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Resumo

A leucemia Mieloide Aguda (LMA) ¢ caracterizada por um grupo heterogéneo de
doengas clonais do tecido hematopoiético, que acomete freqiientemente idosos acima de
60 anos de idade apresentando mais de 50% dos casos, sendo mais comum no sexo
masculino do que no feminino, representando cerca de 15% a 20% das leucemias
agudas na infancia e 80% nos adultos. As manifestagdes clinicas estdo correlacionados
com a diminui¢do dos elementos figurados do sangue periférico e sdo representadas por
cansago facil, fraqueza, febre e manifestacdes hemorrdgicas caracterizadas por
equimoses € petéquias, epistaxes, gengivorragia e metrorragias, além de importante
comprometimento do estado geral. A LMA apresenta oito subtipos distintos
morfologicamente nominados de M0 a M7. Os métodos diagndsticos para identificagdo
da LMA e classificagdo dos subtipos sdo baseados em critérios morfologicos,
citoquimicos e de imunofenotipagem, acrescidos de andlise genética. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica sobre LMA, dando énfase aos métodos

laboratoriais  utilizados para a  sua  identificagdo e diferenciagao.



Introducao

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca caracterizada pela expansao
clonal, heterogénea e progressiva do tecido hematopoiético, causada pela alteracdo da
célula- tronco, que provoca proliferacdo anormal de células progenitoras da linhagem
mieldide, associada a perda da capacidade de diferencia¢do, ocasionando produgdo
insuficiente de células sanguineas maduras normais, com consequente substituicdo do
tecido normal. Desse modo ocorre o predominio de células imaturas na medula 6ssea
(mieloblastos) podendo apresentar de formas indiferenciadas ou parcialmente
diferenciadas, podendo invadir ou ndo a circulagdo periférica. Devido a essa
proliferacdo intensa das células leucémicas na medula 6ssea o tecido hematopoiético
normal remanescente passa a ser substituido por vérias células leucémicas, pode surgir
em qualquer estdgio do desenvolvimento celular, ou seja, em qualquer fase da
hematopoese. A LMA ¢ uma neoplasia fatal quando ndo tratada ¢ a morte geralmente ¢é
conseqiiéncia da pancitopenia (anemia, sangramento ou infec¢do decorrente de resposta

imune eficaz), resultante da substituicdo da medula 6ssea por mieloblastos.

Estima-se que a incidéncia de leucemias agudas aproxima-se de 4/100.000
casos por ano, onde a LMA corresponde cerca de 80% das leucemias agudas, onde
cerca de 20% ocorre na infancia e 80% em adultos. A incidéncia de LMA comeca a
aumentar apartir dos 30 anos de idade atingindo seu pico por volta dos 64 anos de idade,
sendo esta considerada doenca de individuos adultos e apresenta prognostico pobre,

especialmente em pacientes idosos.

Assim como a maioria das leucemias a causa da LMA, ainda é desconhecida.
Entretanto podemos associar com alguns fatores q contribui para o desenvolvimento das
leucemias como radiagdo ionizante, quimioterapia prévia, exposicdo ao benzeno, virus
oncogénicos (human T-lymphotropic virus type I [HTLV-I] causando leucemia das
células T do adulto) e doencas genéticas (sindrome de Down, anemia de Fanconi e

sindrome de Bloom).



O presente estudo tem por objetivo mostrar os diferentes métodos laboratoriais

utilizados na identificagdo e diferenciacao das LMA.

Classificacao

As leucemias sdo classificadas de acordo com o tipo celular envolvido e no
estado de maturagdo das células leucémicas. Onde a classificacdo das leucemias foi de
grande importancia para que as tomadas terapéuticas pelos médicos fossem mais precisa

e individualizadas para cada paciente, em beneficio do seu diagnostico.

Para a classificagdo e diagndstico das leucemias devemos considerar como
pontos primordiais fundamentais e obrigatorios, as andlises citologicas do sangue
periférico e do mielograma. Deste modo em 1976 o grupo de estudo franco-americano-
britanico (FAB) elaborou uma classificagcdo para leucemia mieldide aguda baseando-se
na analise da morfoldgica celular, e quando necesséario no estudo citoquimico. Para a
classificacio dos subtipos de LMA, o Grupo Franco-Americano-Britanico (FAB),
considera como leucemia a presenca de no minimo (>30%) de blastos na medula 6ssea
e reconhece oito subtipos nominados de M0 a M7 ainda amplamente utilizada na

atualidade para confirmar o diagnostico.

Para se ter uma classificagdo morfologica com precisdo € necessario a
identificacdo adequada dos mieloblastos, que citologicamente podem ser divididos em 3
tipos:

e Mieloblastos tipo I: apresentam citoplasma sem evidéncias de maturagao,

com granulagdo ausente.

e Mieloblastos tipo II: semelhantes ao do tipo I, mas apresentam pouca
diferenciagdo citoplasmatica caracterizada pela presenca de poucos

granulos (comumente em niimero inferior a 20).

e Mieloblastos do tipo III: possuem citoplasma granular (mais de 20

granulos), com ntcleo central e sem zona de golgi evidente.



Tabela 1. Critérios morfologicos do grupo FAB para LMA.

SUBTIPO FAB

MO (3%): LMA com diferenciacdo minima
e > 30% de mieloblastos (tipo I)
e Morfologia: Os blastos sdo pequenos, com cromatina frouxa e nucléolo

evidente, apresentando citoplasma agranular, sem bastonete de Auer.

M1 (15-20%): LMA sem maturagdo
e > 30% de mieloblastos (tipo I e IT) e < 10% de granuldcitos

e Morfologia: Blastos sem maturacdo, com poucos granulos e presenca de bastao

de Auer.

M2 (25-30%): LMA com maturagdo
e >30% de mieloblastos com > 10% de granuldcitos
e Morfologia: Caracteriza-se por apresentar blastos grandes com abundante
citoplasma  basofilico, freqiientemente contendo numerosos granulos
azurofilicos. Em alguns casos os blastos podem apresentar granulos grandes . Os
bastonetes de Auer sdo freqiientes. Promieldcitos, mieldcitos e granuldcitos

maduros com variados graus de displasia sdo vistos na medula 6ssea

M3 (5-10%): Leucemia promielocitica aguda
e Predominio de promieldcitos anomalos
e Morfologia: Os blastos apresentam nucleo excéntrico e citoplasma com
abundante granulacdo, alguns com numerosos bastonetes de Auer. Em alguns
casos, os granulos citoplasmaticos sdo tdo numerosos e grandes que tornam
dificil distinguir o ntcleo do citoplasma. Na forma variante hipogranular os
blastos tém nucleo volumoso e convoluto. O citoplasma ¢ basofilico com

granulagdo escassa.

M4 (20%): Leucemia mielomonocitica aguda



e >30% de mieloblastos e linhagem monocitica de 20-80%

e LMA M4 com cosinofilia (Eo)

e Morfologia: Alguns blastos podem ocasionalmente conter bastonete de Auer, no
entanto, os achados morfologicos tipicos sdo a presenca de eosinofilia em
variados estagios de maturacdo. Os granulos eosinofilicos sdo maiores que o0s
normalmente observados em precursores eosindfilos normais, tém coloragdo
roxo-violeta, e, em algumas células, sdo tdo densos que podem obscurecer o
niucleo. Os eosinofilos maduros ocasionalmente podem apresentar

hiposegmentagdo nuclear.

M5 (2-9%) Leucemia monocitica aguda

e >30% de blastos e > 80% de linhagem monocitica
(dentre as células ndo-eritroides)

e M>5a- predominio de monolastos

e  M5b- predominio de mondcitos e promondcitos
Monbcitos maturos

e Morfologia: Os monoblastos sdo células grandes com citoplasma abundante e
basofilia acentuada. Finos granulos azurofilicos e vacuolos podem estar
presentes. Freqlientemente o nicleo ¢ redondo com cromatina frouxa e presenga
de um ou mais nucléolos proeminentes. A presenga de bastonete de Auer ¢
incomum. Os promondcitos tém nucleo convoluto e irregular. O citoplasma ¢

menos basofilico e algumas vezes tem granulos e vacuolos mais evidentes.

M6 (3-5%): Eritroleucemia.
e > 30% mieloblastos (dentre as células ndo-eritroides)
e > 50% das células da MO sao linhagem eritroide
e Morfologia: Caracteriza pela presencga expressiva no sangue periférico de grande

quantidade de eritroblastos em todas as fases de evolugao.

M7 (3-12%): Leucemia megacariocitica aguda
e > 30% blastos
e Megacarioblastos identificados por imunofenotipagem ou atividade de

peroxidase plaquetaria por microscopia eletronica



e Morfologia: Os blastos sdao de tamanhos varidveis, com citoplasma geralmente

agranular, podendo apresentar protusdes.

Fonte: Revista da Associacdo Médica Brasileira

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) elaborou uma nova classificagdo para
leucemias agudas, assim pela nova classificagdo a presenga de no minimo 20% de
mieloblastos estabelece o diagndstico de LMA. Esta nova classificacdo reconhece 19
subtipos diferentes de LMA que incorpora ndo somente caracteristicas citologicas e

citoquimicas, mas também imunofenotipicas e alteragdes citogenéticas.

Tabela 2. Classifica¢do proposta pela OMS para leucemia mieldide aguda



LMA com alteracoes citogenéticas recorrentes

e LMA com t(8;21)

e LMA comt(15; 17)

e LMA com eosin6filos anormais na MO ¢ inv (16)
e [MA com anormalidade 11q23

LMA com displasia multilinhagem

e Com antecedente de sindrome mielodisplasica
e Sem antecedente de sindrome mielodisplasica

LMA e SMD associadas a terapia

e Associada a uso de agentes alquilantes
e Associadas a epipodofilotoxima
e QOutros tipos

LMA nao especificada em outros grupos

¢ LMA minimamente diferenciada; LMA sem matura¢ao; LMA com
maturacdo; LMA com diferenciacdo monocitica; Eritroleucemia;
Leucemia megacarioblastica; Leucemia basofilica aguda; Panmielose
aguda com mielofibrose.

Fonte: Hematologia Laboratorial-Leucocitos.

Com a inclusdo da citogenética, observou-se que alguns subtipos de LMA
apresentavam frequentemente alteragdes do cariotipo e essas alteragdes atribuiam ao

paciente um bom progndstico e melhor resposta terapéutica em relagio aos outros.

Tabela 3. Tipos de LMA e suas alteragdes citogenéticas associadas a

prognostico favoravel.



Subtipo FAB Alteracio citogenética associada a prognostico favoravel
e LMA-M2 Translocacdo entre os cromossomos 8 e 21: t(8;21) (q22;q11-12)
e LMA-M3 Translocagdo entre os cromossomos 15 e 17: t(15; 17) (q22; q21)
e LMA-M4 Eo Inversao do cromossomo 16: inv (16) (p13q22)

e LMA-M4/M5 Rearranjo genético 11q23

Fonte: Hematologia Laboratorial- Leucdcitos.

A imunofenotipagem também tem uma importante participacdo na distin¢do
entre LMA minimamente diferenciada e leucemia linféide aguda (LLA), além de
fornecer detalhes dos diferentes fendtipos das LMA, permitindo uma classificagdo mais
precisa e ndo somente a morfologia. Além da imunofenotipagem ser uma metodologia
agil, o que a torna atrativa para ser incorporada na pratica médica de rotina, o estudo das
caracteristicas imunofenotipicas das LMAs possui também interesse de investigacao

clinica. Entre estes podemos destacar:

e determinar a sensibilidade diagndstica do imunofendtipo e sua
relagdo com os subtipos FAB,;

e examinar a relagdo entre expressdo de antigenos, subtipos
FAB, anormalidades cromossomicas ¢ caracteristicas
clinicas;

e avaliar o significado prognéstico dos diferentes achados
imunofenotipicos e comparar com outros fatores
prognosticos, especialmente a morfologia e a citogenética;

e detectar a doenga residual minima.

As demais classificagdes imunofenotipica tém importancia
diagnostica e prognostica em alguns subtipos FAB. Assim, ela ¢ essencial
para o diagndstico das LMA-MO e LMA-M7, sendo auxiliar no diagndstico
das LMA-M3, LMA-M2, LMA-M4 Eo e LMA-MS5.



Provavelmente a classificagdo sugerida pela OMS que destaca as
caracteristicas biologicas da doenga ao invés da morfologia, serd mais
aceitada por médicos e pesquisadores que buscarem uma melhoria nas
medidas preventivas, como alternativas de novas terapias para esses

pacientes.
Quadro Clinico

Com a diminuicdo no processo de producdo de novas células
normais na medula Ossea, juntamente com a redugdo dessas células
circulantes no sangue periférico, tem desencadeado varios sintomas nos
pacientes como: Diminui¢ao na produ¢do de globulos vermelhos, provocando
palidez, cansago facil e sonoléncia; Reducdo na producdo de plaquetas,
causando manchas roxas em locais ndo relacionados a traumas; também
podem aparecer pequenos pontos vermelhos sob a pele (petéquias) ou
sangramentos prolongados resultantes de pequenos ferimentos e diminuigao
na produgao de globulos brancos, aumentando o risco de infec¢do. As células
leucémicas também podem se alojar no liquido cefalorraquiano, causando

dores de cabega e vomitos.

Alguns quadros clinicos sdo mais comuns em certos tipos de LMA.
Podemos citar como exemplo a infiltracdo do sistema nervoso central e de
tecidos moles (que pode causar hipertrofia gengival e lesdes nodulares na
pele) sdo observadas com maior freqii€ncia nas LMA com envolvimento da
linhagem monocitica (LMA M4 e M5). A manifestagdo clinica que mais se
caracteriza na leucemia promielocitica aguda (LMA M3) ¢ o sangramento
grave, adjunto a coagulacdo intravascular disseminada (CIVD) em
decorréncia da acdo semelhante a tromboplastina procedente dos granulos

primarios presentes nos promielocitos andémalos dessa doenga.

De qualquer maneira, os sinais e sintomas da leucemia nio sdo
especificos e podem indicar varias outras doengas, sendo necessaria a

realizagdo do diagnoéstico laboratorial para firmar diagnostico da doenca.



Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico laboratorial da LMA nem sempre ¢ facil, uma vez que
se inicia a partir da suspeita clinica do paciente e se baseia na analise do

sangue periférico e da medula O6ssea, que depende da identificacdo

morfologica de blastos presentes.
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Fonte: http://www.ciencianews.com.br/atlas-hemat/leucemias/leucemias-index.htm

O hemograma dos pacientes com LMA comumente apresenta
leucocitose acentuada especialmente pela presenca de mieloblastos, que
correspondem a maior parte da contagem diferencial do leucograma. Em
conseqiiéncia a producdo de outras séries também sdo afetadas, podendo
observar com freqiiéncia a presenca de plaquetopenia e anemia normocitica e

normocromica.

Tabela 4. Hemograma tipico de paciente com LMA.



Eritrograma: Ht= 27,0%; Hb=9,1g/dl; VCM= 96 fl; HCM =29 pg
Leucograma:

Leucocitos totais = 86.000 / mm?

Neutréfilos segmentados: 5%

Linfocitos tipicos: 3%

Mondcitos: 1%

Mieloblastos: 91%

Plaquetas = 35.000/mm?

Fonte: Hematologia Laboratorial- Leucocitos.

Sabendo que a morfologia ¢ considerada um método fundamental
para o diagnostico, técnicas adicionais foram incluidas no intuito de melhorar
a especificidade das mesmas dentre elas estdo: imunofenotipagem, avaliacao
citogenética e estudos de genética molecular, as mesmas tornaram-se
essenciais e, em alguns casos especificos, sdo ferramentas complementares
obrigatdrias. O uso de procedimentos diagnosticos permite a identificagdo do
tipo de célula envolvida na leucemia, o que ¢ de extrema importancia para
orientar a terapéutica e determinar, at¢ um determinado ponto especifica o

prognostico das leucemias.

A imunofenotipagem ¢ realizada por meio de anticorpos
monoclonais marcados, que reconhecem epitopos especificos de antigenos
celulares. As técnicas empregadas na imunofenotipagem podem ser a
citometria de fluxo ou a imunocitoquimica. A importancia da
imunofenotipagem reside, principalmente, no diagnostico das LMA M0 e M7,
mas também em alguns casos de MS5a, além de auxiliar no diagndstico das

LMA M3, LMA M2 e LMA M1/M2.

11
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Tabela 5. Os principais marcadores imunofenotipicos relacionados aos
subtipos de LMA.

Marcadores LMA- LMA-M3 LMA- LMA-M6 LMA-M7
MO0/M1/M2 M4 /M5a/M5b

CD13/CD33  ++ ++ i + ++

CD65 T /+/++ + ++ x x

MPO -+ /++ ++ ++ 4 -

CD11c -ou £ - ++ - -

CD14 - - +/+/++ - -

CD15 T/ /++ x - - -

CD36 - - + ++

H-antigeno - - - ++

CD235a

(Glicoforina - - - + -

A)

CD41/CDh61 - - - - i

CD42 - - - - +

CD34 ++/++/+ + +/+/% + 4+

CD117 ++ + + + +

HLA-DR ++/++/+ - Sints I ++

TdT + * + + *

Diagnostico laboratorial das leucemias mieloides agudas * J Bras Patol Med Lab « Adaptado de
Szczepanski et al., 2006.

Enquanto a citometria de fluxo ¢ realizada com maior freqliéncia para a
diferenciagdo de leucemias mieldide e linfoide, e possui grande importancia, na
monitorizagdo de pos-tratamento da LMA para detec¢do de doenga residual minima.
Sendo esta utilizada na identificacdo dos subtipos de LMA, como a LMA MO0, e na
distin¢do da leucemia promielocitica aguda (M3) da LMA M1/M2.

A citogenética e os estudos moleculares freqiientemente detectam
anormalidades dentro do clone leucémico, podendo sugerir o diagnostico e/ou o
prognoéstico. As aberragdes citogenéticas adquiridas sdo detectadas em 55%-75% de
pacientes recentemente diagnosticados com LMA. A andlise citogenética ¢
convencionalmente realizada através da analise microscopica dos cromossomos das

células da medula 6ssea durante a metafase. Pode ser complementada por técnicas de
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hibridizacdo in situ, particularmente a hibridizagdo fluorescente in situ (FISH), sendo
importante para a confirmagdo de rearranjos recorrentes presentes. Atualmente, a
analise citogenética tem sido considerada um instrumento primordial no diagnostico,
para a determinagao do fator prognostico da LMA.

O diagnodstico de genética molecular fundamenta-se na andlise do dacido
desoxirribonucléico (DNA) por meio de técnicas especificas dentre elas, analise de
Southern blot ou reagdo em cadeia da polimerase (PCR), ou por meio do acido
ribonucléico (RNA) por PCR da transcriptase reversa (RT-PCR) e também por PCR em
tempo real (RQ-PCR). A genética molecular tem por finalidade diagnosticar a
clonalidade, através da deteccdo de recombinacdo de genes que expressam
imunoglobulinas, quanto pela identificagdo de recombinacdo molecular caracteristica de
um determinado tipo de LMA.

A citogenética e a genética molecular tem sido de extrema importancia para a
classificacdo e compreensdo de mecanismos patogénicos nas LMA, sendo cada vez

mais apreciadas no contexto clinico.

Tratamento

O principal objetivo do tratamento ¢ atingir a remissdo, ou seja, a auséncia de
células blasticas no sangue e na medula Ossea restabelecendo a produgdo normal de
células sangiiineas ¢ restaurando a contagem das células sangiiineas aos niveis normais.
O tratamento consiste na administragdo de quimioterapia intensiva para se atingir

remissdo completa, utilizando-se associacdes de quimioterapicos.

O tempo de sobrevida desses pacientes esta relacionado com o tempo no qual
os pacientes se mantém em remissao completa. Pacientes ndo tratados ou que ndo
entram em remissdo completa morrem em média entre dois a quatro meses, a partir do

diagnostico.
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