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ALTERAGOES HEMATOLOGICAS NO DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE
LEUCEMIAS LINFOCITICAS.

RESUMO

A leucemia Linfoide Aguda (LLA) é a forma mais comum de cancer na infancia, compreendendo
70% dos casos, em adultos a incidéncia é de apenas 20 %. A abordagem inicial do diagnéstico
consiste no exame citomorfolégico do sangue periférico e da medula o6ssea. O estudo
imunofenotipico eleva para 99% o percentual de casos corretamente classificados, permitindo
identificar a linhagem celular (T ou B) e os diferentes estagios de maturagcdo da célula.
Aproximadamente 20% dos casos sao de origem de célula T; 75%, precursores de células B; e 5%,
de célula B madura. As técnicas citogenéticas tém contribuido de maneira fundamental para a
compreensao da biologia molecular e do tratamento da LLA. As anormalidades cromossomicas,
quando associadas ao painel de imunofenotipagem, constituem o paradmetro mais importante para
a classificagcéo das leucemias, e, juntamente com outros fatores clinicos e laboratoriais, possibilitam
a estratificagdo dos pacientes em diferentes grupo de riscos, tendo importancia fundamental para
determinar o progndstico e estabelecer o tratamento adequado. O objetivo desse trabalho é fazer
uma revisao bibliografica dos meétodos laboratoriais para a classificacdo e diagndstico das
leucemias linféides agudas.

Palavras chave: Leucemia Linféide Aguda, diagndstico, imunofenotipagem



OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo fazer uma reviséo de literatura tendo como tema os avangos e
perspectivas para o diagnostico da leucemia linféide aguda, cujo objetivo é identificar e analisar,
através de artigos académicos, os avangos e perspectivas que a comunidade cientifica aponta para

o diagnostico da leucemia linféide aguda (LLA).

Introducgao

1. Leucemia Linféide Aguda

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma doenca maligna derivada das células linfoides
indiferenciadas (linfoblastos) que estdo presentes em grande numero na medula éssea, no timo e
nos ganglios linfaticos. Os linfoblastos acumulam — se em grande quantidade em diferentes etapas
da maturacéao, pois os mesmo mantém a capacidade de multiplicacdo, mas nao de diferenciacao
até formas normais e maduras. O LLA pode ocorrer em qualquer idade, mas a sua maior incidéncia
ocorre em criangas de 2 a 5 anos de idade em uma porcentagem de 70 %, diminuindo entre
adolescentes e adultos jovens, entre os quais a incidéncia das leucemias agudas é de 20 %,
voltando a crescer apos os 60 anos de idade. A leucemia linfocitica aguda resulta na produgao
descontrolada de blastos de caracteristicas linféides e no bloqueio da produgé&o normal de glébulos
vermelhos, de glébulos brancos e de plaquetas. A LLA desenvolve-se a partir dos linfocitos
primitivos, que podem se encontrar em diferentes estagios de desenvolvimento. (HAMERSCHLAK,

2008).

Os sinais e sintomas da LLA sao muito parecidos aos da LMA, como cansaco, falta de ar, sinais de
sangramento, infecgdes e febre. Além disso, podem ocorrer aumento de ganglios, inflamagao dos

testiculos, vomitos e dor de cabecga sugestivos de envolvimento do sistema nervoso.



Febre, palidez e equimose sao as manifestagdes clinicas mais comuns em criancas portadoras de
LLA e decorrem da faléncia na hematopoiese normal, devido a infiltragdo medular de blastos

leucémicos.

Outras manifestagcbes clinicas que representam infiltracbes de células leucémicas séao
hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia com frequéncias, respectivamente, de 68%, 63%

e 50%.

2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico e a classificagdo das Leucemias Agudas baseiam —se, em grande parte, na analise
morfoldgica e citoquimica das células neoplasicas. O diagndstico e a classificagdo das leucemias
agudas apoiam — se em grande parte nos estudos imunofenotipicos por citometria de fluxo,
permitindo avangar na identificagdo de determinados subgrupos dificiimente classificados do ponto

de vista morfolégico. (VERRASTRO, 2002).

2.1 HEMOGRAMA

O hemograma pode revelar anemia normocitica, normocrémica e trombocitopenia. A contagem de

leucdcitos pode estar ocasionalmente muito alta, mas frequentemente normal ou diminuida.

Nos casos de leucocitose, os blastos podem ser numerosos, podendo chegar a maioria. E em

pacientes leucopénicos os blastos apresentam — se raros ou ausentes.

2.2 MIEOLOGRAMA

Oliveira, Diniz e Viana (2004) afirmam que o diagnostico das leucemias é firmado pela pungao
aspirativa da medula 6ssea. O estudo desse tecido revela a substituigdo hematopoiética normal por
células leucémicas imaturas. O diagnéstico é confirmado quando mais de 25% a 30% das células
nucleadas sao blastos. Se a medula ndo puder ser aspirada ou a amostra for hipocelular, a biopsia
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de medula 6ssea fornece o material necessario para o estudo. Os esfregagos sao corados por
técnicas habituais — MayGruwald-Giemsa, Leishman ou Wright — e por métodos citoquimicos. O
exame morfolégico e citoquimico dos esfregacos de medula éssea permite o diagnostico e a

classificagcao inicial da maioria dos casos de leucemia.

O diagndstico da LLA fundamenta - se na demonstragcao de mais de 25% de linfoblastos na medula
o0ssea. A medula encontra — se hipercelular com substituicdo dos espacgos adiposos e elementos
medulares normais por células leucémicas, com precursores mieldides e eritroides residuais de

aspecto normal e megacariécitos diminuidos ou ausentes.

Morfologia: o grupo French American British (FAB) classificou as LLas em trés subtipos
morfologicos — L1, L2 e L3 - com base no didmetro celular, na forma do nucleo, no numero e na
protuberancia dos nucléolos e na quantidade e no aspecto relativos do citoplasma, conforme

mostram na Tabela 1.

YL ER M Classificacao morfologica (FAB) da leucemia linfoide aguda

Aspecto morfologico L1 L2 L3
Didmetro celular Predominancia de células Grandes, heterogéneas Grandes, homogéneas
pequenas, homogéneas
Cromatina nuclear Fina ou aglomerada Fina Fina
Forma do nicleo Regular, pode apresentar Irregular, podendo Regular, redondo
fenda ou indentacao apresentar fenda ou indentacdo ou oval
Nucléolos Indistintos ou ndo-visiveis Um ou mais por célula, Um ou mais por célula,
grandes, proeminentes grandes, proeminentes
Quantidade de Escassa Moderadamente Moderadamente
citoplasma abundante abundante
Basofilia citoplasmatica Ligeira Ligeira Evidente
Vactolos citoplasmaticos Varidveis Variaveis Evidente
L1 = Leucemio nféide ogudo tipo L1; [2 = leucemio inféide aguda tipo [2: L3 = leucermio linfdide oguda tipo L3

2.3 CITOQUIMICA

As reagbes Citoquimicas podem auxiliar na diferenciagao entre LLA e Leucemia Miel6ide Aguda
(LMA). As reagdes de Mieloperoxidade e Sudan Black sao uteis para estabelecer e confirmar o

diagnodstico de LMA, uma vez que os linfoblastos sdo uniformemente negativos. Os linfoblastos T
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revelam atividade paranuclear na esterase inespecifica logo que realizada em pH acido (6), tendo
uma atividade maior de 75% na fosfatase acida. Na periddica acida de Schiff (PAS), os linfoblastos
da LLA frequentemente demostram uma evidente coloragcdo e forma de anéis concéntricos de
granulos grosseiros ou blocos macigcos. Uma reacdo PAS negativa é mais frequente na LLA de
linhagem T que na linhagem B. Os Mieloblastos podem ser positivos ou negativos para o PAS;
quando positivos, ndo apresentam o aspecto granular observado nos linfoblastos. Verrastro (2002)
também aborda que as reagdes citoquimicas podem auxiliar muito na diferenciacdo entre LLA e
LMA. As reagdes do Sudan black e a peroxidase sdo completamente negativas ou positivas em
pequena porcentagem dos blastos leucémicos (3% a 5%). A reacdo da fosfatase alcalina acida é
importante para caracterizar a leucemia aguda tipo T. A reagdo do PAS da resultados variaveis;
pode ser totalmente negativa ou pode revelar granulagdes positivas homogéneas e pequenas, ou
grandes e grosseiras. Nao se sabe o porqué desse comportamento diferente. Alguns autores
admitem que a reacdo positiva no citoplasma de blastos estaria ligada a presenga de
imunoglobulinas. Baseado neste achado, a reagdo do PAS positiva estaria relacionada com a LLA
tipo B. Embora isto, as vezes, seja real, tal correlagdo nao existe na totalidade dos casos. Ha certos
casos de LLA tipo L3 em que é positiva pelo PAS; em outros casos a reacdo € completamente

negativa (VERRASTRO, 2002).

2.4 ANALISE BIOQUIMICA

Oliveira, Diniz e Viana (2004) também consideram importantes as analises bioquimicas, a avaliagao
da func&o hepatica e renal, a dosagem do acido urico, da desidrogenase latica (LDH) e de eletrdlitos
— sodio, potassio, calcio, fosforo e magnésio —, que devem ser realizadas antes do inicio do
tratamento. E comum o encontro de niveis aumentados de LDH decorrentes de uma rapida

destruicédo e regeneragéao celular.



2.5 IMUNOFENOTIPAGEM

Diversos autores tém proposto uma classificagdo imunologica das LLAs, de acordo com a
expresséo de antigenos especificos, podendo, inicialmente, essas leucemias ser classificadas de
linhagem T ou B, de acordo com as caracteristicas imunofenotipicas dos linfoblastos Tabela 2,
sendo possivel detectar com bastante precisédo, além da linhagem celular, o nivel de diferenciagao

em que se encontra o processo leucémico.

FARIAS, ML G CASTRO, 5. M. Diagnéatico laboratorial das leucernias linides agudas + | B Patol Med Labow 40wn 2w p. 918 » sl 2002

Linhagem B Linhagem T
Marcador Pro-B Comum Pre-B B Pre-T Intermediario T

HLA-DR * + & +/- e =
TdT + + +."l + + +
CD19 + + + = - =
CD22(c) A $ ¥ : . )
tD10 : + + A i A s
(D20 ; -+ + + - ) -
cp : - + = : - -
Smig - - - - - - -
CD7 . . . . + + +
CD2 - - - - - + +
CD3(c) - - - - +/- + +
CD1a - - - - - +/- -
D3 ; : . . : : +
CD4/CD8 : : ; : +/- +

TdT = Terminal desouucleatidd fronsferase; CO2H) = C022 mtracilaplasmdtica; ¢y = codela p cifoplrimdtion; Smig = imunogiobuling de superficie; +: expressdo do oatigenc;

+-; expressio voridve, fregliantemen(e pasitive; - ouséncia de expressdo do anligena; -/+: expressdo vavidvel, freguientemente negativa,

Adoptoctio de Souza et al ™,
LLA de linhagem B: As leucemias de linhagem B foram divididas de acordo com os estagios de
diferenciagcado normal dos progenitores B na medula éssea, classificando — se em: pro:B, comum,
pré: B e B-maduro. A LLA do tipo pro-B representa 5% dos casos pediatricos e 10 % dos casos de
LLA em adultos. As células expressam: HLA-DR, terminal Desoxinucleotidil Transferase (TdT),
CD34, CD19 e CD22. A LLA do tipo comum (Calla) expressa CD10, o que causa um impacto
favoravel no prognéstico, CD22, CD19 e/ou CD20. Representa 75% dos casos de LLA infantil e
50% dos casos em adultos. A leucemia pré-B expressa cadeia u citoplasmatica, em adigdo a CD19,

CD20 e CD10, representando, aproximadamente, 15% das criangas com LLA e 10% dos casos em
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adultos. Finalmente, a LLA do tipo B maduro, presente em 2% a 5% de criangas e adultos,
apresenta um fendtipo incomum, caracterizando — se pela expressdo de cadeias leves de
imunoglobulina na superficie de membrana (Smlg). Os blastos apresentam as mesmas
caracteristicas morfolégicas (FAB L3) e translocagdes cromossdmicas associadas a célula maligna
do linfoma de Burkitt. Este tipo de leucemia apresenta progndstico desfavoravel, pois ha elevada
incidéncia de envolvimento no sistema nervoso central (SNC), resposta deficiente a terapia e

sobrevida abreviada.

LLA de linhagem T: As LLAs de linhagem T dividem — se em trés subgrupos, de acordo com os
antigenos de diferenciagédo: LLA pré- T, LLA -T intermediario e maduro. Na LLA pré T as células
expressam CD3 no citoplasma, mas nao na superficie celular, expressando caracteristicamente
CD7, CD2, CD5 e TdT. Na LLA do tipo T intermediario, as células passam a expressar fortemente
CD3c, CD2, CD1a e podem co-expressar CD4 e CD8. A LLA do terceiro grupo correspondem aos
timocitos medulares, expressando CD2, CD5, CD7, CD3, sendo duplamente positiva para CD4 e
CD8. O fendtipo T esta presente em 25% dos adultos e 15% das criangas com LLA, e ocorre com
grande frequéncia em individuos do sexo masculino, estando associado a elevada leucometria por

ocasido do diagndéstico, massa mediastinica e envolvimento no SNC.

Atualmente, o uso de anticorpos monoclonais para identificar antigenos de diferenciagédo celular
estda sendo aplicado para investigar e caracterizar laboratorialmente a maioria das leucemias
agudas e cronicas de origens mieldide e linféide (NAOUM, 2001). Os antigenos de membrana sao
comuns a diferentes tipos de células. Diferentemente, os antigenos citoplasmaticos sao
especificos, e possibilitam classificar as leucemias em linféides (subtipos B e T) ou mieldides
(subtipos MO até M7). As células leucémicas da linhagem B (linféides) expressam mais comumente
os antigenos de membrana: CD10, CD19, CD22, CD24 e o antigeno citoplasmatico CD79. Os
antigenos de membrana de células T (linféides) mais comuns sdo: CD2, CD3, CD5, CD7; e o

citoplasmatico: CD3. Ja os antigenos de células mieldides mais frequentes sédo o CD13 e o CD33;



e o antigeno citoplasmatico, o MPO. As reagbes de imunofenotipagem avaliam antigenos celulares

expressos nos blastos leucémicos, através da citometria de fluxo.

3. CONCLUSAO

Embora a LLA deva sempre ser considerada uma doencga grave, a identificagdo de varios
fatores prognostico permite a estratificagdo dos pacientes em grupos de risco, o que possibilita uma
abordagem terapéutica diferenciada. Os grupos de maior risco sdo tratados com terapias mais
intensas, cada vez mais eficazes, enquanto os grupos de baixo risco apresentam melhor sobrevida

podendo ser poupados dos efeitos deletérios da terapéutica.

Deve-se, ainda, analisar as vantagens e desvantagens de cada método em todas as fases
de tratamento, desde a remissdo, pos-remissédo, consolidacdo e manutencao, até transplante de
medula déssea. Nota-se, ainda, que os métodos de biologia molecular vém revolucionando o
entendimento dos mecanismos envolvidos na etiopatogenia das leucemias. A compreensao destes
mecanismos proporciona uma rapida modificagcdo na abordagem diagndstica e nos protocolos

terapéuticos.
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