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Testes moleculares fornecem dados complementares 
para o prognóstico da LMA com cariótipo normal

Como usar a pesquisa de mutações na prática clínica
Gene

FLT3
O fator estimulador de colônia de 
macrófagos-like tyrosine kinase 3 
é um receptor com atividade 
tirosinoquinase, expresso 
em células precursoras 
hematopoéticas

CEBP
O fator de transcrição CCAAT/
enhancer binding protein 
é expresso nas células 
mielomonocíticas
e aumenta na diferenciação 
granulocítica

NPM1
O nucleofosmina 1 codifi ca 
uma proteína que se move 
entre o núcleo e o citoplasma, 
promovendo múltiplas interações 
com outras proteínas, e está 
envolvido em importantes 
funções celulares

Efeito da mutação

A DIT/FLT3 ativa constitutivamente 
a tirosinoquinase e promove a 
autofosforilação do receptor e a 
fosforilação de várias outras proteínas, 
o que altera o padrão de expressão 
gênica das células comprometidas e 
estimula a proliferação

As mutações em CEBP    impedem 
a função normal do gene

A mutação em NPM1 resulta em 
deslocamento da proteína para 
o citoplasma, que, uma vez em 
abundância, perturba múltiplas vias 
celulares, tanto por perda como por 
ganho de função

Signifi cado

• Confere prognóstico desfavorável
• Indica piora do prognóstico na presença 
de alterações citogenéticas favoráveis 

• Sugere maior sobrevida total e livre de 
doença, em comparação com aqueles que 
não apresentam as mutações, desde que 
sejam bialélicas
• A identifi cação de uma única mutação no 
CEBP    não tem implicação prognóstica

• Está associada a uma melhor taxa de 
remissão completa, quando desaparece ao 
teste molecular
• Costuma ser mais encontrada no 
sexo feminino e em pacientes com leucometria 
elevada, grande porcentagem de blastos, 
ausência ou baixa expressão de CD34 e 
elevada expressão de CD33

Utilidade

• Já que é mais observada em casos 
de cariótipo normal – e com 
prognóstico intermediário –, pode 
discriminar os pacientes que se 
benefi ciariam da intensifi cação do 
tratamento

• Serve para a estratifi cação 
prognóstica em casos de LMA com 
cariótipo normal, nos quais, juntamente 
com a pesquisa de mutação em NPM1 
e da DIT/FLT3, o sequenciamento do 
gene CEBP    ainda contribui para o 
planejamento terapêutico

• Tem utilidade para a estratifi cação 
prognóstica na LMA
• Confi gura um marcador de melhor 
prognóstico quando a pesquisa de 
DIT/FLT3 é negativa, qualquer que 
tenha sido o cariótipo
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Apesar da importância do cariótipo convencional 
como o pilar a partir do qual se obtêm as principais 
informações prognósticas na leucemia mieloide 
aguda (LMA), estudos recentes têm revelado 
que os métodos moleculares também auxiliam o 
clínico na estratifi cação e na escolha da melhor 
opção terapêutica. Até porque a proliferação 
leucêmica provém de outras razões, além das 
aberrações cromossômicas, aí incluindo as 
anomalias moleculares, muitas das quais hoje 
facilmente identifi cáveis por esses novos recursos. 
Por sua participação na patogenia molecular e 
no prognóstico da LMA, portanto, a pesquisa 
das mutações nos genes FLT3, NPM1 e CEBP   , 
todas já disponíveis na prática clínica, deve ser 
incorporada à abordagem diagnóstica multifacetada 
de um paciente com LMA, juntamente com os 

O achado de mutações nos genes FLT3, CEBP   e NPM1 tem impacto na sobrevida, na taxa de remissão e na escolha terapêutica.

demais exames usuais nessa 
investigação. Para ter uma ideia 
do nível de esclarecimento 
trazido por esses recursos, 
de 20% a 30% dos casos da 
doença apresentam mutações 
no FLT3 e a mais frequente 
delas, a duplicação interna em 
tandem (DIT/FLT3), que confere 
prognóstico desfavorável, é mais 
observada em indivíduos com 
cariótipo normal. Já as mutações que impedem 
a função normal do CEBP   , vistas em 15% dos 
pacientes com LMA também com cariótipo normal, 
indicam maior sobrevida total e sobrevida livre de 
doença, em comparação com pacientes que não as 
apresentam, desde que, no entanto, sejam duplas, 

Leia mais sobre o diagnóstico e a 
estratifi cação da LMA na versão da web.@
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localizadas em alelos distintos. Por 
fi m, a mutação em NPM1, que está 
presente em 25% a 30% dessas 
leucemias, em mais da metade 
dos casos com cariótipo normal, 
associa-se a uma melhor taxa de 
remissão completa. O fato é que 
ter acesso a essas informações 
logo no início da investigação pode 
fazer diferença na condução mais 
personalizada de cada caso. 
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Painel de sondas para FISH pode detectar as 
diversas alterações genéticas ligadas aos linfomas
De fácil execução, tanto em 
material fresco quanto parafi nado, 
o teste permite discriminar os 
diferentes tipos dessa neoplasia 
hematológica.

As estratégias usuais de avaliação das anomalias 
genéticas nos linfomas não Hodgkin incluem o 
cariótipo e a hibridação in situ por fl uorescência 
(FISH). Por ser trabalhoso e necessitar de células 
viáveis, o cariótipo tem fi cado reservado para 
situações específi cas, nas quais pode oferecer 
substancial auxílio diagnóstico. Já a FISH pode 
ser feita rapidamente tanto em material fresco 

Diagnóstico de neoplasias linfoides de células T maduras 
depende de suas características morfológicas e imunofenotípic
Com informações dos estudos histológicos e imuno-histoquímicos, é 
possível fazer a distinção entre os principais subtipos desses linfomas.

Relativamente incomuns, as neoplasias linfoides de 
células T maduras representam 12% de todos os 
linfomas não Hodgkin. Os subtipos mais comuns 
são o linfoma de células T periféricas sem outras 
especifi cações (SOE), que afeta adultos, e o linfoma 
angioimunoblástico de células T, que normalmente 
acomete pessoas de meia-idade e idosos. 
No primeiro caso, a maior parte dos pacientes 
possui envolvimento de linfonodos periféricos e 
tem sobrevida global abaixo de cinco anos. Quando 
a doença é generalizada, frequentemente há 
infi ltração de medula óssea, fígado, baço e tecidos 
extranodais. Já o linfoma angioimunoblástico de 
células T quase sempre está associado com o 
vírus Epstein-Barr (EBV) e manifesta-se como 
uma neoplasia avançada, com linfadenopatia 
generalizada, hepatoesplenomegalia, sintomas 
sistêmicos e hipergamaglobulinemia. Além disso, 
os indivíduos apresentam imunodefi ciência 

como incluído em parafi na, mas observa somente 
o alvo da investigação por meio de sondas 
específi cas para cada alteração genética suspeita. 
Para aproveitar ainda mais a elevada capacidade 
do método para discriminar os diferentes tipos 
da doença, o Fleury desenvolveu um painel de 
sondas para FISH em linfoma, o qual abrange os 
genes CCND1, MYC, BCL2, BCL6, BCL3, PAX5, 
IGH, MALT1 e ALK num único exame. Assim, há 
possibilidade de ampliar os diagnósticos nesse 
grupo de neoplasias hematológicas, já que 
diversos subtipos de linfomas não Hodgkin são 
hoje reconhecidos por alterações cromossômicas 
ou moleculares precisas. A título de curiosidade, 

as primeiras anormalidades genéticas observadas 
nessas neoplasias foram a t(14;18)(q32;q21), do 
linfoma folicular, e a t(8;14)(q24;q32), do linfoma de 
Burkitt. Estudos subsequentes levaram à clonagem 
dos genes envolvidos em tais translocações, ou seja, 
BCL2/IGH e MYC/IGH, respectivamente, seguidos 
pelo CCND1/IGH, no linfoma de células do manto.
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Veja outros detalhes sobre o 
diagnóstico de linfoma e as anomalias 
genéticas na edição da internet.
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Doença Características imunofenotípicas

Leucemia/linfoma de células T do adulto • CD4+, CD25+, CD7-, CD30-/+, CD15-/+, FoxP3+/-

Linfoma de grandes células anaplásicas • CD30+, ALK+/-, EMA+, CD25+, marcadores 
  citotóxicos +, CD4+/-, CD3-/+, CD43+

Linfoma de grandes células B rico em  • Grandes células CD20+ em fundo rico em 
células T e histiócitos  células T reativas para CD3+

Hiperplasia de zona T • Mistura de células CD4/CD8, arquitetura preservada, 
  CD30+ variável, raras células CD20+

Outros diagnósticos diferenciais relevantes

secundária. Tudo isso diminui a sobrevida, 
que, estima-se, não chegue a três anos. Uma 
vez que a patogênese molecular da maioria 
das neoplasias de células T e NK ainda 
permanece desconhecida, o diagnóstico e 
a classifi cação dessas doenças baseiam-
se em suas características morfológicas 
e imunofenotípicas, que são avaliadas por 
estudo histológico, por imunofenotipagem 
por citometria de fl uxo e por um amplo painel 
imuno-histoquímico.

Histologia
• Apagamento da arquitetura normal 
por infi ltração neoplásica paracortical ou 
difusa, à custa de células grandes e/ou 
intermediárias, com núcleos pleomórfi cos
• Presença de infi ltrado de células 
infl amatórias

Imuno-histoquímica/imunofenotipagem
• Apresentação de um fenótipo aberrante 
pelas células neoplásicas, com perda de 
expressão de CD5 e CD7
• Predomínio do fenótipo CD4+/CD8- nos 
casos nodais
• Possível ocorrência da expressão de 
marcadores citotóxicos (CD56+) e de CD30, 
excepcionalmente com a presença de CD15
• Alto índice proliferativo, excedendo 70%
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Fleury aprimora a técnica para 
quantifi car subpopulações linfocitárias

Novas metodologias

Com a aquisição de novos citômetros de fl uxo, 
equipados com mais de quatro cores, e a adoção 
de microesferas fl uorescentes, o Fleury introduziu 
a tecnologia de plataforma simples para a 
quantifi cação de subpopulações linfocitárias por 
citometria de fl uxo, um exame fundamental para 
acompanhar as pessoas infectadas com o vírus 
HIV, bem como para auxiliar o diagnóstico de 
imunodefi ciências primárias e o monitoramento 
de terapia com anticorpos monoclonais. Até 
recentemente, o número de linfócitos T era 
derivado de medidas determinadas por plataforma 
dupla, ou seja, por um analisador hematológico 
que contava leucócitos e linfócitos e por um 
citômetro de fl uxo que fornecia o percentual de 
linfócitos T CD4+. O resultado da quantifi cação 
vinha do produto entre essas duas medidas 
distintas, o que a tornava suscetível a um maior 
número de resultados imprecisos e a uma 
maior variação interlaboratorial. A metodologia 

O exame agora depende de um único 
instrumento, o que torna a contagem mais 
acurada e menos sujeita a discrepâncias.

Gráfi cos de citometria de fl uxo demonstram a 
quantifi cação de subpopulações linfocitárias de 
linfócitos T por plataforma simples, utilizando anticorpos 
monoclonais para os antígenos CD3 (FITC), CD8 
(PE), CD45 (PerCP) e CD4 (APC), em associação a 
microesferas fl uorescentes. Os linfócitos T caracterizam-
se pela forte expressão dos antígenos CD3 e CD45, 
enquanto seus subtipos são evidenciados pela 
combinação da expressão dos antígenos CD4 e CD8.

Como a quantifi cação 
de células T contribui no 
contexto de HIV/aids

A obtenção de medidas precisas e consistentes 
do número de linfócitos T CD4+ é essencial 
para avaliar o sistema imunológico e realizar o 
acompanhamento clínico de pacientes com o 
vírus HIV. A patogênese da aids está altamente 
relacionada com a diminuição do número de 
linfócitos T CD4+, razão pela qual a depleção 
progressiva dessas células associa-se com 
prognóstico desfavorável e com aumento 
da probabilidade de infecção grave. Dessa 
forma, o Ministério da Saúde preconiza a 
quantifi cação de tais marcadores com uma 
periodicidade de 3-6 meses em indivíduos 
infectados com o HIV. Essa estratégia tem 
sido utilizada com o propósito de estabelecer 
pontos de decisão para fazer a profi laxia de 
infecções oportunistas, como a pneumonia por 
Pneumocystis jirovecii, e igualmente para iniciar 
e monitorar a terapia antirretroviral.
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de plataforma simples, ao contrário, permite a 
contagem absoluta e percentual de linfócitos 
T (CD4+ e CD8+), linfócitos B (CD19+) e células 
NK (CD16+/CD56+) somente com a utilização de 
medidas derivadas do citômetro de fl uxo, sendo 
baseada na adição de um número conhecido de 
microesferas a um volume conhecido de amostra 
(veja fi gura). Atualmente recomendado pelos 
Centros para Controle e Prevenção de Doenças 
(CDC), dos Estados Unidos, para quantifi cação de 
linfócitos T CD4+, o método não apenas apresenta 
maior acurácia e reprodutibilidade que a plataforma 
dupla, como também consegue resolver resultados 
discrepantes e ainda diminuir o número de casos 
que necessitam de reanálise e nova coleta.

otípicas

O progresso observado na identifi cação da patogênese 
molecular dos linfomas seguiu o acurado estudo da doença 
por anatomopatologistas, que foi baseado em parâmetros 
morfológicos, imunofenotípicos e clínicos. Um exemplo 
típico dessa evolução está na distinção entre linfoma de 
células do manto e linfoma anaplásico de grande célula, nos 
quais a cuidadosa descrição anatomopatológica precedeu o 
reconhecimento dos genes CCND1 e ALK, respectivamente 
implicados em sua etiologia. Contudo, nos linfomas 
de células T e NK, em que as alterações moleculares 
implicadas ainda permanecem desconhecidas, os estudos 
anatomopatológicos continuam tendo participação decisiva 
no diagnóstico (veja matéria abaixo). Evidentemente, como 
o processo é interativo, na medida em que se conhece 
uma causa molecular subjacente, ganha-se acesso a 
novos recursos que auxiliam a defi nir, com maior precisão, 
sobretudo as situações fronteiriças, sem, contudo, diminuir 
o valor da Anatomia Patológica nesse contexto. 

A contribuição dos métodos 
de Anatomia Patológica

• Apagamento parcial da arquitetura do linfonodo à 
custa de linfócitos T atípicos, em geral associados a uma 
proliferação de vênulas arborizantes, com endotélio alto 
e misturadas a um número variável de linfócitos 
pequenos reativos, eosinófi los, plasmócitos e histiócitos
• Aumento da rede dendrítica folicular e expansão de 
imunoblastos B
• Presença de imunoblastos B EBV-positivos

• Expressão de CD2, CD3, CD5 e CD4 pelas células 
neoplásicas T
• Exibição do fenótipo das células T-helper foliculares, 
útil para diferenciar a doença da hiperplasia paracortical 
atípica e de outros linfomas de células T periféricas, com 
expressão de CD10, CLCX13 e PD-1 em cerca de 60-
100% dos casos
• Expressão de CD21 e CD23 pelas células dendríticas 
foliculares 

s de
Linfoma angioimunoblástico de células T
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As neoplasias mieloproliferativas crônicas 
representam um grupo heterogêneo de doenças 
clonais da célula progenitora hematopoética, 
sendo caracterizadas por proliferação elevada, 
mas com diferenciação e maturação relativamente 
preservadas. Dependendo da linhagem acometida, 
podem se manifestar como policitemia vera (PV), 
trombocitemia essencial (TE) ou mielofi brose 
idiopática (MF). Nos últimos anos, diversos estudos 
permitiram a descoberta das bases moleculares 
dessas doenças, que têm, em comum, a ativação 
constitutiva da tirosinoquinase decorrente 
de mutações adquiridas pela célula-tronco 
hematopoética, cuja identifi cação assegura a 
defi nição inequívoca de moléstia clonal e afasta a 
situação reacional. Assim, nos casos de dúvida na 

introdução de um medicamento imunossupressor, 
pela inexistência de lesões que certifi quem a 
clonalidade, testes moleculares que buscam essas 
mutações mostram-se bastante esclarecedores, 
como a já consagrada pesquisa de JAK2 V617F 
e a pesquisa de MPL W515K ou MPL W515L, 
recentemente incorporada à rotina do Fleury. 
A contribuição de tais marcadores moleculares 
vem sendo cada vez mais reconhecida nesse 
contexto, a ponto de a presença de qualquer um 
deles fazer parte dos critérios diagnósticos de TE 
e MF, segundo a classifi cação da OMS, 2008.

Mutações nos genes JAK2 e MPL diferenciam 
doença clonal de situação reacional
Feita por PCR, a pesquisa dessas anomalias tem grande utilidade nos 
casos em que, apesar do quadro clínico, não há lesão indicativa de clonalidade.

ASSESSORIA MÉDICA
• Dra. Maria de Lourdes Chauffaille
 mlourdes.chauffaille@grupofl eury.com.br

Novos exames

Marcadores moleculares de policitemia vera, 
trombocitemia essencial e mielofi brose idiopática

Mutação
JAK2 V617F (éxon 14), 
que determina a 
substituição da valina 
pela fenilalanina na 
posição 617 do domínio 
pseudoquinase JH2 da 
proteína Janus quinase 2

Mutações no 
éxon 12 do gene JAK2

Mutações MPL W515L 
ou W515K, que consistem 
na substituição da G por 
T no nucleotídeo 1544, 
resultando na troca de 
triptofano por leucina no 
códon 515

•  Está presente em 90% dos casos de PV e em 50-60% dos de TE e MF
•  Faz a confi rmação diagnóstica de situações clínicas que cursam com 
 eritrocitose, trombocitose, leucocitose, fi brose medular ou trombose 
 venosa abdominal
•  Em homozigose, refl ete a perda de heterozigose resultante de 
 recombinação mitótica, que é relativamente específi ca na PV
•  Uma grande carga alélica relaciona-se com aumento da mielopoese na 
 medula, leucocitose periférica e esplenomegalia

•  São observadas em pacientes com PV negativos para JAK2 V617F 
 e em alguns raros casos de eritrocitose idiopática 
•  Estão presentes em cerca de 4% dos casos de PV
•  Também funcionam como marcadores clonais, tendo particular 
 utilidade quando há eritrocitose com pan-mielose e níveis baixos de 
 eritropoetina sérica

•  Figuram em 5-7% dos pacientes com MF e em 2-4% dos casos de TE
•  A W515L foi descrita em indivíduos com MF negativos para JAK2
•  Outras mutações no éxon 10 podem ser encontradas tanto na TE 
 quanto na MF
•  Associam-se a pacientes idosos do sexo feminino, com nível de 
 hemoglobina mais baixo e plaquetas elevadas
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