaram aderidos a célula na reacdo antigeno-
anticorpo (OLIVEIRA et al., 2004). E uma técnica acessivel, mas que apresenta
como desvantagem o fato de se analisar um pequeno nimero de células, tornando-
se assim menos precisa e de dificil utilizagdo para dupla ou tripla marcacdo em

mesmo tubo.

Ja a citometria de fluxo (CMF) é uma técnica sofisticada pela utilizacdo de
citbmetro interigado a um computador com programa especifico. Este programa
avalia desde propriedades fisicas e quimicas a até mesmo complexidade interna e

intensidade de fluorescéncia de uma grande populacdo de células presentes na



suspensdo liquida, analisadas uma a uma em um curto espaco de tempo
(QUIXABEIRA et al., 2007). Assim, todas as literaturas estudadas chegam ao
mesmo consenso, de que para a definicho adequadamente da linhagem B ou T de

uma LLA aimunofenotipagem é a melhor técnica.

E importante lembrar que a escolha dos antigenos estudados fica a critério de
cada laboratorio, pois h4 grandes diferencas entre o painel de anticorpos usados
para a classificacdo das leucemias agudas para o que é utilizado no diagnoéstico
(FADEL, 2010).

Coloracdes Citoquimicas

Citoquimica é a aplicacdo de corantes bioquimicos a células do sangue e
medula 6ssea, de maneira a refletir sua composicdo sem modificar apreciavelmente
sua morfologia. Colora¢des citoquimicas sao auxiliares importantes nos diagnésticos
de leucemias e em outras doencas hematoldgicas. Esta modalidade de coloracdo
mostra substancias intracelulares com cores especificas, perceptiveis a microscopia
Otica. Varias coloracbes citoquimicas especiais podem definir melhor e mais
especificamente as caracteristicas celulares e também nos permitem distinguir
diferentes linhagens celulares. Podemos utilizar amostras frescas de sangue
periférico, medula 6ssea, linfonodos e baco. As principais coloracdes utilizadas para
diagnéstico de LLA de acordo com WILLIAMS et al., (2005) sdo Sudan Black B e a

Mieloperoxidase.

Sudan Black B: de acordo com HENRY, (1997) o Sudam Black B (SBB- negro
de Sudé&o) € uma substancia lipossolivel muito usada para demonstracéo de lipidios
nas células sangulineas que apesar de possuirem lipidios em seu citoplasma,
membrana plasmatica e algumas organelas, ndo os exibem em coloracdes
panodticas. Ao contato com lipidios celulares, o SBB difunde-se e é fragmentado por
entre essas moléculas e a solucédo corante, de modo a revelar as moléculas lipidicas
uma coloracdo escura (negro de Sud&o). E utilizado para identificar e caracterizar
mieloblastos, mondcitos, mas principalmente granulécitos, cujos granulos
apresentam grande afinidade com o SBB. O resultado é baseado na coloracao,
sendo positivo para as séries neutrofiicas e eosinofilicas, fracamente positivo para
mondcitos e negativo para linfécitos (linfoblastos). O SBB € de grande utilizacdo
para diferenciacdo de leucemia mieldide aguda (LMA) de leucemia linfide aguda
(LLA).



Mieloperoxidase: de acordo com WILLIAMS et al., (2005) a mieloperoxidase &
uma enzima lipossoluvel localizada nos granulos dos neutréfilos, mondcitos e
eosinofilos que desdobram o peroxido de hidrogénio fazendo com que ocorra
oxidacdo de benzidina nas células que possuem a mieloperoxidase. Se ocorrer a
oxidacdo havera revelacdo de cor (mieloperoxidase positiva), ndo havendo oxidacao
(auséncia de mieloperoxidase) ndo havera revelacdo de cor (mieloperoxidase
negativa). A mieloperoxidase esta presente nas células sanguineas em neutrofilos,
eosindfilos e mondcitos e ausente em linfocitos, logo na LLA ndo ocorrera oxidacao,

ou seja, mieloperoxidase negativa.

De acordo com varios autores o SBB apresenta vantagem em relagcdo a
mieloperoxidase, porque pode corar material estocado por mais de duas semanas.
Nao sofre tanta influéncia do calor ou do tempo de estocagem. Entretanto, é sempre
aconselhavel corar o material fresco. A utilizacdo de material estocado dever ser

procedida com muito bom senso.

CONCLUSAO

Na LLA os metodos de diagnostico laboratorial sdo constantemente
atualizados, possibilitando o diagndstico precoce nas suspeita de patologias

oncoldgicas.

Sabemos que é importante a utilizacdo de exames para maior sensibilidade e
especificidade no diagnostico a fim de ocorrer & intervencdo precoce no tratamento

da LLA proporcionando ao individuo maior qualidade de vida.

Apesar do mielograma confirmar o diagnostico de LLA, é necessario um

refinamento da amostra colhida do paciente buscando aplicar o tratamento correto.

O avanco terapéutico associado ao progresso no diagnoéstico das leucemias
vem resultando num aumento na sobrevida, e uma reducdo nas taxas de
mortalidades, evidenciando maior qualidade nos servicos de diagnéstico e

tratamento de portadores de leucemias linfociticas aguda.



Espera-se que surgiam novas formas de diagndstico e tratamento menos
agressivos, menos invasivos e mais eficazes para a cura da leucemia linfocitica

aguda, que ataca de forma mais severa o adulto.
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