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RESUMO

A hematopoese consiste no processo de formacdo, maturacdo e diferenciacdo de células
sanguineas, esse processo se inicia na medula dssea pelas células pluripotentes que residem la.
A medula 6ssea possui um microambiente que possibilita 0 crescimento e a diferenciagao das
células, ela regula a hematopoese por meio da secrecdo de fatores soluveis, interagdes célula-
célula e interacdo célula-matriz extracelular e/ou citoesqueleto, essas substéncias servem de
estimulos para a diferenciagao celular. Durante o processo de diferenciacdo, as células vao
adquirindo caracteristicas proprias e surgem os antigenos de membranas/citoplasma que é
especifico para cada linhagem celular. Uma série de reunides internacionais ‘“Internacional
Leukocyte Differentiation Workshops” foram realizadas a fim de estabelecer uma nomenclatura
unificada para esses antigenos, podendo dessa forma estabelecer padrdes antigénicos para as
diferentes linhagens hematopoéticas. Os antigenos de membrana foram classificados conforme
seu peso molecular e especificidade antigénica sendo entdo denominados Clusters of
Differentiation-CDs, ou grupo de diferencia¢do. O conhecimento desses CD’s foi possivel através
da técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo. Essa técnica permite conhecer os
imunofendtipos das linhagens hemotopoéticas € num processo leucémico, permite classificar as
neoplasias. A identificagdo do clone leucémico de acordo com linhagem celular foi um grande

avango para o tratamento e cura das leucemias.
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ABSTRACT

Hematopoiesis consists of the process of formation, maturation and differentiation of blood cells,
this process begins in the bone marrow by the pluripotent cells that reside there. Bone marrow has
a microenvironment that enables cell growth and differentiation, regulates hematopoiesis by
secreting soluble factors, cell-cell interactions, and extracellular cell-matrix and / or cytoskeletal
interaction. These substances serve as stimuli for differentiation. During the differentiation process,
the cells acquire their own characteristics and arise the membrane / cytoplasmic antigens that is
specific to each cell line. A series of international meetings "International Leukocyte Differentiation
Workshops" were held to establish a unified nomenclature for these antigens, thus establishing
antigenic patterns for the different hematopoietic lineages. Membrane antigens were classified
according to their molecular weight and antigenic specificity and were then called Clusters of
Differentiation-CDs, or differentiation group. The knowledge of these CD's was possible through
the technique of immunophenotyping by flow cytometry. This technique allows to know the
immunophenotypes of the haemotopoietic lines and in a leukemic process, allows to classify the
neoplasias. Identification of the leukemic clone according to cell line was a major advance in the

treatment and cure of leukemias.
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INTRODUGAO

HEMATOPOESE E DIFERENCIAGAO CELULAR

Para que possamos entender a leucemogénese, € necessario compreender o processo de
hematopoese. O sistema hematopoético se origina da 3% camada germinativa do embrido (ou
mesoderma), a partir da 72 semana surgem as ilhotas sanguineas e na 82 semana de vida do
embrido inicia a circulagdo sanguinea. O figado fetal torna-se o principal sitio de hematopoese até
20% semana da gestagdo, em seguida essa fun¢do assumida pela medula 6ssea (MO) de
praticamente todos 0s 0ssos do feto. Em seguida a hematopoese se inicia na medula 6ssea no
interior dos 0ssos longos. Da 322 semana até o nascimento, todo espago medular é ocupado por
tecido hematopoético, neste periodo a medula 6ssea é bastante representativa nos 0ssos chatos
e nas epifises dos 0ssos longos, onde estéo presentes todas as células hematopoéticas inclusive

as pluripotentes 8. 12,

Quando as células sanguineas atingem o amadurecimento, elas atravessam as paredes delgadas
dos sinusdides medulares e sdo langadas na corrente sanguinea. A célula pluripotente
responsavel pela formacdo de todas as células sanguineas divide-se guardando sempre a
caracteristica de pluripotencialidade. As células filhas evoluem num sentido mais avangado, sao
ainda indiferenciadas, com capacidade de multiplicagdo, mas ja orientada para uma Unica
linhagem celular. A seguir essas células atingem um grau maior de diferenciagdo que as torna

unipotente, capazes de dar origem a uma apenas uma determinada série sanguinea 8.

Durante o processo de diferenciagao, primeiro ocorre a separagao entre a linhagem linfoide e
mieldide, a seguir a separacdo entre a linhagem granulocitica, monocitica e eritroide-
megacariocitica. As células diferenciadas séo identificadas faciimente através de seus aspectos
morfol6gicos, estas constituem a maior parte dos elementos figurados da medula dssea e sdo
capazes de apenas algumas divisdes celulares 812, Entre as células pluripotentes medulares e as
células maduras/diferenciadas que entram no sangue ha varias fases intermediaria, sendo elas

representadas pela figura 1.
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Figura01: Diferenciagdo hematopoética, fonte HOFMAN, 2013

As estruturas anatdémicas hematopoéticas da medula dssea que colaboram para a diferenciagéo
celular podem ser divididas em estroma e células hematopoéticas. O estroma é constituido por
fibroblastos, adipocitos, macréfagos, linfocitos e células endoteliais dos sinuséides medulares, e
um componente acelular, representado pela matriz extracelular. O estroma constitui o
microambiente que possibilita o crescimento e a diferenciagdo das células hematopoéticas, regula
a hematopoese por meio da secregao de fatores soluveis (G-CSF, GM-CSF, M-CSF, Interleucinas,
SCF, dentre outros) interagdes célula-célula (via moléculas de adeséo especificas como integrinas
B1 e B2, e selectinas) e célula-matriz extracelular e/ou citoesqueleto (compostos por proteinas,
glicoproteinas e proteoglicanas), essas substancias servem de estimulos para a diferenciagéo

celular®.

Durante o processo de diferenciagéo, as células vao adquirindo caracteristicas proprias e surgem
os antigenos de membranas/citoplasma que é especifico para cada linhagem celular. Uma série
de reunides internacionais “Internacional Leukocyte Differentiation Workshops” foram realizadas a
fim de estabelecer uma nomenclatura unificada para esses antigenos, podendo dessa forma
estabelecer padrdes antigénicos para as diferentes linhagens hematopoéticas. Os antigenos de
membrana foram classificados conforme seu peso molecular e especificidade antigénica sendo

entdo denominados Clusters of Differentiation-CDs, ou grupo de diferenciagao!".

A tabela 01 representa os principais antigenos presente nas células hematopoéticas e suas

respectivas fungdes.
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Fonte: (Martins SLR ef al., 2000; Silva GC et al., 2006).

Tabela 01: Principais antigenos de diferenciagao celular usados na identificagéo celular em processos leucémicos e

hematopoese normal

A identificacdo desses CD’s foi possivel através da técnica de imunofenotipagem por citometria de

fluxo. Essa técnica permite conhecer os imunofendtipos das leucemias, logo é possivel classifica-

las de acordo com sua linhagem, esse assunto seréa discutido mais adiante.

DIFERENCIAGAO CELULAR

Para que possamos conhecer os imunofendtipos das leucemias € necessario entendermos o

processo de diferenciagdo celular.



Diferenciagao de células Linféides

Os tecidos linféides podem ser primarios (generativos) ou secundarios (periféricos). Os primarios
sdo os tecidos onde os linfocitos expressam, pela primeira vez, os receptores antigénicos e onde
adquirem maturidade fenotipica e funcional, sao eles a Medula Ossea (MO) e o timo. A MO, além
de originar todos os linfécitos, é o local de maturagéo das células B, enquanto a diferenciacdo de
linfécitos T ocorre no timo. Os érgéos linféides secundérios sdo: linfonodos, bago e tecido linfoide

associado as mucosas e a pele. Nesses 6rgdos ocorrem as respostas imunes aos antigenos 2.

Diferenciagéo de Linfocitos B

Os linfocitos B sdo precursores de células secretoras de imunoglobulinas. A célula mais precoce
da linhagem linfoide B em humanos, aparece no figado fetal no 2° trimestre do desenvolvimento
intra-uterino. No 3° trimestre e na 1# semana de vida as células B também s&o produzidas no bago
e, apos o nascimento a MO € o principal local de geragéo das células de linhagem B, condigéo
que se perpetua durante toda a vida. O ciclo do linfocito B pode ser convencionalmente dividido
em desenvolvimento da célula B na MO e diferenciagdo e maturagdo nos o6rgaos linfoides
periféricos. Estes estagios podem ser diferenciados pela expressdo de marcadores celulares

assim como pela fase de rearranjo das cadeias de imunoglobulinas (Ig) 2.

Os precursores linféides B e T séo diferenciados por marcadores de linhagem especificos e néo
pela morfologia. No caso do precursor B essa célula expressa CD34. O primeiro rearranjo que
ocorre na célula B precursora, envolve a sequéncia do gene que codificara a cadeia pesada da
imunoglobulina (IgH) e ocorre em células pro-B expressando CD43. Ainda nesta fase, a enzima
TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) envolvida no processo de recombinagao somatica de
toda a linhagem linféide, é expressa junto com duas proteinas RAG 1 e RAG 2. Um dos
marcadores mais precoces da linhagem B € o CD19, que € uma molécula presente em todo o
desenvolvimento da linhagem B, exceto nos plasmacitos. Outros antigenos que definem o estagio
de diferenciagédo das células B e seus progenitores, sdo 0 CD22, CD10 e CD79a e cadeia M. As
células pro-B sao definidas pela expressao do HLA-DR, CD19 e rearranjo do gene IgH. Apds o

aparecimento do CD19, essas células podem expressar o CD10 (CALLA) 2.

O antigeno CD10 é uma glicoproteina conhecida previamente como a enzima endopeptidase
neutra relacionada a proliferacéo e diferenciagao de diversos tecidos, € um antigeno de superficie,
originalmente conhecido como cALLA (common acute lymphoblastic leukemia antigen). Esta
molécula é especializada em clivagens de aminoacidos formadores de peptideos, clivando



referencialmente aminoacidos neutros. A sua expressao esta restrita aos precursores linféides na
MO. Foi um dos primeiros marcadores avaliados para a identificacdo de células leucémicas em
criangas com LLA. Nas LLAs-B atua como marcador para caracterizacdo das etapas maturativas,
estando presente em estagios bem imaturos dos blastos de célula B. Nas LLAs-T, o CD10 esta
presente em aproximadamente 30,0 % dos casos, sendo considerado um marcador

imunofenotipico aberrante °.

O préximo estagio de diferenciagéo € o de célula pré-B. Nesse estagio aparece a expressao de

cadeia M intracitoplasmatica sem cadeia leve, além dos antigenos CD19 e CD22 2.

A expresséo de IgM na superficie da célula B caracteriza o estagio de linfocito B imaturo. A partir

desse estagio essas células sofrem dois caminhos: apoptose na MO ou migragéo para 0s 6rgaos
linféides periféricos onde amadurecem e se diferenciam em células produtoras de

imunoglobulinas. Essas células podem perder o0 CD19 e expressam os antigenos CD38 e CD138

12,

A coexpressao de IgM e IgD é acompanhada pela capacidade de recircular e a aquisigdo da
competéncia funcional, e é por isso que as células B IgM*lgD* séo também denominadas células

B maduras.

Os plasmécitos tem um aparelho secretor bem desenvolvido, tem a capacidade de secretar
grandes quantidades de imunoglobulinas soluveis no soro e nos tecidos. Esse tipo celular

apresenta a expressdo de CD38, CD11¢, imunoglobulina intracitoplasmatica (clg) e CD138 2.

O resumo dos diferentes tipos de antigenos em cada estagio da maturagéo do Linfocito B esta

representado na tabela abaixo.
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Figura 02; Diferenciagdo de Linfocitos B

Diferenciagéo de Linfécitos T

Durante a embriogénese e no periodo pds-natal, precursores T da MO migram para o timo onde
se diferenciam em células T imunocompetentes que sdo liberadas para o sangue periférico e
tecidos linféides. Ao contrario dos linfécitos B, as células precursoras que expressam
CD34/CD7/cCD3+, deixam a MO e entram no timo, onde continuam com o seu programa de
diferenciagdo que inclui o rearranjo dos genes responsaveis pelos receptores de células T (TCR)
e a expressao das demais moléculas de superficie. Esses rearranjos se processam por agao das
enzimas recombinases (RAGs) e, posteriormente, ocorre a agdo da enzima TdT que insere um
numero variavel de novas bases no DNA das regides que sofrem rearranjo, assim, elas promovem

um aumento de repertério de células T °.

No timo, as células precursoras (CD7+) sofrem um processo de maturagdo que é extremamente
complexo e resulta na formagéo de um variedade de células T funcionais. Os linfécitos T adquirem,
mantém e/ou perdem marcadores como o CD2, CD3, CD1a, CD5, CD4 e CD8, permitindo a

caracterizagdo de diferentes estagios maturativos .



O precursor CD34+/CD7+, proveniente da MO, migra para a camada subcapsular do cortex timico
e rapidamente expressa os marcadores CD2 e CD5, este precursor € chamado pro-T. Ele pode
se diferenciar em duas linhagens de células T diferentes. A maioria (95%) se diferencia em células
pré-T corticais que expressam CD1a, CD4, CD8, proteinas citoplasmaticas TCRab e CD3. Na
camada medular do timo, esses timocitos (pré T medulares) formam duas subpopulagbes: a
maioria de células CD4+/CD8- e a minoria de CD4-/CD8+, ambas ja expressando CD3/TCRab °.

Alternativamente, o precursor pro-T (CD34+/CD7+/CD2+/CD5+) pode se diferenciar em células
pré-T CD4-ICD8-(5%) que expressam inicialmente TCRgd citoplasmatico e, posteriormente,

CD3 e TCRgd na membrana. A seguir, estes trés tipos de timocitos maduros (TCRab CD4+,

TCRab CD8+, e TCRgd) migram para a periferia. Dos linfocitos circulantes, 95% expressam
TCRab e, apenas 5% TCRgd (Figura abaixo).
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Figura 03: Diferenciacéo de Linfocitos T

A passagem dos precursores T pelo timo tem duas fungées: a produgao de células T maduras € a
selecdo de clones n&o auto-reativos. Ambas dependem da participagao das células epiteliais,
dendriticas e macrofagos. Os linfécitos T que emigram do timo e colonizam os érgaos linfoides
secundarios sdo chamados de células virgens (naive), pois ainda ndo foram ativadas por contato
com antigenos. Ap6s o contato com antigenos, os linfécitos T participam da resposta imunoldgica
como linfécitos T-auxiliares (CD4+) ou T-citotdxicos (CD8+) e, terminada a resposta, a maioria
morre, mas alguns sobrevivem e constituem os linfécitos de meméria, que tém vida longa e séo

armazenados ao longo do tempo °.



A sequéncia de maturagdo das ceélulas T envolve a expressao progressiva de antigenos de

diferenciagdo que estdo representados esquematicamente na figura abaixo:
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Figura 04: Sequéncia de Maturag&o de Linfocitos T

A estrutura mais especifica € o conjunto de moléculas formado pelo receptor de célula T ou TCR
€ 0 CD3. Este ultimo é um complexo formado por quatro cadeias, essas sdo responsaveis por

realizar transducao de sinal na ativagao do TCR 9.

O CD4 é uma molécula que interage com o0 MHC de classe Il e que esta presente na superficie de
células T-auxiliares. O CD8 interage com MHC de classe | e esta presente em células T-citotoxicas.
As glicoproteinas de diferencia¢do que sdo importantes na definigédo do estagio de maturagéo da
célula T sdo o ¢CD3, 0 CD1a, o CD3 de membrana, e o TCR, enquanto as moléculas CD2, CD5
e CD7 sé&o consideradas antigenos pan-T, pois se mantém ao longo de toda a diferencia¢do das

células T, tanto nas células auxiliares como nas citotdxicas °.

O CD1a é uma molécula expressa em células dendriticas, e em linfocitos € restrita ao subgrupo
de timédcitos corticais, sua estrutura assemelha-se ao complexo MHC de classe |, e sua fungéo
nas células apresentadoras de antigeno (APCs) esta relacionada a apresentagdo de antigenos
lipidicos, € um marcador de importancia nas LLAs-T, é utilizado na classificagdo maturativa das

células T e representa um bom prognostico em criangas com LLA-T 9.2,

O CD2 pode ser caracterizado como uma molécula de adeséo celular que tem como ligante o
CD58 (expresso em APCs). O CD5, que ndo é exclusivo de células T, & um receptor de agéo
dupla, dando tanto sinais estimulatorios quanto inibitérios, dependendo do tipo de célula (T ou B)
e do estagio de desenvolvimento (timécito ou T maduro) no qual ele é expresso. O CD7 permanece
com sua fun¢do indeterminada, podendo estar envolvido na regulagéo da produgéo de citocinas

por células T °.

Diferenciagéo de Células NK



As células Natural Killer (NK) consiste em uma subpopulagéo celular de linfocitos que origina de
um precursor linfoide na medula 6ssea. Apresentam morfologia de um grande linfocito granular e
expressam antigenos proprios como o CD56 e CD57 além de antigenos relacionados com o CD16,
e ndo especificos como o antigeno leucocitario comum ou CD45, o CD38 o CD2 e o CD8
expressando também moléculas de adesdo como o CD11a,b,c e o LFA1. Das moléculas
largamente utilizadas na identificacdo de células NK, o CD16 tem significado funcional, ele
representa o receptor para IgG, conferindo a célula NK a capacidade de lisar células alvo revestida
de IgG, este fendbmeno é conhecido como “citotoxidade mediado por células dependente de

anticorpos”, ou ADCC 2,

Todo o processo de diferenciagéo da linhagem linfoide esta representado na figura abaixo.
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Figura 05: Diferenciacédo de Linfdcitos

Diferenciagdo da Linhagem Mieldide

As células pluripotentes hematopoiéticas ddo origem as unidades formadoras de colbnias:
granulécitos, eritrécitos, mondcitos e megacariocitos (GFU-GEMM) e as células-pluripotentes
linféides (LSC). Por sua vez, a CFU-GEMM (CD34*, HLADR*, CD33*) origina as células

unipotentes direcionadas a eritropoese. A granulopoese e a monopoese surgem através da



unidade formadora de col6nia de granulécitos e mondécitos (CFU-GM). Os megacariocitos surgem

através das unidades formadoras de colénias dos megacariocitos (UFC-Meg). (OLIVEIRA)

A CFU-GM além de preservar a expressao CD34*, HLADR*, CD33*, passa a expressar o CD13 e
CD15. O CD33 é uma glicoproteina com expressao em células progenitoras da linhagem mieloide
e cuja expressao tende a desaparecer no mieldcito. O CD13 € o receptor para aminopeptidase-N,

é expresso na linhagem mielomonocitica 2.

O mieloblasto apresenta a expressdo CD34*, HLADR*, CD33*, CD13*, CD15* e o receptor do c-
Kit (CD117) e receptor para IgG (CD32). Nesta fase as células passam a expressar a
mieloperoxidase, 0 mais importante marcador da linhagem granulocitica.No promieldcito ocorre
perda do HLADR e CD34, a célula passa a apresentar o fenotipo CD33*, CD32* e CD117*e uma
baixa densidade do CD11b. A identificacdo desse fendtipo € importante em leucemias
promieldciticas. O mieldcito exibe uma forte expressdo do CD11b, além do CD13, Cd15 e CD32.
Nos bastonetes inicia-se a expressao do receptor para a fragao constante do IgG (CD16) que se

intensifica nos segmentados 2.

Nos mondcitos 0 CD33 e HLADR se mantém em todos os estagios de diferenciagdo, surge
também o CD11 e CD14 12,

Na diferenciacao eritrocitaria ocorre expressao do HLADR, CD34 e CD33 e apos perda desses

marcadores o Unico que sobra é a glicoforina, que € um importante marcador em eritroleucemias
12

A megacariopoese humana é representada por uma pequena fragéo de células. O elemento mais

imaturo dessa linhagem é CFU-Meg que apresenta o fenétipo CD34 e HLADR. Os marcadores
especificos para megacariocitos séo glicoproteinas plaquetarias detectadas pelos anticorpos
CD41 (glicoproteina llb/lllla), CD42 (receptor para fator de Von Wilebrand) e CD61 (marcador de

megacarioblasto imaturo) 2,

Todo o processo de diferenciagdo da linhagem mieldide esta representado na figura abaixo.
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Figura 06:Diferenciacéo da Linhagem Mieldide

O conhecimento de todas essas moléculas existente nos leucocitos nos revela informagdes
importante sobre a hematopoese e em casos de neoplasias, permite classificar o tipo de leucemia,

isso torna o tratamento mais assertivo, aumentando assim as chances de cura.

IMUNOFENOTIPAGEM

A imunofenotipagem, com a utilizagdo da citometria de fluxo, tem se tornado uma importante
ferramenta no diagnostico de doengas malignas hematoldgicas, pois revela o perfil
imunofenotipico dos leucécitos podendo refletir o desempenho do sistema imune de um individuo,



ou a linhagem celular de um processo neoplésico. Através de ligacdes especificas com anticorpos
monoclonais é possivel detectar antigenos de superficie, citoplasmatico e nuclear, esses
antigenos surgem durante o processo de diferenciagéo celular e ja foram apresentados em

paragrafos anteriores 3.

A citometria de fluxo (CF) € um método rapido e objetivo que permite a determinagao simultanea
de multiplas propriedades fisicas de particulas isoladas em suspenséo celular. Trata-se de um
método que detecta e identifica os marcadores celulares expressos em cada tipo e subtipo das

leucemias, mostrando em que estagio de desenvolvimento encontra-se o clone leucémico 8.

O sistema operacional de um citdmetro de fluxo é constituido de: fontes luminosas do tipo laser,
jogos de lentes, um amplificador e processador de sinais luminosos, e um sistema de software que
capacitam avaliagdo de multiplos parametros num fluxo celular continuo, com contagens feitas

separadamente de cada particula 8.

Os citometros disponiveis no mercado tém uma fonte luminosa argon-laser que gera luz
monocromatica. A camera de fluxo tem um canal ou filete de sucg¢do por onde passa a amostra,
sendo que cada célula que passa neste filete emitira luz em todas as direcdes, e esta luz emitida
é proporcional ao tamanho celular. Este filete atravessa feixes luminosos gerados por fontes de
raio laser com emissao luminosa, estes raios sao entdo separados por filtros e espelhos préprios

de acordo com o tamanho da onda emitida.

Os sinais resultantes séo digitalizados e enviados para o processamento no computador. A
confirmagéo mais simples de um CF é a combinagao de dois parametros de disperséo luminosa:
forward low angle scatter (FSC-tamanho celular) e 90° Side Scatter (SSC-complexidade interna)
juntamente com os sinais de fluorescéncia, ou seja, a luz refratada que € medida em dois angulos
diferentes, chamadas caracteristicas de disperséo (scatter). Os sinais fluorescentes sédo
decorrentes da positividade dos antigenos de membrana nas células examinadas, ou seja, emite

0s sinais dos marcadores celulares é.

O sinal FSC é primariamente dependente do volume de particulas ou células, enquanto o sinal
SSC prové uma medida da organizagao interna, granulagéo citoplasmatica, densidade nuclear e

estruturas celulares externas.
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Figura 07: Sistema de um Citdmetro

Os AcMos produzidos contra antigenos celulares sdo agrupados de acordo com a origem e
diferenciagao celular e sob a denominagéo de CD. Esta nomenclatura se aplica aos epitopos das
moléculas reconhecidos pelo anticorpo. As descri¢des sobre Clusters of Differentiation-CDs e

caracteristicas dos marcadores, comumente utilizados no diagnostico de doengas hematolégicas

estdo sumarizados na tabela abaixo .12

Tabela 02: Anticorpos usados em imunofenotipagem de leucécitos

C

Marcadores de células precursoras.)

@ SIEEN REATIVIDADE COM CEL HEMATOROETICA | /A<Me.
[nome e funcao] [clone]
. . HPCA-1/ My 10
Ant oz | A :
CD34 '8en0 dle CEMas | o 1ac precursoras infbices € miekdicles HPCA-2/8G19
precursoras BL3CE
; Alguns linfocitos T e B imatwros € um
B0 |Antigena Thy-1 pequens nimero de células CD34' da MO ;1;];91
Células enitoras  hematopoéticas bkl
CD117 | c-kit, SCFR, SLF R P TRS | s Be
celulas formacioras de CoIoNia € mastocitos | .o
Células-tronco  hematopaéticas  prmitivas,
CD133 | PROMI, prominin 1 celulas CD34" comprometidas com a wia | AC133
granulocbical monocitica
TdT [ fungdo no
reamanio dos genes | Células Infoides imaturas, algumas  celulas
de TCR ¢ Ig (insergao | precursoras mieldides e virtualmente todas | HTdT-1
de nucleotickeos nos | as LLAS € algumas LMAS
sitios de juncao)




( Marcadores de células B. _>
o ANTIGENG REATIVIDADE COM ACMO.
[nome e fungsa] CEL HEMATOPOETICA [clone]
Avigeno de LA comum | CER precursoras 5
Coo (CALLA) € Lrfécitos B faliculares VL4
’ Timochos coricais @ granulocitas BA-3
Todas a5 céhilas B ungio na Lewu-12
o1 ativacao  de  células B | Precursores ok céulas B Unfdoitos B B4
associado an CDR1 HD37
Subpopulacdo de celulas precursoras B
Cogn f_f"fﬁ‘-‘"“_ d;;fl;if‘; NNC30 | Teclos o8 inficitos B Lew-16 B1L9S
hg Células denciiticas foiculanes
Antigens de céulas B ocitos B 0 . o8 Iisal 8
(D20 |meduas/ delectd epilopo | oo nara FMCT stio sempre CDRO | ic7
(FWCT) confommacional na  moléouks positives)
oo
Antigeno de célls B/ CRO Lnfé-cng:s B (cehlas foboulsres oo -
o g;&mtm CEGals recedtor cie Células  denditicas  foliculares e | B2
timdecitos
— |  Inomeefuncdo) | ‘ A [clone]
Antigeno de célula B/ fungdo lev-
D92 | ne adesdo e atvagao de 'l’“"“m de célles B el
células B infocitos B
HD39
Antigeno de célula B/ FeeRll FeeRl ¢ em linfécitos B
(baixa afinidade pelo receptor RIS
5 ) (céhulas foliculres do manto) e céludas | Leu-
FC de IgE); Existem dois tipos :
cD23 B; FeeRlib € expresso por Infocitos B, 0EBVCS-5
para diferenciar © dominio %08, S el 101
citoplasmético (FcoRa and dencd eosinofios
FeeRifo)
Linfoeitos B
D37 m,‘ ige c)dc célula B (moléculs fraca expressio em células T, RFB7
' monodcitos e granuldotos Y29/55
Antigeno de célula B/ antigeno | Células precurscras B ;
072 | qante do DS Linfécitos B o
mb-1; Iga (dissufeto kgada ao
Cd79b e associado com Ig de | Precursores de células B (expressho
CD79a | membrana)/ transcugdo de citoplasmética). Céulas B positivas para | HMS7
sinal cla Ig de membrana para | 19 de memborana
O croplasma
B29; Iap (dssulfeto ligada 8o
Cd79a e associado com ig de | Precursores de células B (expressbo
CD79b | membrana)/ transcucio de citoplasmética). Células B positivas para | B29/ 123
sinal ca 19 de membrana para | 19 de membrana
O ctoplasma
Antigeno de células ;
D138 plasméticas Células plasméticas e mieloma miltiplo | B-B4
CD179a Porco provimal da cadeia Célulss precurscras B HSL96
leve Kk ou A
A5, porgdo dstal que toma
CD179b | parte da cadesa leve de Céllas precurscras B HSL11
ceélulas preB,
Céllas positivas para Ig croplasma- Anti-soro
Ig ctoplasmatca ticas (munoblastos, imundeitos e células | convencional
plasmaticas) e AcMo
) Células positivas para sig Anti-50c0
:g:: ggnbmo, I9M, 19D, 19G, Cada clone de célula B expressa apenas | comnvencional
um tipo de cadea leve de g (x € A) € AcMo
Céulss pré-B. Apenas as cadews
Igu-Cy Pré -B (expresséo pesadas p fracamente expressas no anti-n
otoplasméatica fraca Igu). citoplasma (nenhuma cadeia leve de I | antisera
madura)




Marcadores de oékilas T. D

T COMCEL HE s
Antigeno T6; antigeno Timoxitos corticais OKT6
comum em timocros/

D1 | proteina MHC-like; pode se Célias de Langerbans NA1/34

ercomia g Subpopuagio de céluas dendriticas e TCANG0/MAG
SNOc Iinféeites B 7C6N162/3810
microgiobulina 2
Todas as céhulas T
mg }e':ccmoée A maona das células NK Leu-58

co2 LYY g émeth.o;. i Trés dferentes epltopos antigénicos séo | OK711
“':‘:"CDSB + 1130 conhecicos, dos quais apenas um é o ™
P sitio de #9330 o SRBC
Anth T3¢ b Com gtam T m:;xas: expressio Iat(:r-;/ SK7

CD3 | TCRY transdugdo de snal do oplsamés ‘

Células T maduras: expressao de UCHT1
TCR para o citoplasma : VIT-3
Células T (expressdo de membrana);
Antigeno T4/ envovdo no | Subgrupo de timécitos corticals células T-

D4 reconhecimento de antigeno | helperiinfocitos T nduzidos Leu-3"
MHC de classe |I; receptor Subpopulacdo de mondotos e OKT4
de HIV macrofagos

Algumas LMAs
mm": Timdeitos e infocitos T maduros, Gt

D5 | gante do CD72 nos TP e ™

Infécitos B
Timécitos e linféeitos T madures,
Antigeno 7192/ antigeno i OK17

cDs seloch o com CD5 ﬁ?popumodelmbaoss, 119

- ANt To41/ receptor da Qnsetodasasdc:kdasrcmmm 13¢Au1-9
porco fc de IM (FuR? | o, Algumas LvAs WT1
Antigeno T8/ envovido no | Timdcitos corticais Leu-9*

CD8 | reconhecimento MHC de Linfoeitos T citotdxicos/ supressores OKT8
classe | Células NK
TCRaf (TCR cldssico; TCRY) ;CRaB é og?w pela maioria das células | WT31 &

Presente na maioria dos timoatos corticals
TCRA € mutas LLAs-T pF1
. TCRaf) ¢ expresso pela minons das ant-TCR-y/8-1

TCRyS (TCR alternativo; TCR1) células T maciras CD3' TCRS1
de 20-25
antcorpos Vi

Domino VB Subpopulagio de timécitos e células T g%’:‘g"‘
infécitos T do




Marcadores da células T, )

o ANTIGENO REATMIDADE COM CEL. HEMATOPOETICA | AASMO:
(nome ¢ fungiol o (cone]
Va1 (R9,12)
V&S
- Dominio V8 Suopopulacio de tmboitos e células T ( 289,
BE3)
Wy@/3/4
(23012}
i . Wy 3/5 (56.3)
Dominio Vy Subpopulacdo de timécitos e céllas T | VyB(R4.5)
Vﬁ m".l"ll‘h
IMMILZE0)
TCF1/ fator de transcrigio Timacitos TCF1
especifico de célula T Célllas T ativadas
C "~ Marcadores de oblulas NKC )
o)) ANTIGENO REATIVIDADE COM CEL AcMo.
[nome e funcgo] HEMATOPOETICA (clone]
CD56 NCAM; Pl ligante e formas Células NK Leu-19/My31
transmembrang Alguns linfocitos MNEH-1
Subpopulacdo de células NK
cps7 | Aigeno de célianaunl | ¢ jooopuiacso de infécios T Lew-7/ HNK-1
r
Algumas células B
2199
CD94 K43, intoador de HLA, Céluas NK 2270
classe | Poucos Inféeitos T MNKH-3
HP-3B1
EB&
HP-3E4
Famii KR, inbitdrio para [ o ETEE'
CD158 | células NK para diferentes Poucos Infécitos T X0
receptones HUA classe | 797
Q66
Q241
MNEKR-P1A, receptor lecting- Maioria das células NK, timocitos e DX12
CD161 | like de céiulas NK da células T de figado fetal 16188
subfamilia B Célula T madura CD3'
MNCR1, NEKp46, receptor de
CD335 cRnhendeolacte nab et Células NK BABEB1
NCRE, NKp44, receptor de .
CD336 ehotadeldacte nansnl Células NK ativadas 29231
337 | NCR3, NKp3O, receptor de | ) 4 295

ctotoxicdade natural




C Marcadores de células mhléidu.j
@ ANTIGENO REATIVIDADE COM CEL ACMO.
_ [nome e fungdo) HEMATOPOETICA | [clone) _
Monocitos
Granulbeitos
CD11b | Integrinas, CR3 Células NK LPM 19¢
Células Infoides ativadas
Granulocitos
big [T PP mm1 5(;" Monacitos WM-47
i Células progenitoras mieldides
Lipopolissacaridio, =
D14 Receptor LPS-R Mondcitos e neutrdfilos TUK-4
Antigeno associado a . goaus
D15 granuidckos Granuldeitos e precursores mieldides | C3D-1
Progenitoras mieldices
CD33 | P67 Monoblastos WM-54
LMA
CD41 | Glicoproteina lfioAlla Megacanccitos e plaguetas 5819
CD42 | Glicoproteina lba Megacariécitos e plaquetas ANS1
CD61 | Glicoproteina lila Megacariccitos e plaquetas Y2/51
Monaocitos KP1
CD68 | Glicoproteina 110 Macrofagos EBM11
Osteoclastos PG-M1
Células progenitoras
CD117 | c-Kit IMA-MO a M2 104D2
( - Marcadores sem linhagem upw‘ca)
oD ~ ANTIGENO REATMDADE COM CEL AcMo.
| Inome e funcdo) EMATOPOETICA [clone)
Subpopuiagso de céhilas precursoras B
Unfécitos B (celudas centro-folicutares)
Antigeno p24 (mokécula Mondaitos
CD9 | tetraspan) / inducao de Megacandotos BA-2
43regacao plaquetans Plaquetas
Eosindhlos
Basohios
Neutréfilos
Antigeno p170, integrina aM, Mondcitos ICRF44; D12
CD11b | receptor 3ado sstema Célutas NK CLB; mon-
Comple- mento Subgrupo de Infocitos (célas TCD8" | gran/1
o rélidac R re momdAnal




C
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s ANTIGENO REATIVIDADE COM CEL AMO.
[nome e funcdol HEMATOPOETICA [clone]
p150, antigeno 95 (cadeld ax Monocitos
a4 integring ); associado com Macrofagos L
CD11c | antigeno CD18/mokcula de Granulécitos MS/SHCL3
adesdo; CR4 (C3bi, receptor Subpopulacdes de Infootos (céiulas
C3dq) HCL-like do baco e células NK)
Leu- 11b,
FeyRil (oaa afinidadie Granuiocitos neutroficos zgrca
L ERS Monécitos e macréfagos (fraca) vl '
D16 [ vorementrane ¢ eyt | GO NK il
(forma pi- ligante) :;c'ﬁ’::t::::m em granuioaitos de reccnhecem
tanto FoyRIlA
e FoyRiliB
Antigeno granulocitico de célula | Células B
CD24 | B, proteina Pl-ligante nos Granulccitos; ausente em granuldcitos | BA-1; VIB-CS
granukdcitos de pacientes PNH
Antigeno Tac/ cadeia a do
receptor de IL-2 (baxa afinidade | CélulasT
CD25 | ao IL-2R); alta afiridade ao IL-2R | Macrdfagos e linféeos atvados QA3; ACT1
quando asseciado a cadea HCL
(antigeno CD129) efou cadeld y
Doy | Superamiia de receptor TNF/ | Céluas T machuras e ativacas 331’818'
receptor para antgeno CD70 Linfécitos B de memdria e células NK 1AACDD7
Céluas B e T ativadas
Céluas precursoras (timécitos) Leu-17/HB7
CD38 | Antigeno T10 Subpopulagdes de céllas B (céluas B OKT10
folculares)
Células plasméticas
HML-1(integrina 1 dos Infocitos | Linfécitos T associados a  mucosas
CD103 | da mucosa humana); cadels aE | (especialmente células T CD8"), de 2- | B-y7
Que esta associada a cadeia f7 | 6%dos Inféotos do sangue
Unfécitos T crotdxicos ClB-B1
- Granzima B Unfocinas GB-7
Células NK MCA1645
TIA1; proteina igadora de RNA
associada aos granulos g’:ﬂﬁ: otol to:ocl = TA1
CItOtOXICOS
. Grénulos citoplasmaticos de células NK
PF1; perforina Céludas T Sotxicos i
Céluas hematopeeéticas precursoras
HLA-DR, antigeno nao- Céluas B 1943
polmorfico/ molécula de MHC Céluas T ativadas OKOr
classe |l Céluas monociticas
Mecrdagos
LEUCEMIAS

As leucemias s&o neoplasias hematologicas malignas e heterogéneas, que tém a sua origem em
células da medula 6ssea. Os primeiros casos foram relatados no século XIX com a observagao de

alteracdo da medula 6ssea em pacientes que foram a 6bito 7.



Como ja citado, a hematopoese consiste no processo de maturagdo em cascata da linhagem
hematopoética, iniciada pelas células pluripotentes que residem na medula dssea. A leucemia

decorre de um erro genético que compromete esse processo de maturagéo 8.

Dependendo do tipo da linhagem comprometida, a leucemia é classificada como mieloide ou
linfoide. A forma linfoide ou linfoblastica pode ser dividida segundo as células afetadas em: de
células B ou de células T. Em geral, as leucemias se distinguem em agudas e cronicas. As
leucemias agudas, tém origem nas células primitivas do sistema hematopoético, séo
caracterizadas pelo acumulo das células-troncos (blastos) e a perda da capacidade de
diferenciagcdo em células maduras, as leucemias cronicas ou periféricas se originam nas células

em estagios maturativos tardios 4.

Modelos mais complexos foram desenvolvidos para classificar as leucemias, com o objetivo de
estratifica-las quanto ao risco e melhor adequar o protocolo de tratamento. Os modelos variam
quanto aos métodos diagnésticos e se dividem em classificagdo FAB (Grupo cooperativo Franco-
Americano-Britanico, 1976, critérios morfoldgicos-citoquimicos), MIC (1986, critérios morfoldgicos,
imunolégicos e citogenéticos), EGIL (Grupo Europeu de Estudos, 1995, critérios imunofenotipicos)
e WHO (World Health Organization, 2001, critérios citogenéticos/moleculares, histéria de terapia
prévia ou aspectos mielodisplasicos) 6. Neste artigo discutiremos a classificagdo EGIL pelo

método de imunofenotipagem.

O diagnostico laboratorial da leucemia inclui hemograma e mielograma para a contagem, analise
morfoldgica e testes citoquimicos das células hematopoéticas. O aumento de blastos na medula

6ssea em 20% para a WHO ou 30% para o grupo FAB confirma o diagnéstico de leucemia 4.

A etiologia da doenga ndo esta clara. Contudo, alguns fatores como exposicao a irradiagdes e a
substancias quimicas carcinogénicas, drogas antineoplasicas especificas, fator hereditario,
anormalidades cromossomicas constitucionais, mielodisplasias, a sindrome de Down, policitemias

e viroses, podem aumentar o risco de desencadear esta doenga 1°.

No Brasil, estima-se que a leucemia aguda corresponda de 95 a 98% dos casos de doengas
malignas em criangas e, que entre 70 e 80 % das leucemias agudas sejam leucemias linfociticas,
ocorrendo entre 3 e 7 anos de idade (Mendonga, 2003). A LMA é mais frequente em adultos (acima
de 60 anos de idade) em mais de 50% dos casos, representado 15 a 20% das leucemias da

infancia e 80% das leucemias dos adultos .



IMUNOFENOTIPAGEM NAS LEUCEMIAS

O grupo EFIL em 1995 (Grupo Europeu para caracterizagdo Imunoldgica das Leucemias) propds
critérios para a classificagdo imunoldgica das leucemias agudas com o objetivo de esclarecer as
diretrizes desta classificagcdo baseado na expressao de marcadores e uniformizar o diagndstico

das doencas hematoldgicas.

O painel de marcadores recomendados pelo grupo EGIL para leucemias agudas, esta listado na
tabela abaixo °:

Primeira triagem

Linfoide B CD 19, CD22 citoplasmético, CD79a, CD10
Linfoide T CD3 citoplasmatico, CD2, CD7
Mielbide anti-aMPQO, CD13, CD33, CDw56, CD117

Nio especifico de linhagem | TdT, CD34, HLA-DR

Segunda triagem

Se LLA de linghagem B IgM citoplasmético, kappa, lambda, CD20,
CD24

Se LLA de linghagem T CDla, CD3 membrana, CD4, CD5, CDS,
anti-TCRof}, anti-TCRyd

Se LMA anti-lisozima, CD14, CD15, CD41, CD6é61,
CD64, anti-glicoforina A

(Fonte: BENE et al., 1995)

Tabela 03: Painel de Marcadores usados em imunofenotipagem

Também foi proposto pelo grupo EGIL critérios para o diagnéstico de leucemias aguda

bifenotipica, conforme tabela abaixo:

Pontuacio | Linhagem B Linhagem T | Linhagem Mieloide
2 CD79a, cIgM | ¢CD3/mCD3 | anti-aMPO
cCD22 anti-TCRof (anti-lisozima)
anti-TCRyé
1 CD19, CD10 CD2, CD5 CD13, CD33,CDw65
CD20 CD8, CDI10
0.5 TdT, CD24 TdT, CD7 CD14, CD15, CD64,
CDla CD117

Nota: Cada marcador corresponde a pontuagdo indicada; c (citoplasmatico); m
(membrana). (Fonte: BENE et al., 1993)

Tabela 04: Painel de Marcadores usados em imunofenctipagem



Considerando-se que as leucemias representam a expansao clonal de uma célula em determinado
estagio de sua diferenciagdo, os AcMo permitem classificar estas neoplasias conforme suas

expressoes antigénicas.

As células da linhagem B imaturas dao origem as leucemias linfoblasticas que sao subdivididas
em quatro estagios conforme as expressdes fenotipicas equivalentes a diferenciagéo linfocitaria

precursora B.

. LLA pr6-B: (HLA-DR+, TdT+, CD19+);

o LLA- pré-pré-B (comum ou Calla+) (HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD10+, CD22+);
. LLA pré-B (HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD10+, CD22+, cu+);

. LLA de células B: (HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD20+, CD22+, Ig+).

LLA do tipo prd-B representa 5% dos casos de leucemias em criangas e 10% em adultos. A LLA

do tipo comum ou CALLA+ representa 75% dos casos LLA infantil e 50% em adultos, sendo que

a expressdo do CD10 torna o prognostico favoravel. A LLA pré B representa 15% dos casos em

criangas e 10% em adultos. A LLA de células B esta presenta em 2% a 5% de criangas e adultos,

apresenta um fendtipo incomum que é a expressao de cadeias leves de imunoglobulinas na
membrana celular, esse tipo de leucemia representa um prognéstico desfavoravel, pois ha elevada

incidéncia de envolvimento no sistema nervoso central 4.

As caracteristicas das leucemias linfoblasticas T sdo, a presenga de TdT e cCD3+, bem como a

expressao do antigeno p40 (CD7). LLA’s de linfécitos T se subdividem em:

e LLApréT:CD7+
e LLA-T Intermediaria;: CD2, CD1a+, CD7+, CD4+, CD8+
e LLA-T Medular: mCD3+, CD1a-, CD+ ou CD8+

Clinicamente néo parece haver diferencas entre LLA pré T e LLA-T. As LLA-Ts em pelo menos
20% dos casos podem apresentar CD10+ além de CD2, cCD3, CD1+, conforme analises
epidemioldgicas. O linfoma linfoblastico (LiLb) representa a etapa de timocitos maduros onde a
célula apresenta CD3 na membrana e na grande maioria CD4 ou CD8 positivos. Estes casos
estdo associados na sua grande maioria a apresentagdo clinica tumoral com alargamento de
mediastino anterior e leucocitose elevada. S&o sempre TdT+, o que os distinguem das neoplasias
periféricas, pois 0 aspecto as vezes maduro das células linfdides podem ser confundidos com a

leucemia pré-linfocitica. As proliferacdes de origem T maduras séo sempre TdT e CD1a negativas



e podem apresentar expressdes heterogéneas de antigenos T e da mesma forma que as

proliferacdes B, tém perfis imunofenotipicos caracteristicos para cada entidade clinica *.

Em relagdo as leucemias mielociticas, os marcadores imunolégicos desempenham papel
secundario na classificagdo. No entanto, os AcMo s&o relevantes para o diagnéstico de LMA-M7.
Apesar de células mieldides apresentarem marcadores enzimaticos importantes para sua
identificac@o, a reatividade individual dos AcMo anti-mieldides em LMA tem sido utilizada com

valor progndstico.

Os AcMos dos grupos CD33, CD13, CD117, CD14, CD15, e CD11b mostram-se os mais
especificos com positividade superior a 40% dos casos de LMA, sendo suas expressdes pouco
comuns em LLA (5%). O interesse da utilizagdo de AcMo reativos com antigenos de expresséo
granulocitica e/ou monocitica permite, principalmente, estabelecer niveis maturativos das células
leucémicas e correlacionar suas expressdes com os subtipos morfoldgicos da classificagdo FAB.
Dentro destes conceitos, ja existem, expressdes antigénicas definidas para cada subtipo FAB. Por
exemplo, a expressao de HLA-DR é reconhecida na maioria dos LMA, com excegdo de M3, M6 e
M7 12,

Por outro lado, ndo sendo conhecidos AcMos cuja reatividade individual seja restrita a qualquer
subtipo FAB, M1 a M5, alguns estudos tentaram definir fenétipos imunolégicos compostos que
apresentam percentuais diferentes de cada grupo de AcMo relacionado ao subtipo morfoldgico.
Por exemplo, LMA com componente monocitico apresenta um fenétipo composto pela expresséo
de HLA-DR+, CD33+, CD13+/-, CD14+, CD11b+ e CD15+/-. Os subtipos M1 a M3 caracterizam-
se por maior heterogeneidade, sendo os subtipos M1/M2 mais frequentemente HLA-DR*,
CD33+/CD13+, enquanto M3 é HLA-DR, exibindo expressao variavel de CD33/ CD13/CD14 e
sempre CD15*/CD11b*12.13,

A identificagédo imunolégica de casos de LMA com blastos muitos imaturos € de grande valor no
diagndstico diferencial entre LLA (principalmente L2 da classificagdo FAB) e LMA-M1/MO. Neste
grupo de leucemias, os anticorpos como CD12, CD33 e anti-linféides sdo os elementos que
definem o subtipo leucémico. Em alguns destes casos, co-existem duas expressdes fenotipicas
e estas leucemias séo denominadas de bifenotipicas, mistas ou mesmo “leucemia com infidelidade

de linhagem imunoldgica’ 2. 13,

Além dos exemplos acima, os AcMo reativos com as glicoproteinas plaquetérias (Ib, 11B/llla, llla,
IV) tornaram possivel o diagnéstico de leucemias megacarioblasticas (M7), sem necessidade de

recorrer a analises por microscopia eletrénica. Dos varios AcMo reativos com glicoproteinas



plaquetérias, os do grupo CD42 e CD41 parecem reagir com células mais maduras enquanto

CD61 identifica os megacarioblastos mais imaturos 2.

Finalmente, € importante ressaltar o valor de anticorpos especificos como LICR.LON.R10, EP-1 e

alfa-glicoforina no diagnostico das leucemias eritroblasticas com morfologia de células indefinidas
12,13

CONCLUSAO

O impacto da imunofenotipagem por citometria de fluxo no diagnéstico e acompanhamento de
leucemias tem sido rapidamente expandido. Este avancgo é atribuido ao resultado da inovagéo da
ciéncia que levou a produgao de centenas de anticorpos monoclonais e 0 avango da tecnologia a
laser. Com o aprimoramento de técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo é possivel a
identificacdo de diversos tipos de leucemias de acordo com linhagens celulares e estagios
maturativos. As informagdes quanto a antigenos de membrana séo de grande relevancia para a
identificacdo de origem celular, clonalidade e fidelidade de linhagem celular maligna. Estes
exames sao importantes para classificagdo, acompanhamento e monitorizagao terapéutica, além

de ser o0 método ideal, para detecgao de doenga residual minima das leucemias agudas.
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