Alsl

Academia de Ciéncia e Tecnologia

Importancia da Imunofenotipagem na Leucemia Linféide Crdnica

Lidia Maria da Silva Lopes

Hematologia Clinica e Imunohematologia de Banco de Sangue

Sao Jose do Rio Preto - SP
2018



Resumo

A Leucemia Linféide Crénica (LLC) resulta de uma lesdo adquirida no DNA de uma
Unica célula, que danificada, prejudica a sua fungéo e leva a um aumento desordenado
na sua producdo. No hemograma ha a presenca de células linféides caracteristicamente
pequenas, com alta relagdo ndcleo/citoplasma, cromatina condensada, membrana
nuclear regular, nucléolo pouco evidente e citoplasma palido e escasso. Os portadores
dessa patologia podem ser assintomaticos ou apresentar alguns sintomas como: febre,
emagrecimento ou sudorese. Para o diagnéstico da LLC depende do imunofenoétipo dos
linfécitos circulantes. Existe uma técnica que avalia as propriedades celulares: a
imunofenotipagem, € realizada sendo Util tanto no diagndstico, classificacao,
estadiamento, monitoramento, como na caracterizacdo fenotipica das células
hematopoiéticas patolégicas, pois oferece objetividade, sensibilidade, rapidez e precisao
na analise das caracteristicas celulares, incluindo o conteido de DNA/RNA, a deteccao
e quantificacdo de antigenos celulares, a analise de resisténcia celular a drogas e a
analise de contelido citoplasmatico. A imunofenotipagem é uma importante ferramenta
no diagnostico hematopatoldgico, pois permite analise fenotipica das populacdes
celulares leucémicas, apresentando uma alta sensibilidade, especificidade e precisao,
gue possibilita analises multiparamétricas de um grande nimero de células em pequeno
intervalo de tempo.
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Introdugéo

A Leucemia Linfoide Crdnica (LLC) resulta de uma lesdo adquirida no DNA de
uma Unica célula, que danificada, prejudica a sua funcdo e leva a um aumento
desordenado na sua produgdo. Caracteriza-se por acumulo progressivo de
células linféides B maduras, monoclonais e com fendtipo caracteristico no
sangue periférico (NAOUM, 2017). No hemograma ha a presenca de células
linfoides caracteristicamente pequenas, com alta relacdo nucleo/citoplasma,
cromatina condensada, membrana nuclear regular, nucléolo pouco evidente e
citoplasma palido e escasso. E comum a presenca de restos nucleares,
denominados como manchas de Grumpecht, que s&o decorrentes da fragilidade
mecanica das células que se arrebentam facilmente durante o preparo do
esfregaco sanguineo (OLIVEIRA, 2015).

Os portadores dessa patologia podem ser assintométicos ou apresentar alguns
sintomas como: febre, emagrecimento ou sudorese, destes 60% apresentam
linfadenomegalia; 50% esplenomegalia; e menos de 40% hepatomegalia
(OLIVEIRA, 2015).

Mundialmente surgem 257 mil casos novos de leucemia por ano, dos quais cerca
de 56% sdo em homens. As maiores taxas de incidéncia encontram-se na
América do Norte, Austrdlia e Nova Zelandia. E na Africa sub-Saarica
apresentam menores taxas. Estima-se que para cada ano sejam diagnosticados
5.940 casos novos de leucemia em homens e 4.860 em mulheres, que
correspodem a um risco estimado de 5,75 casos novos a cada 100 mil homens e
4,56 casos novos para cada mil mulheres. A LLC € responsavel por
corresponder a 25% de todas as leucemias, acometendo principalmente idosos
entre 60 e 80 anos de idade, com a incidéncia de duas vezes maior no sexo
masculino em relag@o ao feminino. Raramente é diagnosticada em pessoas com
menos de 40 anos e é extremamente rara em criangas. (NAOUM, 2017). Poucos
fatores tém sido associados a um aumento no risco de desenvolvimento da
doenga.H4& continuos estudos para as possiveis relagfes com o estilo de vida ou
com fatores ambientais, mas ainda néo foram alcangadas conclusdes. Devido a
poucos estudos, isso sugere que varios fatores podem estar envolvidos. (INCA,
2018).

Para o diagnéstico da LLC depende do imunofenotipo dos linfdcitos circulantes,
estudos de citologia e histologia sdo somente necessérios quando ha linfocitoses
discretas e sem quadro clinico inequivoco.



Imunofenotipagem

Existe uma técnica que avalia as propriedades celulares na medida em que as
células se movem em uma solucdo isoeletrolitica e com um conjunto de
detectores de fluorescéncia, conhecida como Citometria de Fluxo (CMF). A
imunofenotipagem é realizada com essa técnica, sendo Util tanto no diagnostico,
classificacdo, estadiamento, monitoramento, como na caracterizacdo fenotipica
das células hematopoiéticas patologicas. (QUIXABEIRA & SADDI, 2008).

A CMF utiliza anticorpos monoclonais marcados com fluorescéncia para analisar
qualitativamente e quantitativamente padrdes de expressdo de antigenos
(clusters designations- CDs), essa metodologia permite a andlise de 10° a 10°
células por minuto, em populagdes celulares de interesses com suas
propriedades fisicas e quimicas. Nos ultimos anos tem sido aplicada em
laboratodrios de pesquisas e clinicos, pois oferece objetividade, sensibilidade,
rapidez e precisdo na analise das caracteristicas celulares, incluindo o contetdo
de DNA/RNA, a deteccdo e quantificacdo de antigenos celulares, a analise de
resisténcia celular a drogas e a andlise de conteudo citoplasmético. Toda essa
técnica é feita em um equipamento denominado citdmetro de fluxo que possui
um laser que incide sobre a célula, fotodetectores de sinais, suspensfes
celulares marcadas com anticorpos fluorescentes e um computador ligado ao
sistema. Todas as informacdes sdo langadas no computador que elabora
graficos e histogramas, e divide por regides de pardmetros de fluorescéncia
possibilitando as analises de populacdes celulares diferentes em uma mesma
amostra. (QUIXABEIRA & SADDI, 2008).

A imunofenotipagem requer o isolamento das células hematopoiéticas do sangue
periférico, aspirado de medula 6ssea ou linfonodo. Para as amostras de sangue
e medula 6ssea é necessario o tratamento com solu¢do hipotdnica de lise de
eritrocitos e depois ser incubadas com anticorpos monoclonais. As amostras
devem ser mantidas entre 18°C e 22°C e analisadas preferencialmente até 24
horas apés a coleta.

A CMF permite identificar as células com imunofendtipo anormal dentro da
populagdo de células maduras de linhagem B. O linfécitos da LLC apresentam
positividade para marcadores B com padrédo de fraca intensidade de
fluorescéncia (CD19dim, CD20dim, CD22dim), com imunoglobulina IgM ou IgD
de fraca intensidade, coexpressam de modo aberrante o antigeno T CD5+ e séo
positivas para marcadores CD23+ e CD200+. Em geral negativas para 0s
antigenos CD79b (-ou +/-), FMC7-, CD10- e ciclina D1-. (OLIVEIRA, 2015).



Conclusao

A CMF é uma importante ferramenta no diagnostico hematopatoldgico, pois
permite andlise fenotipica das populagbes celulares leucémicas, apresentando
uma alta sensibilidade, especificidade e precisdo, que possibilita anélises
multiparamétricas de um grande numero de células em pequeno intervalo de
tempo. (Metze, 2005).

A técnica é atualmente desenvolvida, mas o diagnéstico depende na maior parte
dos casos de informacfes clinicas, da morfologia celular no mielograma, da
Biopsia de Medula Ossea (BMO) e da avaliagio genética.
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