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Laboratory diagnosis of acute myeloid leukemias

Graziele C. da Silval; Diogo A. Pilger 2; Simone M. de Castro3; Sandrine C. Wagner4

TS resumo

Leucemia mielGide aguda As leucemias agudas caracterizam-se pela proliferacéo clonal e pelo bloqueio maturativo das células
hematopoéticas, com substituicdo difusa da medula dssea por células neoplésicas. A leucemia mieléide
aguda (LMA) é um grupo heterogéneo de doencas clonais do tecido hematopoético, que acomete
predominantemente idosos acima de 60 anos de idade. A LMA apresenta oito subtipos distintos mor-
Citogenética fologicamente: LMA M0 a M7. Os métodos diagndsticos para identificacdo da LMA e classificagdo dos
subtipos séo baseados em critérios morfolégicos, citoquimicos e de imunofenotipagem, acrescidos de
andlise genética. Além de ser importante para a diferenciacéo do tipo da linhagem da leucemia, se
miel6ide (LMA) ou linféide (LLA), o diagndstico é também de grande importéncia para identificar a
leucemia bifenotipica aguda (BAL). O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao bibliografica sobre
LMA, dando énfase aos métodos laboratoriais utilizados para a sua identificacdo e diferenciacéo.

Citoquimica

Imunofenotipagem

Genética molecular

abstract ISR

The acute leukemias are characterized by the clonal proliferation and maturative blockage of hematopoietic | Acute myeloid leukemia
cells, with diffuse substitution of the bone marrow by neoplasic cells. The acute myeloid leukemia (AML) is a
heterogeneous group of clonal disease in the hematopoietic tissue and predominantly affects people older than 60.
The AML has eight morphologically different subtypes: AML MO to M7. The diagnostic methods for identification | Immunophenotype
of AML and subtypes classification are based on morphological, cytochemical and immunophenotyping patterns, | (ytogenetics
besides genetic and molecular analyses. The diagnosis of leukemia is important to the lineage differentiation
in AML or ALL and also for the identification of biphenotypic acute leukemia (BAL). The aim of this study was
to perform a bibliographic review of AML, giving emphasis on laboratory methods useful for its identification
and differentiation.

Cytochemistry

Molecular genetics.

Introdugéo As leucemias sdo classificadas de acordo com o tipo

o ) _ - ) celular envolvido e o grau de maturacgéo das células. As
Aleucemia é uma proliferacdo neoplasica generaliza-

da ou acimulo de células hematopoéticas, com ou sem
envolvimento do sangue periférico®?. Na maioria dos

leucemias agudas (LA) caracterizam-se pela proliferacdo
clonal acompanhada de bloqueio maturativo (anapla-

. - sia) variavel, o que possibilita a existéncia de diferentes
casos, as células leucémicas extravasam para o sangue,

onde podem ser vistas em grande ndmero. Essas células
também podem infiltrar o figado, bago, linfonodos e Nas leucemias agudas enquadram-se as leucemias
outros tecidos“?. mieldides agudas (LMA)®. A LMA é um grupo hete-

subtipos de leucemias.
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rogéneo de doencas clonais do tecido hematopoético,
que se caracteriza pela proliferacdo anormal de células
progenitoras da linhagem mieléide (mieloblastos), oca-
sionando producdo insuficiente de células sangliineas
maduras normais, com conseqliente substituicao do
tecido normal. Desse modo, a infiltracdo da medula é
freqiientemente acompanhada de neutropenia, anemia
e plaquetopenia® 3”3 42 O processo neoplasico que
da origem ao clone leucémico pode surgir em qualquer
estagio do desenvolvimento celular, ou seja, em qualquer
fase da hematopoese®®.

Os eventos moleculares precisos e responsaveis pela
transformacdo leucémica ainda ndo sdo conhecidos, entre-
tanto o resultado final consiste na proliferacéo inexoravel
das células hematopoéticas imaturas que perderam a sua
capacidade de diferenciacdo normal”. No entanto, a
ativacdo de protoncogenes e as mutacdes (alteracdes ge-
néticas), em genes supressores que regulam o ciclo celular,
parecem estar envolvidas na patogénese das leucemias, pois
levam a perda dos mecanismos normais controladores da
proliferacao (divisao celular), diferenciagdo-maturacao e/ou
da morte celular programada (apoptose)® 3.

Na maioria dos casos, a LA surge sem motivo aparen-
te, embora algumas vezes possam se identificar possiveis
causas, Como:

¢ radiacdo ionizante;
* virus oncogénicos (human T-lymphotropic virus type |
[HTLV-I] causando leucemia das células T do adulto);

« fatores genéticos e congénitos;

¢ algumas substéancias quimicas e farmacos (como benzeno
e agentes alquilantes);

* predisposicdo a doencas hematoldgicas® 3.

A LMA é uma doenca predominante em adultos mais
velhos (acima de 60 anos de idade), com mais de 50%
dos casos? ¥ 4. E mais comum no sexo masculino do
que no feminino® ™, representa cerca de 15%-20% das
LA da infancia e 80% das dos adultos®®3 e apresenta um
prognéstico pobre, especialmente em pacientes idosos®”.

Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA), os in-
dices de leucemias no Brasil mostram-se altos e estimam-se,
para o ano de 2006, aproximadamente 9.500 novos casos.
Muitas introspecgdes novas para o diagndstico, patogénese,
manifestacao clinica, tratamento e prognéstico dos pacien-
tes com LMA refletem a heterogeneidade da doenca, uma
vez que o progndstico entre subgrupos de pacientes com

LMA pode variar consideravelmente®”:3", Com base nesses
dados, tornam-se de grande importancia clinica os avangos
laboratoriais ocorridos no diagnéstico das leucemias nos
dltimos anos.

Classificacao

As leucemias sdo classificadas com base no tipo celular
envolvido e no estado de maturidade das células leucémicas.
Assim, as LA caracterizam-se pela presenca de células muito
imaturas (denominadas blastos) e por evolugao rapidamen-
te fatal em pacientes ndo-tratados®®.

Os primeiros sistemas de classificacdo das LA eram
baseados somente em investigacdes citomorfoldgicas e
citoquimicas. A morfologia ainda representa um modelo
central, mas foi incorporada em sistemas de classificacdes
atuais, como imunofenotipagem para um delineamento
mais preciso da linhagem hematopoética, e estagio de
diferenciacdo de leucemias em particular®>%. Na Tabela
1 sdo abordadas as principais classificacdes das leucemias
agudas (2,6,7,10, 21, 38, 50)'

De acordo com o sistema de classificacdo French-Ame-
rican-British (FAB), as LMA sdo ainda morfologicamente
subclassificadas em oito tipos:

¢ MO - LMA sem diferenciacdo morfoldgica;
* M1 - LMA com minima diferenciacdo morfoldgica;

* M2 - LMA com diferencia¢éo (componente monocitico
< 20%);

* M3 - LMA promielocitica hipergranular

M3 variante hipogranular;

* M4 - LMA mielomonocitica (células monociticas > 20%)
M4 variante;

* M5 - LMA monocitica (com células monociticas > 20%
das células leucémicas)

MS5a - LMA monobléstica (sem diferenciacédo, blastos
> 80%)

M5b - LMA monocitica (com diferenciacdo, blastos
< 80%);

* M6 - eritroleucemia e variante;

* M7 - LMA megacarioblastica®® 38 5%,

Contudo, a classificacdo FAB est4 em desuso e esta sendo
substituida pela classificacdo da Organizacdo Mundial da
Satde (OMS). A classificacdo da OMS apresenta recomen-
dagoes atualizadas e modificadas dos critérios diagnosticos
utilizados pela FAB, valorizando critérios citogenéticos®.
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Tabela 1 Sistemas de classificacao de leucemias agudas

Grupo
FAB* (1976)

Classificacao

LMA (M1 a M6)

Primeira classificacdo mundialmente aceita
Critérios: morfoldgicos e citoquimicos
Blastos na LA > 30% na medula 6ssea

Em 1985, essa classificacdo foi revisada e adotaram-se critérios imunofenotipicos, incluindo o
subtipo LMA M7, através da confirmacdo de blastos plaquetarios, e o subtipo M0, através de

marcadores monoclonais
MIC**

EGIL*** (1995)
anticorpos monoclonais)

Critérios: morfologicos, imunoldgicos e citogenéticos
Critérios: imunoldgicos (expressao de antigenos na superficie celular a partir de painéis de

Definicdo de leucemias bifenotipicas agudas (BAL)

WHO**** (1997)
linféide ou bifenotipica)

Blastos na LA > 20% na medula 0ssea

Foi proposta a classificacdo que separa e define os subtipos de leucemias agudas (mieldide,

LMA passa a ser valorizada através de seus dados de recorréncia citogenética e da historia
clinica e/ou aspectos displasicos na medula 6ssea

*French-American-British.

**Morphological-Immunological-Cytogenetic.

***Eyropean Group for the Immunological Characterization of Leukemias.
****World Health Organization.

Adaptado de Szczepanski et al., 2003.

Existe também uma minoria de LA que apresenta
caracteristicas de ambas as linhagens (mieldide e linf6ide)
e, por essa razdo, sao designadas leucemias de linhagem
mista, hibrida ou leucemia bifenotipica aguda (BAL)('® 40,
As BAL sdo doencas raras, responsaveis por mais de 5%
das LAG7:32),

Diagnéstico laboratorial

Geralmente, o diagnéstico de LMA inicia-se a partir de
uma suspeita clinica (Tabela 2) e se baseia na avaliacdo
do sangue periférico e da medula 6ssea™ 239, Embora a
morfologia continue sendo o fundamento para o diag-
noéstico, técnicas adicionais, incluindo imunofenotipagem,
avaliacdo citogenética e estudos de genética molecular,
tornaram-se essenciais e, em alguns casos especificos, sdo
ferramentas complementares obrigatérias® >. O uso de
procedimentos diagndsticos permite a identificagdo do tipo
celular envolvido na leucemogénese, o que é fundamental
para orientar a terapéutica e determinar, até certo ponto,
o prognéstico das leucemias®.

As coloracdes citoquimicas (Tabela 3) usadas no diag-
ndstico e na classificacdo das leucemias podem ser aplicadas
tanto a medula éssea quanto ao sangue periférico, auxilian-

do na confirmagdo da origem mieléide e/ou monocitica.
Apesar dos progressos da imunofenotipagem, as reacoes
citoquimicas ainda séo Uteis no diagnéstico das LMA.

As principais coloragdes em uso sdo fosfatase alcalina;
mieloperoxidase (MPO); suddo negro B (sudan black B
[SBB]); naftol AS-D; cloroacetato esterase (CAE); esterases
inespecificas, como alfa-naftil acetato esterase (ANAE);
reacdo do acido para-aminossalicilico (acido periédico de
Schiff [PAS]) e fosfatase acida.

A mieloperoxidase ou SBB positiva confirma a natu-
reza miel6ide dos blastos e revela os bastonetes de Auer
em aproximadamente 65% dos casos. Ela é especifica

para as linhagens de granulécitos, eosinéfilos e mondci-
tost 35 38,39,49, 55).

Aimunofenotipagem é realizada por meio de anticorpos
monoclonais marcados, que reconhecem epitopos espe-
cificos de antigenos celulares. As técnicas empregadas na
imunofenotipagem podem ser a citometria de fluxo ou a
imunocitoquimica. A importéncia da imunofenotipagem
reside, principalmente, no diagndstico das LMA MO0 e M7,
mas também em alguns casos de M5a, além de auxiliar no
diagndstico das LMA M3, LMA M2 e LMA M1/M2, bem
como ser essencial para a identificacdo da BAL® %39,
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Tabela 2 Caracteristicas clinicas das LMA

Suspeita clinica e palidez
* hepatomegalia
® esplenomegalia

¢ linfadenopatia

e febre em conseqiiéncia de infeccoes

¢ faringite

® petéquias e outras manifestacoes hemorragicas

e dor 6ssea

¢ hipertrofia gengival

¢ infiltracoes cutaneas
Hemograma

e contagem de plaguetas e hemoglobinas baixas

e contagem de células brancas pode variar de < 1.000/ul a 200.000/ul

e contagem diferencial de células brancas anormais com neutropenia e presenca de
blastos; geralmente, deteccdo pelos flags em aparelho

® anemias normocromica e normocitica; trombocitopenia pode ser severa

Adaptado de Bain, 2003.

LELIIERE Coloragdes citoquimicas

Mo MPO; SBB; esterases’

M1 MPO/SBB* em > 3% das células

M2 MPO*; SBB*

M3 MPOQ*; SBB*

M4 MPOQ*; SBB*; esterase inespecifica* com inibicdo pelo NaF; ANAE*
M5 MPO; esterase*

M6 MPQ-; SBB-; ANAE*

M7 MPO; SBB-; ANAE* na zona de Golgi

MPO: mieloperoxidase; SBB: suddo negro B (Sudan black B); ANAE: alfa-naftil acetatoesterase; NaF: fluoreto de sédio; (+): positivo; (-): negativo.

Adaptado de Yamoto, 2000.

A citometria de fluxo é realizada com maior freqiiéncia para
distingdo entre as leucemias mieldide e linféide, o que é de
crucial importancia, e na monitorizacdo pés-tratamento da LMA
para deteccéo de doenca residual minima® %557, Também
€ (til na correta identificacdo dos subtipos de LMA, como a
LMA MO, e na diferenciagdo da leucemia promielocitica aguda
(M3) da LMA M1/M2® 27, Geralmente, a imunofenotipagem
€ realizada em suspensoes de células do sangue periférico e da
medula 6ssea, mas, quando necessario, pode ser feita em cortes
histolégicos®. A Tabela 4 resume os principais marcadores
imunofenotipicos relacionados aos subtipos de LMA®? 450,

A citogenética e os estudos moleculares freqiientemen-
te detectam anormalidades dentro do clone leucémico,
podendo sugerir o diagndstico e/ou o progndstico@ 3549,
As aberracdes citogenéticas adquiridas sédo detectadas em
55%-75% de pacientes recentemente diagnosticados com

LMAU8 36.37,53) " A andlise citogenética é convencionalmente
feita pela anélise microscépica dos cromossomos das células
da medula éssea® durante a metéfase'® #?. Pode ser comple-
mentada por técnicas de hibridizacdo in situ, particularmente
a hibridizacao fluorescente in situ (FISH), sendo importante
para confirmar a presenca de rearranjos recorrentes® 29,
Atualmente, a andlise citogenética tem sido considerada
um instrumento diagnéstico de grande importéncia para
determinacéo do fator prognéstico da LMA(?: 37, 46, 56),

A andlise de genética molecular pode se fundamentar
na analise do acido desoxirribonucléico (DNA) por meio de
técnicas, como analise de Southern blot ou reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), ou na anélise do acido ribonucléico
(RNA) por PCR da transcriptase reversa (RT-PCR) e também
por PCR em tempo real (RQ-PCR). A finalidade da andlise
de genética molecular pode ser tanto o estabelecimento da
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clonalidade, pela deteccdo da recombinacdo de genes que A importancia da citogenética e da genética molecular
expressam imunoglobulinas, quanto pela identificacdo de na LMA para classificacdo e para compreensdo de meca-
uma recombinagdo molecular caracteristica de um deter- nismos patogénicos é apreciada cada vez mais no contexto
minado tipo de LMA. Além de auxiliar na classificacdo das clinicos . As aberracdes citogenéticas mais comuns
LA, é (til no monitoramento da doenca residual minima observadas na LMA, e suas freqliéncias, estdo listadas na
apds a remissdo induzida pela terapia® 3441523, Tabela 5611121831, 46,47),

LELIERAN  Classificacdo da imunofenotipagem da LMA

Marcadores LMA-M0/M1/M2 LMA-M3 LMA-M4/M5a/M5b LMA-M6 LMA-M7
CD13/CD33 ++ ++ ++ + ++
CD65 +/+/++ + ++ + +
MPO -/+/++ ++ ++ + -
CD11c -out - ++ - -
(D14 - - +/+/++ - -
CD15 t/t/++ + - - -
CD36 - - + ++

H-antigeno - - = ++ +
CD235a

(Glicoforina A) - - - + -
CD41/CD61 - - - - -+
(D42 - - ; ; .
CD34 ++/++/+ + +/+/+ + -+
(D117 ++ + + + +
HLA-DR ++/++/+ - ++ + ++
TdT + * + + +

-2 < 10% das leucemias séo positivas; +: 10%-25% das leucemias séo positivas; +: 25%-75% das leucemias sd@o positivas; ++: > 75% das leucemias séo positivas.
Adaptado de Szczepanski et al., 2003.

Tabela 5 Andlise citogenética: cromossomos anormais na LMA

Freqiiéncia
Anormalidades Fusdo de genes Subtipo Criancas (%) Adultos (%)
£(8;21)(q22:22) AMLI-ETO M2/M1 10-15 8-12
inv(16)(p13q22) CBFB-MYHII Méeo 6-12 8-12
£(15;17)(q22;q21) PML-RARo. M3/M3v 8-15 8-10
£(9;11)(p22;23) MLL-AF9 M5a 8-10 1-2
£(3;21)(q26;422) AMLI-EAP/EVII - 1 <1
t(6;9)(p23;q34) DEK-CAN M1/M2 1-2 Rara
inv(3)(q21;q26) EVII - <1 1-2
t(1;22)(p13q13) OTT-MAL M7 2 <1
Trissomia do 8 - 1-4 3-5
Trissomia do 11 M1/M2 - <1
Complexo - 6 10-20

Adaptado de Schoch & Haferlach, 2002.
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Discussao e conclusao

Até bem pouco tempo, o diagndstico da LMA era ba-
seado exclusivamente na morfologia e na citoquimica do
sangue e da medula éssea. Atualmente, o desenvolvimento
de anticorpos monoclonais e citometria de fluxo assumiram
o papel principal para a definicdo precisa das células blasti-
cas de linhagem mieléide e subtipos de LMA®.

A classificacdo das LA permite a correta separacdo dos
pacientes leucémicos nas categorias LMA e LLA®. Entre-
tanto, foi a partir dos sistemas de classificacédo, juntamente
com os avancos ocorridos em imunofenotipagem, e devido
a crescente importancia em eventos genéticos, que hoje ha
o reconhecimento da importancia de um diagnéstico mais
preciso, indicando fatores progndsticos e uma terapia mais
adequada a cada subtipo de LMA® 59,

Aidentificacéo de fatores prognésticos permite a estrati-
ficacdo dos pacientes em grupo de risco, ndo generalizando
os subtipos de LMA, o que possibilita uma abordagem
terapéutica diferenciada. Além disso, os métodos diagn6s-
ticos para uma avaliagdo adequada somente seréo possiveis

com estudos mais aprofundados das técnicas, baseados
em uma ampla combinacdo dos mesmos. Porém, esses
estudos sdo caros, consomem tempo e requerem habili-
dade de pessoas experientes em laboratérios referenciais
centralizados( 39,

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 detec-
cdo de translocaces clinicamente relevantes, bem como
providéncias de métodos sensiveis para rastrear doenca
residual minima, em muitos pacientes, e para descrever
a caracterizacdo da LMA no diagnéstico e/ou durante o
tratamento®'3 3149,

Sabe-se que o grau de evolucéo da LMA esta significa-
tivamente relacionado ao aumento da proliferacéo celular
clonal. Assim, a partir da analise genética, a expresséo dos
genes identificados na doenca fornece razées para estudos
futuramente preditivos para diagnéstico e intervencéo
terapéutica®®.
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