VIII Congresso Interdisciplinar da Fasete - CONINFA

LEUCEMIA~MIELOIDE AGUDA E O TESTES UTILIZADOS PARA
CONCLUSAO DO DIAGNOSTICO: REVISAO DE LITERATURA

Isabela Cristina Cordeiro Farias®, Evila Paulino dos Santos’, Berenice Gomes Brito dos Santos®

Faculdade de Ciéncias Médicas/Universidade de Pernambuco, Recife, Brasil.
Faculdade Sete de Setembro, Paulo Afonso, Brasil.
Faculdade Sete de Setembro, Paulo Afonso, Brasil.

santosevilas2@gmail.com

Resumo: Leucemia Mieléide Aguda (LMA) é uma neoplasia progressiva das células hematopoiéticas ou das células
troncos derivados, levando a uma producao excessiva de blastos. Ndo ha uma causa definida, entretanto, existem
alguns fatores que podem ajudar no aparecimento da doenga como: agentes externos e internos, fatores genéticos
e doencas hematolodgicas, mas na maioria dos casos ndo ha evidéncia da influéncia de fatores genéticos, assim como
nao ha diferencas de incidéncia entre as ragas americana, africana e caucasiana, ao contrario da leucemia linféide
aguda. Sua causa ndo tem defini¢Ges exatas, por isso a importancia de protocolos precisos para rapido diagnostico,
para que o tratamento seja especifico a patologia do paciente. Sabendo que a LMA apresenta subtipos, existem
testes precisos para catalogar cada subtipo, baseado na morfologia, citoquimica, entre outros marcadores. O
objetivo desse trabalho foi apresentar as principais técnicas atualmente realizadas para concluir o diagnéstico da
LMA, sabendo que quanto mais especifico e rapido for o diagndéstico, o tratamento acaba sendo mais preciso,
aumentando assim a chance de remissdo total da doenca. De acordo com a literatura a citometria de fluxo
atualmente tem sido umas das técnicas mais seguras e rapidas para um bom diagnéstico desta neoplasia, sendo
uma poderosa ferramenta que possibilita realizar a separacdo, a contagem diferencial de células e detec¢do de
biomarcadores protéicos.
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ACUTE MYELOID LEUKEMIA AND THE TESTS USED TO CONFIRM THE
DIAGNOSIS: LITERARY REVISION

Abstract: Acute Myeloid Leukemia (AML) is a progressive disease of hematopoietic cells or derived stem cells,
which takes to an excessive production of blasts. There is no specific cause, however, some factors may contribute
to the development of the disease, such as: external and internal agents, genetic conditions and hematologic
diseases, even though in most of the cases there are no evidences of the influence of genetic factors. Moreover,
there is no difference in the occurrence between American, African or Caucasian races, unlike the acute lymphoid
leukemia. Its cause has no particular definition, hence the importance of precise protocols for a quick diagnosis,
in order to start the specific treatment to the patient’s pathology. Given the AML has subtypes, there are accurate
tests that can categorize each one of them based on morphology, cytochemistry, among other aspects. This paper
aims to discuss the main techniques used nowadays to reach the AML diagnosis, acknowledging that the faster
and more specific the diagnosis is, the more accurate the treatment can be, which increases the chances of total
remission. According to literature, flow cytometry is considered nowadays as one of the safest and fastest methods
to get to a good diagnosis of this disease, representing a powerful tool that enables the separation, the differential
cell counting and the detection of protein biomarkers.
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1. Introducéo

Historicamente, Leucemia foi descrita pela primeira vez, em um paciente, em 1827, mas apenas em 1845 Virchow na
Alemanha e Bennett e Craigie na Escdcia, em artigos separados, reconheceram-na como “a doenga do sangue branco”,
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sendo denominada como Leucemia, apenas em 1847, por Virchow. Atualmente define-se Leucemia Aguda como uma
doenca bastante heterogénea de progresso rapido que afeta a maior parte das células hematopoiéticas ainda néo
diferenciadas, entre as neoplasias do sangue, a Leucemia mieloide aguda (LMA)concebe cerca de 80% das leucemias
agudas nos adultos.*O tecido sanguineo, além de uma parte liquida, o plasma, comporta uma parte sélida, as células ou
elementos figurados, que se subdividem em gldbulos brancos, glébulos vermelhos e plaquetas e essas células sdo
originarias da diferenciacdo das células-tronco hematopoiéticas, também denominadas de células percussoras, por um
processo denominado de hematopoese, ou seja, quando, ocorrendo uma proliferacdo e acimulo excessivo das células
percussoras, ha um comprometimento no desenvolvimento e no funcionamento das células sanguineas.?A incidéncia da
LMA aumenta significativamente com o progredir da idade, em crian¢as menores de 15 anos de idade, ela representa
15%- 20% dos diagnosticos das leucemias agudas, na pediatria, a incidéncia anual é de 0,7 caso novo por 100.000 criangas
abaixo de 18 anos de idade, ha um pequeno pico durante os dois primeiros anos de vida e um acréscimo apds os 13 anos
de idade.? Fazendo uma produgéo excessiva de blastos na corrente sanguinea, claro que alguns fatores podem ajudar no
aparecimento da doenca como: agentes externos e internos, fatores genéticos e doencas hematoldgicas, na maioria dos
casos ndo ha evidéncia da influéncia de fatores genéticos, assim como ndo ha diferencas de incidéncia entre as ragas
americana, africana e caucasiana, ao contrario da leucemia linfoide aguda.*°As leucemias compreendem o grupo mais
frequente de neoplasias em criancas e adolescentes. A LMA ¢ classificada com base na morfologia de acordo com a
Classificacdo FAB (Franco-Americano-Britanica), nos subtipos FAB-MO0 — FAB-M7. A citoquimica, imunofenotipagem
e, especialmente, métodos citogenéticos e de genética molecular sdo importantes para se estabelecer um diagndéstico
correto 38,0 objetivo desse trabalho foi apresentar as principais técnicas atualmente realizadas para concluir o diagndstico
da LMA, sabendo que quanto mais especifico e rapido for o diagndéstico o tratamento acaba sendo mais preciso
aumentando assim a chance de remissdo total da doenga.

2. Métodos

Trata-se de uma revisdo de literatura, de abordagem qualitativa e do tipo descritiva, realizada nas bases de dados
SciELO, Google Académico e periodico CAPES, utilizando os descritores: leucemia mieloide aguda, testes, diagnostico.
Foram incluidos no estudo artigos disponiveis em portugués, publicados entre os anos de 2011 e 2019.

2.1 Caracteristicas clinicas

As principais caracteristicas clinicas da LMA se baseiam em palidez, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia,
dores dsseas, petéquias e outras manifestacbes hemorragicas, aumento da gengiva, febre desencadeada por infecces,
caracteristicas laboratoriais normalmente observamos anemia normocitica e normocrdmica, plaquetopenia, taxa de
hemoglobinas baixas, contagem diferencial de células brancas anormais com neutropenia e presenca de blasto. Alguns
pacientes que estdo submetidos nos tratamentos de quimioterapia e radioterapia apresentam manifestacGes bucais
decorrentes da propria doenca, além de manifestacdes consequentes ao tratamento, as manifestacfes bucais podem estar
presentes em até 89% dos estdgios iniciais da leucemia, entre esses sinais bucais da doenca podemos citar: infiltracdo
leucémica gengival, processos inflamatérios gengivais acentuados, sangramentos espontaneos gengivais; além de
sangramentos de submucosa bucal e as manifestaces bucais decorrentes da toxicidade da quimioterapia e radioterapia
sdo: xerostomia, mucosite oral, estomatotoxicidade (infeccdes oportunistas) e neurotoxicidade.” A anemia, presente
muitas vezes no diagndstico, determina os sintomas de fadiga, fraqueza e palidez devido a grande liberagéo de células
sem maturacdo impossibilitando a producéo dos eritrocitos, quando a anemia € severa em pacientes susceptiveis, causa
angina ou até mesmo insuficiéncia cardiaca, e a neutropenia, muitas vezes também presente no diagnostico, de forma
severa, leva a infecgdes graves principalmente bacterianas, dor dssea que também é comum resulta a erosdo ou do
envolvimento leucémico do periésteo, adenomegalias, hepatomegalia, esplenomegalia sdo comuns e decorrem da
infiltracdo por células leucémicas nos 6rgéos.®A confirmacéo diagnostica é feita com o exame da medula 6ssea, nesse
exame, retira-se uma pequena quantidade de sangue, proveniente do material esponjoso de dentro do 0sso, para analise
citoldgica, citogenética molecular e imunofenotipica e algumas vezes pode ser necessaria a realizagdo da bidpsia da
medula dssea, nesse caso, um pequeno pedaco do 0sso da bacia é enviado para analise por um patologista.®0 tratamento
da LMA tem duas fases — inducdo e consolidacdo, que podera incluir o transplante de células tronco hematopoéticas
(TCTH). O objetivo da inducéo é alcangar a remissdo completa (RC), definida como menos de 5% de blastos na medula
6ssea normocelular, auséncia de leucemia extra medular, contagem de neutrofilos acima de 1.000/mm3, e contagem de
plaquetas acima de 100.000/mm3. A consolidagdo visa a eliminar as células leucémicas residuais que persistem apds a
inducdo.3Nas leucemias agudas, o processo de tratamento envolve quimioterapia, controle das complicacdes infecciosas
e hemorragicas e prevencao ou combate da doenca no Sistema Nervoso Central, para alguns casos, é indicado o transplante
de medula dssea, o tratamento é feito em etapas,a primeira tem a finalidade de obter a remissdo completa, ou seja, um
estado de aparente normalidade ap6s a poliquimioterapia, e esse resultado € alcangado em torno de um més ap6s o inicio
do tratamento, quando os exames mais evidenciam células anormais, entretanto as pesquisas comprovam que ainda restam
no organismo muitas células leucémicas, o que obriga a continuacdo do tratamento para ndo haver recaida e nas etapas
seguintes, o tratamento varia de acordo com o tipo de célula afetada pela leucemia.®
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2.1.1 Hemograma

O hemograma é o primeiro e o principal exame de sangue solicitado pelo médico para a confirmacdo quando ha
suspeita de leucemia. Quando se é positivo para a doenca, normalmente ocorre uma alteragdo no hemograma, sendo na
maioria das vezes uma elevacio do nimero de leucécitos imaturos no sangue periférico.*’Para classificacio e diagndstico
das leucemias agudas, normalmente é feita uma analise na morfologia das células neoplasicas e ha varios exames e
técnicas para o diagnéstico da LMA, e o primeiro é o hemograma no qual a partir da coleta do sangue periférico do
paciente, é feita uma observacdo microscopica dessa amostra a fim de quantificar e qualificar as células presentes.*!No
exame hematol6gico, normalmente é preparada uma distensdo sanguinea e através da microscopia pode observar: anemia
normocrémica e normocitica e diminui¢do do nimero de plaquetas (plaquetopenia), geralmente abaixo de 100.000 /mm3.
Comumente é desencadeada uma leucocitose, e um ndmero consideravel de células primitivas sem diferenciagéo. De
acordo com a FAB (Grupo Franco-Americano-Britanico), é considerada leucemia quando ha > de 30% de blastos no
sangue ou na medula éssea.*?Um detalhe importante e de destaque para diferenciacdo das células blasticas é a presenca
de Bastonetes de Auer — inclusdes citoplasmaticas que tem como principal composicdo a mieloperoxidase e enzimas
lisossomais e que normalmente aparecem em forma de agulha — essas inclusGes sdo mais especificas para a LMC M3
(leucemia promielocitica aguda), mas também podem ser encontradas com frequéncia nas LMA M1, M2, M3, M4, e
raramente na M5. Quando ha um excesso desses bastonetes, as células podem ser chamadas de Fagot cells.®

2.1.2 Citoguimica

A citoquimica consistem na aplicacdo de corantes bioquimicos nas células sanguineas e medula dssea, de forma que
mostrem sua composic¢éo e morfologia, auxiliando no diagndstico de Leucemias e na confirmagdo de sua origem, como
também de diversas outras patologias. O diagndstico requer a anélise morfoldgica e citoquimica do sangue periférico e
do aspirado de medula 6ssea de acordo com os critérios da classificacdo FAB, as principais colora¢cdes em uso sdo
fosfatase alcalina; mieloperoxidase; sudanblack B; naftol AS-D; cloroacetatoesterase; esterases inespecificas, como alfa-
naftil acetato esterase; reacdo do &cido para-aminossalicilico (acido periddico de Schiff [PAS]) e fosfatase acida. A
mieloperoxidase ou sudanblack B positiva confirma a natureza miel6ide dos blastos e revela os bastonetes de Auer em
aproximadamente 65% dos casos, ha especificidade para as linhagens de granulécitos, eosinéfilos e monécitos.*

2.1.3 Mielograma

O sangue e a medula 6ssea sdo um dos maiores 6rgdos do corpo humano. A medula 6ssea normal é mole e semifluida
durante a vida, e pode-se obter amostras para exames por meio de aspiracdo da medula, bem como atraves de técnicas de
bidpsia auxiliando nos diversos diagnosticos de doencas e neoplasias hematoldgicas. As células precursoras medulares
estdo distribuidas no interior da medula 6ssea, obedecendo a um arranjo mais ou menos definido ou preferencial, as
células mais imaturas normalmente encontradas no sangue periférico sdo as células blasticas ou ainda os mieloblastos. O
diagndstico e a classificagdo das leucemias agudas baseiam-se, em grande parte, na analise morfoldgica das células
neoplésicas, geralmente, o diagndstico de LMA inicia-se a partir de uma suspeita clinica dando assim atencdo na avaliagdo
do hemograma e mielograma.* O Mielograma é o exame que analisa e quantifica os componentes da medula éssea, é
realizado geralmente através de uma puncéo feita no esterno, ossos do quadril e na tibia,'® 0 exame inicia-se com anestesia
do local da puncdo com agulha de fino calibre, atingindo a pele e o peridsteo, em seguida realiza-se uma pungdo com
agulha especial que pode ser no esterno, crista iliaca posterior e anterior e em crianga na tibia anterior, com o auxilio de
uma seringa procede-se a aspiracao do sangue de medula 6ssea, compressdo local apés aspiracdo. Por meio do aspirado
de medula 6ssea sdo feitas as analises citomorfoldgicas, distensdes em laminas, delgadas ou espessas, coradas pelo método
pancromatico May Grunwald-Giemsa (Romanowsky).®

2.1.4 Citogenética e genética molecular

A citogenética é um marcador importante para o prognostico e diagnéstico da LMA, este exame observa 0s
cromossomos das células leucémicas para diagnosticar qualquer anormalidade e auxilia também na diferenciagdo das
linhagens T ou B e o grau de resisténcia da doenga, facilitando um melhor tratamento. As deformacdes genéticas ocorridas
nas leucemias sdo divididas em duas: as alteraces cromossémicas estruturais (translocagdes e inversdes) e as alteracdes
de expressao génica, as translocagdes cromossdmicas ocorrem quando hd mudanga de posi¢do de um gene ou fragmento
para uma diferente regido cromossdmica, resultando em genes clonados com fung¢fes modificadas e acontece também a
translocacdo entre genes, no qual parte de dois cromossomos trocam lugar entre si, podendo ocorrer no mesmo
cromossomo ou em cromossomos distintos, com consequente alteragdo do nivel de expressdo do gene translocado ou do
gene clonado (quimérico). Outras modificacfes cromossdmicas, como dele¢do (perda de um fragmento cromossdémico)
ou inversdes (reorganizacdo de um fragmento dentro do cromossomo), também estdo envolvidas no aparecimento das
leucemias.*’Segundo estudos, as modificagOes citogenéticas sdo identificadas em 60% a 80% dos casos de leucemia
mieldide aguda, vérias técnicas tém sido implementadas na avaliagdo das leucemias, incluindo a citogenética
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convencional, a citogenética molecular (FISH; hibridizagdo fluorescente in situ) essa técnica acontece na deteccao de
sequéncias especificas de DNA ou RNA diretamente nos cromossomos de células isoladas. A analise é realizada por meio
de corantes fluorescentes que irdo gerar um sinal brilhante e colorido nos ndcleos das células em metéfase e interfase
observadas ao microscopio. A FISH é (til nas translocacGes e também na deteccdo de delecbes e amplificacfes de genes
especificos.’®Também sdo utilizados métodos de biologia molecular como Southern blotting, nessa técnica o DNA ¢
extraido de células e tratado com enzimas que rompem as ligacdes quimicas entre determinadas bases nitrogenadas da
molécula de DNA, ap0s isso os fragmentos da molécula de DNA séo fracionados por eletroforese, entretanto, a separacdo
dos fragmentos de DNA somente podera ser revelada por meio das suas impressdes extraidas do gel de agarose da
eletroforese para uma membrana de nitrocelulose e reveladas por sondas radioativas, esse método requer um tempo maior
para resolugdo de seus resultados que chega aproximadamente uma semana e é bastante utilizada também amplificagéo
de DNA ou RNA por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) a PCR em tempo real, O RT-PCR que é particularmente
usado para analises de translocacGes cromoss6micas, dentre outras.'® A finalidade da anélise da citogenética e genética
molecular engloba tanto o estabelecimento da clonalidade pela deteccdo da recombinacdo de genes que expressam
imunoglobulinas, quanto pela identificagdo de uma recombinacdo molecular carateristica de um determinado tipo de
LMA. Além de auxiliar na classificacdo das leucemias, é Gtil no monitoramento da doenca e forma de tratamento. A
citogenética e genética molecular se encontram bastante apreciada no contexto clinico, pois as anormalidades associadas
as alteragOes de expressdo génica variam de acordo com o tipo de leucemia.?°

2.1.5 Imunohistoquimica

O uso sistematico da imunofenotipagem nas leucemias agudas resultou o reconhecimento de alguns subtipos, cuja
identificacfo ndo era possivel apenas pelos critérios morfoldgicos e citoquimicos. Inimeros marcadores que definem as
linhagens celulares mieloides e suas diferentes etapas de maturacdo podem ser hoje identificados por IHQ
(imunohistoquimica) ou CMF (Citometria de Fluxo). O termo Imunohistoquimica é associado a metodologias que usam
imuno-ensaios para co-localizar um epitopo de interesse em cortes de tecido. Também se englobam os métodos que
recorrem a blocos de células ou de coagulos preparados a partir de materiais citoldgicos e hematoldgicos, esta ligagao
permite situar e identificar a presenca de variadas substancias nas células e tecidos por intermédio da cor que € associada
aos complexos antigeno-anticorpo, entretanto formados.?! A imunchistoquimica tem as suas principais aplicagdes no
estudo de neoplasias, doencas infecciosas e doencas degenerativas, podendo, no entanto, ser aplicada no estudo de muitas
outras patologias e permite também o estabelecimento de prognésticos e a indicacao terapéutica. Nas Leucemias Agudas,
um painel que inclua CD34, TdT, MPO, CD68 (KP-1) e CD68R (PGM-1), glicoforina A, CD61, CD42b, CD20, PAXS5,
CD79a, CD3 e CD1a é muito Util para a diferencia¢do das leucemias linfoides e mieloides, assim como para uma tentativa
de subtipagem destas Ultimas segundo a classificacdo do French-American-British Group (FAB).* Como qualquer outro
tipo de tecnologia, a imunohistoquimica é baseada em determinados requisitos de modo a que possa ser realizada de uma
forma valida, correta e eficaz: A primeira condicdo a respeitar é que o antigeno deve permanecer insoltvel, mas disponivel
no tecido, no decorrer da técnica, essa insolubilidade implica a sua permanéncia no local original, deve também apresentar
as caracteristicas que vao ser reconhecidas pelo anticorpo, dai que em alguns casos, seja necessario aplicar métodos de
recuperacdo antigénica. A segunda condi¢do é a marcacao especifica pelo anticorpo primario, isto é, o anticorpo devera
apenas ligar-se ao antigeno pretendido e ndo a outros elementos estranhos, o que se pretende obter € uma marcacéo
especifica do antigeno com auséncia de marcagéo inespecifica de fundo. Ja a terceira condicdo: é fundamental conhecer
os atributos dos tipos de soros a aplicar: clonalidade, classe/subclasse da imunoglobulina, especificidade, reatividade e
condi¢Bes de manuseamento, revelam-se essenciais para a interpretacdo de resultados, bem como para a avaliacdo da
qualidade da técnica. A quarta e Ultima condi¢dopara uma escrupulosa realizacdo destas técnicas é imprescindivel o uso
de uma marcagdo estdvel com uma intensidade suficiente, que ndo suscite qualquer tipo de ddvidas relativamente a
presenca ou auséncia do antigeno no tecido.??

2.1.6 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo (CF) é uma poderosa ferramenta que possibilita realizar a separagdo, a contagem individual de
células e detecgdo de biomarcadores proteicos, a partir de um feixe de laser incidente, é feita a medicdo da disperséao e da
fluorescéncia do feixe de laser refletido pela da amostra celular.?2A dindmica funcional de um citdmetro é composta por
cinco sistemas: fluido, optico, eletrénico, de amplificacdo e computacional, desse modo, realiza com rapidez a
identificacdo de inGmeras caracteristicas bioldgicas contidas nas células como: os &cidos nucleicos, receptores de
superficie, epitopos de proteinas, a sintese de proteinas, de citocinas, e concentragdo de ions ao mesmo tempo dentro de
uma célula Gnica. A vantagem desta tecnologia € a capacidade para a medigdo simultanea de varios parametros.*

3. Considerac0es finais

De acordo com a literatura a citometria de fluxo é considerada uma das melhores formas diagnostica por ser rapida e
segura, este tipo de técnica assume um papel importante para definicdo exata das células blasticas de origem miel6ide e
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de seus variados subtipos que a LMA consiste. Sabendo que a LMA é uma neoplasia bastante heterogénea e que precisa
de testes cada vez mais precisos para um rapido diagnéstico e consequentemente uma remisséo total da doenca e ha uma
crescente incidéncia desta patologia associado a elevadas taxas de recaidas e mortalidade, as causas da LMA ainda ndo
sdo exatas, mas com a precisdo dos testes que existem hoje, estd tornando o tratamento cada vez mais especifico e
aumentado a chance de cura do paciente, por isso a importancia de conhecer os testes que ajudam no diagnéstico das
leucemias.
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