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RESUMO

A imunofeonotipagem por citometria de fluxo é essencial para uma melhor
caracterizagdo das leucemias agudas j4 que permite distinguir com grande
confiabilidade a LMA da LLA e ainda definir os subtipos especificos da LLA de
linhagem B eT.

O presente trabalho tem como objetive o estudo imunofentipico por citometria
de fluxo das leucemias agudas em criangas que tiveram a imunofenotipagem
solicitada ao laboratorio Clementino Fraga, durante o ano de 1999,

A citometria de fluxo foi realizada no citémetro EPICS-PROFILE da Coulter,
através da técnica de imunofluorescéncia direta. Foram estudadas 28 amostras de
sangue periférico de criangas provenientes do Hospital Albert Sabim.

Concluimos através da imunofenotipagem por citometria de fluxo que
67,86% dos pacientes eram portadores de leucemia linfoide aguda e 32,14% eram
portadores de leucemia mieldide aguda. Quanto aos pacientes portadores de leucemia
linféide aguda 89,47% eram portadores de leucemia linféide aguda de linhagem B e
10,53% de leucemia linfbide aguda de linhagem T.
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INTRODUCAO

LHEMATOPOESE

r

A porc¢io celular do sangue ¢ composia de eritrocitos, leucocitos e
plaguetas, essas trés linhagens ou séries diferentes de células originam-se de um
mimere muito pequeno de células primordiais pluripotentes. A célula primordial
pluripotente tem a capacidade peculiar de auto-renovagio € o potencial de
crescimento e de diferenciagdo ao longo das linhagens granulocitica, monocitica,
eritride, megacariocitica e linféide. Algumas células primordiais se dividem e dfio
origem & progénie que perde a capacidade de diferenciacio e torna-se condicionada
(comprometida), a uma linhagem hematopoética especifica. Essas células
progenitoras condicionadas proliferam e diferenciam-se em células precursoras
morfologicamente identificaveis que, a seguir, sofrem maturagio final, assumindo
funcdes muito especializadas e perdendo sua capacidade de proliferagdo. Foram
desenvolvidas técnicas que mantém o crescimento ¢ a diferenciagiio de células
hematopoéticas in vitro . Gragas ao uso dessas técnicas, colbnias hematopoéticas de
linhagens mistas e puras foram identificadas e caracterizadas com base nos fatores
necessarios para o seu crescimento. Essas colOnias hematopoéticas sdo denominadas
unidades formadoras de coldnias (UFC), sendo o tipo especifico de colonia designado
por sufixos que indicam os tipos celulares constituintes (Harrisson e col.,1995). A
figura 1 fornece um resumo da diferenciagéo hematopoética.

O orgio central formador das células do sangue ¢ a medula éssea. Nela se
locatizam as células pluripotentes que estio constantemente produzindo células
adultas para serem langadas na periferia. A medula dssea tem uma estrutura anatdmica
muito especial, denominada microambiente medular ou estroma medular, que permite
a proliferacio ou multiplicagdo das células pluripotentes ¢, a0 mesmo tempo, a
diferenciaggo destas ( Lorenzi, 1999).

O microambiente medular é composto de diferentes elementos celulares: células
reticulares, adipocitos, células do tecido conjuntive frouxo e células histiocitarias, e
de uma matriz extracelular (ECM). A ECM é constituida de vérias substincias
(macromoléculas) secretadas pelas células estromais, que tem duas funcles

importantes: (1) permitir 2 fixago das stem-cells trazidas pela circulagfo periférica ao
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estroma medular, por meio de seus receptores especiais de membrana (receptores ou
moléculas de adesdo); (2) propiciar o contato intimo entre essas células e os fatores de
crescimento hematopoéticos secretados pelas células estromais que entram em contato
com seus respectivos receptores (R) de membrana (Lorenzi, 1999).

Nesse microambiente ha um inter-relacionamento intimo entre 0s precursores
granulociticos, eritroblasticos e plaquetdrios com os elementos estromais. A
integridade do estroma permite a manutengio de condicdes fisicas ¢ quimicas ideais
para que haja proliferagio e maturagdo normais dos precursores. Quando essas
condicBes se alteram, o sangue também se altera, podendo surgir véarias patologias
(Lorenzi, 1999).

Em uma linhagem hematopoética ha o aparecimento de antigenos especificos na
superficie celular durante o processo de diferenciagio e maturagéo. Isto obedece a
uma sequéncia iniciada com o gene que codifica um determinado antigeno. De
maneira ordenada, ocorre a determinagdo da linhagem, rearranjo dos alelos, delecdo
dos genes dos alelos, delegio dos genes rearranjados porém improdutivos, formagao
do RNAm, produgdo do antigeno, aparecimento no citoplasma ¢ posterior expressio
na superficie celular (Emerson,1991).

A detecgio de antigenos de diferenciagao celular ou CD (cluster diferentiation)
foi um passo importante para a compreensdo dos estigios evolutivos das células
sanguineas, desde as mais imaturas até os elementos completamente diferenciados
(Lorenzi, 1999).

As caracteristicas imunolégicas das células leucémicas ndo sdo exclusivas da
leacemia, mas, ao contrario, refletem os fendtipos de células normais em estagios de
diferenciagio distintos. Concomitantemente, torna-se basico o entedimento da
expressio dos marcadores imunolégicos durante a diferenciagdo celular, para o uso de
dados marcadores na classificagio da leucemia (Wintrobe e col, 1998). As figuras 2 ¢
3 mostram a ontogenia dos linfocitos T e B.

A associagio do uso de anticorpos monoclonais, da citometria de fluxo e o
aperfeicoamento dos métodos de coloragio imunocitologica levaram a uma melhor
caracterizacio imunofenotipica das células hematopoéticas normais (Drexler e col,,
1988).




Figura 2. Principais Caracteristicas da diferenciagfo celular das células T

Stem cell | protimocito | Timocito | Timocito Linfocito T Linfocito T
Linfoide comum maduro ativado
Helper | Supr. | Helper | Supr. | Helper [ Supr.
TdT
TeR
o3 74 B D R T I A R A UUUUR.
CDs5

Ch71

CD38
CD1

CD2

CD3 | Caracteristicas
Nuclear —
CD4 Superficie —

CD38

DR

LLA-I |[LLAPRE-T LLATelL LLC-T LPCT, LCCT,
1 L | LTA

Principais caracteristicas imunofenotipicas e imunologicas dos estagios de
diferenciacio do linfécito T e correspodéncia com as doengas neoplasicas. TgR =
rearranjo do gene do receptor Tp; TdT = desoxinucleotidil transferase terminal, DR =
HLA -DR; CD = grupos de difernciagio; LLA = leucemia linfoblastica aguda; LLC =
leucemia linféide crénica; LCCT= leucemia cutdnea de células T, LL = linfoma
linfoblastico, LPCT = linfoma periférico de células T; LTA = leucemia de células T
em adulto/linfoma; LLA- I = leucemia linfoide aguda indiferenciada (Li € col.,1996).




Figura 3. Principais caracteristicas na diferenciacéo das células B
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Principais caracteristicas imunofenotipicas e imunolégicas dos estagios de
diferenciagio do linfocito B ¢ correspodencla com as doengas neoplisicas.; TdT =
desoxinucleotidil transferase terminal; H® = rearranjo do gene de cadeia pesada, DR
- = HLA-DR; CD = grupos de diferenciacio; LLA = leucemia linfoblastica aguda;
" LLC = leucemia linféide cronica; L1.A-C= leucemia linfoide aguda comum;, ML =
linfoma maligno; LLA- 1= leucemia linféide aguda indiferenciada (Li e col., 1996).




2. LEUCEMIAS AGUDAS

As leucemias sdo neoplasias derivadas de células hematopoeticas, que
proliferam a principio na medula Ossea, antes de se disseminar para o sangue
periférico, bago, linfonodos e, por fim, outros tecidos (Harrison e col., 1 995).

Atualmente, as leucemias agudas sio definidas como a proliferacdo clonal de
precursores hematopoéticos transformados por eventos genéticos ou por outros fatores
predisponentes (Lowenberg e Delwel,1991; Buccheri e col,, 1992). Nas leucemias
agudas a transformagio maligna pode atingir linhagens celulares em dois estagios
diferentes de desenvolvimento hematopoético: a célula multipotente primitiva ¢ a
célula precursora mieldide ou linfoide. O estagio de desenvolvimento celular onde
essa transformagdo ocorre parece ter importantes implicagGes terapéuticas e
prognosticas (Buccheri e col., 1992). As leucemias agudas compreendem um grupo
heterogéneo de patologias com etiologia, historia natural e progndsticos distintos
(Bain,1990).

A causa da leucemia ndo é conhecida na maioria pacientes, embora tanto 0s
fatores genéticos quantos os ambientais sejam importantes. A leucemia aguda ocorre
com frequéncia aumentada em vérios distirbios congénitos, incluindo as sindromes de
Down, Bloom, Klinefelter, Fanconi e Wiskott-Aldrich (Harrison e col., 1995).

Os fatores ambientais também desempenham algum papel na etiologia da
leucemia. A exposigio a irradiagio aumenta o risco de desenvolvimenio da LMA
(leucemia mieléide aguda) e, possivelmente, da LLA (leucemia linféide aguda). A
exposigic a produtos quimicos, como o benzeno ¢ outros hidrocarbonetos aromaticos,
ou o tratamento com agentes alquilantes e outras drogas quimioterapicas tambeém
resulta em incidéncia aumentada de LMA (Harrison ¢ col., 1995).

Foi estabelecida uma causa viral da leucemia humana apenas para a de células T
do adulto (LTA), causada pelo virus da leucemia de células T humanas tipo I (HTLV-
1). O virus de Epstein-Barr (EBV) tem sido associado a uma forma de LLA (subtipo
L3) (Harvison e col., 1995).

Embora afetando todos os grupos etarios, a LLA tem sua maior incidéncia em
criangas entre 1 ¢ 5 anos de idade, com um pico por volta dos 3 a 4 anos. Foi
observada uma ligeira predominincia em homens (57%) em todas as analises

demograficas da doenca. A LMA exibe um aumento de sua incidéncia com a idade. A




incidéncia ¢ inferior a 1 por 100000 por ano para idades abaixo dos 30 anos, até 14
por 100000 por volta dos 75 anos; os homens tém uma incidéncia maior que as
mulheres. A LMA responde por 12% dos casos de leucemia em criangas com menos
de 10 anos e 28% entre os 10 e 15 anos; em adultos, a LMA responde por 80% a 90%
dos casos de leucemia aguda (wintrobe,1998)

A caracteristica mais proeminente das células neoplasicas na leucemia aguda
consiste num defeito de maturagio apds o nivel de mieloblasto ou de promielécito na
LMA e ao nivel de linfoblasto na LLA. As células leucémicas em proliferagio
acumulam-se na medula dssea, suprimindo a hematopoese normal e resultando, por
fim, na substituicio dos elementos normais. A consequente escassez de progenitores
normais propicia o desenvolvimento de anemia, infecgbes e complicagdes
hemorragicas que caracterizam a doenga. As células leucémicas proliferam
primariamente na medula Ossea, circulam no sangue e podem infiltrar-se em outros
tecidos, como linfonodos, figado ¢ baco, pele, gengivas, visceras e sistema nervoso
central (SNC). Embora o diagndstico de leucemia seja quase sempre estabelecido com
base na observagiio de grandes nimeros de blastos no sangue, a maioria das células
leucémicas é encontrada na medula 6ssea (Harrison € col.,1995).

O mecanismo da transformagio neoplasica que produz leucemia néo estd bem
elucidado, mas envolve uma alteragio fundamental do DNA, conferindo
caracteristicas malignas hereditarias & cétula transformada e sua descendéncia. Com o
uso de técnicas sensiveis é possivel detectar anormalidades citogenéticas clonais na
maioria dos pacientes com leucemias agudas e cronicas. A ocorréncia de rearranjos
cromossémicos nas células leucémicas pode alterar a estrutura ou a regulagdo dos
oncogenes celulares, produzindo alteragGes quantitativas ou qualitativa nos produtos
génicos, podendo desempenhar algum papel ao desencadear ou ao manter o estado
leucémico (Harrison e col.,1995).

O diagnostico de leucemia exige demonstragio de células leucmicas na
medula Ossea, no sangue periférico ou em tecidos extramedulares. Tipicamente, a
medula 6ssea é hipercelular, com, infiltragio monomorfica de blastos leucémicos e
acentuada reducio dos elementos medulares normais (Harrison e col.,1995).
Atualmente sdo classificadas de acordo com critérios morfologicos, citoquimicos,

imunolégicos, citogenéticos ou pela combinagio destes (Bain,1990).



Para ter utilidade wuma classificacio deve ser reprodutivel, biologicamente
significativa e ter importincia clinica. Desta forma, até o momento ndo existe uma
classificagio ideal para as leucemias agudas, apesar de inimeras propostas
(Stass,1987).

A classificagio mais amplamente aceita foi proposta por um grupo
cooperativo Francés, Americano e Britanico (FAB). Este grupo reuniu-se em 1976,
com o objetivo de formular critérios diagnésticos para a classificagio morfologica e
citoquimica das leucemias sem tratamento prévio. Os seguintes critérios foram
introduzidos e padronizados: presenga de mais de 30% de células blasticas definiria a
leucemia aguda e mais de 3% de células blasticas mieloperoxidase e/ou Sudan black
positivas caracterizaria a leucemia aguda de linhagem mieloide (LMA). A auséncia de
positividade nestas duas provas citoquimicas caracterizaria a leucemia aguda de
linhagem linféide (LLA). Esta classificagio difundida a partir de entdo, procura
uniformizar a nomenclatura dos subtipos das leucemias agudas (Bennett ¢ col., 1976).

A classificagio FAB ampliada define oito variantes de LMA diferindo com
relagiio a linhagem celular e ao grau de diferenciagiio. Quatro tipos (MOMIM2 ¢
M3) caracterizam-se pela diferenciagdo granulocitica ¢ diferem entre si em termo da
extensiio e natureza da matura¢io. A leucemia M4 estd associada a diferenciagio
granulocitica e monocitica, M5 com diferenciagfio predominantemente monocitica,
M6 com eritrobldstica € M7 com aspectos megacariociticos. A leucemia
mieloblastica aguda (MO,M1 e M2) representa aproximadamente 50% de todos os
casos de LMA, LMA M4 por 25%, a leucemia promielocitica aguda (M3) por 10%,
anemia monocitica (M5a ¢ M5b) por 10%, eriiroleucemia aguda (M6) por 5% ou
menos, ¢ leucemia megacriocitica aguda por 3% ou menos (Wintrobe e col.,1998).

Apesar dos critérios ultraestruturais geralmente no estarem incorporados na
classificagio FAB, a leucemia megacariocitica (LMA-M7) foi incluida nesta
classificacio. Isto se deven i demonstragio de megacarioblastos utilizando-se
microscopia eletrdnica (morfolégica ou citoquimica) ou marcadores imunologicos
(Bennett e col., 1985b).

No decorrer dos anos, foram identificados alguns casos de leucemia aguda,
que, do ponto de vista citoquimico, poderiam ser classificados como Jeucemia aguda

de linhagem linfoide. Entretanto, com a utilizagiio de anticorpos monoclonais na




identificacio de antigenos de diferenciagio, observou-se a presenca de antigenos
mieldides. Esses casos que nfio se enquadravam dentro dos critérios para classificagio
do subtipo mieléide ou linféide foram reconhecidos, em 1991 pelo grupo FAB, como
um outro subtipo designado de leucemia mieldide com diferenciacio minima ou
LMA-MO. Esta classificagdo baseou-se na observagio de 3% ou mais de células
blasticas positivas para mieloperoxidase em citoquimica ultraestrutural e/ou 20% de
células blasticas expressando o antigeno CD13 citoplasmatico (Bennett € col., 1991).
As caracteristicas de cada subtipo encontram-se na tabela 1.

Corantes citoquimicos sio Uteis na diferenciacio entre LLA e LMA e, sio
essenciais para a identificagio dos subtipos pertencentes a cada um desses grupos
principais. O é4cido periédico-Shiff (PAS), a peroxidase e Sudan Black sio usados na
avaliagdo diagnéstica inicial (Wintrobe,1998). A mieloperoxidase ¢ o Sudan Black
estdo primariamente presentes nas cé€lulas que sofrem diferenciagiio granulocitica. As
células leucémicas de cerca de metade dos pacientes com LLA reagem com o corante
dcido periddico Schiff, revelando inclusdes de glicogénio semelhantes a blocos. Os
linfoblastos ndo contém enzimas lisossOmicas granulociticas ou monociticas e, por
conseguinte, ndo reagem com corantes citoquimicos para peroxidase, preto de Sudio e
esterase inespecifica (Harrison e col.,1995).

De acordo com a mesma classificagio (FAB,1976) as leucemias linfides
agudas (LLA) foram subdivididas em trés tipos (Bennett e col., 1976), descritos na
tabela 2.

Devem ser tomadas varias precaugGes na interpretagio dos dados da
classificagdo FAB. A primeira delas diz respeito & facilidade com que os linfoblastos
sdo confundidos com mieoloblastos MO e M1 indiferenciados. Uma diferenciagio
confiavel exige fenotipagem citoquimica e, ocasionalmente imunolégica. Um segundo
problema ¢ criado pelo fato de que aproximadamente 10% dos pacientes com LLA
tém uma populacdo morfologicamente heterogénea de blastos, alguns L1 e outros L2,
Uma consideragdo final é que a concordincia entre morfologistas experimentados
ndo ¢ Otima (Wintrobe, 1998).

A imunofenotipagem, determinada com um painel apropriado para células B e
T, pode ser importante tantc na confirmagio do diagndstico morfologico quanto na

identificacdo de subtipos especificos dessas linhagens. A imunofenotipagem permite




ainda distinguir com alto grau de confiabilidade a LMA da forma linfoide aguda
(Drexler e col.,1988).

Tabela 1. Classificagdo morfologica das Leucemias Mieldides Agudas

Subtipos morfoldgicos das leucemias mieloides agudas

Reatividade com coloragbes ou marcadores

especiais
Peroxidase  Acido Marcadores
ou  Sudan periddico shift protéicos tipicos
Subtipo Morfologia Black
MO, Células primitivas auséncia _ CD34,33,13
indiferenciada de corantes citoquimicos
M1, LMA sem Auséncia ou pequeno +/- +- CD34,33,13
maturacio NUMmMero de  grénulos
azurofilos
M2, LMA com Blastos com granulos _ CD34, 33,15,13
maturagéo promielociticos,  possivel
presenga de bastonetes de
Auer
M3, leucemia Promieldcitos +++ +/- CD33,13,(HIA-Dr-)
promieolocitica  hipergranulares quase
sempre com  multiplos
bastonetes de Auer por
céhula
M4, leucemia Células de aspecto +/- _ CD34,33,15,14,13
mielomonocitica moncitdéide no  sangue
aguda periférico; o subtipo é M4
com eosinofilia
M35, leucemia Indiferenciado; _ +/- CD33,15,14,13
monocitica aguda Diferenciado, com 80% de
promonoécitos € monocitos.
Mo, Predominio de eritroblastos +/- +++ CD33 glicoforina
eritroleucemia e precursores  eritroides
aguda acentuadamente displasicos
M7, leucemia Blastos indiferenciados que + CD33,CD41
megariocitica reagem com anticorpos
aguda antiplaquetarios e que

contém peroxidase
plaquetaria
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Tabela 2. Classificagio Morfologica (FAB) da Leucemia Linfocitica Aguda

L1 L2 L3
Citologia
Tamanho Pequenas grande, grande, homogénea
heterogénea

Cromatina nuclear Homogénea heterogénea Pontilhado fino,
homogénea

Forma nuclear Regular irregular, fendas Regular, oval, redondo

Nucléolos Nio visiveis Visiveis, grandes Proeminentes

Quantidade de citoplasma Escasso variavel Moderadamente
abundante

Basofilia do citoplasma  Leve variavel Intensa

Vaciolos do citoplasma  Varidvel variavel Proeminente

Praticamente todas as leucemias linfociticas de origem celular B

expressam CD19, enquanto a maioria das mielGides expressa CD33, as leucemias

agudas de ambas as linhagens quase sempre expressam CD34, marcador de células

hematopoéticas. As células da LLA-T expressam marcadores de linhagem celular T,
como CD2, CD5 ou CD7 (Harrison e col, 1995). As tabelas 3 e 4 mostram a

correspondéncia entre a classificacdio FAB e imunofenotipagem de linhagem B e T

respectivamente.

Tabela 3. Classificagio imunologica da leucemia linfoide aguda de linhagem B e a

correspondéncia com a classificagio FAB. +, positivo, -, negativo; +/-, positivo ou

negativo.
LLA Marcadores
L‘mhagem B Tdt HLA-DR CDI19 CD-10 IgS 1gC FAB
Céls B precursoras  + + + - - - LloulL2
Comum + + + + - - LioulL2
Pré-B + + + + - + Ll oul2
CéisB - + + +- +- + 13
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Tabela 4. Classificagiio imunolégica da leucemia linfoide aguda de linhagem T ¢ a

correspondéncia com a classificagio FAB. +, positivo; -, negativo; +/-, positivo ou

negativo.

LLA Marcadores

Linhagem T Tdt CD-7 CD-2 FAB
Céls T precursoras + + - Lloul2
Céls T + + + LloulL2

Estudos recentes tém demonstrado que a fidelidade de linhagem (mieldide ou
linfbide) néio é preservada em muitos casos de leucemia aguda. A heterogeneidade de
linhagem tem sido proposta empregando estudos morfoldgicos, citogenéticos,
imunolégicos e moleculares. A leucemia aguda com fenétipo e genétipo de mais de
uma linhagem hematopoética, leucemia bifenotipica, ¢ de dificil classificagiio. Pode
ter com origem a proliferacio clonal de células mais primitivas, as “stem cell”
multipotentes. Ainda hé controvérsias quanto a incidéncia, sua importancia clinica e o
seu prognostico (Buccheri e col.,1992).

Com desenvolvimento da imunocitoquimica, da citogenética e o
estabelecimento dos sub-tipos de leucemias pelo critério FAB foi proposta uma nova
classificagio englobando a morfologia, a imunofenotipagem ¢ a citogengética,
denominada classificagdo MIC. Em 1985, na Bélgica, foi realizado o primeiro
conclave com o fito de classificar a LLA (First MIC Cooperative Study Group, 1986)
¢ 2 anos mais tardes esse mesmo grupo classificou a LMA (Second MIC Cooperative
Study Group, 1988). O encontro frequente de certas anormalidades citogenéticas
mostrou ter significincia prognéstica. Por exemplo na linhagem mieldide as
translocagGes fendtipo-especificas incluem a M2 (8;21), M3 1(15;17), M4 E¢/inv (16),
e estdo asociadas com um melhor prognostico, em contrapartida a t(9;22), e -5(ou-3q),
-7(ou-7q) e t(4;11) tem prognéstico mais reservado. Na LLA da infincia, a anilise
cariotipica mostrou-se de grande valor prognéstico. Por exemplo: cariotipos
hiperdiploides (mais de 50 cromossomos) tém melhor resposta ao tratamento. Por
outro lado os pacientes com caridtipos pseudodipléides t8m resposta terapéutica mais
pobre. Certas anormalidades citogenéticas na LLA, como a t(9;22) e t(11,14) estio

associadas com mau prognéstico. Na LLA, translocacdes fenotipo-especifica incluem
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a #(8;14) na leucemia de células B; t(11;14) na leucemia de células T e a t(1;19) na
leucemia de células pré-B. A execucgdo laboriosa dos testes necessrios para essa

classificagdo dificulta o seu uso rotineiro( Tese de mestrado Mota, A).

3. IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

Todos os ensaios imunologicos baseiam-se na ligagio priméria do anticorpo
ao antigeno ou nos fendmenos secundarios resultantes de tal interagéio. Esses ensaios
imunolégicos rotineiramente envolvem o uso de anticorpos produzidos em animais e
dirigidos contra uma variedade de antigenos. Infelizmente, os procedimentos da
imunizagdo convencional geralmente preduzem  populagdes heterogéneas de
anticorpos, com variados graus de reatividade cruzada com antigenos estruturalmente
relacionados. Esses problemas tornaram dificil padronizar os imunoensaios e
acumular grandes quantidades de anti-soros que possam ser usadas como reagentes de
referéncia (Wintrobe e col.,1998).

Com o desenvolvimento da técnica do hibridoma, a partir da década de 70 foi
possivel a producdo em larga escala de anticorpos momoclonais (AcMo) contra os
antigenos de superficie leucocitaria. No Primeiro Seminirio sobre os antigenos de
Diferenciagio Leucocitaria, foi convencionado um sistema unificado de nomenclatura
para os AcMo. Para melhor definir os anticorpos que apresentavam reatividade
semelhante foi empregado a denominagio de grupos de determinantes antigénicos
“cluster determinants” - CD. (Knapp e col., 1989; Clark e Lanier, 1989).

Os anticorpos monoclonais apresentam nitida vantagem em relagio aos
anticorpos produzidos pela imunizagdo convencional. Essas vantagens incluem sua
homogeneidade, a presivibilidade de sua especificidade e afinidade, e a capacidade de
produzir tais anticorpos em quantidades ilimitadas (Wintrobe e col.,1998).

A conjugacio do anticorpo monoclonal a um corante permite a identificagio
de estruturas celulares nos locais onde se processa a reagfio antigeno-anticorpo. Pode-
se reconhecer, entio, as estruturas antigénicas presentes nas varias linhagens de
células da medula 6ssea, do sangue periférico e dos orgaos linfdides (Lorenzi, 1999).

Como esses antigenos variam em fungdo do tipo de célula eles podem ser

considerados “marcadores” das varias linhagens: granulocitica, linfocitaria,
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monocitaria, eritrocitaria e megacariocitria (Lorenzi,1999). Os principais marcadores
celulares, a linhagem e suas fungdes estio demonstradas na tabela 5.

Um numero crescente de anticorpos monoclonais tem sido utilizado para o
diagnostico das diferentes doengas tumorais dos 6rgéios hematopoéticos, podendo-se
escolher alguns mais especificos para definir o tipo de linhagem proliferante
(Lorenzi, 1999).

A caracterizagdo das células leucémicas ¢, sem duvida, a area onde se tem
encontrado maior utilidade clinica para imunofenotipagem imunolégica. Dessa forma,
¢ importante destacar que esta deve basear-se na comparagio com as caracteristicas
das células normais. A semelhanga entre células neoplisicas e normais permite a
caracteriza¢do da linhagem e a determinagdo do momento de diferenciacdo celular,
ambas de reconhecida utilidade (Orfio, 1997).

O uso da citometria de fluxo para analisar varias popula¢bes celulares
representa um importante avango tecnoldgico na medicina. Seu valor como
instrumento de pesquisa ficou comprovado no estudo da leucemia, linfoma, auto-
imunidade, cinética do ciclo de células tumorais e marcadores cromossdmicos
(Wintrobe e col., 1998).

A citometria de fluxo ¢ o método de eleigdo para a imunofenotipagem das
células leucémicas ou linfomatosas. Este método rapido, objetivo e quantitativo ¢
utilizado no estudo das leucemias agudas para: a) determinagdo da linhagem celular;
b)analise da clonalidade; c) analise da maturagfio ontogenética; d) acompanhamento
do tratamento e detecgiio da Doenga Residual Minima (Rego, 1997).

O estudo imunofenotipico por citometria de fluxo est2 baseado na
identificagio de um ou mais antigenos na superficie ou no interior das células, as
quais se encontram em suspensdo. Amostras de aspirados de medula 6ssea e sangue
periférico sfo os materiais preferenciamente empregados para a anélise por citometria
de fluxo. Entretanto, bidpsias de MO, ganglios linfaticos ou mesmo fumores solidos
podem ser analisados, mas, nestes casos, alguma forma de dissociagfio mecénica deve
ser empregada para obter-se uma suspensdo celular (Rego, 1997).

O citdmetro de fluxo é essencialmente um sofisticado microscopico com a
capacidade de analisar rapidamente maltiplas propriedades de células isoladas
suspensas num meio liquido. As células passam a uma velocidade de varios milhares

por segundo, sendo gerada uma corrente de fundo, conhecida como bainha, que pode




Tabela 5. Marcadores celulares leucocitarios (Vaickus and Foon, 1991),

Antigeno  Peso (kDa) Reatividade Fungao

D1 43/49 T,spB nd

Chz 5) T Receplor CD58

b3 20/20 T Parte do complexo TCR

CD4 59 spT Receptor Classe i1/ HIV

CD5 67 T,spB nd

CDo 100 T,spB nd

CcD7 40 T nd

Cbs 32 spT Receptor classe |

CD9 24 Pré-B, mono, plaqueta nd

CD10 100 Pré-B, precursor linféide, gran Endopeptidade neutra
(CALLA)

CD11h 155/95 Mono, gran, NK Receptor C3bi (CR3)

CDIla 150795 Mono, gran, NK, sp B nd

CD13 150 Mono, gran Aminopeptidade N

D14 55 Mono nd

s 50-180 Gran Carboidrato (Hapteno X)

CDto 50-65 NK, gran, macro FeR II'gC

CH19 95 B nd

C2o 32/37 B Canal de ifons (?)

CcD21 140 spB Receptor C3d/VEB

CD22 135 B nd

Ch23 45-50 sp B, eo, mono ativado FeR IgE

CP25 55 T alivado, B, mono, NK Cadeia 3 do receplor 112

CI3az2 40 Mono, gran, B, plaquela FeR 1T 1gG

C33 67 Precursor mieldide, mono nd

CD34 115 Precursor hematopoético nd

CD3o 90 Mono, plaqueta R trombospondina/coldgeno

Ch38 45 Precursor linfoide, plasmécito nd

'139 80 sp B, mono nd

CD40 50 B Homologia com R NGF

CD41 114-131 Megacariocito, plaqueta Hb/Hla

D42 23 Megacariécito, plaqueta R Fator von Willebrand

CD44 80-90 Leucéeilos, gran nd

CDA5RA 220 NK, sp B, sp T, gran, mono nd

CD56 135/220 NK,sp T [soforma N-CAM

CDb7 110 NK, T,sp B nd

CD58 40-65 Leucécitos Ligante CD2

CD61 114 Megacariécito, plaqueta Glicoproleina llla

Chod 75 Mono, gran FeR TgG

CD71 90 Células proliferantes, macro

Receptor transferrina

14
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ser visualizada como um “ducto liquido” que carrega em seu centro uma coluna
solida de fluido, na qual as células ou particulas movem-se em fila Unica enquanto
passam atraveés do centro do feixe de laser. A bainha deve passar precisamente
através do centro do feixe de laser. Além disso, a coluna da amostra no interior da
bainha deve ser estreita para que a célula possa estar sempre localizada precisamente
no centro do fluxo para se submeter a uma exposi¢do méixima ao feixe de laser. A
particula, ao interromper o feixe de laser, dispersa a luz em todas as dire¢des. A luz
dispersada € coletada e analisada. Os resultados sdo apresentados como graficos de
pontos ou histogramas de dispersdio. A dispersdo é influenciada pelo tamanho da
célula e pelo indice de refragio. Basicamente, a dispersdo da luz para frente fornece
uma medida do tamanho da célula (através do pardmetro Foward Scatter Scan -FSC),
ao passo que a dispersdo da luz a 90° da uma indicagio da topografia superficial e
granulosidade da célula (através do Side Scatter Scan -SSC) (Rego, 1997, Wintrobe e
col. ,1998).

A medi¢io da imunofluorescéncia através da citometria de fluxo é feita com
células viavéis em suspensio marcadas com anticorpos marcados com fluorocromo,
que se ligam especificamente a antigenos de superficie a serem estudados. A
percentagem de células marcadas ¢ medida e a intensidade da fluorescéncia de células
individuais permite o estudo das distribui¢des de antigenos de superficie. Além disso,
dois ou mais anticorpos podem ser usados simultaneamente para marcar antigenos
distintos em células individuais. Essa marcag3o envolve ¢ uso ou de uma unica fonte
de luz e dois ou mais fluorocromos emitem fluorescéncia em diferentes comprimentos
de onda, ou duas fontes de luz com ondas de diferentes comprimentos de excitagio
{Wintobe e col.,1998).

Rotineiramente, os estudos empregam de um a trés fluorocromos, ou seja,
podem detectar a coexpressio de até trés antigenos por uma mesma célula. Os
fluorocromos mais empregados sdo: a isofiocianato de fluoresceina (FITC), a
ficoeritrina (PE) e PerCP (Rego, 1997).

A populagfio celular patolégica deve ser identificada e “isolada em uma
janela de analise (gate) no citémetro. A escolha de uma dada gate fundamenta-se na
analise das caracteristicas de tamanho e granulosidade do blasto (comparados a
morfologia em May-Grunwald-Giemsa); e ou na detecgdo da expansdo das células de

um tnico fénotipo (geralmente imaturo); e/ou na expressdo aberrante de antigenos. A
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gate pode ser definida nos graficos relacionando FSC x SSC ou combinando-se a
marcagdo para um dado antigeno e uma das caracteristicas fisicas das células
(geralmente SSC). A ultima abordagem permite a melhor defini¢io de diferentes
grupos celulares, porém ¢ preferencialmente realizada em estudo com trés cores, o
que eleva o custo do exame (Rego, 1997).

Uma caracteristica importante da citometria de fluxo € sua capacidade de
analisar cada célula individualmente, enquanto os dados sdo interpretados
coletivamente (Wintrobe,1998).

O principal impacto da citometria de fluxo da célula ativada por fluorescéncia
foi na area dos estudos de marcadores de superficie celular. A disponibilidade dos
anticorpos monoclonais abriu inimeras rotas diagnosticas novas, incluindo
quatificagdo de populagdes de células T e B e seus subconjuntos, mondcitos, células
miel6ides e uma variedade de células tumorais. A técnica é sensivel, capaz de detectar
0,1% de células monoclonais. O uso de imunofluorescéncia em citometria de fluxo

mostrou-se Util no diagnostico, tratamento e progndstico de leucemias e linfomas.
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OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetive estudar o perfil imunofenotipico das

leucemias agudas em criangas, através da citometria de fluxo.
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MATERIAL E METODOS

Foram estudados 28 pacientes com diagnostico de leucemia aguda em
atividade provenientes do Hospital Albert Sabin que solicitaram a imunofenotipagem
por citometria de Fluxo ao Laboratério Clementino Fraga, no periodo de janeiro a
dezembro de 1999,

A idade dos pacientes participantes do estudo variou de 2 meses a 16 anos,
sendo 13 pacientes do sexo masculino e 15 do sexo feminino.

Os pacientes foram previamente diagnosticados para leucemia aguda através
de estudos morfologicos (FAB) e citoquimicos (PAS, peroxidase ¢ Sudan Black)
realizados no Hospital Albert Sabin.

Dos 28 pacientes estudados, 9 eram portadores de leucemia mieldide aguda e
19 de leucemia linfoide aguda. Entre os 9 pacienies com diagnostico de LMA, trés
foram classificados com M1, dois como M2, dois como M4, um como M5 € um como
M7. Entre os 19 pacientes com o diagnostico de LLA, dez apresentavam quadro
citolégico compativel com a classificagfio morfolégica FAB-L1, quatro como LLA-
L2, um como LLA-L3, quatro pacientes nio tiveram seus subtipos definidos pela
morfologia (FAB).

Todos os pacientes foram estudados ao diagndstico, sem terem tido tratamento
radioterapico e¢/ou quimioterapico prévio.

O estudo imunofenotipico por citometria de fluxo foi realizado no citdmetro
de fluxo EPICS-PROFILE 1I - Coulter. Foram utilizados amostra de sangue colhida
por pungiio de veia periférica em tubos com EDTA. Inicialmente, procede-se a
incubagiio do sangue com o0s anticorpos monoclonais especificos, a temperatura
ambiente por 15 a 30 minutos. Apds a incubagfio as células sdo preparadas no Q-
PREP - Coulter, visando a lise, tamponamento e conservagio dos leucdcitos, os
reagentes utilizados foram o 4cido férmico para lisar as hemaécias, o carbonato de
sodio e sulfato de sodio como solugdio tampio e o paraformaldeido como fixador €
conservador dos leucocitos. Segue-se entfio a leitura da amostra no citdmetro através
do método de imunofluorescéncia direta. Escolhe-se a populagfio celular para a leitura

através dos parimetros de tamanho e granulosidade.
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Os fluorocromos utilizados foram a ficoeritrina e o isotiocianato de
fluoresceina.

O painel de anticorpos utilizado possuia os anticorpos anti- CD2, CD3,CDA4,
CD8, CD10.CD19, CD13,CD33,CD10,CD14,CD45,CD56,CD34,CD38.

As reacdes foram consideradas positivas quando expressaram o antigeno

maior que 20% (Roncalla ¢ col.; Palacios e col.,1997).
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RESULTADOS

A tabela 1 mostra a frequéncia de distribuigiio dos pacientes quanto ao tipo de
leucemia aguda pela classificagiio FAB, dos 28 pacientes estudados 19 eram portadores de
LLA e%de LMA.

Tabela 1. Frequéncia das leucemias agudas quanto a tipo celular nos
pacientes envolvidos no estudo. (Classificagio FAB).

Leucemias agudas fi fi(%)
Leucemias linfdides 19 67,86
Leucemias mieloides 9 32,14
Total 28 100,00

A tabela 2 mostra a frequéncia de distribuigiio dos subtipos de leucemia
linféide pela classificagéo FAB nos 19 pacientes portadores de LLA, 15 pacientes
eram portadores de LLA-L1, 3 de LLA-L.2 ¢ 1 de LLA-L3.

Tabela 2. Frequéncia dos subtipos de LLA nos pacientes envolvidos no estudo.

Subtiposde LLA  fi fi%
LLA-L1 15 78,95
LLA-L2 3 15,79
LLA-L3 1 5,26

Total 19 100,00

A tabela 3 mostra a frequéncia de distribui¢do das leucemias linfoides quanto
a linhagem celular, definidas pela imunofenotipagem por citometria de fluxo, dos 19
pacientes portadores de LLLA, 17 eram portadores de LLA de linhagem Be 2 de LLA
de linhagem T.
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Tabela 3. Frequéncia das leucemias linféides quanto a linhagem celular .

Leucemias linféides fi Fi (%)
Leucemias de linhagem B 17,00 89,47
Leucemias de linhagem T 2,00 10,53
Total 19,00 100,00

A tabela 4 mostra a distribuicio dos subtipos de LLA (FAB) quanto a
linhagem celular definida pela imunofenotipagem por citometria de fluxo. Dos 15
pacientes portadores de LLA-L1, 13 eram LLA-L1 de linhagem B ¢ dois de linhagem
T, todos os pacientes portadores de LLA-L2 eram de linhagem B e o fnico portador

de LLA-L3 era de linhagem B.

Tabela 4. Distribuigéo dos subtipos de LLA quanto a linhagem celular (N=19)

Linhagem celular
Subtipos de L1LA (FAB) CélulasB Células T

LLA-LI 13 02
LLA-L2 03 ¢
LEA-L3 01 0

Total 17 02

A tabela 5 mostra a frequéncia dos marcadores linfoides nos 19 pacientes
portadores de LLA. 9 pacientes expressaram CD19, CD10, CD2 e CD3, 6

expressaram CD19 e CD10 e dois pacientes expressaram apenas CD19.

Tabela 5. Frequéncia dos marcadores linfoides nos pacientes portadores de LLA
envolvidos no estudo (N=19).

Marcadores fi fi (%)
CD19 17,00 80,47
CD10 15,00 78,95

CD2 9,00 47,37

CD3 9.00 4737




22

A tabela 6 mostra a frequéncia de distribuicio dos marcadores linfoides nos 17
pacientes com LLA de linhagem B. Todos os 17 pacientes portadores de LLA de
linhagem B expressaram CD19, mas somente 15 expressaram CD10, portanto 2
pacientes sio portadores de LLA de células B Calla negativa. Sete pacientes

apresentaram a expressao associada de CD2 ¢ CD3.

Tabela 6. Frequéncia dos marcadores linfoides nos pacientes portadores de LLA de
linhagem B envolvidos no estudo (N=17).

n Marcadores fi fi (%)
CD19 17,00 100,00
n CD16 15,00 88,23
CD2 7,00 41,18
\ CD3 7,00 41,18

A tabela 7 mostra a frequéncia de distribui¢io dos marcadores linféides nos 2
pacientes portadores de LLA de linkagem T. Um paciente expressou CD2 e CD3,

outro expressou apenas CD3 e nenhum dos dois expressou CD19 ¢ CD10.

Tabela 7. Frequéncia dos marcadores linfoides nos pacientes portadores de LLA de
linhagem T envolvidos no estudo (N=2).

& Marcadores fi fi (%)
CD19 0 0
CD10 0 0
CD2 2 100,0
CD3 1 75,00

A tabela 8 mostra a frequéncia de distribuicdo dos marcadores mieloides nos
19 pacientes portadores de LLA. Dos 19 pacientes, 6 apresentaram a expressdo
= associada de CD13. Esses 6 pacientes sio portadores de LLA de linhagem B. Nenhum

paciente apresentou a expressdo de CD33.




Tabela 8. Frequéncia dos marcadores mieldides nos pacientes portadores de LLA
envolvidos no estudo (N = 19).

Marcadores fi fi (%)

CD13 6 31,58
CD33 0 0

A tabela 9 mostra a frequéncia de distribuicdo dos subtipos de leucemia
mieldide quanto a classificagio FAB nos 9 pacientes portadores de LMA. Trés

pacientes eram portadores de LMA -M1, dois de LMA-M2, dois de LMA-M4, um de
LMA-MS ¢ umn de LMA-M7.

Tabela 9. Frequéncia dos subtipos de LMA nos pacientes envolvidos no estudo

(N=9).

Subtipos de fi fi%
LMA
LMA-M1 3,00 33,33
LMA-M2 2,00 2222
LMA-M4 2,00 22,22
LMA-M5 1,00 11,11
LMA-M7 1,00 11,11
Total 9,00 100,00

A tabela 10 mostra a frequéncia de distribuigio dos marcadores mieldides nos
9 pacientes portadores de LMA. Todos os 9 pacientes expressaram CD13, mas apenas

3 expressaram CD33.

Tabela 10. Frequéncia dos marcadores mieldides nos pacientes portadores de LMA
envolvidos no estudo (N=9).

Marcadares fi fi (%)

CD13 9 100,00
CD33 3 33,33
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A tabela 11 mostra a frequéncia de distribuigdo dos marcadores linfoides nos 9
pacientes portadores de LMA. Apenas 1 paciente apresentou a expressdo associada de

CD109, esse paciente expressou ambos os marcadore mieldides (CD13 e CD33).

Tabela 11 Frequéncia dos marcadores linfoides nos pacientes portadores de LMA
envoividos no estudo (N=9).

Marcadores Fi  Fi(%)

CD19 1 1L11
CD10 0 0
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

De acordo com classificacio FAB 70% das criancas com LLA demonstram
morfologia L1, 18% demonstram morfologia de L2 e 3 % demonstram morfologia
L3 (Wintrobe e col, 1998). Os valores encontrados no presente trabalho de 78,95%
para LLA-L1, 15,79% para LLA-12 e 5,2% para LLA-L3 estdo coerenies com a
literatura.

Ainda utilizando a classificaciio FAB as LMA MO, M1 ¢ M2 correspodem por
50% de todos os casos de LMA, a LMA-M4 por 25%, a LMA-M3 e a LMA-MS por
10% cada uma, a LMA -Mé6 por 5% ou menos ¢ a LMA-M7 por 3% ou menos
(Wintrobe e col., 1998). Em nosso trabalho os valores encontrados para os subtipos
de LMA foram 33% para LMA-M1, 22% para LMA-M2, 22% para LMA-M4, 11%
para LMA-MS5 e 11% para LMA-M7.

Atualmente, existem 166 marcadores de antigenos de diferenciagio
leucocitaria (CD), mas somente alguns tem linhagem especifica, assim é preferivel
realizar a imunofenotipagem com um painel selecionado de marcadores. O painel de
anticorpos usados no Hospital infantil St. Jude inclui pelo menos um marcador de alta
sensibilidade para as principais linhagens hematopoéticas (CD7 para os casos de
linhagem T, CD19 para a linhagem B, e CD13 para mieldide) e um marcador que ¢
altamente especifico (CD3 citoplasmatico a linhagem T, CD79a para a linhagem B, ¢
MPO para mieldide) (Pui, 1997).

O painel utilizado para a realizagdo da imunofenotipagem das leucemias
agudas dos pacientes participantes do nosso trabalho possuia apenas os marcadores
mais sensiveis para as respectivas linhagens, como o CD19 e o CD10 para a linhagem
B, CD2 e CD3 para linhagem T, CD13 e CD33 para linhagem mieloide. Outros
marcadores com o CD34, CD38, CD56, CD4, CD8 ¢ CD14 também foram utilizados
mas ndo possuem especificidade de linhagem. Os anticorpos contidos em nosso painel
permitiram apenas a diferenciacfio das leucemias agudas quanto ao tipo linféide e
miel6ide, e quanto a linhagem celular B e T, sendo insuficiente para classificar as
leucemias B e T em seus respectivos subtipos celulares.

Bennett ¢ col,, relatam que 85% das LLA em criangas sfio de linhagem celular
B, e 20% de linhagem celular T. As formas mais imaturas de LLA de linhagem B s@o

a pré-B e LLA comum. Ambas sdo positivas para alguns marcadores pan-B e as
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células da LLA comum sdo positivas para 0 CD10. A LLA pré-B ¢ definida pela
presenca de IgM citoplasmatica. O subtipo B é definido pela presenga de Ig na
membrana celular, e é observado em somente 2 ou 3% dos casos. Ha uma forte
correlagdo entre a morfologia e a classificagiio imunofenotipica B, ja que estes casos
sdo representados pela morfologia do subtipo L3 (FAB).

A LLA de células T ¢ definida pela expressio associada de antigenos de
células T como CD2, CD7, CD5 ou CD3 (Bennett e col.) A expressdo do CD3 quer
no citoplasma quer na membrana, é considerada o melhor marcador para linhagem T
(Rego, E. M., 1997).

No que diz respeito a frequéncia de distribui¢io das LLAs quanto a linhagem
celular B e T, observamos em nosso trabatho a frequéncia de 89,47% para a LLA-B
10,53% para a LLA-T coerentes com os dados encontrados na literatura.

Wintrobe e col., afirmam que praticamente todas as leucemias linfociticas de
origem celular B expressam CD19 e que o CD10 é expresso por aproximadamente
90% dos blastos da LLA-B. No presente trabalho todos os pacientes portadores de
LLA-B expressaram CD19 e 88% desses pacientes expressaram CD10.

CD33 ¢ expresso por mieloblastos, promieldcitos normais, bem como pela
maioria dos blastos da LMA, mas nfio por linfocitos ou pelos blastos da LLA
(Wintrobe € col.,1998). O CD33 pode estar ou nfo presente em alguns subtipos de
LMA como a LMA-MO, M2 e M7 (Rego,1997). No presente trabalho encontramos
uma frequéncia de marcagéo para o CD33 na LMA muito reduzida se comparada a
encontrada na literatura, a justificativa para essa ocorréncia talvez esteja no pequeno
nimero de casos de LMA estudados em nosso trabalho.

As marcagdes conjuntas para CD33/CD13/CD117, CD79/CD22 e CD3/CD7
identificam as respectivas linhagens (mieldide, B e T) em 98% dos casos de leucemias
agudas. A presenca de pelo menos dois antigenos - MPO, CD13, CD33, CD65w e
CD117 - caracteriza a linhagem miel6ide do ponto de vista imunofenotipico. Cumpre
ressaltar a correlagio da expressdo de alguns marcadores aberrantes com subtipos de
LLA e LMA. Assim, a expressio de CD19 ¢ comum na LMA com t(3;21) e de CD2
na LMA-M3 com t(15,17). O CD7 é frequentemente encontrado na LMA com células
muito imaturas (Rego, E.M.,1997).

A expressdo associada de antigeno mieldide (CD13) na LLA e de antigeno

linféide (CD19) na LMA encontrada no presente trabalho € compativel com os
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resultados de trabalho de outros autores, que encontraram a expresséo associada de
CD13 nas LLAs-B, CD19 nas LMAs e CD10 nas LLAs-T (Roncalla e col., 1997).

A utilizagio de um painel mais abrangente ¢ uma maior casuistica permitiria
uma melhor definigio do perfil imunofenotipico das leucemias agudas através da
citometria de fluxo.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é essencial para uma melhor
caracterizacdo das leucemias agudas j4 que permite distinguir com grande
confiabilidade a LMA da LLA e ainda definir os subtipos especificos da LLA de
linhagem B e LLA de linhagem T.
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CONCLUSAO

Concluimos através da imunofenotipagem por citometria de fluxo que 67,86%
dos pacientes eram portadores de leucemia linfoide aguda e 32,14% eram portadores
de leucemia mieldide aguda. Quanto aos pacientes portadores de leucemia linfoide
aguda 89,47% eram portadores de leucemia linfoide aguda de linhagem B e 10,53%
de leucemia linféide aguda de linhagem T.
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