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IMUNOFENOTIPAGEM NO DIAGNOSTICO DAS HEMOPATIAS MALIGNAS*

Acy Telles de Souza Quixada*+

O estudo imunolégico dos leucécitos em amostras do
sangue periférico e medula éssea tomou lugar de destagque no
diagndéstico das hemopatias malignas. Tentamos neste traba-
lhos estabelecer a classificag@o imunoldgica de 25 novos ca-
sos de leucemia diagnosticados em bases morfolégicas no Hos-
pital Universitdrio Walter Cantidio (HUWC). Um painel de an-
ticorpos monoclonais foi usado para identificar os marcado-
res de superficie das células neopldsicas através da técnica
APAAP (fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina).

Em dez dos nossos casos (40%) conseguimos detectar o
imnunofenétipe caracteristico. Os blastos exibiram antigenos
linféides, mieldides ou mistos. Em um destes pacientes obti-
vemos resultados conflitantes quando comparados & caracteri-
zagdo morfoldgica. As possivels causas para a auséncia de

reag8c nos outros experimentos s8o comentadas.

* Trabalho apresentado como requisito final ao VII Curso de
Egpecializag¢8o em Hematologia e Hemoterapia.

** Médica do Centro de Hematologia e Hemoterapia d¢ Ceard -
HEMOCE .




1 - INTRODUGAO

As neoplasias hematoldégicas representam o tipo mais
comum de cdncer na crianga e sdo responsdveis por 5% de to-
das os neoplasmas no adulto. Estes tumores s&o0 divididos em
trés grandes grupos: leucemias, linfomas e mielomas.

As leucemias sdo originadas das células progenitoras
totipotenciais ("stem cells") na medula 6ssea e na grande
maioria dos pacientes se estendem ao sangue periférico e ou-
tros tecidos. Os linfomas surgem nos linfonodos, bago ou es-
truturas linfdides do trato gastrointestinal, pele, osso,
sistema nervoso central e outros o6rgéos.

O vocdbulo leucemia originalmente "Weisses Blut"
{sangue branco) foi introduzido por Virchow devide ac acimu-
lo de células da linhagem branca encontrado em um paciente
portador de Leucemia Mieléide Crénica em 1845. Apesar de
termo consagrado pelo use, aproximadamente metade dos casos

de leucose aguda apresenta leucometria normal ou abaixo da
média.

As leucemias sdo divididas em dois grupos usando como
critérios a evolugdo aguda ou crdnica destas doengas. No en-
tanto do ponto de vista biolbgico as leucemias sdo de origem
central (agudas) ou do compartimento de células progenito-
ras, e de origem periférica (crdnicas) oriundas de células
em estdglos maturativos tardios (28).




As primeiras tentativas do uso de regimes quimioteréd-
picos para o tratamento de pacientes portadores de leucose
aguda indicaram gue alguns tipos de leucemia pertenciam a
grupos diferentes no tocante acs aspectos biolégicos e prog-
nésticos. Este fato comprovou a necessidade do uso de clas-
sificagdo e nomenclatura préprias para este tipo de doenga.

A classificagdo FAB, desenvolvida por um grupo coope-
rativo de sete hematologistas de nacionalidade francesa,
americana e briténica, propds defini¢Ges para as leucemias
agudas (dividindo-as em linfobl&sticas e mieléides) e para
as leucemias crénicas de células T e B (2, 3, 4). O trabalho
do grupo serviu de pedra fundamental aos estudos posteriores
uniformizando o sistema de classificag¢do das leucemias c¢om
grande reprodutibilidade em todo o mundo.

Seqgundo Drexler e colaboradores (10) um ponto critico
da classificagdo FAB é€ a falta de significado progndstico
relacionada aos subtipos mieldides e 1linféides L1 e L2,
existindo apenas consenso acerca da méd evolugdo da LLA-L3.

Os métodos atuais de diagndstico e classificagdo das
neoplasias hematolégicas incluem: exame morfolégico da célu-
la predominante, imunofenctipagem e andlise citogenética

(L%, 18y
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2,1 Histérico

Um avango importante na subclassificagdo das leuce-
mias foi o reconhecimento dos antigenos presentes nos dife-
rentes leucécitos através de anticorpos monoclonais especi-
ficos. Estes antigenos de superficie (marcadores imunolégi-
€0s) s&c componentes do fenétipo celular e s8o estruturas
particulares de cada célula. A origem da imunofenotipagen
moderna vem dos anos 60-70 gquando foi documentada a expres-
sdo da imunoglobulina de superficie membranar (SmiIg) como
marcador de linfécitos B e a formagdo de rosetas de eritré-
citos de carneiro com linfécitos T.

O impacto de maior impor:téncia na sistematizagio da
imunofenotipagem ocorreu gquando houve a amplificagdo da pro-
dug@o de reagentes especificos obtida pela tecnologia do hi-
bridoma desenvolvida por Kohler e Milstein em 1975 (7,10).

Existem duas técnicas principais para a visualizagéo
de antigenos celulares (de superficie membranar ou intraci-
toplasmiticos): (I) Imunofluorescéncia - que utiliza a mi-
croscopia fluorescente ou o citémetro de fluxo para andlise
e (II) Imunchistoguimica - que emprega o método da imunope-
roxidase ou da fosfatase alcalina e a microscopia ética co-
mum.

Na literatura o método mais citado é o da fluorescei-

na.
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Cada um destes métodos apresenta gualidades e incon-
venientes. No método imunoenzimético podem ser enumeradas
como vantagens: o tamanho reduzido da amostra necessdria pa-
ra o exame; o uso de esfrega¢os convencionais de sangue e
medula &ssea; a conservagdo das léminas por periodo prolon-
gado; a possibilidade de correlagdo com a morfologia celular
além da maior sensibilidade da técnica.

Na imuncfluorescéncia destacam-se a rapidez do méto-
do, a avaliagdo quantitativa e 2 informatizagdo dos dados
(T 20y 11, 12, 23y

A técnica APAAP passou a ser utilizada de rotina em
1983 tendo sido descrita inicialmente por Erber et al.

Stross e colaboradores (30) apresentam método semi-
automatizado de utilizagdo da técnica APAAP ("Alkaline
phosphatase anti-alkaline phosphatase") que tem por finali-
dade bédsica a diminuig8o do tempo necessério para o procedi-
mento além da redugdo dos custos.

Um estudo realizado por Burgess et al (6) comprova a
aplicabilidade da técnica APAAP através de coloragdo dupla,
demonstrando sua vantagem na revelagdo de mais de um antige-
no na mesma preparagdc localizados em diferentes comparti-
mentos da mesma célula.

Estd bem estabelecido que as células blésticas nas
leucemias e linfomas refletem caracteristicas de seus pre-
cursores normais na medula éssea e timo (21) uma vez que re-
presentam a expansdo clonal de uma célula congelada em de-
terminado estdgic de sua diferenciacgdo.

2.2 Perfil Imunoldgico da Diferenciagio Normal

Mudangas imunclégicas acompanham o© desenvolvimento
hematopoético normal. Estas alteragdes ocorrem na superficie
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celular, no citoplasma e no nicleo e podem ser resumidas nas
figuras 1, 2 e 3.

2.2.1 Linfécitos T

O marcador mais precoce das células T € o antigeno
CD7 o qual & continuamente expresso através da diferenciagic
da célula T fato que o gualifica como marcador "pan-T".

A expressdc do antigeno CD3 na superficie celular 6
precedida por sua ocorréncia no citoplasma: caracteristica
Gnica dos linfécitos T. Os marcadores especificos ou alta-
mente associados & linhagem T sdc CD1, CD2 (responsivel pela
formagdo de rosetas com hemdcias de carneiro), CD3, CD4,
CD5, CD7 e CD8.

O TdT & uma enzima nuclear que catalisa a polimeriza-
¢do de desoxinucleotideos e ndo € especifico de linhagem mas
antes um indicador de maturidade celular.

O HLA-DR também estd presente em outras linhagens e
sugere estdgio de imaturidade ou ativagdo das c¢élulas T.

2.2.2 Linfécitos B

A detecgdo da imunoglobulina de superficie membranar
(Smig) € o achado caracteristico das células B. Entretanto
como isto somente ocorre por volta da metade do processo de
diferenciag¢@c do linfécito B o antigeno CD19 € o escolhido
como marcador “pan-B".

O componente do dltimo estdgio de diferenciagdo da
célula B, o plasmécito, é negativo para CD19 bem como para
outros marcadores da linhagem B: CD10, CD20, CD21, C(CD22 e
SmIg, dispondo de perfil préprio com expressdo do CD38 e
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PCA-1. O TdT e HLA-DR novamente definem estdgio maturativo
das células B. Enquanto o HLA-DR é encontrado em quase toda
a duragdo do processo de maturagdo, exceto no plasméecito, a
expressdo do TdT estd restrita aos estdgios imaturos.

As moléculas CD10, CD22, SmIg, CD20 e CD2l1 sdo ex-
pressas seqiencialmente na superficie das células B. Em ana-
logia ao antigeno CD3 nos linfécitos T o determinante CD22 &
inicialmente encontrado no citoplasma e em seguida na super-
ficie celular: achado caracteristico das células B.

2.2.3 Células Mielbides, Monociticas Eritréides e Megacarid-
citos

0 CD13/CD33, CD14, a glicoforina A e o CD41/CD42 séo
marcaderes especificos para as células mieldides, monociti-
cas, eritrdides e megacaridcitos.

N&o h& neste caso mudangas importantes correlaciocna-

das ao decurso da diferenciacéo.

2.3 Perfil Imunolégico da Diferenciag¢do Leucémica

O uso de um painel selecionado de anticorpos monoclo-
nais através de métodos imuocitolégicos nos permite estabe-
lecer o perfil ontogénico do processc neoplésico.

A distingdo entre células imaturas de linhagem lin-
féide e mieléide é o objetivo inicial.

A leucemia linflobléstica aguda (LLA) € dividida em
duas categorias baseado em suas caracteristicas imunofenoti-
picas: LLA-T e LLA ndo T.
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Para a diferenciagdo de células jovens de origem lin-
féide os monoclonais CD7 e CD3 utilizados caracterizam a
origem T ("pan T"). As LLA primitivas ou pré&-T sdoc TdT, CD3
e CD7 positivas e expressam fracamente a molécula CD5.

As LLA nulas (que sd@o de origem B muito primitivas)
correspondem a células CD1C negativas e HLA-DR positivas.

As LLA de origem B se dividem em comum, com o fenéti-
po HLA-DR, CD10, CD22, CD19 e TdT; as pré-B onde a cadeia
‘mi" presente no citoplasma adiciona-se ao perfil anterior e
as LLA~B onde desaparecem o CD10 e a imunoglobulina cito-
plasmdtica para dar lugar a Smlg positivo (16, 17, 20, 21).

No caso das leucemias n&@o linfociticas o auxilio da
marcagdo imunoldgica é de menor valia no tocante ao aspecto
prognéstico {(19).

A leucemia mieldide aguda subtipo MO (LMA-MO) que
apresenta minima diferenciagdo mieléide ndo pode ser diag-
nosticada apenas em bases morfolégicas uma vez gue seus
blastos se assemelham aos da LLA (usualmente LLA-L2). A ne-
gatividade dos marcadores linféides é consistente com o
diagnéstico de LMA e a evidéncia de diferenciag@o mieldide é
fornecida nestes casos pelo CD13 e/ou CD33 (5,8) sendo o
CD13 mais sensivel & detecgdo através das técnicas de imuno-

citoquimica (imunoperoxidase ou APAAP).

Outro objetivo bdsico da classificag¢8o imunolégica é
a identificagdo da origem T ou B das leucemias crénicas.

2.4 Doenca Residual Minima

Outra aplicagdo da imurofenotipagem € a detecgdo da

doenga residual minima. Um dos mais importantes marcadores
para o contexto da definigéo de doenga residual minima €& o



TdT que pode ser pesquisadec através de marcagdo dupla com
anticorpos direcionados para antigenos intracitoplasmaticos
e de superficie.

Apesar das células leuc@micas apresentarem expressdes
moleculares comparéveis a células normais a freqgiiéncia ex-
cessiva destas células fora de sua topografia habitual é in-
dicativa da presenga de processo maligno monoclonal. A fre-

giéncia de TdT em células normais é de ¢ 0,4% no sangque pe-
riférico e de 5% em células da medula éssea.

Falini et al (13) demonstram que os anticorpos que
melhor definem a doenga residual minima na tricoleucemia séo
CD45 e CD20.

Em muitos casos a percentagem de células residuais
detectada com o painel de anticorpos monoclonais é semelhan-
te & obtida através do exame morfoldgico e citoquimico das
amostras porém existe vantagem evidente na quantificagdo de
células residuais em exames de medula Sssea hipo ou hiperce-

lulares.

2.5 Leucemia Aquda Bifenotiptca

A coexisténcia de blastos de diferentes linhagens foi
reconhecida hd virios anos durante a agudizagdo da leucemia
mieldide crénica.

A imunofenctipagem permite a comprovagdo de uma popu-
lagdo bléastica mista ou mais Ireqlientemente a co-expressao
de antigenos mieldides e linféides B ou T na mesma célula
neopldsica (8).
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2.6 Recidivas

Na fase de recidiva das leucemias agudas ndo é fre-
giilente encontrar alteragdo fenotipica de vulto embora o fato
ja tenha sido descrito. Na maioria das vezes ocorre permuta
da linhagem B a T sendo possivel a mudanga de linféide para

mieldide ou o inverso (22,24).




3 - MATERIAL E METODOS
3.1 Pacientes e Amostras

De julho de 1992 a fevereiro de 1993, 25 pacientes
(02 criangas e 23 adultos, com idades variando de 03 a 63
anos) diagnosticados como portadores de neoplasia hematolé-
gica “"de novo" foram incluidos neste estudo. Foram coletadas
amostras de sangue periférico e medula Sssea sendo que em um
dos casos foi estudado também material obtido através de as-
pirado ganglionar.

3.2 Preparagao e Armazenamento das Amostras

Distens8es sangiiineas foram preparadas segundo as
normas técnicas tendo-se o cuidado de evitar esfregagos
grossos.

=

Os esfregag¢os permaneceram & temperatura ambiente du-
rante o intervalo de duas horas quando entdo foram enrola-
dos, um a um, em folha de aluminio e conservados a -20:C.

3.3 Fixagdo das Laminas

Todas as amostras foram fixadas em solugdo 1l:1 aceto-
na/metanol durante dois minutes. Antes de desenrcladas as

11
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laminas foram conservadas no papel de aluminio até atingir a
temperatura ambiente.

3.4 Anticorpos Monoclonais

Foram utilizados anticorpos monoclonais (DAKOPATTS)
CD4, CD5, CD8, CD10, CD14, CD19, CD33, (D45, queratina e vi-

mentina na diluigdo de 1:10.
A imunoglobulina anti-camundongo foi empregada na di-

luig8o de 1:25 enquanto os complexos APAAP foram aplicados
apés diluigdo de 1:50.

3.5 Técnica

Estédgios de incubagdo no método APAAP.

1. Incubagdo com anticorpo monoclonal primdrio - 30
minutos.

2. Ircubag@o com a imunoglobulina de coelho anti-ca-
mundongo (anticorpo secundé&rio) - 30 minutos.

3. Incubag8o com imuno-complexos de fosfatase alcali-
na anti-fosfatase alcalina - APAAP (anticorpo ter-

cidric - substé&ncia marcadora) - 30 minutos.

4. Repetigdo da incubagdo com o segqundo reagente - 10
minutos.

5. Repetigdo da incubagdo com o terceiro reagente -
10 minutos.

6. Incubagdc com o substrato (substd@ncia reveladora).
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7. Contra-c¢oloragdo em hematoxilina.
8. Montagem com laminula em meio de Apathy.

0 diagrama esquemdtico da técnica empregada estéd
ilustrado na figura 4.

As laminas foram lavadas entre um reagente e outro
com tampdo TRIS pH 7,6 havendo sempre o cuidado de evitar o
ressecamento do esfregago.

O substrato foi preparado dissolvendo-se 2mg no
naphtol AS-MX (Sigma N4875) em 0,2ml de dimetilformamida e
9,8ml de tampd@o TRIS pH 8,2 além de 20mg de levamisole (Sig-
ma L9756). Imediatamente antes do uso foli adicionade o Fast
Red Salt (10 mg). O levanisole foi acrescentado, com o obje-
tivo de inibir a fosfatase alcalina endégena.

Em todos os testes haviam laminas controle (quando
possivel negativo e positivo).,

Em nosgo estudo tomamos como base o painel de anti-
corpos monoclonais demonstrado na tabela 01,



=%

Y
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4 - RESULTADOS

As células positivas para o antigeno pesquisado sdo
facilmente identificadas no aumento de 100X sendo visualiza-
da nitida marcagdo do contorno celular de tonalidade verme-
lha. Em nossc trabalho obtivemos resultados positivos em 10
dos 25 pacientes estudados (40%).

Um marcador imunolégico é considerado positivo quando
expresso em mais de 20% da populagdo bléastica L.

Foram confirmados 01 caso de leucemia bi-fenotipica,
04 casos de leucemia mieléide aguda (um dos quais possivel-
mente LMA-M7), 03 casos de leucemia linfocitica aguda (02 de
origem B e 01 de origem T) e 01 caso de tricoleucemia. Um de
nossos pacientes obteve resultado imunofenotipico conflitan-
te com o diagnéstico morfolégico. a morfologia entretanto
apresentou discordéncia entre os observadores habituais e o
paciente obteve o diagnéstico final de linfoma.

Os dados positiveos foram resumidos na Tabela 02.

Tivemos dificuldades e limitagdes em nosso estudo por
se tratar de método ainda nio rotineiro em nossa enfermaria
do Hospital Universitdrio Walter Cantidio além de guantidade
néo satisfatdéria de anticorpos monoclonais. ©Podemos citar
ainda a necessidade de habilidade técnica para o desenvolvi-
mento do método.

14



5 - DISCUSSAO

As classificagdes morfoldgicas sdo baseadas em julga-
mentos individuais e interpretagdes, existindo vantagem 6b-
via do método imunolégico em relagdo & objetividade e repro-
dutibilidade do exame.

Dados disponiveis na literatura discorrem sobre a
permanéncia de até sete dias do material colhido & tempera-
tura ambiente (11, 12, 23). Observamos entretanto que a via-
bilidade de nosso material dependia de pequenc intervalo até
o0 congelamento face a alta temperatura local. Apbés o0s pri-
meiros insucessos determinamos precisamente o tempo de duas
horas apés a coleta da amostra para o congelamento.

Os antigenos leucocitdrios diferem em sua susceptibi-
lidade & desnaturagdo com a fixagdo. Um dos mais sensiveis
sendo o CD10, (antigeno comum da leucemia linfocitica agu-
da). Desta forma deve ser avaliado caso a caso quando primar
pela preservagdc antigénica ou pela integridade (morfologia)
celular. Uma variedade de fixadores pode ser utilizado sendo
a acetona pura a ideal para a conservagdo dos determinantes
antigénicos e misturas contendo a formalina apropriadas para
resguardar detalhes morfolégicos (23).

A identificagdo imunolégica de casos de leucemias com
blastos muito imaturos € de grande valor no diagnéstico di-
ferencial entre LLA-L2 da classificagdo FAB e LMA M1-MO. An-
ticorpos monoclonais para as glicoproteinas plaquetérias
(CD41, CD42, CD6l) selam o diagnéstico das leucemias megaca-
riobldsticas (27).

15
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Em nosso estudo ndo pudemos concluir a identificag&o
imunolégica (no caso de nimero 3) por falta dos anticorpos
acima citados em nosso painel.

A leucemia linfoblédstica aguda de células T {(LLA-T)
engloba 15 a 25% de todos os casos de LLA. Ela afeta mais
homens que mulheres e & caracterizada pela presenga de massa
mediastinal, infiltrado extra hematopoético, altas contagens
leucocitérias além de baixa incidéncia de anemia e tromboci_
topenia. Outra caracteristica da doenga & uma evolugdo mar-
cada por menores sobrevivéncia e taxa de remissdo completa
(18, 24, 26, 29). Nosso quinto caso apresenta CD5 positivo,
CD10 negativo, obteve contagem leucocitdria inicial de
178 x 10? leucécitos/l e ndo alcangou a remissdo completa
com o esquema quimioterdpico proposto, comprovando os dados
da literatura.

A leucemia de células cabeludas (reticulo-endoteliose
leucémica) é caracterizada pela invasdo da medula Gssea e
bago por células mononucleares com projec¢des vilosas cito-
plasmdticas. Estas células usualmente cont&m uma isoenzima
da fosfatase &cida (isoenzima 5) que é resistente ao tarta-
rato, fato que caracteriza sua citoguimica. Os marcadores de
superficie desta leucose cronica sdo os de proliferagdo mo-
noclonal de linfdcitos B (CD19, CD20, CD22, HLA-DR) e ainda
um antigeno habitualmente presente nos linfécitos T ativados
o CD25 ou recepteor da interleucina 2 (15, 25). Nosso caso de
numero 9 ilustra os dados acima.

Behm e colaboradores (1) concluem em seu trabalho a
associacdo de prognéstico favoridvel com a auséncia do marca-
dor antigénico CD45 (antigeno comum leucocitdrio) nas célu-
las blésticas de criangas com LLA.

Nosso Gltimo paciente (n? 10) apresentou marcagdo ne-
gativa para o antigenc citado além de positividade para o
CD1% exibindo desta forma dois fatores imunolégicos de boa
evolugédo.
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Vale ressaltar que a identificag@o imunolégica da na-
tureza e origem da célula blédstica apesar de sua importancia
evidente tem limites precisos na andlise multifatorial em
relagcdo ao diagnéstico e prognéstico das leucemias. Deven
ser considerados também a morfologia, citoquimica e cariéti-
po além de outras varidveis como idade, sexo, contagem ini-
cial de leucdcitos, resposta terapéutica etc.

Também ndc estd restrito ao diagnéstico das neopla-
sias hematoldgicas o papel dos anticorpos monoclonais. A
técnica APAAP pode ser utilizada em cortes histolégices com
parafina aumentando sobremaneira a abrangéncia do exame
(31).

Outro exemplo € o estudo de Christopoulos et al (9)
onde fol concluido através de método imuncenzimdtico com an-
ticorpos monoclonais, o envolvimento da trombospondina pla-
quetdria (proteina citoadesiva presente nos gréanulos alfa)
no conhecido fendmeno do satelitismo plaguetdrio que ocorre
"in vitro" em distensdes de sangue anticoagulado com EDTA.



6 - CONCLUSAO

A definigdo dos subtipos das leucemias & de grande
valor para o seguimento clinico da doenga visto que alguns
imunofendétipos estdo correlacionados com mi resposta tera-
péutica e evolugdo desfavordvel. Algumas formas de leucemia
como a LMA-MO, LMA-M1 e leucemias bifenotipicas n&@o poderiam
ser reconhecidas sem o auxilio da classificag@o imunolégica.

Deve ser ressaltado também o valor da imunofenotipa-
gem na identificagdo da doenga residual minima e sua impor-
téncia nos estudos epidemiolégicos. Vale salientar entretan-
to que como qualquer método diagnéstico, deve ser analisado
em conjunto com os dados clinicos e fazer parte de um grupo
de fatores que incluem ainda idade, sexo, raga, leucometria
inicial, nivel de desidrogenase latica, indice mitético e
caridétipo para o estabelecimento do prognéstico global da
patologia.

Dados publicados na literatura internacional eviden-
ciam que cerca de 90% dos casos de leucemia podem ter seu
imunofenétipo estabelecido sem equivoco (10). Infelizmente
nosso estudo ndo reproduz estes resultados.

. Citamos como possiveis causas das discordancias en-
contradas a pequena experiéncia no manuseio da técnica, a
alta temperatura local e o uso de pairel restrito de anti-

corpos monoclonais.

18
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N8o encerramos porém, com o término do curso de espe-
cilalizagdc, o espirito de pesquisa semeado durante o mesmo.
Daremos continuidade ao trabalho ora interrompido na inten-
¢do de obter a caracterizagfo imunolégica de cada caso de
leucose aguda como exame de rotina em nossa enfermaria.



) ) )

)

}

)

JJJ

7 - SUMMARY

The immunological analysis of white c¢ells in blood
and bone-marrow samples has come to play a central part in
the diagnosis of human hematological malignancies.

We attempted to establish the immunoleogical
classification of 25 new cases of leukemia diagnosed on
morphological grounds in the University Hospital.

A panel of monoclonal antibodies was used to identify
surface markers of the neoplastic cells by the alkaline
phosphatase anti-alkaline phosphatase (APAAP) techique.

In ten cases (40%) we found the characteristic
immunophenotype. The blast cells showed lymphoid, myeloid or
mixed antigens. In one of these patients we obtained
conflicting results when compared with the morphological
assessment.

The possible reasons for the lack of reaction in the
other assays are discussed.

20
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ANEXO 1 - CGRAFICOS E TABELAS




DD D)) ) ) D

)

0 2 JJ J dFXFIITIIII I ITD

/

N S

cD34
TdT

HLA-DR 7777/

Co7
CD2
cos
co3
CcD1

CcD4/8

23

SANGUE PERIFERICO
MEDULA OSSEA TIMO TECINO LINFSIDE

STEM PROTIMOCI | TIMOCITO ~ TIMICITO  TIMICITO | CELULA CELULA

CELL ,TO IMATUTRO . COMUM . MADURO T T
LINFOIDE ! E i REPOUSO | ATIVADA
7, 5 :

W?/W /%" I 2 ///////

Figura 1 - Perfil imunolégico durante a diferenciagédo do

linfécito T. Todos os antigenos exceto o TdT (en-
zima nuclear) e o CD3 citoplasmitico (barra aber-
ta) s8o detectados na superficie celular.
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Figura 2 - Perfil imunolégico durante a diferenciagdo do

linfécito B. Todos os antigenos exceto o TdT e o
CD22/1Ig citoplasmdticos (barras abertas) sdo mar-
cadores da superficie celular.

N —



)

J 2 F2dJd

)

25

12 I“IIFLOBLASTD PROMIELOGCITO  MIELGCITO NEUTRAOFILO

13 12 a3
cru-eu Ona
MONOBLASTO PROMONGCITO
.
\\“

13 14

I

O

HISTIACTTO/
MACROFACO

Gl
CFU-GENM ¥ A Giya GipA Ia

_—

BFU-E CFU-E

}
Q)

PROERITRORLASTC ERITROBLASTO ERITOBLASTO ERITRACTTO

POLICROMATOFTILG ORTOCROMATTCO
41 42
e ba a1 oR
13 —

CFU-Mags PROMEGACARLO  MEGACARIO- MEGACARIGCITN PLAQUETA
BLASTO RLASTO

CP
C

Figura 3 - Perfil imunolégico durante a diferenciag&c mono-
mieldide, eritrdide e megacariocitica. A distri-
buigdo dos antigenos de superficie é identificada
nas células precursoras e progénie. CFU-GEMM -
stem cell multipotente; CFU-GM, BFU-E/CFU-E, CFU-
MEGA - células comissionadas. A figura indica os
antigenos numerados através da nomenclatura CD
(cluster of differentiation - grupos de diferen-
ciagdo).



) ) )

)

26

A Fosfatase alcalina

Complexos APAAP

Anticerpc monoclonal
4+ anti~fosfatase alealina

‘ Imunoglobulina anti-camundongo -
anticorpo secundario

<3 Anticorpe monoclonal
) k primario
A A g

Figura 4 - Diagrama esquemdtico da técnica APAAP (fosfatase
alcalina anti fosfatase alcalina).
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TABELA 01 - Classificag&o imunofenotipica das leucemias agu~

das.
MARCADORES MARCADORES
TIPO LINFOIDES MIELOIDES
LLA-pre-pre-B Dr, CD19 negativos
LLA~pre-B Dr, €D19, CDlO negativos
LLA-B Dr, CD19, CD10, CD20,
cD22, Igs negativos
LLA-pre-T CDh7 negativos
LLA-T CD7, CD5, CD2 negativos
ILMA-M1 a M5 negativos Dr, CD33, (D34,
Cbe, CD13, CDl4,
CD15
LMA-M6 negativos Glicoforina A.
LMA-M7 negativos CD41, CD42
Bifenotipicas positivos positivos

CD: Cluster of differentiation, cada nimero corresponde a um
determinado antigeno de diferenciag8o leucocitédria, pre-
sente em determinadas células em dado momento da dife-
renciagdo. Sua presenga na superficie da célula leucémi-
ca € um dado importante para a classificagdo (Foon e
Todd, 1986).
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TABELA 02 - Reatividede dos blastos com anticorpos monoclonais (ACMO) LNH - Linfoma ndio Hedgkin,

LMC/CB - leucemia mieléide crénica/crise bléstica. LMA - Leucemia mieldide aguda. LLA -

teucemia Linfecitica aguda - CD - cluster of differentiation. MR - nio realizado.

DOENCA % BLASTO REATIVIDADE COM ACHMO
CASO IDADE/SEXQ DE BASE AMOSTRA
TESTADA CELULA T CELULA B  MIELOIDE  MONSCITO HISCELANEA
1 22/ LWH 60% NR 19 - €033 - [of 4 PR C010 - CD45 +
2 31/ LMC/CE 80% co5 - e - Ch33 + NR €010 - cD45 +
3 23/F LMA M7? 407 cos - 19 - €D33 - o4 - D10 - CD45 -
4 52/F LMA M2 70X NR 9 - CD33 + o4 - D10 - NR
5 19/M LLA-T 95% o5 + c019 - €033 - NR D10 - MR
6 63/F LMA M4 5% cps - NR co33 + cp14 + £010 - NR
7 16/F LMA M2 457 NR 19 - Cb33 + b4 - NR NR
a 29/M Tricoleucemia 94% cos - o9 + cp33 - NR ‘ NR NR
9 37/m LLA a5% cos - co19 + €D33 - NR CD10 + NR
10 8/M LLA 80% NR 19 + £33 - NR NR £D45 -
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Fotografia 1 - Caso de nimero 8. Tricoleucemia. Célula neo-

plésica exibindo marcagdo com o CD19 onde
observamos as vilosidades peculiares. Campo
fotografado com aumento de 1000X




Fotografia 2 - Mesmo caso anterior.

aumento de 100X

Campo fotografado
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Fotografia 3 - Caso de numero 6. Leucemia mieléide aguda
subtipo M4. Evidenciamos um blasto com ni-
tida marcagdo pelo CD1l4, alguns blastos com
fraca reagdo e outros negativos ao anticor-
po testado. Campo fotografado com aumento
de 1000X.

v
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Fotografia 4 - Caso de nimero 5. Leucemia linfocitica agu-

da T. Infiltragdo medular macig¢a com blas-
tos marcados pelo CD5. Campo fotografado
com aumento de 400x.
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Fotografia 5 - Caso de nimero 2. Leucemia mieldide croénica

- crise Dblastica. Blastos marcados pelo
CD33. Campo fotografado com aumento de
1000X.

L 3
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Fotografia 6 - Mesmo caso anterior. Marcagdo exibida com o

CcpD45. Campo fotografado com aumento de
1000X.

ey
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