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Introducéo

A leucemia megacariocitica aguda (LMA-M7) é um subtipo raro de leucemia miel6ide
aguda (LMA) que foi recentemente incorporada na classificacdo Franco-Americana-
Britanica (FAB). Ela representa 3% a 5% dos casos de LMA, sendo freqlientemente
associada a mielofibrose e retrata um subtipo de mau prognéstico. O diagnéstico da
LMA-M7 baseia-se, inicialmente, nas caracteristicas morfologicas das células
leucémicas. O aspirado de medula dssea, ou bidpsia, mostra uma populacéo de células
pleomorficas e basofilicas, podendo apresentar projecoes citoplasmaticas (blebs). A
utilizacdo apenas de critérios morfoldgicos e citoquimicos ndo é suficiente para um
diagnéstico correto, por isso faz-se necessaria uma diferenciagdo de leucemia
megacariocitica aguda com os outros subtipos de leucemia mieldide aguda, principal-
mente nos casos em que as células blasticas se apresentam indiferenciadas, como é o
caso da leucemia mieldide aguda, minimamente diferenciada (LMA-MQ), da leucemia
mieldide aguda sem maturacdo (LMA-M1) e da leucemia linféide aguda, subtipo L1 e
L2. Sendo assim, a utilizacdo de técnicas de imunofenotipagem é essencial para o
diagnostico diferencial, pois mostra uma populagao de células leucémicas com ausén-
cia da maioria dos marcadores linfoides e mieldides de superficie, mas com expressao
para os antigenos da linhagem megacariocitica: CD41a (complexo glicoproteico I1b/
I11a), CD42b (glicoproteina Ib) e/ou CD61 (glicoproteina Illa), permitindo uma classi-
ficacdo correta em 98% dos casos. Acrescenta-se também o estudo das anormalidades
cromossomicas identificadas por técnicas de citogenética e analise molecular que pas-
sa a ser importante para a determinagdo do prognéstico e definicdo do regime
terapéutico. Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):387-393.
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quimicos,? foi revisada e expandida, e passou a adotar crité-
riosimunofenotipicos.®

A leucemiamegacariociticaaguda(LMA-M7) foi des-
critapelaprimeiravez por Van BoroseKorenyi em 1931, mas
somente em 1985 foi definida como o sétimo subtipo da
leucemia miel6ide aguda, quando a classificagdo proposta
pel o grupo cooperativo Franco-Americano-Briténico (FAB),
baseada inicialmente em parémetros morfol 6gicos e cito-

A LMA-M7 é um subtipo raro — originada a partir de
megacarioblastos primitivos — que corresponde a menos de
5% dos casos de LMA, esta freqlientemente associada a
mielofibrose’#® e exibe umacurvadeincidénciadedistribui-
¢&o com um pico bimodal, ou sgja, um pico em criancas me-
nores de trés anos e outro em idosos. Ela é diagnosticada
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pelademonstracao de peroxidase plaguetariaatravésdaava-
liagdo ultra-estrutural por microscopiael etronicae/ou expres-
sdo imunol 6gica de antigenos que sdo glicoproteinas (GP)
especificasdemembrana: GPIIb/I11a(CD41a), GPIb (CD42b),
GPllla (CD61).148 A LMA-M7 é a forma mais comum de
leucemiamiel 6ide agudaem criangascom Sindrome de Down
(SD) e apresenta um 6timo progndstico neste grupo de paci-
entes. Em outras criancas, a doenca parece ser mais hetero-
génea e com pior fator prognostico.t+689

A LMA-M7 pode manifestar-se como umaleucemiade
novo, leucemiasecundariaaquimioterapia, ou as sindromes
mieloproliferativase miel odisplasicas?®

Odiagnosticoinicial dasleucemiasagudas consiste na
diferenciacdo entre leucemia miel6ide e linfoide, principal-
mente nos casos de leucemiasindiferenciadas, poisas carac-
teristicas morfoldgicas podem ser equivocas, requerendo
estudos adicionais.’® Com base apenas em critérios morfo-
|6gicos ecitoquimicos, aLMA-M7 pode ser confundidacom
aleucemialinféide agudasubtipo L2 (LLA-L2) ou, raramen-
te, L1 e, at& mesmo, com aleucemiamiel 6ide agudaminima
mente diferenciada (LMA-MO) e com aleucemia mieléide
agudasem maturagdo (LMA-M1).47

A dificuldade de classificar a guns pacientestem leva-
do abuscade outros parémetros, como a utilizacdo de técni-
cas deimunofenctipagem. Estatem importanciadiagndstica
e prognosticaem a guns subtipos FAB, sendo essencial para
o diagnostico de LMA-M7.#

A classificagdo imunofenotipica, acitogenéticaclassi-
ca e a andlise molecular, associadas aos métodos tradicio-
nais como a morfologia e a citoquimica, vieram contribuir
parao diagnostico e aclassificacdo das|eucemias agudas.*©

Estetrabalho irdenfatizar aimportanciado diagnés-
tico laboratorial na LMA-M7, através da andlise morfo-
[6gica, citoquimica, imunofenotipicae analise molecular.
Estas técni cas associadas a outros fatores clinicos e labo-
ratoriais, permitem a identificagdo precisa deste subtipo
deleucemiaaguda, tendo importéanciafundamental nade-
terminacéo do progndstico e na escolha correta da abor-
dagem terapéutica. %!

Diagnostico laboratorial

Hemograma

O sangue periférico pode apresentar pancitopeniacom
pronunciadaleucopeniae anemia (normociticae normocro-
mica), blastos leucémicos circul antes sdo infrequentes.'22
A presencade fragmentos de megacari écitos pode ser indica
tivo de importante componente megacarioblastico na me-
dul a8,11,13

Medulograma

O critério diagndstico daL MA-M7 consiste napresen-
cade 20%, ou mais, de blastos do total de células nucleadas
damedula 6ssea (TCN), excluindo linfécitos e plasmacitos,
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sendo mais de 50% dos bl astos dalinhagem megacariocitica4
A informacgo clinicaéessencia paraumamelhor interpreta-
¢ao dos esfregacos de medula 6ssea. ™t

A medula éssea, freqlientemente, apresenta aumento
das fibras de reticulina, devido a produgdo de citocinas e
fatores de crescimento pel os megacari oblastos, > o que pode
dificultar a obtencdo do aspirado medular; nesse caso, pode
apresentar um nUmero escasso de blastos4"%* Qutras ve-
zes mostra-se hipercelular com infiltrado de blastos, forma-
dos por células, relativamente pequenas e monomorficas, ou
por células grandes e pleomorficas.?2

Morfologia dos megacarioblastos

Os blastos podem variar de pequenas células arredon-
dadas com altarelagdo nuicleo/citoplasma (N/C), assemel han-
do-sealinfoblastosde L 1, a células um pouco maiores com
relacdo N/C mais variada, assemel hando-se aos linfoblastos
deL 29117 A cromatina, algumas vezes, érelativamente den-
sa; outras vezes, 0 padrdo aparenta ser bem mais delicado.
O nucleo é geralmente arredondado ou com contorno discre-
tamenteirregular, com cromatinafrouxa, contendo um atrés
nucléolos.** O citoplasma é tipicamente basofilico, e pode,
ou ndo, ser vacuolado ou apresentar projecoes citoplasmé-
ticas (Figural). Mostra-se agranular, mas algumas vezes exi-
be umafinagranulagéo.tt 141

Figura 1. Distensédo de medula éssea, corada com May-Griinwald-
Giemsa (x500), exibe blastos com nucléolos evidentes, citoplasma
basofilico, agranular, alguns com projecdes citoplasmaticas e/ou
vacuolos

Citoquimica

» Mieloperoxidase, Sudan black (SB) e cloroacetato
esterase: os blastos M7 s80 negativos, exceto quando ha
associacao com miel oblastos.’? Essas col oragdes sao insufi-
cientes para diferenciar megacarioblastos de blastos
linféides8
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 Alfa-naftil acetato esterase (ANAE) e esterase ines-
pecificacom inibic&o pelo fluoreto: megacarioblastos geral -
mente tém positividade distintae bem localizada, em contras-
te com um padréo mais difuso das células monociticas.**

« Acido periodico de Schiff (PAS) e fosfatase &cida
(FA): freglientemente positivas e com padrdo localizado.t
PAS é também positivaem eritroblastos e blastos linféides.?

Bidpsia de medula 6ssea

Em casos de aumentadafibrose medular, o diagnostico
deve ser baseado na bidpsia de medula 6ssea, propiciando o
aumento da visualizagdo do nimero de blastos e, as vezes,
de megacaridcitos. | sso permite umaconfirmagéo inequivo-
cade blastos da série plaguetaria por meio do uso de marca-
doresimunol 6gicos, umavez que o aspirado, muitasvezes, &
dedificil obteng&o.

Imunofenotipagem

As células hematopoéticas apresentam uma série de
antigenosde superficie, intracitoplasméticos eintranucl eares;
alguns estéo associados aumalinhagem celular, outrosindi-
cam osdiferentes estégios dematuracdo dacélula. Pdlaimuno-
fenotipagem por citometriade fluxo, osdiferentes antigenos
podem ser reconhecidos com o0 uso de anticorpos mono-
clonais especificos, que recebem uma designacéo de CD
(clusters of differentiation), seguidade um ndimero.* A imuno-
fenotipagem é considerada o método preferencial paraaca
racterizacdo de algumas leucemias agudas, linfoblasticas
ou ndo-linfoblésticas, particularmente nos casosde LMA do
tipoM0, M1 eM7.1819

Maisde 95% das L M Asreagem com anticorpos mono-
clonais pan-miel6ides, CD13, CD33 e CD117; estes 80 usa-
dos para diferenciar LMA de LLA.Y Eles possuem alta
especificidade para células miel6ides e sdo expressos em
todos os subtipos morfolégicos FAB da LMA.2 A LMA-
M7 pode néo expressar CD13 ou CD33, ou expressar em
baixa porcentagem dos blastos, com menosintensidade que
na LMA cléssica. Os megacarioblastos sdo positivos para
os marcadores de células imaturas HLA-DR (80-90% dos
casos), CD34 e, em alguns casos, podem ser HLA-DR nega-
tivos*®1l14 e ndo expressam antigenos linféides B. Em ou-
tros casos podem ser antigenoslinféides T (CD2 e/ou CD7)
positivos.?

O diagnostico daLMA-M7 requer positividade para
os antigenos da linhagem megacariociticaCD41a(comple-
xo glicoproteico l1b/l11a), CD42b (glicoproteinalb), CD61
(glicoproteina I11a) ou antigenos relacionados ao fator
VII1,48920.22 confirmados por imunocitoquimica.”! Os
antigenos CD41 e/ou CD61 sd0 expressosjanas primeiras
fases de megacarioblastos e 0 CD42 durante o processo de
amadurecimento megacariocitico.”

Anormalidades cromossémicas
O estudo das alteragcBes cromossdmicas deve ser feito
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ao diagnostico paraprover-seamelhor classificacdo daL MA,
a definicdo do progndstico e a escolha terapéutica. Este es-
tudo é Util também para eventual deteccdo posterior de do-
encaresidual minima, de recaida ou de evolucdo clonal. As
alteragbes cromossdmicas sao detectadas por técnicas de
citogenética e por estudos moleculares.®

A porcentagem de cariétipo anormal, naM7 de novo,
representa aproximadamente 80% dos casos em criangas e
de 50% a60% dos casos, em adultos. O grau de complexida-
de é maior em adultos do que em criangas, perfazendo trésou
mais aberracles clonais.?®

Nos adultos, ndo ha anormalidade citogenéti ca especi-
fica.22 Dentre os cari6tipos complexos sdo encontrados —
5/5¢- elou —7/7g+ em 70% a 80% dos casos; ja ateraces
3021 ou 26 sdo encontrados em 20% a 30% dos casos.
Translocagdo (9;22) é outra alteracdo cromossdmica recor-
rentenaLMA-M7 de novo,?2%% etrissomias 19 e 21 podem
ocorrer naleucemiade novo enaLMA-M7 secundaria.??Nas
criangas, at(1;22) (p13;g13) é encontrada em aproximada-
mente metade dos casos®? e ocorre em criangas com menos
de 6 meses de idade. % Os pacientes podem mostrar +21
sem necessidade de associagdo com SD, +19 e +8.2283031 O
cari6tipo pode ser normal em aproximadamente 10% dos ca-
503.23,31

Relatos de outras anormalidades, associadas pela pri-
meiravezaL MA-M7, tém sido descritos naliteratura, como
at(1;9)(p32;g34),* tetrassomia 8,* trissomia 6, 10p12,*®
t(1;21),* encontradas em criangas e at(10;22) em adultos.®

Leucemia megacariocitica aguda na Sindrome de
Down

Criancas com SD tém dez avinte vezes maior risco de
desenvolver leucemia aguda.>% A LMA-M7 é particular-
mente prevalente, com uma estimativa de risco 500 vezes
maior, quando comparadas a criangas sem SD . 164144

A LMA-M7 associada a SD é um subgrupo homogé-
neo de leucemia, com apresentagdo clinica caracteristica e
excelente resposta a quimioterapia, baseada na trissomia do
21.%546 O mecanismo pelo qual atrissomiado 21 predispde o
desenvolvimento de leucemia aguda é através da expressao
aumentada de um gene ou genes no cromossomo 21, que
estimulaaproliferagcdo anormal dastem cell hematopoética
nainfancia.*4

O gene GATA1 codificaum fator de transcricdo hemato-
poético, que tem papel essencia para a diferenciacéo dali-
nhagem eritréide e megacari ocitica.#’*#4° Recentemente, mu-
tagBes somaticas no éxon 2 desses genes codificadores do
fator de transcricéo hematopoético GATAL foram encontra
das nos blastos da |leucemia megacariocitica, em pacientes
com SD, indicando um papel significante dessas mutactes
no desenvolvimento da doenga. 3444749505152 Fssas mutagOes
sdo encontradas somente em individuos com SD, ndo sendo
detectadas em outros tipos de leucemias agudas, ou em
outros pacientes com | eucemiamegacari ociticaque nao apre-
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sentam SD.16%58 H3 relato na literatura de somente um caso
de mutacdo GATAL em um adulto sem SD.>

Aproximadamente 10% das crian¢as com SD nascem
com achamadadoencamieloproliferativatransitoria(DMT),
com cura espontanea em muitos casos, durante os trés pri-
meiros meses de vida,*49%055% gutras podem desenvolver
formasfatais, com fibrose hepéticae disfuncéo renal . Toda-
via, 30% dos casos de DMT evoluem paraleucemia mega-
cariociticaagudadentro dos quatro primeiros anos, sugerin-
do que alteragBes genéticas adicionais podem ocorrer du-
rante a progressdo daDMT paraLMA-M7.44° NaDMT, os
blastos sdo indistinguiveis pelas caracteristicasmorfol 6gicas,
citoquimicas e fenotipicas dos blastos daM7, e isso contri-
bui para a hip6tese de que a segunda doenca € derivada da
pri me' ra26,38,39,50,53,57,58

Recentes estudos demostram que mutagBes no gene
GATA1, encontradas inicialmente em pacientes com LMA-
M7 com SD, também ocorrem naDM T,74248505980 gs5m como
mutagdes adquiridas no gene GATAL tém sido rel atadas.*"606
O que os estudos ainda ndo esclareceram € porque o clone
naDMT desaparece, subseqiientemente, em muitos pacien-
tes, e em outros progridem paraLMA-M 7.5

Discusséao

O diagndstico diferencial daleucemiamegacariocitica
aguda, baseado apenas nas caracteristicas morfoldgicas e
citoquimicas, torna-se bastante dificil, principalmente entre
asleucemiasindiferenciadasLMA-MO, M1, e, destas, com a
LLAL2; eemalgunscasos, deL 1.2 A dificuldadediagndstica
deve-se ao fato de, morfologicamente, os blastos da LMA-
M7 algumas vezes se apresentarem como células pequenas
com cromatinafrouxa e nucléolo evidente, citoplasmaagra-
nular, sem bastonetes de A uer, assemel hando-se aos blastos
linféidesL1 el 2 daclassificagdo FAB e, também, reagirem
negativamente para coloracoes citoquimicas como mielo-
peroxidase e Sudan black.?

O achado de projegbes citoplasméticas, ao contrario
do que se acreditava, ndo implica, necessariamente, em
células da diferenciagéo megacariocitica. A secagem lenta
de esfregacos de sangue periférico ou de medula éssea
pode induzir a formagdo de grandes projecoes citoplas-
méticas.®

Segundo a classificaggo da Organizagdo Mundial da
Salde (OMS), o limite de blastos, para a caracterizacdo de
umaleucemiaaguda, passaaser de 20%, em confronto com
0 antigo 30%, proposto pelaclassificacdio FAB. ParaaOMS,
pacientes com mais de 20% de blastos, na medula 6ssea,
n&o diferem na sobrevida em relaco a pacientes com mais
de 30% de blastos e tém um comportamento clinico simi-
lar. 10146384 A OM S utiliza, como critério diagndstico paraa
leucemiamegacariociticaaguda, apresencade 50%, ou mais,
de blastos dessa linhagem; ao passo que a classificagdo
FAB caracterizaesse subtipo pelapresencade 30%, ou mais,
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de megacarioblastos entre as células nucleadas da medula
Ossea.'*

A imunofenotipagem identifica os antigenos celulares
de superficie, citoplasmaticos e nucleares. Os mieloblastos,
normal mente, ndo expressam os marcadores|linfoidesde mem-
branaou de citoplasma. A capacidade da citometriade fluxo
em identificar adiferenciacao miel 6ide aproxima-se de 98%,
mas, para tanto, deve-se usar um painel de anticorpos que
assegureadistingdo entre LMA eLLA, LMA minimamente
diferenciada e leucemia megacariocitica, dentre outras.2%
Assim, a imunofenctipagem com a identificagdo de glico-
proteinas de membranaCD41, CD42 e/ou CD61 é considera-
dao método de escolhaparao diagndstico deleucemiamega-
cariociticaaguda.>”

Alguns casos de resultados falso-positivos, para os
antigenos da série plaguetériaCD41 €/ou CD61, podem ocor-
rer devido a aderéncia de plaquetas a superficie dos
blastos.*1417268 Deve-se ter o cuidado de coletar o material
aspirado de medula 6ssea em frasco contendo EDTA, para
minimizar aagregacdo de plaguetas. Amostras col etadas com
outros anticoagul antes devem ser avaliadas por imunocito-
quimicall,l3,26

A LMA-M7 écaracterizadapor apresentar altaincidén-
cia de anormalidades cromossdmicas e complexidade
cariotipica em relagcdo aos outros subtipos de leucemia
miel6ide aguda. Estas anormalidades mostram diferentesdis-
tribuicdes entre criancas e adultos.®® Rearranjos dos
cromossomos 3 e 7, assim como inv(3)(q21g26), t(3;3)
(921;926)* e monossomiado 734 sao descritos em pacien-
tescom M7, porém estas anormali dades ndo sdo especificas,
pois podem ocorrer em outros tipos de doencas hemato-
poéticas. A t(1;22)(p13;g13), comumente encontradaem be-
bés, atrissomiado 8, 19, eatrissomiado 21, alteracéo cro-
maossdmica numérica mais freqiiente também estdo associa-
dasaLMA-M7.%

O fator detranscricdo GATA1 codificado no cromosso-
mo X éexpresso em células delinhagem eritréide, megacario-
citica, eosinofilicae mastécitos.® E um regul ador dadiferen-
ciacdo de células hematopoéticas e atua simultaneamente
estimulando adiferenciacéo e suprimindo a proliferacéo ce-
[ular. A perdado GATA1 aceleraaexpansdo de células proge-
nitorasde linhagem eritréide e megacariocitica.®” A auséncia
do GATAL no megacariécito levaaum aumento naprolifera-
¢80 e deficiénciana maturacéo dos progenitores megacario-
citicos, bem como um reduzido nimero de plaguetas circu-
lantes. As plaguetas produzidas néo sdo totalmente funcio-
nais e mostram morfol ogiaanormal .8

O desenvolvimento de mutacdes no gene GATAL pa-
rece estar envolvido naleucemogénese da SD e contribuir
paraaDMT e LMA-M7.% Estas sdo dois estagios de uma
unicaformade leucemiaque ocorre somente em células que
s80 trissdmicas para o cromossomo 21.448 Embora descrito
por décadas, 0 mecanismo de remissdo espontéaneadaDMT,
e aprogressao paraleucemiamegacariociticaaguda, ainda
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nao estdo bem esclarecidos e exigem futuros estudos. 6%

Aproximadamente, metade dos casos de pacientes
com LMA-M7 realizam remissdo completa com a quimio-
terapiaconvencional, mas poucos sobrevivem mais que trés
anos.! A sobrevida média global da doenca é estimada em
quarenta semanas em adultos*®e asobrevidalivre de doenca
€ de dois anos em 14% das criancas.* Enquanto criangas
sem SD apresentam pior respostaao tratamento, 70% a100%
dos casos de | eucemia megacariociticaem criangas com SD
podem ser curados pela quimioterapia.’® Os blastos dos SD
sd0 dez vezes mais sensiveis a citarabina e apresentam uma
concentracdo intracelular significativamente maior que 0s
blastos de criangas sem SD.*

A andlise daleucemiaem pacientescom SD tem desta-
cado o papel do cromossomo 21naleucemogénese e no me-
tabolismo das drogas quimioterapicas. O padrao de resposta
clinicaaterapiaem pacientescom LMA-M7 &, provavelmen-
te, multifatorial e pode estar ligado a deteccdo de mutacoes
no GATAL em pacientes com SD.®°

O pior progndstico ndo é completamente dependente
de anormalidades citogenéti cas, outros achados podem con-
tribuir paraum fator progndstico desfavoravel independente
da alteracdo cromossdmica encontrada.”

Atualmente, com anovapropostada OMS, que utiliza
dados citogenéticos/mol ecul ares, associados a critérios cli-
nicos,®*% o estudo de anormalidades cromossdmicas € de
grandeimportancia paraaclassificagéo e parao diagnéstico
das leucemias agudas. A técnica mais difundida é a andlise
citogenética, cujasinformagdes podem ser complementadas
e ampliadas com atécnicade hibridacdo in situ por fluores-
céncia (FISH) e com o estudo molecular, através de reagéo
em cadelapolimerase (PCR), ou PCR por transcriptasereversa
(RT-PCR).142

Os métodos de biologia molecular vém revolucionan-
do o entendimento dos mecani smos envol vidos na etiopato-
geniadasleucemias. A compreensdo de tais mecani smos pro-
porciona uma répida modificacdo nas abordagens diagnos-
ticas e nos protocol os terapéuticos.’727

Abstract

Acute megakaryocytic leukemia (AML-M7) is a rare subtype of
acute myeloid leukemia (AML), which has recently been
incorporated in the FAB (French-American-British) classification.
It represents from 3 to 5% of AML cases, is frequently associated
to myelofibrosis and is a subtype with poor prognosis. The
diagnosis of AML-M7 is initially based on the morphologic
characteristics of leukemic cells. Bone marrow aspirates or biopsy
shows a population of pleomorphic and basophilic cells which
may present cytoplasmatic blebs. Morphologic and cytochemical
criteria are not enough for a correct diagnosis. It is necessary to
differentiate acute megakaryocytic leukemia with other subtypes
of acute myeloid leukemia mainly in cases in which blast cells are
undifferentiated, as are the cases of AML-MO, AML-M1 and of
acute lymphoid leukemia, subtypes L1 and L2. The use of

immunopherotypic techniques is essential for a differential
diagnosis showing a population of leukemia cells with the absence
of most surface lymphoid and myeloid markers, yet relevant for
the antigen of the megakaryocytic expression: CD41a (complex
glycoproteic l1b/11la), CD42b (glycoprotein Ib) and/or CD61
(glycoprotein Il1a), there by providing the for correct classification
in 98% of the cases. Chromosomal abnormalities identified by
cytogenetic techniques and molecular analysis are important for
determining the prognosis and definition of the therapheutic regi-
me Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):387-393.

Key words: Acute megakaryocytic leukemia;morphology; immuno-
phenotype; molecular analysis; diagnosis.
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