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RESUMO

Leucemias tém como caracteristica principal a
proliferacdo clonal acompanhada de bloqueio
da maturacdo variavel. A leucemia mieloide
aguda, que sera a forma mais abordada neste
trabalho, tem como caracteristica o descontrole
no crescimento das células indiferenciadas, que
séo chamadas mieloblastos. A
imunofenotipagem por citometria de fluxo,
feita por uma combinacdo de padrbes e
intensidade da expresséao de variados antigenos,
melhora o rendimento diagndstico na leucemia
mieloide aguda (LMA\) e é eficaz para atribuir
linhagem dentre os tipos de leucemia. Trata-se
de uma pesquisa bibliografica, que destacara
uma série de trabalhos que descrevem a
leucemia, seus subtipos, focando em LMA e
reafirmar a importdncia da atuacdo da
imunofenotipagem no diagnostico da leucemia
mieloide aguda. CD13 foi o0 marcador de célula
imatura principal expresso dentre os 3 estudos,
seguido de CD33 e o0 marcador pan-
leucocitario CD45. Cerca de 15% a 20% das
leucemias na infancia sdo do tipo mieloide,
gerando uma incidéncia de 1 caso a cada
150.000 criangas e adolescentes, enquanto nos
adultos, essa porcentagem ¢é de 80%,
inicialmente na faixa etaria de 30 anos e com
pico aos 64 anos de idade. Mais comum no sexo
masculino. E pertinente concluir que os
resultados da citometria de fluxo interpretados

com a morfologia sdo complementares. As

avaliagdes dos parametros examinados neste
trabalho, como idade na incidéncia, marcadores
imunofenotipicos comuns, subtipos mais
frequentes e fendtipos aberrantes podem ser
melhorados, devendo ser levado em
consideracdo em investigagOes futuras e isso
requer maior duracdo de observacdo, focando
na pesquisa de novos marcadores para o rapido
diagnostico (tipo e subtipo de LMA) e maior
conhecimento dos fatores prognosticos, que
afetam a resposta ao tratamento, sendo alguns:
idade, anormalidades cromossémicas
favoraveis e desfavoraveis, mutacbes genéticas,
entre outros.

Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda,

imunofenotipagem, citometria de fluxo.

ABSTRACT

Leukemias are characterized by clonal
proliferation accompanied by blocking of variable
maturation. Acute myeloid leukemia, which will be
the most discussed form in this work, is
characterized by the lack of control in the growth
of undifferentiated cells, which are called
myeloblasts. Flow cytometric
immunophenotyping, performed by a combination
of patterns and intensity of expression of various
antigens, improves the diagnostic yield in acute
myeloid leukemia (AML) and is effective in
assigning lineage among types of leukemia. This is
bibliographical research, which will highlight a

series of works describing leukemia, its subtypes,
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focusing on AML and reaffirming the importance
of the role of immunophenotyping in the diagnosis
of acute myeloid leukemia. CD13 was the main
expressed immature cell marker among the 3
studies, followed by CD33 and CD45. About 15%
to 20% of childhood leukemias are of the

myeloid type, generating an incidence of 1 case per
150,000 children and adolescents, while in adults,
this percentage is 80%, initially in the age group of
30 years and with a peak at 64 years of age. More
common in males. It is pertinent to conclude that
the flow cytometry results interpreted with
morphology are complementary. The evaluations
of the parameters examined in this work, such as
age at incidence, common immunophenotypic
markers, more frequent subtypes and aberrant
phenotypes can be improved and should be taken
into account in future investigations and this
requires a longer observation period, focusing on
the search for new markers for rapid diagnosis
(type and subtype of AML) and greater knowledge
of prognostic factors that affect the response to
treatment, including: age, favorable and
unfavorable chromosomal abnormalities, genetic
mutations, among others.
Keywords: Acute

myeloid leukemia,

immunophenotyping, flow cytometry.

INTRODUCAO
Os primeiros achados anatdmicos e patologicos
da leucemia foram fornecidos por um médico

francés chamado Alfred Armand Louis Marie

Velpeau, através da analise sanguinea de um
paciente de 63 anos e com isso ele reuniu seus
achados e publicou um artigo no ano de 1827.
Alfred Francois Donné, em 1839, publicou um caso
de uma senhora com esplenomegalia e aumento
dos niveis de “glébulos mucosos”. Ja John
Hughes Bennett, se deparou com um caso
semelhante com o aumento de 6rgédos e alteracdo
na consisténcia e coloracdo sanguinea e descreveu
0 caso no Jornal médico e cirurgico de Edimburgo,
em 1845. Tais observacOes originaram o termo
leucemia (leukdmie) (LADINES-CASTRO et al.,
2016)

Em 1869, a medula dssea comegou a ser analisada
no microscopio. Franz Ernst C. Neumann
descobriu que a hematopoese acontece na medula
6ssea apds estudar fragmentos 6sseos. Supondo
que 0 sangue se originava de um precursor comum,
ele deu 0 nome de célula-tronco e também sugeriu
que além de leucemias linfaticas e esplénicas, havia
também uma leucemia originaria da medula 6ssea,
que chamou de leucemia mieloide (LADINES-
CASTRO et al., 2016).

As leucemias tém como caracteristica principal
a proliferacdo clonal acompanhada de bloqueio
da maturacdo variavel, o que pode originar
diferentes subtipos de leucemias (BETZ; HESS,
2010). As leucemias agudas sdo neoplasias
hematoldgicas que tem como caracteristica o
descontrole na multiplicagdo, maturacdo e
apoptose das células jovens, que sdo chamadas de

blastos, na medula éssea e/ou sangue periférico.
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Sua classificacdo esté ligada ao tipo de linhagem
afetada em mieloide ou linfoide, e evolugéo clinica
em aguda ou crénica (ALLEGRA et al., 2016).

A leucemia mieloide aguda, que serd a forma mais
abordada neste trabalho, tem como caracteristica o
descontrole no crescimento das celulas
indiferenciadas, que sdo chamadas mieloblastos
(HAMERSCHLAK, 2008). Essa neoplasia
ocasiona producdo de células sanguineas maduras
normais de forma insuficiente, com substituicdo do
tecido normal, consequentemente. Desse modo, a
infiltracio da medula é frequentemente
acompanhada de

plaquetopenia (SILVA et al., 2006). A incidéncia

neutropenia, anemia e

ocorre em homens a partir dos 30 anos (80%) e com
sobrevida global entre 2 a 5 anos, com progndéstico
desfavoravel. O desenvolvimento da neoplasia esta
associado a mutagGes nos genes, denominados
oncogenes, que possuem envolvimento na
hematopoese, originando a proliferacdo de blastos
melodies leucémicos onde a producdo das demais
linhagens celulares s&o suprimidas, com resultado
em anemia, sangramentos, infecgdes recorrentes e
faléncia da medula 6ssea. As mutacGes genéticas
séo identificadas em mais de 97% dos casos e
muitas vezes na auséncia de grande anormalidade
cromossdmica. Terapias curativas, incluindo
quimioterapia intensiva e transplante de células-
tronco halogénicas, sdo geralmente aplicaveis a
uma minoria de pacientes que sdo maisjovens e em
boa forma, enquanto a maioria dos individuos

mais velhos exibe mau progndstico e

sobrevivéncia (SHALLIS et al., 2019).

A heterogeneidade genética deste tipo de
neoplasia hematologica faz com que as analises
iniciais se tornem impraticaveis e que poderiam
abranger genes diferentes que estdo envolvidos e
alteracdes desta doenca, gerando dificuldades no
diagnostico, que implica diretamente  no

direcionamento da terapéutica. Contudo, ainda

que exista uma crescente importancia de

caracteristicas moleculares (translocacoes

cromossdmicas, como as de prognostico favoravel:
t(15;17), t(8;21) e inv(16) e genéticas (mutacGes
genéticas, como as de classe I: BCR-ABL, FLTS3,
RAS, c-Kit, PTPN11, NF1, TEL-PDGRR)

(DEOLINDA et al., 2011) na subclassificacdo das

leucemias mieloides agudas, as analises

imunofenotipicas e morfoldgicas sdo

fundamentais para diagndstico inicial destas
patologias (PETERS; ANSARI, 2011).

Figura 1: classificacdo genética e molecular na LMA.

Favoravel 1(15;17)(922;q21)- PML-RARA-
1(8;21)(922:q22)- RUNXTT1-RUNXT
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22)- CBFB-MYH11
NPM1 mutado e sem FLT3-/TD (cariétipo normal)
Intermediério | CEBPA mutado (cariétipo normal)
NPM1 mutado e com FLT3-/TD (caritipo normal)
NPM1 selvagem e com FLT3-/TD (cariétipo normal)
NPM1 selvagem e sem FLT3-/TD (cariétipo normal)
(9;11)(p22:q23)- MLLT3-MLL

Anormalidades citogenéticas nao favoraveis ou
desfavoraveis
Desfavoravel inv(3)(g21;q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.3) -RPN1-EVI1

1(6;9)(p23;934)- DEK-NUP214
t(v;11){v;q23)- rearranjo MLL
-5/5¢-, -7/7q-

Caridtipo complexo

Intermediério Il

prognéstico se divide em favoravel, intermediario I, intermediario 11
e desfavoravel (DEOLINDA et al., 2011).

O Grupo Brasileiro de Citometria de Fluxo
(GBCFLUX), que foi fundado em 2010 teve como
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iniciativa promover avangos técnicos na citometria
de fluxo multiparamétrica (CFM) no Brasil,
através da padronizacdo dos painéis de triagem
para leucemias agudas, onde estd incluida a
leucemia mieloide aguda, com o objetivo de
gerar um custo-beneficio para os servicos de
diferentes modelos econdmicos. No ano de 2015
ocorreu a padronizacao dos painéis que realizam a
triagem das LMAs pelo GBCFLUX e também
dos painéis de combinacdes alternativas, que tem
grande importancia na identificacdo das
subclassificacbes de leucemias, subtipos raros,
doenca residual minima assim como a sugestao
da expressio de algumas anormalidades
moleculares e citogenéticas para o prognostico
(IKOMA et al., 2014)

Os anticorpos inclusos no painel utilizado para o
diagnosticar a LMA tém a capacidade de confirmar
a imaturidade da populacdo de blastos suspeita,
atribuindo a linhagem e delineando o padrdo
de expressdo antigénica aberrante que distingue
os blastos neoplasicos de blastos progenitores
normais. A atribuicdo precisa da linhagem é um
componente critico no diagnéstico de leucemia
aguda. Por esta razdo, a Bethesda International
Consensus  Conference recomenda que a
avaliacdo inicial de uma nova leucemia aguda
inclua a avaliacdo de marcadores
mielomonociticos e linfoides (CHEN; CHERIAN,
2017).

Os blastos se diferenciam de células mais maduras

por expressarem marcadores de imaturidade e ndo

expressarem marcadores associado a maturacéo
celular. Por exemplo, mieloblastos podem ser
distinguidos de células mieloides em maturacdo
por apresentarem marcadores de imaturidade como
CD117, CD34 e auséncia de marcadores de
maturacdo como CD11b, CD15 e CD16 (REGO et
al., 2003).

H& também wuma molécula priméria que
compreende a linhagem mieloide, que aparece n
célula progenitora CD34+HLADR+, a enzima
intracitoplasmatica chamada mieloperoxidase
(MPO). As células que possuem ligacdo a
diferenciacdo mieloide dependem de sinais que séo
enviados por  fatores de  crescimento
hematopoiético no microambiente para tornarem-
se mondcitos ou granulécitos e depois neutréfilos,
baséfilos ou eosinofilos. CD33, CD13 e CD117
sdo 3 antigenos mieloides de diferenciacgdo,
considerados marcadores mais precoces e Sdo
observados na superficie dos blastos mieloides,
sendo este Ultimo sujeito a desaparecer nos
estagios imaturos de diferenciacdo. A linhagem
mieloide € também sugerida pela expressdo do
antigeno CD15 (CHEN; CHERIAN, 2017).

Jaa linhagem monocitica é sugerida pela expressao
de antigenos, incluindo CD4, CD14, CD33 e
CD64. A avaliagdo dos marcadores linfoides deve
ser incluida na avaliagdo inicial da LMA para
confirmar a atribuicdo de linhagem correta e para
avaliar a expressao aberrante de um marcador nao-

linear em uma populacdo de blastos mieloide
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anormal. Uma vez que a linhagem é atribuida com
seguran¢a, uma avaliagdo abrangente dos
antigenos expressos pela populagéo de blastos deve
ser feita para determinar como o imunofendtipo de
blasto difere daquele de progenitores normais
(CHEN; CHERIAN, 2017).

Na diferenciacdo dos subtipos, cada um possui
marcadores especificos e o diagnostico dos
subtipos LMA-MO (leucemia mieloblastica
aguda indiferenciada) e LMA-M7 (leucemia
megacarioblastica aguda, sdo essencialmente
confirmados por imunofenotipagem (tabela 1). De
acordo com o grupo de estudo franco-americano
britdnico (FAB), a leucemia mieloide aguda é
classificada da seguinte forma (American Cancer
Society, 2018):
Tabela 1:

Americana de leucemia mieloide aguda.

Classificagdo  Franco-Britanica-

FAB Nome
MO Leucemia mieloblastica aguda
indiferenciada
M1 Leucemia mieloblastica aguda com
maturagdo minima
M2 Leucemia mieloblastica aguda com
maturacio
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda
M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritrdide aguda
M7 Leucemia megacarioblastica aguda

Os subtipos MO a M5 se iniciam em formas
imaturas dos glébulos brancos. O subtipo M6
comeca em formas muito imaturas dos globulos

vermelhos, enquanto o M7 comeca em formas

imaturas das células produtoras das plaquetas.
Adaptado de American Cancer Society, 2018.

O subtipo LMA-MO tem positividade para pelo
menos um dos antigenos de linhagem mieloide
CD33, CD13 e/ou CD11b. J& no subtipo LMA-M7,
estdo presentes frequentemente os marcadores da
linhagem mieloide CD13 e CD33, e a confirmagao
do diagnostico de LMA-M7 ¢ definido pela
positividade para os antigenos de linhagem
megacariocitica CD41, CD42 e/ou CD61. Alguns
casos podem ser HLA-DR negativo.

Para identificacdo dos outros subtipos, onde a
imunofenotipagem atua como auxiliar, temos 0s
seguintes marcadores: LMA-M1: presenca de,
pelo menos, 3 marcadores, entre eles: CD13,
CD33, CD34, CD7, CD4, CD11b e 0 HLA-DR.
LMA-M2: achado imunofenotipico caracteristico
é presenca dos antigenos de linhagem linfoide
(CD19) ou linhagem NK (CD56) associados a
CD33 e CD34. LMA-M3: blastos com grande
autofluorescéncia e marcadores mieloides CD13 e
CD33 positivos. Antigenos CD34, HLA-DR e
CD14 negativos caracteristicamente. LMA-M4:
marcagdo depor antigeno de linhagem mieloide
positiva para CD13 e CD33 e também de
linhagem monocitica CD14, CD15 e CD11b.
Tem como caracteristica a expressdo anémala
do antigeno linfoide CD2.LMA-M5: presenca
de populagéo blastica com relacdo
tamanho/granulo maior que na LMA MO como
(MARTINS;
diferenciacéo

caracteristica
FALCAO, 2000). LMA-M6:

imunofenotipica
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eritrbide, é geralmente CD45 negativa,
expressdao de CD 71 e glicoforina positiva. No
entanto, a morfologia e contagem de blastos

contribuem sobremaneira para a conclusao

diagnostica.
Tabela 2: Marcadores imunofenotipicos de acordo com cada
subtipo.
Subtipo Marcadores e
S caracteristicas
MO CD13, CD33, CD11b
M1
M2 CD19 ou CD56 + CD33 e
CD34
M3 CD13 e CD3; CD34,
HLADR, CD14 negativos.
M4 CD13 e CD33 + CD14,
CD15e CD11b
M5 Relacdo FSC x SSC maior
que em MO.
M6 CD45 negativo; CD71 +
glicoforina positivos
M7 CD13, CD33 + CD41,
CD42 ou CD61 positivos.

Prevaléncia de marcadores por subtipo

da LMA. Todos estes marcadores séao
demonstrados na tabela 2.

Portanto, pode-se afirmar que ainda que a analise
individual da imunofenotipagem néo seja
determinante para diagnosticar todos os tipos e
subtipos de leucemia, porém €é uma ferramenta
adjuvante poderosa no delineamento da superficie
celular e marcadores citoplasmaticos na LMA-MO0
e LMA-M7 (MARTINS e FALCAO, 2000).

Este estudo visa descrever a leucemia aguda e a
leucemogenese, revisar 0S marcadores

imunofenotipicos comuns e subtipos

predominantes. Além de relatar a utilizagcdo da
imunofenotipagem como método essencial e
auxiliar para confirmacdo diagnostica e melhor

direcionamento terapéutico do paciente.
MATERIAIS E METODOS

Esta revisdo destacara uma série de trabalhos
recentes que descrevem a atuacdo e importancia
da imunofenotipagem no diagndstico da
leucemia mieloide aguda. Trata-se de uma pesquisa
bibliogréfica, onde foram buscados artigos
contendo informag@es sobre historia da leucemia,
leucemogenese, 0 uso da imunofenotipagem
com foco em leucemia mieloide aguda, os
marcadores imunofenotipicos de cada subtipo da
LMA e dados experimentais de diagndsticos. Os
artigos utilizados foram publicados entre a entre 0s
anos de 2008 a 2020.

As palavras-chave utilizadas foram: leucemia
mieloide aguda, imunofenotipagem, citometria de

fluxo.
RESULTADOS

A imunofenotipagem por citometria de fluxo
pode distinguir de forma confidvel a leucemia
linfoide e mieloide, em especial a leucemia
mieloide aguda, sendo complemento Util para a
morfologia e citoquimica, o que € crucial para seu
tratamento (RASHED et al., 2016).

As amostras normalmente  avaliadas  por
citometria de fluxo para envolvimento por LMA
incluem sangue periférico e medula 0ssea. Os
blastos mieloides expandidos em LMA séo

frequentemente reconhecidos pela primeiravez em
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uma selecdo de blastos, definido por marcadores
de  precursores hematopoiéticos, Versus
complexidade intracelular (angulo de disperséo
lateral, SSC - side scatter) e também um segundo
portdo considerando o tamanho da célula (angulo
de dispersdo frontal, FSC - forward scatter) versus
SSC (NORONHA et al.,2001).

No entanto, varias outras populac¢@es se enquadram
no “blast gate” além dos blastos, incluindo
basofilos, células dendriticas plasmocitoides,
células mieloides hipogranulares e celulas
monociticas  iniciais.  Portanto, marcadores
adicionais sdo necessarios para diferenciar os
blastos de outras populagdes na porta de blastos
(CHEN; CHERIAN, 2017). Um exemplo de
“gating” ¢ o uso de CDA45 versus SSC, que
permite a separacdo de varias populacBes
hematopoiéticas. Laboratorios diferentes
exibpem CD45 versus SSC de maneiras
diferentes, com duas abordagens comuns sendo
mostrar SSC no eixo y em uma escala linear,
enquanto exibe CD45 no eixo x em uma escala
logaritmica (esquerda), ou mostrar CD45 eixo
y em uma escala logaritmica enquanto mostra
SSC no eixo x em uma escala logaritmica (direita).
Ambos o0s métodos fornecem informacdes
semelhantes e funcionam bem para separar
populagdes relevantes. A figura 2 (A) demonstra
citometria de fluxo (CMF) de medula &ssea
normal. O CD45 é expresso com intensidade
crescente nas células hematopoiéticas a medida

que amadurecem, enquanto o SSC é aumentado

nas células com citoplasma mais complexo. A
combinagdo desses pardmetros permite a
separacdo de linfécitos (em azul), hematogbnios
(em aqua), mondcitos (em rosa), granuldcitos
(em verde) e blastos mieloides (em vermelho).
Usando CD45 versus SSC, pode-se observar uma
diferenciacdo das populacbes hematopoiéticas,
definida por CD45 wversus SSC (CHEN;
CHERIAN, 2017).

Na figura 2 (B), a citometria de fluxo do sangue
periférico demonstra uma populacdo de blastos
mieloide expandida (de cor vermelha; 67,3% dos
glébulos brancos) na porta de blastos definida
por CD45 versus SSC. Os blastos mieloides
neoplésicos tipicamente tém SSC intermediario
com expressdo de CD45 mais baixa do que as
populagcbes  hematopoiéticas maduras e
geralmente se enquadram na porta de blastos
definida por CD45 versus SSC (oval). As células
neutrofilicas (verdes) sdo raras nesta amostra e
mostram SSC aberrantemente diminuido (CHEN;

CHERIAN 2017).
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Figura 2. Citometria de fluxo em amostra de medula normal e

leucémica. Comparativo da citometria de fluxo em sangue de
medula normal, onde os blastos mieloides se apresentam em
pequena escala e sangue de medula indicam leucemia
mieloide aguda, onde os blastos representam 67,3% dos
glébulos brancos. Fonte: CHEN e CHERIAN, 2017.

As células monociticas imaturas sdo tipicamente
caracterizadas pela expressdo de altos niveis de
CD4, CD33, CD64 e HLA-DR, com CD15
intermediario e CD13 varidvel, muitas vezes
baixo. Em contraste com as células monociticas
mais maduras, monoblastos e promonadcitos
geralmente tém CD14 baixo a ausente. Os
monoblastos/promonacitos (de cor rosa; 76,7% dos
glébulos brancos) mostrados na figura 2, na
medula dssea sdo caracterizados por aumento de
SSC e expressdao de CD4, CD13, CD15, CD33
(brilhante), CD38, CD56, CD64, CD117,CD123 ¢
HLA-DR sem CD14, CD16 ou CD34. As células
linfoides reativas de fundo s&o mostradas em azul
(CHEN e CHERIAN, 2017).
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Figura 3: Comparagdo da expresséo de CD45 versus SSC e outros
marcadores, Leucemia mieloide aguda com diferenciagéo
monocitica. Os monoblastos/ promondcitos (rosa colorido; 76,7%
dos glébulos brancos) na medula dssea sdo caracterizados por
aumento de SSC e expressdo de CD4, CD13, CD15, CD33
(brilhante), CD38, CD56, CD64, CD117, CD123 ¢ HLADR sem
CD14, CD16 ou CD34. Fonte: CHEN e CHERIAN, 2017.

A pesquisa de NORONHA et al., 2011 realizada no
Centro de Referéncia em Oncologia em S&o Luiz,
no Maranhdo, incluiu primeiramente 73 adultos e
criangas diagnosticados entre 2008 e 2011. Trés
pacientes foram excluidos, sendo estes 0s que se
recusaram a participar ou cujos responsaveis legais
ndo permitiram sua participacdo (n = 1) e 0s casos
de leucemia mieloide crénica em crise blastica (n =
2), resultando em 70 participantes. O diagndstico
foi feito com base em hemograma completo,
esfregaco de aspirado de medula Ossea e
imunofenotipagem por citometria de fluxo. O
esfregaco da medula 6ssea foi realizado por meio
da contagem diferencial de 500 células coradas
com May- Grinwald-Giemsa e a conclusédo
diagnostica foi dada quando a contagem de blastos
na

medula 6ssea era maior que 20%. A LMA foi

classificada de acordo com os critérios franco-
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americano-britanicos (FAB). As amostras de
sangue periférico (n = 12) ou medula 6ssea (n = 58)
foram coletadas em EDTA para imunofenotipagem
e processadas em até quatro horas apés a coleta.

No diagnostico imunofenotipico, foi adicionado
as amostras 2 ou 3 anticorpos monoclonais
conjugados com fluorocromo e foram direcionados
a antigenos de células mieloides, sendo eles:
CD13, CD33, CD117 e mieloperoxidase
(MPQO), mondcitos (CD14 e CD64), pan-
leucdcitos  de linhagem ndo especifica (CD45)
e células
leucocitario humano-DR (HLA-DR). A tabela 3
mostra a divisdo dos subtipos de leucemia aguda

precursoras  (CD34, antigeno

encontrado, dividas entre adultos e criancas.

Tipo de Criancas Adultos

leucemia Casos  (n=48- (n=22-
(n=70) 68:6%) 31,4%)

Leucemia 42 37 .

. . .

gglljcc)jt:astlca (60%) T1%)  (22.8%)

Leucemia

mieloide 26

aguda (37,1 2 0 17 .
%) (18,7%) (77,3%)

Leucemia 2 (4,2%)

bifenotica 2

aguda (2,9%
)

Tabela 3: Frequéncia de cada tipo de leucemia aguda de
acordo com a idade, Dos 70 casos, a LMA foi presente em
26 pacientes, sendo mais frequente em 17 adultos e 9
criangas. Adaptado de NORONHA et al., 2011.

A distribuicdo da LMA segundo os critérios da
FAB revelou que o subtipo de LMA M4 (3/9;
33,4%) foi 0 que mais ocorreu em criangas. Nos

adultos, o subtipo predominante foi LMA-MO

(5/17; 29,4%). Entre os marcadores usados para
caracterizar a LMA, CD117 e CD13 exibiram
as maiores taxas de positividade (100%),
seguidos por CD33 (96,1%). MPO apresentou
taxa de positividade de 73,9%, enquanto CD14
e CD64 apresentaram taxas de positividade de
29,1% e 33,3%, respectivamente. Os marcadores
de células imaturas CD34, HLA-DR e CD117
apresentaram taxas de positividade de 69,2%,
63% e 100% respectivamente. Dos cinco casos
diagnosticados com AML-M3, apenas um
expressou CD34 e nenhum expressou HLA-DR.
CD45 foi expresso em 92,3% dos casos. Os
pacientes adultos apresentavam mediana de idade
de 35 anos (variacdo: 19-67 anos), enquanto a
mediana das criancas era de 8 anos (variacdo: 1-15
anos). Os marcadores de células imaturas CD34,
HLA-DR e CD117 apresentaram taxas de
positividade de 69,2%, 63% e 100%
respectivamente.

Entre os anos de 2015 e 2016 foi realizado um
estudo por Rashed et al., no departamento de
hematologia da Bangabandhu Sheick Mujib
Medical University (BSMMU), Dhaka Medical
College & Hospital (DMCH), Sir Salimullah
Medical College and Mitford Hospital (SSMC
& MH) e National Institute of Cancer Research
and Hospital (NICRH). 70 pacientes foram
atendidos, que haviam sido diagnosticados
recentemente com leucemia. Foram coletados 2 ml
de aspirado de medula dssea de 29 pacientes e 2 ml

de sangue periférico de 41, todos em tubos de
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EDTA. Todos os espécimes foram obtidos

e preparados para exame morfologico usando
técnicas padrdo. Os esfregacos foram secos ao ar
e corados por coloracdo de Leishman seguido
de microscopia Optica. A imunofenotipagem
utilizou estratégia de blogqueio, com uso de pontos
de expressio CD45 versus o espelhamento
lateral (SCC) e também por expressdo direta
(FSC). Para células mieloides, foram utilizados os
seguintes marcadores: CD13, CD33, CD117,
CD14, CD15, CD64 e MPO. Qualquer marcador
antigénico foi considerado positivo se 20% ou
mais de células blasticas reagisse com o anticorpo.
Os dados foram armazenados em computador,
através de um software chamado Statistical
Package of Social Science (SPSS).

Entre os casos, 64 (91,4%) puderam ser
caracterizados por citometria de fluxo (CMF),
sendo 31 casos (48,4%) de leucemia mieloide
aguda conforme mostra a tabela 4. Os outros 6
casos (8,6%) permaneceram indeterminados, pois a
populacdo de células blasticas era <20%.

Tipo de
leucemia Ca 9% Subti Cas %
aguda sos pos 0s

(N) (N)
Leucemia
mieloblastica 31 48, N.A N. N.
aguda (LMA) 2 A A
Leucemia
linfoblastica 48, LLA- 67,
aguda 31 2 B 21 7
(LLA) LLA- 10 32,
Leucemia 2 31 T 1 3
aguda de 2 B+Mi 1 50
fenétipo e 50

misto B+T
(LAFM)

Tabela 4: Diviséo de casos de leucemia aguda (LA), 64 casos
puderam ser caracterizados pela imunofenotipagem, sendo
31 (48,2%) como LMA. Adaptado de RASHED et al., 2016.

Entre os casos de LMA, foi encontrada a maior taxa
de expresséo para CD13 e CD117 (96,8%) seguido
por 90,3% para CD33. MPO foi positivo em 80,6%
dos casos. Marcadores de imaturidade HLA-
DR e CD34 foram encontrados em 74,2% dos
casos. Entre os casos de LMA, 2/31 (6,5%) oram
CD34 e HLA-DR negativos e ambos foram
provisoriamente diagnosticados como leucemia
promielocitica aguda (LPMA) por citometria de
fluxo. De 64 casos, 90,6 (58) casos apresentaram
concordancia, incluindo concordancia completa e
parcial.

Dos 31 pacientes com LMA, 8 (25,8%) estavam na
faixa de idade >18 anos, o maior numero de
pacientes (11= 35,5%) estavam com idade entre a
40 anos, 8 (25,8%) estavam na faixa de 41 a 60
anos e os ultimos 4 (12,9%) estavam na faixa de
61 a 80 anos sendo 0 menor nimero. A citometria
de fluxo atribuiu linhagem a 64 casos de 70. Entre
0s 64 casos, 31 (48,4%) casos eram leucemia
mieloblastica aguda (LMA). De acordo com a

figura 4, marcadores encontrados.
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Figura 4: Padrdo imunofenotipico de leucemia mieloblastica
aguda. Imunofen6tipos expressos na leucemia mieloblastica
aguda em medula e sangue periférico. Adaptado de RASHED
et al., 2016.

Ja no estudo realizado por BASHARAT et al.,
2017, no departamento de Hematologia do Army
Medical College, em colaboragdo com o
Departamento de Imunologia do Instituto de
Patologia das  Forcas Armadas para
caracterizagdo ~ imunofenotipica de  casos
diagnosticados recentemente de LMA, realizou
uma correlacdo com esses achados morfologicos.
Cento e seis pacientes de ambos 0s sexos e todas
as faixas etdrias com diagndstico de leucemia
mieloide aguda foram incluidos no estudo.
Hemogramas e exame de medula Ossea foram
realizados e avaliados microscopicamente quanto
a porcentagem de blastos e morfologia. A
imunofenotipagem foi realizada por citometria de
fluxo usando painel padrdo em amostras de sangue
periférico ou medula Ossea. Os antigenos de
superficie e citoplasmaticos de interesse Ssao
demonstrados na tabela 5 e foram analisados e
correlacionados com o0s achados morfol6gicos.

CD45 apresentou positividade média de 70,42%

e sem variagOes significativas entre os subtipos.
HLA-DR foi expresso em 51,49% de todos 0s
casos de LMA. A positividade mais forte foi vista
em LMA-MO (75%) e mais fraco positividade em
LMA-M3 (12%). CD34 mostrou positividade
média de 38% entre todos os subtipos, sendo o
mais forte em LMA-MO0 (74%) e mais fraco visto
em LMA-M6 (1,33%). CD33 mostrou positividade
média de 67%, sendo o mais forte em LMA-M4
(87%) e mais fraco em LMA-M6 (30%). CD13 foi
estudado entre a populagdo de blastos com
positividade média de 56,7% entre todos os
subtipos com positividade mais forte em LMA-M4
(71,8%) e mais fraca em LMA-M6 (22%). A
expressdo de CD7 foi positiva em LMA-M1, M2,
M3 e M6, mais frequentemente expressa em LMA-
M2. CD14 foi expressa somente em LMA-M4,

Tabela 5: Distribuicdo dos diferentes marcadores entre 0s
diferentes subtipos de LMA. Porcentagem de imunofenétipos
expressos em cada subtipo de LMA. Adaptado de
BASHARAT et al, 2019.

Conforme mostra a figura 4, LMA-M2 foi o
subtipo mais frequente constituindo 49 casos,
seguidos por LMA-M3 (n = 18), LMA-M4 (n=16),
LMA- M1 (n=15), LMA-MO (n=4) e por ultimo, o

menos comum sendo LMA-M6 (n = 3).
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Figura 4: Frequéncia de subtipos de LMA por imunofenotipagem.
Dos 106 casos analisados, LMA-M2 foi o subtipo mais
frequente constituindo 49 casos (47,2%) seguidos por LMA-
M3 (n =18, 17%,). O menos comum sendo LMA-M6 (n =
3, 2,8%). Fonte: BASHARAT et al., 2017.

A taxa de concordancia entre morfologia e
citometria de fluxo (CMF) é observada em 102
(90%) casos com intervalo de confianga de 95% no
estudo. Enquanto a discordancia parcial foi
observada em 4 casos (3,77%) onde a linhagem
foi corretamente identificada com diferenca na
definicdo de apenas subtipos. Os antigenos mais
comumente expressos foram CD13, CD33, CD45
e HLA-DR. Quase todos os blastos expressaram
CD45 sem diferenca notavel entre os subtipos de
LMA. A positividade média para CD13 entre todos
0s subtipos de AML foi de 57% e para CD33 foi de
67%. Expressdes aberrantes de CD7 foi expresso
em 26,4% dos casos, sendo mais frequente em
LMA-M2 e CD19 foram expressas em e 1,1%

de todos os casos, respectivamente.
DISCUSSAO

O sistema de classificacdo para leucemias

agudas baseava-se exclusivamente na

citomorfologia. Em 2008, a Classificacdo de
Tumores de Tecidos Hematopoiéticos e Linfoides
da Organizacdo Mundial da Salde incorporou a
imunofenotipagem no diagnostico da LMA, sendo
classificada assim pela presenca de no minimo 20%
de mieloblastos em sangue periférico ou medula
Ossea. Essa classificagdo atualizada reconhece 19
subtipos de LMA que além das caracteristicas
citoquimicas e citolégicas, inclui também
caracteristicas imunofenotipicas e citogenéticas.
Para a imunofenotipagem de leucemia, a citometria
de fluxo é o método mais preferido e
conveniente, pois um grande numero de células
pode ser avaliado com precisdo em um periodo
muito curto de tempo (RASHED et al., 2016).

Nos estudos de BASHARAT et al., a LMA infantil
compreendeu 27,3% dos casos, enquanto a LMA
adulta compreendeu 72%, sendo semelhantes aos
estudos de Ahmad et al., com 20% de casos
pediatricos e 86,4% de casos em adultos. No estudo
de RASHED et al., todos os pacientes eram adultos,
com variacdo de idade de 21 a 60 anos. Ja no estudo
de NORONHA et al., LMA ocorreu em 9 criancas
(18,7%) e 17 adultos (77,3%).

Os estudos mostraram que a incidéncia se da com
maior frequéncia em adultos, estando de acordo
com a literatura (ESTEY et al., 2006). A idade dos
pacientes obteve variacdo de 1 a 80 anos, com
média de 31 a 35 anos, e sendo observada com mais
frequéncia em pacientes acima de 50 anos,
concordando com o estudo de HARANI et al.,
2005. Em outros estudos, como o de OSMAN et
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al., 2015, mostra a média de idade de 35 a 47 anos.
Na anélise de divisao dos subtipos mais frequentes,
foi observado que no estudo de BASHARAT et al.
teve predominancia do subtipo LMA-M2 (47,2%)
semelhante ao estudo feito por GHOSH et
al.,2003, seguido por LMA-M3 (17%). Ja no
estudo de NORONHA et al., foi observado a
predominancia do subtipo LMA-MO (29,4%)
seguido de LMA-M2 e LMA-M3 (23,5%).
RASHED et al. ndo fizeram divisdo de
predominancia em subtipos FAB. Segundo
REGO et al.,, 2003, diz que a distribuicdo dos
subtipos FAB é irregular, apresentando grandes
variagbes  geograficas,  possivelmente  em
decorréncia de fatores étnicos e ambientais.

Entre os marcadores usados para caracterizar a
LMA, CD13 e CD117 expressaram maiores taxas
de positividade nos estudos de RASHED (96,8%)
e NORONHA (100% e 96,1%, respectivamente)
com resultados semelhantes aos estudos de
MUKDAE et al, 2011 (100% e 95%) e
GRIMWADE et al., 2001 (100% e 73%). MPO
(mieloperoxidase) teve expressdao de 73,9% no
estudo de NORONHA et al., e 80,6% no estudo de
RASHED et al. Nos trés estudos, o marcador
monocitico CD13 teve predominancia em 96,1%
(NORONHA et al,.) 90,3% (RASHED et al,.) 67%
(BASHARAT et al.) dos casos. MPO e CD117 nédo
demonstraram expressdo significativa no estudo
de BASHARAT et al., tendo feito seu uso de
forma limitada no estudo.

Os marcadores de células imaturas CD34 e

HLADR foram expressos nos estudos de RASHED
et al (74,2% e) BASHARAT et al (38% e 51,49%)
e NORONHA et al (69,2% e 63%), apresentando
resultados semelhantes entre si. CD45 foi utilizado
nos estudos de BASHARAT e NORONHA, tendo
70,4% e 92,3%, de expressdo em todos 0s €asos,
respectivamente. Este marcador nédo foi utilizado
no estudo de RASHED.

A concordancia completa entre os resultados da
citomorfologia e citometria de fluxo nos estudos
de RASHED foi de 92,8%. Ja nos achados de
BASHARAT, foi
completa em 90% dos casos. NORONHA néo

comparativo  de

observada  concordancia
realizou resultados  de
morfologia e imunofenotipagem.

Por fim o fen6tipo aberrante (expressdo anormal de
um antigeno de uma determinada linhagem em
outra linhagem) mais frequente foi o CD7,
confirmando os achados de ZHENG et al,
2008, seguido por CD19. A expressdo de CD7
na LMA estd correlacionada com menor
incidéncia de remissdo completa. De acordo com
BELURKAR et al., a expressdo de antigenos
associados a linfoides, exceto CD7, em blastos de

LMA carecem de significado prognéstico na LMA.

CONCLUSAO

De acordo com os estudos observados, pode-
se concluir que a imunofenotipagem por
citometria de fluxo, feita por uma combinagdo
de padrdes e intensidade da expressdo do

antigeno, melhora o rendimento diagnostico na
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LMA e é eficaz para atribuir linhagem dentre
os tipos de leucemia. CD13 foi o marcador de
célula imatura principal expresso dentre os 3
estudos, seguido de CD33 e CD45. Com relacéo
a concordancia da imunofenotipagem e
morfologia, a média foi de aproximadamente
90%. E pertinente concluir que os resultados da
citometria de fluxo interpretados com a morfologia
séo complementares.

As avaliagbes dos parametros examinados neste
trabalho, como idade na incidéncia, marcadores
imunofenotipicos ~ comuns,  subtipos  mais
frequentes e fenotipos aberrantes podem ser
melhorados, devendo ser levado em consideracéo
em investigacbes futuras e isso requerem maior
duragcdo de observacdo, focando na pesquisa de
novos marcadores para o melhor prognéstico da

doenca.
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