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RESUMO:

A leucemia mieldide aguda (LMA) € um grupo heterogéneo de doencas clonais do
tecido hematopoiético, que é caracterizada pela proliferacdo anormal de células
progenitoras da linhagem mieldide, resultando na producgéo insuficiente de células
sanguineas maduras normais, com a consequente substituicdo do tecido normal. O
diagndéstico de LMA inicia-se a partir de uma suspeita clinica e se baseia na avaliagéo
do sangue periférico e da medula éssea. O objetivo desta revisdo é informar aos
profissionais da saude, que embora a morfologia continue sendo o fundamento para o
diagndstico, técnicas adicionais, incluindo imunofenotipagem, avaliacao citogenética e
estudos de genética molecular, tornaram-se essenciais e, em alguns casos
especificos, sao ferramentas complementares obrigatérias no auxilio ao diagnéstico.
Palavras - Chave: Leucemia mieldide aguda; mielograma; imunofenotipagem;
citogenética; biologia molecular.

ABSTRACT:

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous group of clonal hematopoietic tissue
disease, which is characterized by abnormal proliferation of myeloid lineage progenitor
cells, resulting in an insufficient production of normal mature blood cells, with the
consequent normal tissue replacement. The diagnosis of AML begins from a clinical
suspicion and based on the assessment of peripheral blood and bone marrow. The
objective of this review is to inform health professionals, although the morphology
remains the principal for diagnosis, additional techniques, including
immunophenotyping, cytogenetic evaluation and molecular genetic studies have
become essential and specific in some cases and are complementary tools at
diagnosis.

Keywords: Acute myeloid leukemia; myelogram; immunophenotyping; cytogenetics;
molecular biology.

1.INTRODUGAO

A leucemia miel6ide aguda (LMA) é um grupo heterogéneo de doengas clonais
do tecido hematopoiético, que se caracteriza pela proliferagdo anormal de células
progenitoras da linhagem mieldide, ocasionando producgao insuficiente de células
sanguineas maduras normais, com consequente substituicdo do tecido
hematopoético, levando ao quadro hematoldégico deneutropenia, anemia e
trombocitopenia (MARTINS e FALCAO, 2000; LOWENBERG, 2001; FALCAO, 2002).
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O processo neoplasico que da origem ao clone leucémico pode surgir em qualquer
estagio do desenvolvimento celular, ou seja, em qualquer fase da hematopoiese
(LUSIS, 2000).

As leucemias séo proliferacdes neoplasicas generalizadas ou acumulos de
células hematopoiéticas transformadas, com ou sem envolvimento do sangue
periférico. Na maioria dos casos, as células leucémicas invadem a corrente sanguinea,
onde podem ser observadas em grande numero. Essas células também podem infiltrar
o figado, bago, linfonodos e outros tecidos (ROBBINS, 1996).

Aclassificagdo das leucemias agudas € de acordo com o grau de maturagao e o
tipo celular. As leucemias agudas (LA) caracterizam-se pela proliferagdo clonal com
bloqueio maturativo (anaplasia) variavel, o que possibilita a existéncia de diferentes
subtipos de leucemias(ANJOS etal., 2000; CANCER., 2011).

A LMA é uma doenga predominante em adultos, representa 80% das LA em
adultos e aproximadamente 15-20% das LA na infancia (MARTINS, FALCAO, 2000;
LOWENBERG, 2001; IOVINO, CAMACHO, 2003), sendo mais comum no Sexo
masculino do que no feminino (DOUER, 2003) e apresenta um mau progndstico em
pacientes idosos (BENE , AL, 1999).

2. CARACTERISTICAS LABORATORIAS DALMA
2.1 Hemograma

Atabela 1 mostra os sintomas clinicos e as alteracées do hemograma na LMA
(LIESNER, GOLDSTONE, 1997; BAIN , Al., 2002).

TABELA 1 -Sintomas clinicos e alteragoes do hemograma na LMA

- Palidez;

- Hepatomegalia;

- Esplenomegalia;

- Linfadenopatia;

- Febre;

- Faringite;

- Petéquias e outras manifestacdes hemorragicas;

- Infiltragdes cutaneas.

- Contagem de plaquetas e hemoglobina baixas;

- Anemia normocitica e normocrémica;

- Contagem diferencial de células brancas anormais
com neutropenia e presenca de blastos; geralmente
detectados pelos flags em aparelhos;

- A trombocitopenia geralmente esta presente ao
diagnéstico, com contagem abaixo de 50.000
plaquetas por microlitro;

- Contagem global de leucécitos acima de 25.000pL,
porém abaixo de 100.000uL;

- Presencga de blastos é variavel, acima de 20% na
contagem diferencial, podendo chegar em 90%.
Presenca de bastonetes de Auer em blastos e pré-
mielécitos.

SinaisClinicos

Hemograma

Achados Hematolégicos

Fonte: Adaptado de BAIN, 2003.
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Embora a morfologia continue sendo fundamental para o diagndstico,
atualmente, se utilizam técnicas complementares para a classificacao definitiva e
progndéstica do quadro leucémico, o que inclui a imunofenotipagem, a citogenética
convencional e molecular e a biologia molecular (SWIRSKY, RICHARDS, 2001;
TALLMAN, 2004). (Com qual aspecto cada uma destas técnicas contribui para o
diagndstico?) A identificagdo do tipo celular envolvido na leucemogénese é

fundamental para o tratamento da doenca(HAFERLACH, 2004).).

2.2 Mielograma

A medula 6ssea (MO) de um paciente com LMA, geralmente é hipercelular,
podendo ser hipocelular. No mielograma a contagem de blastos, no aspirado de MO,
acima de 20% (segundo a Organizag¢ao Mundial da Saude - OMS) ou 30% (segundo a
classificacdo FAB) € diagnéstica de leucemia aguda. As caracteristicas morfologicas
dos blastos com a presenca de granulagbes e bastonetes de Auer sdo indicativas de
acometimento da linhagem mieldide (BENNET et al., 1976; JAFFE et al., 2001 ). No
mielograma, o numero de células brancas contadas deve ser de pelo menos 500
células, a fim de minimizar os erros inerentes a leitura de poucas células.

As leucemias séo classificadas com base no tipo celular envolvido e no estagio
de maturidade das células leucémicas. Assim, as LA caracterizam-se pela presenca de
células imaturas e de evolugdo fatal em pacientes nao tratados (LIESNER,
GOLDSTONE, 1997). Os primeiros sistemas de classificagdo das LA eram baseados
somente em caracteristicas citomorfologicas e citoquimicas. A morfologia ainda
representa um modelo central, mas as técnicas complementares sdo decisivas para
um delineamento mais preciso da linhagem hematopoiética e para caracterizar o
estagio de diferenciacdo das leucemias (DOUER, 2003; SZCZEPANSKI, VAN
VELDEN, et al., 2003 ). Na tabela 2 sdo abordadas as principais classificagdes das LA
(BENE e AL., 1995; BAIN, 1998; BENE e AL., 1999; HARRIS e AL., 1999; LUSIS, 2000;
BRUNNING, 2003; SZCZEPANSKI, VAN VELDEN, et al., 2003 )
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TABELA 2 - Sistemas de classificacao das leucemias agudas

Classificagao Caracteristicas

- Primeira classificagdo mundialmente
aceita;

- Critérios morfolégicos e citoquimicos;
- Blastos > 30% na medula 6ssea.

French American British (FAB)

- Critérios morfologicos, imunolégicos e

Morphological ImmunologicalCytogenetic(MIC) citogenéticos

- Critérios imunologicos (expresséo de
antigenos na superficie celular a partir de
painéis de anticorpos monoclonais);

- Defini¢ao de leucemias bifenotipicas
agudas (BAL).

European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias(EGIL)

- Blastos na LA >20% na medula éssea;
- LMA passa a ser valorizada através de
World Health Organization (WHO) seus dados de recorréncia citogenética e
da historia clinica e/ou aspectos
displasicos na medula 6ssea.

Fonte: Adaptado de SZCZEPANSKI ET.AL., 2003.

De acordo com o sistema de classificacdo French-American-British (FAB), as
LMA sao ainda morfologicamente sub-classificadas em sete tipos (Lusis, 2000):

. MO0 - LMA sem diferenciagdao morfolégica: Os blastos podem ser
pequenos, com cromatina frouxa e nucléolo evidente, apresentando citoplasma
agranular, sem bastonete de Auer. Morfologicamente assemelham-se aos blastos
linféides L2 (FAB).

. M1 — LMA com minima diferenciagdo morfolégica: Mais de 90% das
células mieldides da MO s&o de células blasticas. O componente
granulocitico/monocitico em maturagao nao excede a 10%. Os blastos tém tamanho
médio ou grande, com um ou mais nucléolos. Bastonetes de Auer sdo encontrados em
50% dos casos. Os blastos podem ser agranulares ou granulares.

. M2 - LMA com diferenciagao (componente monocitico< 20%):
Células monociticas tém contagem inferior a 20%, apresenta maturagéo granulocitica,
podendo demonstrar variados graus de displasia, segmentacéo nuclear anormal. Os
bastonetes de Auer sdo mais numerosos (podendo aparecer em 70% dos casos).
Cerca de 30 a 89% das células mieléidesda MO séo blastos. Os blastos sao grandes
com abundante citoplasma basofilico, frequentemente contendo numerosos granulos
azurréfilos. Em alguns casos os blastos podem apresentar grénulos grandes. A
contagem de eosinofilos pode chegara 15%.

. M4 - LMA mielomonocitica (células monociticas 2 20%); M4
variante: A contagem de células monociticas sem maturagéo é maior do que 20% das
células mieléides da MO. O componente monocitico, desde monoblastos a mondcitos,
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se situa entre 20% e 80% na MO. Alguns blastos podem ocasionalmente conter
bastonete de Auer.

. M5 — LMA monocitica (com células monociticas 2 20% das células
leucémicas)

. M5a - LMA monoblastica (sem diferenciagao, blastos 2 80%)

. M5b - LMA monocitica (com diferenciagao, blastos < 80%): O
componente monocitico da MO corresponde a pelo menos 80% das células ndo
eritroides. Os monoblastos tém citoplasma volumoso e basofilico, com um ou mais
nucléolos proeminentes e cromatina delicada. Geralmente o nucleo é redondo. A
presenca de bastonetes de Auer é incomum, pode apresentar granulos azurréfilos e
vacuolos. Na M5a a contagem de monoblastos é superior a 80% ena M5b a contagem
de monoblastos € inferiora 80%.

. M6 — eritroleucemia e variante: Os blastos eritrbides representam mais
de 50% das células nucleadas da MO. Pelo menos 30% das células nao eritrdides séo
blasticas. Podem existir eritroblastos multinucleados, fragmentacdo nuclear e
vacuolizacdo citoplasmatica. Em alguns casos pode-se observara presenga de
bastonetes de Auer.

O eritroblas toda LMA M6 é anormal com caracteristicas morfolégicas bizarras,
podem ser gigantes, com forma multilobulares ou multinucleadas. Outras
caracteristicas sao: fragmentacéao nuclear, corpusculo de Howell-Jolly, sideroblasto em
anel e células megaloblasticas.

. M7 — LMA megacarioblastica: Ocorre presenca de 20%, ou mais, de
blastos do total de células nucleadas da MO, excluindo linfécitos e plasmécitos, sendo
mais de 50% dos blastos da linhagem megacariocitica. Os blastos sdo de tamanhos
variaveis, com citoplasma geralmente agranular, podendo apresentar projecdes
citoplasmaticas. A MO frequentemente apresenta aumento das fibras de reticulina, e
comumente o aspirado de MO é de dificil obtencdo (MARTINS, FALCAO, 2000;
FARIAS, BIERMANN, 2007).

Com base apenas em critérios morfolégicos e citoquimicos, a LMA-M7 pode
ser confundida com a leucemia linféide aguda subtipo L2 (LLA-L2) ou, raramente, L1 e,
até mesmo, com a leucemia mieléide aguda minimamente diferenciada (LMA-MO0) e
com a leucemia mieldide aguda sem maturagéo (LMA-M1) (Farias e Biermann, 2007).

Contudo, a classificacdo FAB esta em desuso e esta sendo substituida pela
classificacdo da OMS (ultima revisdo em 2008). A classificagdo da OMS apresenta
recomendagdes atualizadas e modificadas dos critérios diagnosticos utilizados pela
FAB, valorizando critérios citogenéticos, o imunofenétipo e a biologia molecular
(HARRIS EAL., 1999; JAFFE etal.,2001; BRUCE, 2003):

. LMA com anormalidades citogenéticas recorrentes, que inclui LMA
com translocagao entre o cromossomo 8 e 21, com inversdo no cromossomo 16, ou
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translocagdes entre os cromossomos 15 e 17. Pacientes com LMA, nesta categoria,
geralmente, tém uma alta taxa de remissado e um melhor prognéstico, em comparagao
comoutros tipos.

. LMA com displasia multilinear: Esta categoria inclui os pacientes que
tiveram uma sindrome mielodisplasica (MDS) prévia ou doenga mieloproliferativa, que
evoluiu para a LMA. Esta categoria € mais frequente em pacientes idosos e muitas
vezes tém um pior progndstico.

. Relacionado a terapia da LMA e MDS: Esta categoria inclui os pacientes
que realizaram quimioterapia e/ou radioterapia e posteriormente desenvolveram a LMA
ou MDS. Esta leucemia pode ser caracterizada por anormalidades cromossémicas
especificas e, muitas vezes, apresenta um pior prognoéstico.

. LMA nao categorizadas: Inclui subtipos da LMA que n&o se inserem nas
categorias acima. Neste caso utiliza-se a classificagéo FAB.

. Leucemias agudas de origem ambigua: Leucemias agudas de origem
ambigua (também conhecida como fenétipo misto ou leucemia aguda bifenotipica)
ocorrem quando as células leucémicas apresentam marcadores tanto de células
mieldides como linféides, ou se ambos os tipos de células estéo presentes.

2.3 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem, por citometria de fluxo, € a melhor opgéo para o
diagnostico hematopatolégico. Atualmente € realizada por meio de anticorpos
monoclonais marcados, que reconhecem epitopos especificos de antigenos celulares.
O método que define as caracteristicas imunofenotipicas tem sido rotineiramente
usado pelos especialistas devido a agilidade e € indispensavel pela capacidade de
elucidar o caso conjuntamente com dados clinicos, morfolégicos, citoquimicos,
citogenéticos e molecular (MARTINS, FALCAO, 2000; BAIN, 2003).

Aimportancia da imunofenotipagem reside, principalmente, no diagnéstico das
LMA MO e M7, mas também em alguns casos de M5a, além de auxiliar no diagndstico
das LMA M2 e LMA M1/M2, bem como ser essencial para a identificacao da BAL
(MARTINS, FALCAO, 2000; BAIN et al., 2002). A citometria de fluxo é realizada com
maior frequéncia para distingdo entre as leucemias miel6ide e linféide, o que é de
crucial importancia para a classificagdo do subtipo leucémico, e na monitorizagdo e
pbés-tratamento da LMA para deteccdo de doenca residual minima (SWIRSKY,
RICHARDS, 2001; SAN-MIGUEL et al., 2002; WANG et al., 2005; YAMAMOTO et al.,
2005).

Também é util na correta identificagéo dos subtipos de LMA, como a LMAMO, e
na diferenciagdo da leucemia pré-mielocitica aguda da LMA M1/M2 (BROWN,
WITTEWER, 2000; KALEEM, 2003). A imunofenotipagem é realizada a partir de
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suspensdes de células do sangue periférico e da MO, mas, quando necessario, pode
ser feita em cortes histologicos (Bain, 2003). A tabela 3resume os principais
marcadores imunofenotipicos relacionados aos subtipos de LMA (LEFTEROVA,
SHIMIDT-WOLF, 1996; SWIRSKY, RICHARDS, 2001; SZCZEPANSKI, VAN DER
VELDEN, etal., 2003).

TABELA 3 —Imunofenétipos relacionados aos subtipos de LMA

Marcadores LMA-M0/M1/M2 LMA-M4/M5a/M5b LMA-M6 LMA-M7
CD13/CD33 ++ ++ + ++
CD65 +/+/++ ++ + +
MPO -[+/++ ++ + -
CD11c -ou+ ++ - -
CD14 - +HA+/++ - -
CD15 +H+/++ - - -
CD36 - + ++
H-Antigeno - + ++
CD235a - - + -
CD41/CD61 - - - ++
CD42 - - - +
CD34 ++/++/+ +/+/+ + ++
CD117 ++ + + +
HLA-DR ++/++/+ ++ + ++
TdT + + + +

Fonte: Adaptado de SZCZEPANSKI et.al., 2003.

Recentemente com os métodos imunoldgicos e moleculares, as leucemias
estdo sendo redefinidas através do maior reconhecimento dos anticorpos monoclonais
especificos chamados de CD (clusters of differentiation) e aperfeicoamento dos
fluorocromos. De acordo com a origem celular, linféide e mieldide, e também o tipo de
anormalidade genética se pode definir novos programas de analise.

Aimunofenotipagem determina a linhagem celular e caracteriza os subgrupos
especificos da LMA. Como a LMA possui um alto grau de proliferagdo celular, é de
grande relevancia a imunofenotipagem para ressaltar tanto o prognostico quanto
orientar a terapéutica durante o tratamento, além de ser de suma importancia, apos o
termino do tratamento, para a pesquisa da doenca residual minima (DRM)
(CASASNOVAS et al., 2003).A tabela 4apresenta a correlagao entre subtipo FAB e

achados imunofenotipicos.
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TABELA 4 -Correlacao entre subtipo FAB e achados imunofenotipicos

Subtipo o
FAB Imunofendtipo
M2v (CD13+ e CD33+); (CD34+ e HLA-DR+)
(CD19+ e CD56+)
M4Eo (CD13+ e CD33+); (CD34+ e HLA-DR+)
(CD14+,CD15+ e CD2+)
M 5 (CD33+ e CD13-); (CD34-e HLA-DR+)

(CD4+)

Fonte: Adaptado de Yamamoto et.al., 2000.

2.4 Citogenética e Biologia Molecular

As anormalidades genéticas que ocorrem nas leucemias, podem ser divididas
em duas principais categorias, aquelas que incluem altera¢cdes cromossdmicas
estruturais, principalmente translocagcbes e inversdes, e aquelas associadas as
alteragdes de expresséao génica (BAIN, 1998).

Na maioria das leucemias, as categorias genotipicas podem ser presumidas
com base na detecgcdo de marcadores moleculares por meio da imunofenotipagem.
Contudo, a confirmagéo citogenética e molecular das leucemias permite tanto a
definicdo do diagnostico, como a melhor classificagdo das desordens leucemicas,
possibilitando inferéncias sobre o prognostico destas enfermidades, a caracterizagéo
dos diferentes estagios e a possibilidade de remissdo (FETT-CONTE et al., 2000).

As analises citogenéticas das neoplasias hematologicas podem fornecer varias
informacdes, tais como: clonalidade celular na neoplasia hematopoiética; evidencia da
linhagem celular do clone neoplasico; indicagédo dos mecanismos de leucemogenese;
demonstragéo de fatores etioldgicos implicados no processo neoplasico; confirmagao
do diagnéstico; informacao sobre a classificacédo e estadiamento da neoplasia;
indicacdo de prognéstico; evidencia da regresséo da doenca; acompanhamento de
transplantes de medula 6ssea (HALL, 2001; SWIRSKY, RICHARDS, 2001). As
alteragbes citogenéticas adquiridas sdo detectadas em 55% a 75% dos pacientes
diagnosticados com LMA (GRIMWADE, 2001; LOWENBERG, 2001; WEIR,
BOROWITZ, 2001; LINDVALL et al., 2004). A analise citogenética convencional é feita
pela analise microscdpica dos cromossomos das células da MO durante a metafase
(SWIRSKY, RICHARDS, 2001; HAFERLACH et al., 2004). Pode ser complementada
por técnicas de hibridizagao in situ, técnica de FISH, sendo importante para confirmar a
presenca de rearranjos recorrentes (KEARNEY, 2001; KANG et al., 2005).
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Atualmente, a analise citogenética tem sido considerada um instrumento diagnostico
de grande importancia para a determinacdo do fator prognéstico da LMA
(LOWENBERG, 2001; SCHOCH, HAFERLACH, 2002; HAFERLACH et al., 2004;
YANADA et al., 2005).

A biologia molecular se fundamenta na analise do acido desoxirribonucléico
(DNA) por meio de técnicas, como analise de Southern blot ou reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), ou na analise do acido ribonucléico (RNA) por PCR da transcriptase
reversa (RT-PCR) e também por PCR em tempo real (RQ-PCR). Por biologia molecular
pode se estabelecer a clonalidade da célula leucémica e detectar mutacgdes
caracteristicas de um determinado tipo de LMA. Também monitora a doenca residual
minima ap6s a remissdo induzida pela terapia (MROZEK et al., 2001; YIN,
GRIMWADE, 2002; LEROY etal., 2005).

As alteragdes mais comuns observadas na LMA, e suas frequéncias, estao
listadas na tabela 5 (DASH, GILLILAND, 2001; GRIMWADE, 2001; LANGMUIR et al.,
2001; SCHOCH, HAFERLACH, 2002; CHAUFFAILLE, 2004; BENCH, 2005).

TABELA 5 — Alteragdes citogenéticas e mutagcdes mais comuns observadas na LMA e

suas frequéncias
Frequéncia
Anormalidades Fusdo de Genes Subtipo
Criancas (%) Adultos (%)
t(8;21)(922;922) AMLI—-ETO M2/M1 10-15 8-12

inv (16)(p13 1;922) ou

1(16:6)(p13.1:q22) CBFB - MYH11 M4 6-12 8-12
t(15;17)(922;921) PML — RARA - 8-15 8-10
t(9;11)(p22;923) MLL — AF9 M5a 8-10 1-2
t(3;21)(926;922) AMLI-EAP / EVII - 1 <1
t(6;9)(p23;934) DEK — CAN M1/ M2 1-2 Rara
'”;’(g’;g(?(iyﬂégé)z;’“ EVII i <1 1-2
t(1;22)(p13;913) OTT - MAL M7 2 <1
Trissomia do 8 - 1-4 3-5
Trissomia do 11 M1/ M2 - <1

Fonte: Adaptado de Schoch e Haferlach, 2002.

3.CONCLUSAO

Até bem pouco tempo, o diagnostico da LMA era baseado exclusivamente na
morfologia e na citoquimica. Entretanto, foi a partir dos sistemas de classificagao,
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juntamente com os avancgos ocorridos em imunofenotipagem, e devido a crescente
importancia em eventos genéticos, que hoje ha o reconhecimento da importancia de
um diagnostico mais preciso, indicando fatores prognésticos e uma terapia mais
adequada a cada sub-tipo de LMA (Swirsky, D.M. e Richards, S. J., 2001; Brunning,
2003; Szczepanski, Van Velden, et al., 2003).

A identificacdo de fatores prognosticos permite a estratificacdo dos pacientes
em grupo de risco, ndo generalizando os sub-tipos de LMA, o que possibilita uma
abordagem terapéutica diferenciada. Experiéncias clinicas tém demonstrado a
importancia vital de anormalidades citogenéticas na determinacéo da sobrevida em
pacientes com LMA. Aprimoramentos em tecnologias moleculares também estdo em
foco na deteccéao de translocacgdes clinicamente relevantes, bem como providéncias de
métodos sensiveis para rastreara doenga residual minima e para descrever a
caracterizagdo da LMA no diagnéstico e/ou durante o tratamento (LANGMUIR, et al.,
2001; SWIRSKY, RICHARDS, 2001; DOUER, 2003).

Sabe-se que o grau de evolugéo da LMA esta significativamente relacionado ao
aumento da proliferagao celular clonal. Assim, a partir da analise genética, a expressao
dos genes identificados na doenca fornece razdes para estudos futuramente preditivos
para diagnéstico e intervencao terapéutica (STABER, 2004). A interpretacdo dos
resultados deve compreender a historia clinica do paciente e os outros testes
realizados, pois a partir de um diagnéstico correto e preciso influenciara na escolha do
tratamento adequado e o prognostico da doenca.
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