.. JOURNAL OF RESEARCH JORMED
=/ IN MEDICINE AND HEALT

ww.jormed.com.br
d  https://www.doi.org/10.52832/jormed.v2.411

O Papel das Técnicas de Citogenética e Imunofenotipagem no Diagnoéstico
Diferencial de Leucemias Mieloides Agudas

The Role of Cytogenetics and Immunophenotyping Techniques in the Differential Diagnosis of
Acute Myeloid Leukemias

Camilly Isadora Pires'™'; Flavia Pereira Gomes'”'; Mariana Medina Franco Romero' ';
Tereza Raquel Xavier Viana' ' ; Regiane Priscila Ratti’"”'; Agenor Messias Silvestre Junior’®*;
Larissa Teodoro Rabi *

1Graduanda em Biomedicina, Centro Universitario Nossa Senhora do Patrocinio (CEUNSP), 1tu-SP, Brasil. 2Doutora
em Biotecnologia, Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR). Docente do Centro Universitario Nossa Senhora do
Patrocinio (CEUNSP), Itu-SP, Brasil. 3Doutor em Ciéncias, Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Docente
do Centro Universitario Nossa Senhora do Patrocinio (CEUNSP), Itu-SP, Brasil. “Mestra em Ciéncias, Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Docente do Centro Universitario Nossa Senhora do Patrocinio (CEUNSP), Itu-
SP, Brasil.

*Autor correspondente: larissa.rabi@ceunsp.edu.br

Recebido: 04/04/2024 | Aprovado: 27/04/2024 | Publicado: 30/04/2024

Resumo

Introdugdo: A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia caracterizada pela proliferacio descontrolada de células
precursoras da linhagem mieloide na medula dssea, resultando em manifestagdes morfologicas visiveis e células imaturas
na circulagio periférica. A Organizacio Mundial da Satude (OMS) atualmente classifica os subtipos de LMA considerando
tanto aspectos morfologicos quanto genéticos. Objetivo: Avaliar os principais critérios diagnésticos da LMA e identificar
o papel desempenhado pela analise citogenética e pela Imunofenotipagem no contexto do diagnoéstico diferencial desta
patologia. Métodos: Trata-se de uma revisdo de literatura utilizando artigos cientificos disponiveis nas bases de dados
PubMed (US National Library of Medicine) e SCAELO (Scientific Electronic Library Online). Foram empregados descritores do
DeCS com operador booleano "AND", incluindo "myeloid leukemia”, ""Immunophenotyping” e "cytogeneties”. Textos completos
gratuitos, publicados em revistas revisadas por pares, disponiveis em inglés e portugués, e estudos publicados no periodo
de 2019 a 2023. Os estudos que nido estavam diretamente relacionados ao tema proposto foram excluidos da analise.
Resultados: O diagnéstico da LMA combina informagées do hemograma com analises citogenética e Imunofenotipagem.
A analise genética, através da cariotipagem, identifica subtipos de LMA por translocagdes cromossomicas especificas. Por
sua vez, a Imunofenotipagem utiliza anticorpos para identificar marcadores de imaturidade, diferenciando a LMA de
leucemias linfoblasticas. Essas abordagens sdo essenciais para um diagnoéstico preciso e diferencial da LMA. Conclusio:
A investigacio citogenética e a Imunofenotipagem desempenham papéis essenciais no diagnéstico diferencial da LMA,
fornecendo informagoes essenciais para orientar o tratamento e os cuidados ao paciente, com base em suas caracteristicas
citogenéticas e imunofenotipicas.

Palavras-chave: Citogenética. Citometria de Fluxo. Crise Blastica. Imunofenotipagem. Leucemia Mieloide Aguda.

Abstract

Introduction: Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplasm characterized by the uncontrolled proliferation of precursor
cells of the myeloid lineage in the bone marrow, resulting in visible morphological manifestations and immature cells in
the peripheral circulation. The World Health Organization (WHO) currently classifies AML subtypes based on both
morphological and genetic aspects. Objective: To evaluate the main diagnostic criteria for AML and identify the role
played by cytogenetic analysis and immunophenotyping in the differential diagnosis of this pathology. Methods: This is
a literature review using scientific articles available in the PubMed(US National Library of Medicine) and Scielo(Scientific
Electronic Library Online) databases. DeCS desctiptors with the Boolean operator "AND" wete used, including "myeloid
lenkemia”, "Tmmunophenotyping "' and "eytogenetics”. Free full texts, published in peer-reviewed journals, available in English
and Portuguese, and studies published between 2019 and 2023. Studies that were not directly related to the proposed topic

were excluded from the analzsis. Results: The diagnosis of AML combines information from the blood count with
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cytogenetic analysis and immunophenotyping. Genetic analysis, through karyotyping, identifies AML subtypes by specific
chromosomal translocations. Immunophenotyping uses antibodies to identify markers of immaturity, differentiating AML
from lymphoblastic leukemias. These approaches are essential for an accurate and differential diagnosis of AML.
Conclusion: Cytogenetic research and immunophenotyping play essential roles in the differential diagnosis of AML,
providing essential information to guide treatment and patient care, based on their cytogenetic and immunophenotypic

characteristics.

Keywords: Cytogenetics. Flow cytometry. Blastic crisis. Immunophenotyping. Acute Myeloid Leukemia.

1 Introdugao

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia que afeta as células precursoras da linhagem
mieloide, especialmente os glébulos brancos envolvidos na hematopoiese, conforme figura 1. Esta condic¢ao
resulta em alteracbes morfologicas notaveis, caracterizadas pela presenca de blastos, que interrompem
prematuramente sua maturagao e proliferam descontroladamente na medula 6ssea. Consequentemente, os
sintomas surgem rapidamente, uma vez que a fun¢iao essencial do sistema imunolégico é comprometida.
Manifestagdes como neutropenia, plaquetopenia e anemia sao comuns e facilmente observadas em exames
hematologicos. Portanto, a identificagao precoce da LMA ¢ crucial, pois permite um diagndstico diferencial

rapido e preciso, favorecendo um tratamento mais eficaz e direcionado (Ferreira ez al, 2019; Pessoa et al., 2023).

Figura 1: Blastos observados em laminas de pacientes com leucemia mieloide aguda

Fonte: Instituto de Patologia das Forcas Armadas (AFIP).

O diagnostico diferencial pode ser realizado por meio da imunofenotipagem por citometria de fluxo,
um exame de alta complexidade que emprega um painel de anticorpos especificos para determinar a linhagem
celular afetada e analisar o grau de maturagao dessas células, conforme figura 2 (Porwit & Béné, 2019; Saft,
2023). Essa técnica permite identificar se um paciente é portador de leucemia e determinar seu subtipo, seja

mieloide ou linfoblastico, com base nos antigenos expressos (Ouyang ez al., 2019; Dix ez al., 2020).
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Figura 2: Representacdo esquematica da técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo.
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Fonte: DBdiagnoésticos (https://www.diagnosticosdobrasil.com.br/material-tecnico/citometria-de-fluxo)

Além disso, a hibridizagao fluorescente iz sitn (FISH) é amplamente empregada como uma ferramenta
diagndstica e prognostica na area citogenética. Essa técnica permite a identificagdo de alterages nas sequéncias
cromossomicas, fornecendo informagdes cruciais para o diagndstico e prognéstico da doenca (Vergez ef al.,
2022). Além disso, a FISH também desempenha um papel fundamental no mapeamento do tratamento,
fornecendo insights sobre possiveis reagées do paciente aos protocolos terapéuticos (Quessada ez al., 2021;
Mrézek, 2022).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo e a FISH sdao de suma importancia para o diagndstico e
delineamento das estratégias de tratamento do paciente, contribuindo para a identificagdo de possiveis subtipos
da doenca, o que muitas vezes nao ¢ viavel apenas com base nos critérios morfologicos das células presentes
na patologia. Portanto, esses procedimentos sdo essenciais para o diagndstico preciso e sao fundamentais na
tomada de decisoes terapéuticas (Chanias ez al, 2020). A combina¢ao desses métodos possibilita uma avaliacio
completa e complementar de cada situagao, o que ¢ essencial para um diagnostico preciso e o melhor tratamento
da LMA (Haferlach & Schmidts, 2020)

E imprescindivel compreender e abordar com urgéncia a LMA, uma condicio séria que afeta de forma
significativa o sistema hematolégico e imunoloégico dos pacientes. A identificagao precoce da LMA ¢ essencial
para garantir um diagnoéstico diferencial preciso e iniciar o tratamento adequado o mais rapido possivel. Nesse
contexto, as técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo e hibridizacao fluorescente z situ (FISH)
desempenham papéis fundamentais. Portanto, este estudo visa elucidar como as técnicas de imunofenotipagem
e citogenética podem contribuir para um diagnostico diferencial preciso da LMA, auxiliando na identificag¢ao
dos subtipos da doenca e na selecio de terapias mais eficazes e direcionadas para os pacientes. Essa
compreensio mais profunda das caracteristicas da LMA e das ferramentas diagndsticas disponiveis pode
melhorar significativamente os resultados clinicos e a qualidade de vida dos individuos afetados por essa

condicio.
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2 Material e métodos

Trata-se de uma revisao de literatura, utilizando artigos cientificos nas bases de dados US National
Library of Medicine (PubMed ) e Scientific Electronic Library Online (SCIELO). Para identificar os estudos pertinentes,
foram empregados descritores do DeCS (Descritores em Ciéncias da Satde) com o operador booleano "AND",
incluindo os termos "myeloid lenkemia", " Immunophenotyping e " cytogenetics”. Inicialmente, foram encontrados 23
artigos. No entanto, ap6s a aplicagao de critérios de inclusdo e exclusio, apenas 9 artigos foram selecionados
para compor o estudo. Os critérios de selecao incluiram a disponibilidade de textos completos gratuitos,
publicacao em revistas revisadas por pares, idioma (inglés e portugués), periodo de publicagao entre 2019 e

2023, ensaio clinico e revisao. Os estudos que nio estavam diretamente relacionados ao tema proposto foram

excluidos da anilise, assegurando a relevancia e a precisao dos resultados obtidos.

3 Resultados e discussao

Os trabalhos utilizados como base para esse estudo, estao apresentados a seguir com seus respectivos

titulos, autores, ano de publica¢ao e periddico.

Tab. 1 — Apresentacio dos artigos incluidos na revisao.

Titulo do Trabalho Autores Ano da Titulo do
Publicagio Periodico
Multiparameter flow cytometry applications in the diagnosis ~ Porwit A, Béné 2019 Cytometry B
of mixed phenotype acute leukemia MC. Clin Cytom
The power and potential of integrated diagnostics in acute Haferlach T, 2020 Br ] Haematol
myeloid leukaemia Schmidts 1.
Measurable Residual Disease in Acute Myeloid Leukemia Dix C et al. 2020 J Clin Med

Using Flow Cytometry: A Review of Where We Are and
Where We Are Going

Early peripheral clearance of leukemia-associated Gianfaldoni G. 2020 Blood Adv
immunophenotypes in AML: centralized analysis of a ¢t al.

randomized trial

Cytogenetics of Pediatric Acute Myeloid Leukemia: A Quessada J. e 2021 Genes (Basel)
Review of the Current Knowledge al.

Molecular cytogenetics in acute myeloid leukemia in adult Mrézek K. 2022 Pol Arch Intern
patients: practical implications Med

Flow Cytometry in the Diagnosis of Leukemias LiW. 2022 Leukemia
Association between Immunophenotypic Parameters and Pessoa 2023 Biomedicines
Molecular Alterations in Acute Myeloid Leukemia FM.C.P. et al.

The role of flow cytometry in the classification of myeloid Saft L. 2023 Pathologie
disorders (Heidelb)

Fonte: Flaborada pelo autor.

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma condi¢do hematolégica que geralmente afeta principalmente
individuos mais velhos (Metheny ez a/., 2021). Essa caracteristica ¢ preocupante, pois envolve uma proliferacio

anormal de células imaturas que normalmente desempenham fungdes de defesa contra patégenos como
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bactérias e parasitas. Além disso, pode haver a disseminacdo dessas células imaturas para outros tecidos e
61rgaos, o que sugere metastase (Ferreira ez al., 2019).

Os blastos sao células em estagio de maturagao inicial, apresentando uma morfologia distintiva, com
tamanho aumentado, pouca granulagao, citoplasma basofilico, cromatina pouco condensada e nuicleo imaturo
contendo nucléolos visiveis. Devido a sua imaturidade, essas células ndo conseguem desempenhar plenamente
suas fungdes especificas. Por exemplo, um promielécito ou um mieldcito neutréfilo ainda nao desenvolvidos
terdao limitada capacidade de realizar suas fun¢des de defesa contra infecgbes bacterianas (Ferreira ez al., 2019).

Essa condi¢do patologica esta frequentemente relacionada a predisposi¢ao do paciente, muitas vezes
associada a fatores ambientais, como exposi¢ao a radiagdo e agentes quimicos. Além disso, pode ocorrer em
pacientes afetados por doengas congénitas, como a sindrome de Down. A nivel genético, ocorrem alteracOes
no processo natural de produgao de células precursoras na medula éssea, o que também pode estar relacionado
a supressao da proteina P53 (Boucher ez a/., 2021).

O paciente afetado frequentemente apresentara sintomas especificos, muitas vezes associados a anemia,
tais como fadiga, palidez e dificuldade respiratéria. Além disso, é comum observar petéquias, manchas
arroxeadas e inchago nas regides onde estao localizados os ganglios linfaticos, juntamente com episédios de
sangramento nasal. Estes sinais e sintomas ressaltam a importancia da realizagao de exames para um diagnostico
eficaz da condi¢ao do paciente (Ferreira ez al., 2019).

E comum iniciar o diagnostico com um hemograma completo, incluindo a contagem diferencial e a
analise microscopica do sangue periférico, juntamente com outros testes, como os de funcao renal e hepatica.
Além disso, a Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo (ICF) é empregada nesse contexto para determinar
o tipo especifico de leucemia, distinguindo entre leucemia mieloide ou linfoblastica aguda (Galera ez al., 2019;
Li, 2022).

Esse teste ¢ um método que possibilita a avaliacio e tipificagdo quantitativa e qualitativa das
propriedades celulares. Geralmente, ¢ realizado em uma amostra de aspirado de medula 6ssea ou sangue
periférico, onde as células em suspensio sao conduzidas em alta velocidade em um citometro de fluxo e
interceptadas por um laser com emissao de luz UV. Ap6s a geragao de sinais luminosos, estes sao convertidos
em sinais elétricos, resultando na producio de dados que sao transferidos para um computador e convertidos
em graficos (DiGiuseppe ¢ al., 2019).

Além disso, essa técnica utiliza anticorpos especificos previamente estabelecidos para identificar os
marcadores de imaturidade, designados como CD. Esses anticorpos sao marcados com diferentes
fluorocromos e reconhecem o padrio e a intensidade de expressio de diferentes antigenos na superficie de
células normais e leucémicas. Embora cada célula normalmente apresente seu perfil caracteristico, as células
malignas frequentemente expressam um fenotipo aberrante, o que facilita sua detecgao (Ouyang ez a/., 2019).

Decorre entao a busca pelos receptores que ficam nas superficies das células em questio, como o CD33,
CD34, CD117 e HLA-DR por exemplo, que sao expressos em sua grande maioria na supetrficie de células

imaturas, e posteriormente essas células sdo separadas em grupos pela técnica de Cel/ Sorting, onde essas
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populagoes imaturas sio isoladas por meio de campo magnético, onde irdo seguir para tubos especificos de
acordo com a carga elétrica que recebem (DiGiuseppe ¢t al., 2019).

A imunofenotipagem ¢ valiosa tanto para o diagndstico quanto para a classificagao do tipo de leucemia,
além de desempenhar um papel importante na caracterizagao fenotipica das células neoplasicas afetadas.
Devido a sua alta especificidade, esse método permite analises multiparamétricas e a analise de um grande
nimero de células em um periodo relativamente curto (Galera ez /., 2019).

Ap6s a identificagdo do tipo de leucemia em investigagao, busca-se diferenciar seu subtipo, o que é
viavel por meio de técnicas citogenéticas, como a hibridizagao fluorescente 7 sitn (FISH), como ilustrado na

figura 3 (Llimpe ¢z al,, 2021).

Figura 3: Representacio esquematicas das principais etapas da técnica de hibridizacio fluorescente i situ.

) ——— —~  Lavagem do
o W 7 excesso de sondas

Fonte: Neves & Guedes (2012).

Nessa técnica, avaliamos o perfil do paciente por meio de seu cariétipo, ou seja, seu conjunto de
cromossomos. Dessa forma, podemos identificar translocagdes entre esses cromossomos, que podem indicar
o subtipo especifico da leucemia em questao. Por exemplo, a translocagao entre os cromossomos 15 e 17 pode
indicar uma leucemia mieloide aguda do subtipo M3 (LMA-M3), enquanto a translocagio entre os
cromossomos 8 e 21 pode indicar uma leucemia mieloide aguda do subtipo M2 (LMA-M2). Além de auxiliar
na classificagdao da leucemia, essa técnica é crucial para o planejamento do tratamento, permitindo sua adaptagao
de acordo com o subtipo especifico da doenca que afeta o organismo do paciente (Quessada ez al., 2021;

Weerakoon-Ratnayake ez a/., 2020).
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Com este método, ainda é possivel avaliar os niveis de expressio de certos genes ou proteinas
codificadoras. A alta expressao de COMMD?7 é reconhecida como um mau prognéstico em casos de neoplasias.
Estudos recentes demonstram que essa alta expressao também ¢ uma preocupagao quando se trata de LMA (Li
et al., 2021).

A utilizagao da técnica de hibridizacdo fluorescente 7z situ é crucial para o acompanhamento pos-
tratamento do paciente. Em situagdes de remissao da doenga, mais comuns em pacientes idosos do que em
pacientes jovens, torna-se factivel a realizagdo do sequenciamento das mutagoes genéticas e proteicas, incluindo
COMMD?7, FL.T3 (tirosina quinase) e TP53. Essas analises fornecem entendimento sobre a probabilidade de
remissao ou se o processo de remissao ja foi iniciado (Thol & Ganser, 2020; Grob ez al., 2022; Allahbakhshian
et al., 2020).

Apesar dos esforgos recentes em pesquisas relacionadas a leucemia, a complexidade dessa condi¢ao
persiste, deixando varias incégnitas em relagao ao seu tratamento. Os resultados desses estudos ainda nao
atenderam plenamente as expectativas, o que reflete a dificuldade em lidar com essa forma de cancer sanguineo.
Predominantemente afetando pessoas idosas, isso pode ser atribuido a exposi¢ao prolongada a agentes nocivos
e a0 estado debilitado do organismo, decorrente tanto da idade avancada quanto da propria doenga (Percival e
al., 2021). Diante da falta de avancos nos tratamentos disponiveis, ha questionamentos sobre a eficacia da
quimioterapia e da farmacologia direcionada em induzir a remissao, dada as limita¢Ges observadas em alcangar
resultados satisfatorios (Li e al., 2021).

Alguns estudos investigam a correlagdo entre a expressao de genes e proteinas e o desenvolvimento da
leucemia. Apds a analise citogenética do paciente, é frequente encontrar uma expressao elevada de genes
considerados prognodsticos desfavoraveis para o tratamento (Li e# al., 2021). Esta expressao varia de paciente
para paciente; um gene com alta expressao em um paciente com leucemia pode nao ter a mesma caracteristica
em outro, sendo compensado pela presenca de outros genes. A analise citogenética ¢ utilizada para aprofundar
a compreensao e identificar alteragdes que resultam em rearranjos estruturais entre cromossomos homélogos
(Seipel ez al, 2021). Outros estudos utilizam a citogenética para detectar a presenca de cromossomos
translocados, como a translocacdo entre os cromossomos 8 e 21, associada a casos de leucemia (Thao ¢ a/,
2023).

E exatamente por essas razoes que a citogenética se revela tao essencial e esta sendo extensivamente
empregada nestes novos estudos. Ela auxilia no desenho do tratamento, permitindo acompanhar se o paciente
esta respondendo positivamente a medicacido prescrita. Além disso, possibilita o monitoramento pos-
tratamento para identificar a possibilidade de remissao da doenc¢a (Quessada ez 4/, 2021).

Por outro lado, a imunofenotipagem por citometria de fluxo desempenha um papel significativo na
classificacao do subtipo especifico da leucemia em questido, embora nio seja tio frequentemente empregada
durante o tratamento ou no acompanhamento pos-tratamento do paciente. Sua utilidade é predominantemente
voltada para o diagnostico inicial. Os estudos que investigam tratamentos geralmente nao se concentram tanto

nesse tipo de procedimento (Cossarizza e al., 2019).
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Outra area de pesquisa em constante evolu¢do procura compreender como os fatores externos e
ambientais podem afetar a incidéncia de leucemia nos pacientes, destacando a importancia da redugao desses
fatores de risco, que sdo frequentemente compartilhados por determinadas populagdes expostas a radiacio,
quimioterapia e até mesmo ao benzeno. Essa preocupag¢io parece nao ser tao relevante para outras populagoes
(Ferreira et al., 2019).

Atualmente, ha uma tendéncia vital na dire¢ao dos estudos em busca de novos marcadores antigénicos
de células imaturas para imunofenotipagem (Gianfaldoni er a/, 2020), terapias de indu¢do inovadoras
direcionadas a pacientes debilitados e métodos de diagnoéstico rapido e diferencial. Além disso, ha um interesse
crescente na supressao de genes indicadores de prognéstico desfavoravel, como o FLLT3, que, em pesquisas
recentes, demonstrou associagio com o antigeno CD123 (Seipel ef al., 2021). Tais avancos tém o potencial de
modificar significativamente o panorama atual do tratamento da leucemia mieloide aguda nos préximos anos

(Safaei et al., 2018).

4 Consideragdes Finais

A LMA ¢é uma condi¢do que frequentemente afeta pacientes idosos e com comprometimento
imunolégico. A pratica clinica demonstrou que as anormalidades citogenéticas sio importantes na determinacao
da sobrevida em pacientes com LMA. Nesse contexto, a analise citogenética e a imunofenotipagem
desempenham papéis essenciais no diagnostico preciso da LMA. Essas técnicas sao essenciais para classificar o
tipo e subtipo especificos da leucemia, fornecendo orientagdes valiosas nao apenas para o diagnodstico, mas
também para o direcionamento e monitoramento do tratamento. Dada a complexidade desse processo e a
existéncia de muitas incertezas, a aplicacdo eficaz da citogenética e imunofenotipagem ¢ fundamental para

garantir uma abordagem terapcutica adequada e melhorar os resultados clinicos dos pacientes.
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