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Estudou-se 77 pacientes aduitos portadores de linfoma ndo Hodgkin (LNH) ao diagnéstico,

atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas.
Classificou-se 0s LNH histologicamente segundo Kiel.

Clinicamente avaliou-se os pacientes através da historia e do exame fisico e Iaboratorialmente pela
analise do sangue periférico (hemograma e contagem de reticulocitos), dosagem de bilirrubinas,

urobilinogénio urinario e demais exames necessérios ao estadiamento clinico.

Estadiou-se os linfomas de acordo com os critérios propostos em Ann Arbor e as leucemias

hnfociticas crénicas segundo Rai.

Estudou-se os perfis imunohematoldgicos dos pacientes através dos seguinies  testes:
determinacfio de grupo sanguineo ABO/Rh, teste direto da antiglobulina com soros poliespecifico
{anti-IgG, anti-C3b e anti-C3d) e monoespecificos (anti-IgG, anti-IgM, anti-C3, anti-C3d e
anti-C4), pesquisa e identificacio de anticorpos séricos pelas técnicas em tubo com
polietilenoglicol, meio de baixa forga idnica (LISS) e heméacias pré tratadas com enzimas e pela

técnica de gel-centrifugagio.
Os resultados da avatiagio imunohematoldgica dos pacientes portadores de LNH foram:

L. A frequéncia de autoanticorpos anti-eritrocitarios foi de 29,9% (provavel auto anti-I e

auto-{gG sem especificidade definida);
z. O quadro de hemolise clinica ¢ laboratorial ocorreu em 1,3% dos pacientes;

5. Houve uma tendéncia dos linfomas de baixo grau de malignidade serem associados &

presenca de autoanticorpos anti-eritrocitarios;

4. Niao houve associagdo entre o tipo imunologico dos LNH (B e T) e do estadiamento

clinico dos linformas com a presenca dos autoanticorpos.

Conclui-se que a alta incidéncia de autoanticorpos anti-eritrocitarios encontrada em nossa

casuistica provavelmente esteja relacionada com as alteragdes imunes proprias dos LNH.
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Os linfomas nio-Hodgkin (LNH) sdo neoplasias do sistema imunolégico ou linfoide,

Nos Estados Unidos da América (EUA), em 1993, foram diagnosticados 43.000 casos novos de
linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin, com 20,500 ébitos (CANCER FACTS & FIGURES, 1993).
Estes dados representam 4% da incidéncia de cincer ¢ 4% dos Obitos por neoplasias nos EUA
{BANKS, 1595). No Brasil, o coeficiente de incidéncia dos linfomas varia de 1,8 a 7.3 no sexo
masculino e de 0,7 a 4,3 no sexo feminino (BRUMINI, 1982; MINISTERIO DA SAUDE - INCa,
1991). No municipio de Campinas, em 1993, o coeficiente geral de incidéncia dos LNH foi de 6,1

(BRITTO et al., 1994),

Os LNH apresentam variagdes de incidéncia, nos tipos histologicos e nos subtipos imunoldgicos
(B e T}, nas diferentes regides do mundo. No Jap8o e na China encontrou-se menor frequéncia de
casos de linfomas foliculares, ao passe que no Japio ¢ maior o nimero de portadores de linfomas
do tipo T em relagio aos outros paises (BLATTNER et al, 1983; KADIN et al, 1983;
WATANABE, 1986). Na pré adolescéncia e na sexta década de vida & verificada maior incidéncia

dos LNH (CUTLER & YOUNG, 1975; BANKS, 1995).

(s profissionais da indistria quimica, fazendeiros e trabalhadores envolvidos na producio da
berracha apresentam maior risco de desenvolverem LNH que a populagio em geral. Este fato tem
sido atribuido a0 contato com o benzeno e herbicidas (OLIN, 1978; CANTOR, 1982).
Significante numero de casos de LNH também tem sido associado com a exposicdo a irradiagio

wonizante (BEEBE et al., 1978).

Com relago @ etiologia dos LNH, podemos afirmar que o virus Epstein-Barr e o retrovirus

linfotrépico de ceélulas T humanas so responsaveis por alguns tipos de linfomas, tanto de células
B quanto de celulas T (FUNDEMBERG, 1968; ANDERSON et al., 1976; ROBINSON et al.,

1980; POTTER & MUSHINSK, 1984; EVANS & MULLER, 1990 ).
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Considerando que os LNH constituem doengas do sistema imune, os pacientes com deficiéncias
imunologicas, tanto congénitas quanto adquiridas, possuem um maior risco de desenvolver z
patologia. Esta associagio pode ser observada na sindrome de Wiskott Aldrich (HALLER, 1984),
na sindrome da imunodeficiéncia adquirida - SIDA (LEVINE et al,, 1984), nas doencas do tecido
conectivo tais como a sindrome de Sjogren e artrite reumatdide (HENCH et al, 1962; KASSAN,
THOMAS & MOUTSOPOULOS, 1978) e em consequéncia de terapias imunossupressoras

(LEWIS et al., 1966; KINLEN et al., 1979; DUHRSEN et al., 1987).

Um dos critérios importantes na definicio do prognéstico dos LNH ¢ o estadiamento, ou seja, 2
determinacio da extensdo da doenca nos diferentes orglos ou tecidos (CHABNER et al 1980).
O estadiamento de Ann Arbor foi inicialmente proposto para a doenga de Hodgkin, mas também ¢
utilizado com frequéncia para os LNH (CARBONE et al., 1971). Estas duas entidades apresentam
evolugBes distintas, tendo em vista que a doenga de Hodgkin tem como caracteristica a progressio
neoplasica, predominantemente por contiguidade, e a disseminacdo dos LNH ocorre,
preferencialmente, por via hematogénica, Estas diferencas geram algumas limitacdes no
estadiamento dos LNH pelo sistema de Ann Arbor, pois 30% dos pacientes com linfomas de baixo
grau e 30% dos pacientes com linfomas de alto grau de malignidade apresentam a doenga em seu
estadio 111 ou IV. Este estdgio avangado da neoplasia, nos casos de linfomas de baixo grau de
malignidade, ndo tem relagdo obrigatéria com o progndstico (CHABNER et al, 1980;

LEONARD, 1983; FOON & FISCHER, 1995).

Nas leucemias linfociticas cronicas (LLC) o estadiamento, além de determinar o prognostico, tem
também como objetivo definir o inicio da terapia. Rai e colaboradores (1975) propuseram um
protocolo de estadiamento para as LLC que define cinco estagios clinicos da doenga, separando

aqueles que apresentam apenas linfocitose no sangue periférico e na medula 6ssea daqueles com
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hepatoesplenomegalia e/ou Iinfonodomegalias e/ou plaquetopenia (RAI et al, 1975; HALLER,

1984; FOON & FISCHER, 1995)

A forma de classificacdio dos tumores linfoides ¢ motivo de preocupacdo, tanto dos clinicos como
dos patologistas. Os obstdculos para a uniformizacio da nomenclatura dos LNH reside em
divergéncias localizadas, principalmente em quatro 4reas apontadas por Willis (1948): na
histogénese, no grau de diferenciacdo, na dificuldade em reconhiecer a origem linfdide ou epitelial
de uma neoplasia indiferenciada e, por fim, nas dificuldades de diagnéstico diferencial entre

processos neoplasicos ou benignos (LAUDER, 1988).

Em 1956, Rappaport apresentou a primeira proposta de classificacio baseada na morfologia
{tamanho ¢ forma celular) e no tipo de crescimento histolégico. Alguns autores modificaram e
ampliaram esta classificago, incluindo conceitos imunolégicos e considerando a evolugdo clinica

(LUKES & COLLINS, 1975; BANKS, 1990; LESTER & ULTMANN, 1590).

Na década de 70, sob a luz de novos conceitos imunologicos, foram propostas novas
classificacGes para os LNH, separando-os em linfomas de origem celular B e T, Destas formas de
classificacio, as duas mais importantes sio a de Lukes e Collins & a de Kiel {(LUKES &

COLLINS, 1975; LENNERT & FELLER, 1992).

A classificagdo de Lukes e Collins tem como base os conceitos funcionais do sistema immnologico

associados as caracteristicas morfolégicas dos LNH (LUKES & COLLINS, 1975).

Lennert (1974) publicou a classificacdo de Kiel, que considera basicamente trés aspectos dos
linfomas: a2 morfologia, a imunologia e ¢ prognéstico. Esta classificacdo divide os LLNH, de acordo
com a biologia tumoral e com a dindmica celular, em linfomas de baixo grau ¢ de alto grau de

malignidade e, com relagdo aos atuais conceitos imunoiégicos, em linfomas de céhilas B e T. Esta
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classificagio tem como vantagens ser pratica e acessivel aos patologistas e possuir valor tedrico e
prético para os clinicos (LENNERT et al,, 1975; LENNERT, 1978; GRIMELIU S, HAGBERG &

SUNASTROM, 1983, LIEBERMAN et al., 1986; BANKS, 1990; LENNERT & FELLER, 1992).

Em 1982, o Instituto Nacional do Cincer dos Estados Unidos da América realizou um estudo
multicéntrico, com o objetivo de uniformizar as nomenclaturas dos LNH, culminando com a
publicagdo do "Working Formuiation of Non Hodgkin's Lymphoma for Clinical Usage" que separa
os LNH em trés grupos: alto, intermediario e baixo grau de malignidade, de acordo com a curva
de sobrevida. Alguns autores consideram que a “Working Formulation” ndo define adequadamente

os LNH menos frequentes (LENNERT, 1978, ROSEMBERG et al., 1982; BANKS, 1995}

As Bases imunologicas dos LNH

Uma celula precursora hematopoética pluripotencial dé origem a linfocitos nio comprometidos
com qualquer linhagem, que sfo posteriormente diferenciados possivelmente no timo e na medula

dssea, onginando os linfocitos T e B, respectivamente (GENETET, 1993).

No timo, possivelmente ocorre a transigdo de células precursoras imaturas para linfocitos T
maduros, que se caracterizam pela expressio de moléculas CD4 ¢ CD8 em sua superficie, ou seja,
pela capacidade de reconhecerem antigenos estranhos ao organismo e responderem

especificamente a estes antigenos (HALUSKA et al,, 1990; GENETET, 1993).

Os linfécitos pré B caracterizam-se pela presenga de cadeias pesadas it em seu citoplasma. As
celulas imaturas B adquirem a capacidade de sintetizar cadetas leves, iniciando a producio de
imunoglobulinas IgM e IgD, que sdo a principio detectadas no citoplasma e posteriormente na

membrand dos linfocitos B. Estas células representam 50% dos linfocitos da medula 6ssea. As
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celulas B maduras sdo capazes de produzir imunogiobulinas IgG, IgE e IgA e possuem receptores

de superficie para ativagfio linfocitéria e para os fatores de crescimento (GENETET, 1993).

(s mecanismos responsaveis pela transformagio maligna dos linfocitos, assim como a participagdo
das linfocinas na génese dos tinfomas e ieucemias linfociticas, ainda s3o obscuros (UCKUN, 1990:

HAUUSKA et al,, 1990).

A associagdo de doencas linfoproliferativas com complicacdies autoimunes é descrita tanto em
modelos animais como no homem, podendo variar de 1,86 a 8 4%, (HENCH et al., 1962; LEA,
1964, MILLER, 1967, JONES, 1973, SACKS, 1974; HABLIN et al, 1986; DUHRSEN et al.,

1987 e MICHAELLI et al,, 1987).

Os portadores de LNH desenvolvem preferencialmente autoanticorpos contra antigenos de células
hematopoeticas, tais como hemicias e plaquetas. Estes anticorpos, quando presentes, sio os
responsaveis pela anemia hemolitica autoimune (AHAI) e pela plrpura trombocitopénica imune
(PTIm) (HABLIN et al, 1986; KIPPIS & CARSON, 1993). Entretanto, também sfo descritos
pacientes com autoanticorpos naturais, ndo patolégicos contra antigenos teciduais, como a actina,
a muosing, a queratina, a tropomina, a tireoglobulina e outros (ANDERSEN et al, 1976; VAINIO

et al., 1983, BORCHET et al., 1990, KOURTIS et al., 1994).

(s autoanticorpos naturais detectados em pacientes portadores de LNH podem ser da classe IgA,
igls ou IgM. Provavelmente sua origem seja decorrente da formagfio de anticorpos contra a
neoplasia, que causam destruigdo das células tumorais, com liberagio de antigenos e consequente
producio dos autoanticorpos (KOURTIS et al., 1994). Outras hipdteses para o mecanismo de
formago destes autoanticorpos naturais sdo: alteragdes no sistema de regulago das células T,
causada pela expansdo do tumor ou por agentes externos; respostas imunologicas a estimulos

desconhecidos que poderiam ser também responsaveis pela origem do LNH e, finalmente,
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producio dos autoanticorpos pelas células CD5+, nas LLC de células B (BORCHET et al., 1990;

KOURTIS et al,, 1994).

A AHAT ocorre aproximadamente em 10 a 20% dos pacientes com diagnostico de LLC B (EBBE
et al, 1962; SACKS, 1981; HABLIM et al., 1986; STHOEGER et al., 1993} e em torno de 1,7%

dos pacientes portadores de LNH (JONES, 1973).

A PTIm ¢ diagnosticada em 2% dos pacientes com LLC (EBBE et al, 1962, SACKS, 1938t;
STHOEGER et al, 1993) & em cerca de 0.4% dos pacientes com LNH (JONES, 1973). A
neutropenia imune (RUSLAGI et al., 1983) e 2 aplasia pura da série vermetha {(OBELLOFF &

WALLERBURRY, 1971) sio complicagdes autoimunes raras das doencgas linfoproliferativas.

A patogénese da AHAIL e PTIm nas doengas linfoproliferativas ¢ desconhecida. Nas LLC-B os
autoanticorpos sdo aparentemente produzidos por células B policlonais normats, como
consequéncia de uma alteraclo imune causada pelas células B neoplasicas (SILBERTEIN et al.,
1989; KIPPS & CARSON, 1993; STHOEGER et al., 1993). Alteragdes funcionais nas células T
tambeém foram descritas, por varios autores, como consequéncia de uma redugio do ntmero de
linfocitos T auxiliares e do aumento no niimero dos linfocitos T supressores. Este é provavelmente
o mecanismo responsavel pela hipogamaglobulinemia e pela imunodeficiéncia encontrada nas LLC

de células B (CATOVSKY et al, 1981; KAY, 1981; HABLIN et al., 1986).

{s fendmenos autoimumes geralmente estdo associados aos linfomas de células B, mas casos de
AHAI sdo descritos em pacientes portadores de linfomas T. Provavelmente as células T auxiliares,
que participam do mecanismo de regulagio da produgico de imunoglobulinas, induzam a
proliferacdo de varios clones de plasmocitos, sendo um dos guais o responsavel pela produgio do
anticorpo dirigido contra antigenos eritrocitarios (WHITE et al,, 1983; LAWRENCE et ai., 1586;

MISA & MEGIDO, 1993),
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As AHAI secundarias as doengas linfoproliferativas podem ser: AHAI por anticorpo "quente”
(imunoglobulina da classe IgG & raramente IgA); doenga de aglutinina a fiio (imunoglobulina da
classe IgM) e AHAI tipo mista (imunoglobulina da classe IgG associada a IgM) (DACIE, 1975;
PRUZANSKI & SHUMAK, 1977, FRANK et al., 1979; CRISP & PRUZANSKI, 1982; SOKAL

et al, 1983 KAl et al, 1991; WALKER et al,, 1993),

Os anticorpos da classe IgG representam de 48 a 70% dos casos de AHAI (SOKOL et al, 1981;
BRANCH et al,, 1984). Estes anticorpos geralmente sdo dirigidos contra antigenos complexos do
sistema Rh e sua especificidade é definida apenas se hemacias de fenotipos raros do sistema Rh
sdo disponiveis para investigagio (BRANCH et al., 1984). Outros anticorpos da classe IgG
tambem sdo descritos, tais como: anti-Ena, Gerbich (Ge), It, Kidd a {(Jka), Kpb (K4), Kel 5 (X5),
Kel 13 (K13), Langeris (Lan), Lw, N, U, Sc1 (SCIANA), Wrb (Fritz) e Xga (VOS et al, 1973;

ISSIT, 1976, GARRATY, 1991).

As doencas de aglutinina a frio representam de 16 a 32% dos casos de AHAI (PETZ, 1980;
SOKOQL et al, 1981) .Geralmente sfo causadas por anticorpos anti-I, ocasionalmente anti- e
raramente ant-Pr (MARSH & JENKINS, 1960; ROELCKE. 1974; CRISP & PRUZANSKI,
1982, YVON DEM BORNE et al, 1982, CHAPLIN et al, 1986; GARRATY, 1991;

KIRSCHEINK et al., 1992),

A anemia hemolitica do tipo mista, causada pela associagio de anticorpos de classes diferentes,
representa de 7 a 8% dos casos de AHAI (SOKOL et al, 1981 SHULMAN et al., 1985).
Frequentemene a especificidade nfo ¢ definida, mas anticorpos como anti-I e anti-i podem estar

associados a IgG sem especificidade definida (SOKOL et al., 1983; KA et al., 1991).

A investigacdo da presenca de autoanticorpos antieritrocitarios ¢ realizada rotineiramente pelo

teste direto da antiglobulina ou Coombs direto, com soros poliespecificos e monoespecificos
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{anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM e anti-complemento). Nos casos em que o teste € positivo, realiza-se
a eluiciio do anticorpo e tenta-se definir sua especificidade através de painéis de hemacias. No soro
¢ sempre investigada a presenca de anticorpos. Quando presentes, sdo também testados contra
painéis de hemacias com o objetivo de se definir sua especificidade (SALMON et al., 1991;

WALKER et al,, 1993).

Tendo em vista que os LNH podem cursar com alteragdes autoimunes associadas e que
constituem um grupo de neoplasias pouco estudadas no continente Sul Americano e,
particularmente, em nosso meio, foi realizada uma investigagiio imunoldgica eritrocitadia, ao

diagnostico, em um grupo de pacientes adultos portadores de LNH.
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Us objetivos deste trabalho foram:

L. Determinar a frequéncia de autoanticorpos antieritrocitarios em pacientes adultos portadores de

LNH, na populaciio brasileira.

2. Analisar 2 associaglio entre o tipo imunologico do LNH (B e T), o grau de malignidade ¢ o

estadiamento com a presenca de autoanticorpos antieritrocitarios.

3. Determinar a frequéncia de hemélise extra-vascular clinica e laboratorial ¢ o tipo de anticorpo

envolvido, nos pacientes portadores de LNH.
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CASUISTICA

Foram estudados 77 pacientes adultos portadores de linfoma niio Hodgkin, ao diagnéstica, nio
transfundidos nos Gltimos quatro meses, atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade

Estadual de Campinas no periodo de margo de 1992 a novembro de 1993

O diagnéstico foi realizado pelo estudo histologico do linfonodo ou de outro tecido ou orgio

acometido, incluindo o estudo histolégico da medula 6ssea.

Os dados relativos a identificagdo, 4 historia, ao exame fisico e aos exames complementares foram
obtidos de informagdes contidas nos prontudrios dos pacientes e por interrogatério clinico
especifico, com o objetivo de investigar uso de medicamentos, histéria gestacional e transfusional

detalhada {Anexo 1).

A classificagdo histologica dos LNH foi realizada segundo Kiel (LENNERT & FELLER, 1992) ¢
o estadiamento clinico conforme os critérios propostos em Ann Arbor (CARBONE et al., 1971),

Os casos de LLC foram estadiados de acordo com Rai (RAT et al., 1975).

Ao exame fisico foram avaliados: massas tumorais, linfonodomegalia, visceromegalia abdominal,
bem como outros dados clinicos da presenca do linfoma. O térax foi avaliado por estudo
radiologice simples ou planigrifico ¢ o abdome através de ultrassonografia e/ou tomografia

computadorizada, Néo foi realizado estadiamento cirdrgico através de laparotomia exploradora.
Foram realizados 0s seguintes exames complementares ao diagnostico:

. Hemograma com contagem de plaquetas e reticuldcitos

As contagens globais foram realizadas pelo contador eletronico Cell Dyn 1600® ¢ 3 contagem

diferencial fol feita em estregaco com corante tipo "Romanovsky”. A contagem de

Casuistica e Métodos 11



reticulcitos foi realizada diferencialmente entre as hemacias, apos coloragio supravital pelo

aznl de cresil brilhante (DACIE & LEWIS, 1975),

2. Exames bioquimicos que fazem parte do estadiamento, como dosagens séricas de fosfatase
alcalina, dehidrogenase lactica (DHL), uréia, creatinina, eletroforese de proteinas,
transaminases hepaticas, e os exames necessarios para avaliacdo de hemodlise extra-vascular
como bilirrubinas direta e indireta e urobilinogénio urinario. Estes exames foram realizados

pelas técnicas descritas por TIETZ , FINLEY & PRUDEN (1990).

Grupe Controle

Poram selecionados 41 individuos adultos, clinicamente sadios — 15 pessoas do sexo feminino e
26 do sexo masculino — com média de idade de 424 anos e sem historia de ingestdo de
medicamentos. A média de idade do grupo controle foi menor que a da casuistica estudada, pelas
dificuldades encontradas em selecionar um grupo de individuos sadios, que ndo utilizavam nenhum
medicamento, com média de idade de 57 anos. Este grupo foi submetido & mesma avaliagdo

imunolégica eritrocitaria realizada nos pacientes portadores de linfoma nio Hodgkin,
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METODOS

Realizado perfil imunohematolégico dos 77 pacientes portadores de LNH e do grupo controle. Os

testes stiio descritos a seguir e demonstrados de forma resumida no Quadro 1.

1. Determinaciio de grupo sanguineo ABO

Foi realizada prova eritrocitiria ¢ sérica pela técnica de aglutinagio em placa de opalina
(ROUGER & SALMON, 1981). Os antisoros utilizados nas provas eritrocitarias foram anti-A,

anti-B ¢ anti-AB policlonais, com titulagio de 1:128 e, nas provas séricas, hemécias A}, BeO.

Em todos os pacientes do grupo A os subgrupos foram investigados através de provas

eritrocitarias com soros anti-A; e anti-H com titulagio de 1:8.

2. Determinacio do fenétipo Rho (D)

A determinagio do fendtipo Rh foi realizada pela técnica de aglutinagio em placa de opalina,
utilizando o soro anti-D policlonal (IgG e IgM), com titulagiio de 1:128. Em todos os casos foi

feito controle do teste em meio albuminoso (ROUGER & SALMON, 1981),

Nos pacientes Rho (D) negativos, foi realizada a pesquisa do antigeno D fraco ¢ incompleto pelo
teste direto da antiglobulina, e em paralelo foi realizado o controle da técnica. Nos casos em que 0
controle do teste foi positivo, a determinagio do fendtipo foi feita com soro anti-D da classe IgM

reagente em solugdo salina, com titulagio de 1:1024 (WALKER et al., 1993).

As hemacias dos pacientes Rho (D) negativos também foram testadas com o soro anti-CDE
pohclonal, com titulacio de 1:16. O método aplicado foi o descrito no protocoio do fabricante do

SOT0.
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3. Teste direto da antiglobulina - Coombs direto

a) Teste direto da antiglobulina em tubo (WALKER et al., 1993).

Para a realizagfio do teste de Coombs direto foi utilizado soro antiglobulina humana
poliespecifica (anti-IgG, anti-C;b e anti-Csd), com titulagio de 1:256.

As amostras ndo reagentes macroscopicamente foram mantidas & temperatura ambiente
durante 15 minutos, ¢ posteriormente centrifugadas. Em seguida as leituras foram repetidas.
Como controle da técnica, foram adicionadas, posteriormente, hemacias sensibilizadas com
anticorpos da classe IgG (anti-D) nos tubos com resultados negativos, e uma nova leitura foi

reatizada,

b) Teste direto da anti-gamagiobulina em tubo { WALKER et al., 1993).
O mesmo método descrito acima foi realizado com o soro anti-gamaglobulina

{anti-IgG) com titulacio de 1:256.

¢) Teste direto da antiglobulina, pela técnica de gel-centrifugacdo, com solugio de baixa forca
idnica - LISS {LAPIERRE et al., 1990).

O teste direto da antiglobulina em gel foi realizado com equipamentos e reativos da

Diamed®. A técnica empregada foi a preconizada pelo fabricante.

) Classificagio dos autoanticorpos ¢ do complemento pelo teste direto da antiglobulina com a
técnica de gel-centrifugacdo (LAPIERRE et al , 1990).

O teste direto da antiglobulina, monoespecifico, foi feito com o "DC Screening Coombs

Monoespecifico” Diamed® com os soros: anti-Ig(, anti-IgM] anti-C3, anti-C3d e anti-C4.
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4. Eluicdo pelo cloreférmio

Com o intuito de se determinar a especificidade do anticorpo, detectado pelo teste direto da
antiglobulina, foi realizada a eluiglio do anticorpo pela técnica do cloroformio (BRANCH, SY -

SIOK - HIAN & PETZ, 1982),

5. Pesquisa de anticorpos séricos

A pesquisa dos anticorpos séricos foi realizada em duas etapas distintas: inicialmente foram feitos

0s testes de triagem e posteriormente a identificacio dos anticorpos. Para a triagem dos anticorpos

séricos foram utilizados os reagentes eritrocitarios Biotest®, com os seguintes fenotipos para o
sistema Rh: RiR; ou Ryr e RyR; ou Ryr e com o0s antigenos eritrocitarios, descritos a seguir,
presentes: Kell (K, Celano (k}, Rautemberg (Kpb), Mathews (JSb), Duffy a (Fya), Duffy b (Fyb),

Kidd a (Jka}, Kidd b (Jkb), Lewis a (Lea), Lewis b (Leb), M N S, s, P, e Lutheran b (Lub).

Foi realizado o autocontrole em meio salino, com leitura apds incubagdio 4 temperatura ambiente
{26 2 28°C), alem do aurocontrole que acompanhou todas as técnicas de pesquisa de anticorpos

séricos descritas a seguir (WALKER et al., 1990},
Técnicas utilizadas:

a) Teste indireto da antiglobulina em tubo com Liss (LOW & MESSETER, 1974, MOORE &

MOLLISON, 1976; ROUGER et al., 1980)

Para realizagdo do refenido teste foi utilizada antiglobulina humana poliespecifica (anti-IgG,

anti-C3b e anti-C3d), com titulagdo de 1:256.
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b) Teste indireto da antiglobulina com polietilenoglicol-PEG (NANCE & GARRATY, 1987,

WENZ & APUZZO0, 1989; WENZ, APUZZO & SHAH, 1990)

O polietilenoglicol foi obtido da Sigma®, com peso molecular 3.650 e preparado com
tampdo PBS (pH - 72). O soro utilizado foi anti-gamaglobulina  humana

{anti-Ig(3) com titulacdo de 1:256.

¢} Teste indireto da antiglobulina em tubo com hemécias pré tratadas com papaina

Os eritrocitos foram previamente tratados com uma solugfio de papaina (ROUGER et al.,

1985).

Preparo da solugio:
Solugdo 1: A papaina Sigma® foi diluida em solugio de Nacl a 0,9% (10 mg/ml); deixada a

4°C durante 18 horas e centrifugada, antes de sua utilizacfo.

Solugdo 2: Dissolvido cloridrato de L-cisteina da Sigma® em sclugdo de NaCl 0,9% na

concentragdo de 2 mg/mi.

Solugdo 3: Dissolvido NanHPOy Sigma® em solugfio de NaCl 0,9% na concentracio de
36 mg/ml.

A preparacdo da papaina foi produzida através da mistura das solugdes 1, 2 e 3, na

propor¢io de 1:2:1, respectivamente.

As hemacias a serem pré tratadas foram submetidas a subsequentes lavagens com NaCl

0,9% ¢ posteriomente incubadas em banho maria a 37°C durante 30 minutos, com a solugo

final de papaina. Apds a2 incubagdo, os eritrocitos foram lavados trés vezes com a mesma

solucdo de NaCl 0,9%, para eliminar a enzima proteolitica.
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Em um tubo de ensaio foi colocada uma gota (50 wl) de suspensdo a 3% de hemacias pré-
tratadas com papaina e uma gota de soro do paciente. A reacdc foi incubada durante 10
minutos a 37°C em banho-maria, realizando-se em seguida a leitura. Posteriormente foi
centrifugada durante 15 segundos a 3.000 rpm e repetida a leitura. Em seguida, os globulos
vermelhos foram lavados trés vezes, acrescentado-se duas gotas do soro antiglobulina

humana. Fot entdo realizada a centrifugacfio e repetida a leitura.

d) Teste indireto da antiglobulina pela técnica de gel centrifugagio, com hemacias tratadas com

enzimas (LAPTERRE et al,, 1990, ROSIERS & NASR, 1993)

Foram utilizados reativos (cartdes de gel neutro) e equipamentos Diamed®.

As hemacias de triagem foram pré tratadas com papaina, de acordo com a técnica descrita
anteriormente, sendo que para a reagdo em gel a concentragdo da suspensio de hemécias

utilizada ot de 1.0%.

6. Identificacio dos anticorpos irregulares

Para a identificacio da especificidade do anticorpo, foram utilizados painéis de hemacias

fenotipadas da Biotest® e Diamed®. Estes painéis eram constituidos por hemdcias com os
seguintes fenotipos do sistema Rh: Ry Ry, Ry Ry, 11, 1'r, 11 € com 0s antigenos eritrocitarios

descritos a seguir: K, k, Kpb, Jsa, Fya, Fyb, Jka, Jkb, Lea, Leb, 8, 5, M, N, Py e Lub. No paine}
Biotest® esteve sempre presente uma amostra de hemacias com o antigeno "I" ausente.

{s anticorpos foram wdentificados pelas técnicas em tubo (LISS, PEG e com hemdacias pré tratadas

com papaina) ¢/ou pela téenica de gel centrifugacdo (LISS e hemacias tratadas com enzimas). Os
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reativos utilizados e os métodos empregados foram os mesmos descritos para os testes de triagem

de pesquisa de anticorpos séricos, respeitando-se sempre todas as fases previamente descritas.

Nos casos em que se obteve resultado positivo na pesquisa de anticorpos séricos em uma

determinada técnica, foi realizada a identificacdo deste anticorpo com a mesma téenica.

Além do "pool" de globulos vermelhos com a auséncia de antigeno "I" obtido comercialmente, foi
desenvolvido um painel com hemicias procedentes de corddes umbilicais de quatro recém-
nascidos (RN), considerando-se que estes eritécitos sio ricos em antigeno i. Os globulos
vermelhos dos RN foram lavados oito vezes com solugio salina fisiologica e submetidos aos
seguintes testes: determinacfo de grupo sanguineo ABO/Rh com controle Rh, teste direto da
antiglobulina em tubo com soro antiglobulina humana e com soro anti-gamaglobulina humana e
teste direto da antiglobulina realizado pela técnica de gel - centrifugagio com soro poliespecifico e

com soros monoespecificos (anti-IgG, anti-IgM, anti-C3, anti-C3d e anti-C4).

Nos casos em que houve a suspeita da presenga do anticorpo anti-I, o soro do paciente foi testado
contra um painel de hemécias produzido a partir de amostras de sangue procedentes dos cordBes
umbilicais, visando definir a especificidade do mesmo. Foram preparadas quatro suspensdes de
hemdcias de cordde a 3% com solugio de NaCl a 0,9%. Em um tubo de ensaio foi colocada uma
gota (50 ul) desta suspensdo e duas gotas do soro do paciente. A mistura foi incubada a 4°C
durante 60 minutos, centrifugada por 15 segundos a 3000 rpm e em seguida foi reslizada a
primeira leitura. Posteriormente, fol incubada 4 temperatura ambiente por 60 minutos e foram
repetidas a centrifugaciio e a leitura. Finalmente, a mistura foi incubada a 37 °C em banho-maria,

durante ¢ mesmo intervalo de tempo, e, ap0s a centrifugagiio, foi realizada a Gitima leitura.
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Os critérios utilizados para considerar o anticorpo como provivel anti-I ou especificidade

sugestiva de anti-I foram:

- resultados positivos das reagBes do soro do paciente com as hemécias procedentes de

individuos adultos;

- resultados negativos das reagbes com as quatro amostras de eritrocitos do painel de hemacias,

produzidas a partir de sangue de corddes umbilicais;

- resultado negativo da reagdo com o reagente eritrocitdrio, obtido comercialmente, com

auséncia do antigeno L
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Quadro L. Roteiro da avaliaghio imunologica eritrocitéria dos pacientes portadores de linfoma niio

Hodgkin e do grupo controle

1, Determinagdo de grupo sanguineo ABQ/Rh
2. Teste direto da antiglobulina - Coombs direto:
- técnica em tubo com o soro antiglobulina humana poliespecifica
~ técnica em tubo com o soro anti-gamaglobulina
- técpica de gel centrifugacio:
— teste direto da antiglobulina com o soro poliespecifico
- teste direto da antiglobulina com o soro monoespecifico
3. Elsigio do anticorpo pela técnica do cloroformio e identificagdo do anticorpo
4. Pesquisa e dentificago de anticorpos séricos pelo teste indireto da antiglobulina:

técnica em tubo com LISS

i

técmica em tubo com PEG

técnica em tubo com hemicias tratadas com enzimas

H

t

teécnica de gel-centrifugacdo com hemacias tratadas com enzimas

3. Autocontrole
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Controle de Qualidade dos Reagentes

Todos os antisoros obtidos comercialmente e utilizados na avaliagio imunohematolégica foram
testados previamente com relagio a especificidade, & sensibilidade, 4 avidez e ainda titulados. Os

reagentes eritrocitarios foram avaliados quanto 4 especificidade.

Critérios para Leitura das Reacdes
Lezitura do gel teste (LAPIERRE ef al., 1985}
Os aglutinados sdo separados das hemacias ndo aglutinadas pelo gel:

- em uma reac¢do positiva as hemacias sfo retidas na parte superior do gel ou na superficie

(Figura 1-quinto e sexto tubos)

- em uma reaclo fracamente positiva, os aglutinados sfo distribuidos na suspensdo do gel

(Figura 1- segundo, terceiro e quarto tubos)

- um aglomerado de hemécias no fundo do microtubo com gel traduz uma reagdo negativa

(Figura l-primeiro tubo)

A leitura foi quantificada segundo a Figura 1.

Leitura da Aglutinacdo em Tubo (MARSH, 1972).

A aglutinacdo em tubo de ensaio (12 x 75 mm) necessita de uma discreta centrifiigagio e de uma

suave ressuspensdo do "botdo" de hemacias.

A reagdo foi avaliada em aglutinoscopio com aumento de cinco vezes, Alphalab® e ainda

microscopicamente com o aumento de 100 vezes.
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Figura 1. Leitura do gel teste (Lapierre et al., 1986)
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A intensidade de aglutinagdo seguiu os critérios descritos abaixo:

um unico aglutinado
nenhuma hemacia livre 4 + score 12

grandes aglutinados 3 + score 10

varias aglutinagdes grandes
auséncia de hemacias livres 2 + score 8

pequenas aglutinagdes, que sdo perfeitamente detectaveis macroscopicamente

presenca de hemacias livres 1 + score 5

poucos aglutinados macroscopicos
numerosos aglutinados microscopicos com aproximadamente 6 hemacias

presenga de hemacias livres no fundo + score 3

macroscopicamente negativo
aglutinagdes microscopicas de 2 a 3 hemacias (+) score 2

auséncia de aglutinagdo microscopica 0 score zero
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Leitura de Aglutinagio em Placa de Opalina (ROUGER & SALMON, 1981) (Figura 2)

Na mistura da hemacia com o soro sobre a placa de opalina, foi feito um circulo de

aproximadamente 2 cm de diametro.

A intensidade da aglutinagdo foi avaliada segundo os critérios semi quantitativos abaixo definidos:

aglutinagdo total sem globulos livres i
até 10 aglutinados -
mais de 10 aglutinados +

micro-aglutinados (+)
auséncia de aglutinagdo - (negativo) (-)
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Figura 2. Leitura de aglutinagdo em placa de opalina (Rouger & Salmon, 1981)
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ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a analise estatistica dos resultados. Os 77 pacientes portadores de LNH foram

analisados em tabelas de distribuigdo de frequéncias e percentagens.

Com o objetivo de analisar se existem associagdes entre os tipos imunologicos de LNH, graus de
malignidade e estadiamento com as alteragdes imunologicas eritrocitarias, foram formadas as
tabelas de contingéncias e realizados os testes exato de Fisher e do Chi Quadrado (X%

(BEIGUELMAN, 1988).
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DADOS CLINICOS
1. Idade e Sexo

A média de idade, considerando ambos os sexos, foi de 57,4 anos. A distribuigio por sexo mostra
que 54,5% dos pacientes eram do sexo masculino e 45,4% do sexo feminino (M / F = 1,2). O
Grafico I refere a incidéncia do linfoma por faixas etarias e mostra uma maior frequéncia da
doenga na 6" e 7* décadas. O Quadro II apresenta a analise estatistica das idades, do total de casos

estudados, dos sexos masculino e feminino.
2. Diagnostico

O diagnostico da doengca foi feito pelo estudo do linfonodo ou tecido extra-nodal acometido. Além
dos casos proprios de nosso servigo, alguns pacientes foram encaminhados de outras institui¢des
ja com diagnosticos. Neste casos, as laminas e/ou blocos em parafina com fragmentos anatomo-
patologicos foram reanalisados. Todo o material histologico foi revisto e reclassificado segundo a

classificacao de Kiel (LENNERT & FELLER, 1992).

Dos 77 casos estudados, 41 (53,2%) foram diagnosticados como linfomas de baixo grau e 36

(46,7%) como linfomas de alto grau de malignidade.

O tipo imunologico do linfoma (B ou T) foi definido pela avaliagio morfologica em 57 casos
(74%) e pela imunohistoquimica em 10 casos (12,9%). Em 10 pacientes ndo foi possivel a

defini¢do do tipo imunolégico do LNH.

Dos 67 casos que foram classificados com relagdo ao tipo imunologico, 60 eram linfomas B e sete
linfomas T. O Quadro III mostra a distribui¢do destes casos de LNH, em alto e baixo grau de

malignidade, e em seus varios subtipos.

Resultados 27



Pacientes

25

20

w

o
|
T

15-20

Grifico 1.

Resultados

B masculino + feminino
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Quadro II.  Analise estatistica das idades do total de casos estudados, nos sexos masculino e
feminino

Analise dos dados: Dentre os pacientes portadores de LNH, tanto para ¢ sexo feminino guanto

masculino, ndo foram observadas direrengas estatisticas significantes,

Teste de Wilcoxon: X7 = 1,3380, p-v = 0,2474
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CQuadro I1, Distribuigdo dos linfomas nfio Hodgkin entre os tipos B ¢ T e subtipos

TIPO B
Centroblastico
Imunoblastico
Burkitt
Linfoblastico
Nio definido subtipo

TIPO T
Pleomodrfico de grandes células
Linfoblastico
Nio definido subtipo

Nio ciassificade imunologicamente

17
02
02
01
02

01
01
03

06

TIFO B
Linfocitico
Leucemia linfocitica cronica
Leucemia de células cabeludas
Linfoplasmocitico-linfoplasmocitdide (imunoicitoma)
Centroblastico-centrocitico
Centrocitico
ndo definido o subtipo

TIPO T
Angioimunobléastico

Nio classificado imunologicamente

04
03
13
09
01
06

02

02

Total

Besultndos
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Dos 60 casos de LNH classificados como do tipo B, em 52 deles classificou-se o subtipo,
conforme demonstrado no Quadro III, sendo 36 casos de linfomas de baixo gran e 24 casos de
alto grau de malignidade. Dos sete casos de linfomas T, em apenas quatro foi possivel a
classificaciio, sendo dois casos de linfomas de baixo grau de malignidade, subtipo linfoadenopatia
angicimunoblastico e dois casos de linfomas de alto grau de malignidade, um caso do subtipo

pleomérfico de médias e grandes células e um caso linfoblastico.

Em 11 casos ndo foi possivel a conclusio do subtipo histolégico pelo exame andtomo-patologico.

3. Estadiamento

Do ponto de vista clinico, 69 casos de LNH nio leucemizados foram estadiados segundo a
convengio de Ann Arbor (CARBONE et al.,, 1971). Foram observados oito casos no estadio [, 13
casos no estadio 11, 14 casos no estadio IIT e 34 casos no estadio I'V, conforme representado na

Quadro IV.

Os quatro casos de leucemia linfocitica crénica foram estadiados de acordo com os critérios de
Rai (RAI et al,, 1975) sendo um caso no estadio IIl e trés casos no estadio IV, conforme
representado no Quadro V. Os trés casos de leucemias de células cabeludas ndo foram estadiados

pelas caracteristicas clinicas proprias da doenga.

Em um caso 0s requisitos propostos para o estadiamento ndo foram cumpridos, sendo portanto

excluidos desta analise estatistica.
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Quadro IV, Estadiamento dos linfomas nfio Hodgkin segondo a convenclio de Ann Arbor

Resultados

(CARBONE et al., 1971)

IA
IB
HA
1B
IMmA
IH ]
IVA
IVB

5.8

5,8
11,6
72

43
16,0
13,0

36,3

e -t‘:dtal:-_. R

Sintomas: A-34,78% (24 casos)

B-65,22% (45 casos)
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Quadro V. Estadiamento das leucemias linfociticas cronicas, conforme os critérios de Rai

{RAI et al, 1975)

Il 1 759,

v 3 75%

Resultados 53



4. Linfomas nio Hoedgkin, associados com fendmenos autoimunes e/ou com doen¢as que

comprometem o sistema imune

Dos 77 casos de linfomna nfio Hodgkin, em 8 casos (10,4%}) foram encontradas doengas do sistema
imune associado, sendo um caso de lupus eritematoso sistémico (LES), um caso de lupus
eritematoso discoide (LED), dois casos de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), e dois
casos de purpura trombocitopénica idiopatica (PTI). Um paciente tinha antecedentes de anemia
hemolitica autoimune (AHAI) e outro apresentava quadro clinico e laboratorial de hemélise extra

vascular na época da avaliaggo.

5. Avaliacfio Clinica ¢ Laboratorial da Hemélise

Na analise clinica e laboraforial dos resultados, constatou-se apenas um caso de hemolise
extra-vascular: um paciente de 32 anos, do sexo masculino e portador de linfoma nio Hodgkin
tipo B de baixo grau de malignidade. O subtipo histolégico nfo foi defimido. Os dados

laboratoriais deste caso estio demonstrados no Quadro VI

6. Eletroforese de Proteinas

A eletroforese de proteinas foi realizada em 69 casos, dos 77 pacientes estudados. Em 52 (75,3%)

pacientes foram detectados niveis normais de albumina sérica e em 17 (24,6%), hipoalbuminemia.

Quantos aos nivers de gamaglobulina, 12 casos (17,4%) apresentaram hipogamaglobulinemia, 40

casos (57,9%), niveis normais de gamaglobulina e 17 casos {24,6%), hipergamaglobulinemia.

Em quatro casos (5,8%), encontramos gamopatia monoclonal, Todos os pacientes eram
g ) gamop p
portadores de linfomas B de baixo grau de malignidade; trés casos de imunocitoma e um caso cujo

subtipo histolégico ndo foi definido. Estes dados estfo expostos no Quadro VIL
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Quadro VI. Resultados laboratoriais do paciente DF (46) com quadro clinico e laboratorial de

hemolise extra-vascular

Paciente |

46-DF 7,4 21 95

22,9

2,5

2,3 0,4 1,9 2,0

Hb - hemoglobina (g/dl}

Ht - hematéerito (9%)

VOM - volume corpuscular médio (f1)

HCM - hemogiobina corpuscuiar meédia (pg)

Ret ~ reticulécitos (%)

Resuitados

URO - urobilinogénic wrindrio {UE/l)
BD - bilirrubina dircta (mg%)

BI - bilirrubina indireta (mg%)

BT - bilirrubina total {mg%s)
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Quadro VIL Fracdes albumina e globulinas em g/dl obtidas pela eletroforese de proteinas -

destaque nos casos de gamopatia monocional

' valores: T buming
L w35 | 35 <08 0,8-1,6 >1.6
N casos B 52 12 40 17 04
% 24,63 7536 | 1739 57,97 24.63 5.79%

Resultados
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7. Avaliacio Imunolégica Eritrocitiria

Dos 77 pacientes avaliados, encontramos 25 do grupo sanguineo A, Rh positivo; dois do grupo A,
Rh negativo; cinco do subgrupo A2, Rh positivo; 13 do grupo B, Rh positivo: dois do grupo B,
Rh negativo; dois do grupo AB, Rh positivo; 25 do grupo O, Rh positivo e trés do grupo O, Rh
negativo. Os resultados da determinagio do grupo sanguineo ABO e fator Rh (D) encontram-se

representados no Quadro VIII,

Dos 77 casos, 49 (63,6%) apresentaram resultados negativos nos testes de avaliagio imunolégica
eritrocitaria e 28 (36,3%) apresentaram algum teste positive na avaliagio imunohematolégica.

Estes dados estdo representados nos Quadros IX e X,

Em nove pacientes, o teste direto da antiglobulina foi positivo, Com o objetivo de identificar a
especificidade do anticorpo, foram realizadas eluicGes dos anticorpos pela técnica do cloroformio
¢ 0 soro foi testado contra um painet de hemécias. Em quatro casos o eluato foi negativo € em

cinco casos o eluato foi positivo, mas nio foi possivel definir o anticorpo.

Em 26 pacientes foram obtidos resultados positivos em pelo menos um teste de triagem para a
pesquisa de anticorpos séricos e/ou autocontrole. No intuito de identificar a especificidade deste
anticorpo, o soro do paciente foi testado contra um painel de hemacias utilizando sempre a mesma

técnica em que o teste de triagem foi positivo.

Os resultados dos testes de identificagfio dos anticorpos séricos foram: 17 pacientes (22,0%) com
autoanticorpos da classe IgM com especificidade provavel de anti-I; trés pacientes (3,9%) com
autoanticorpos da classe IgG sem especificidade definida; um paciente (1,3%) com autoanticorpo

da classe IgM sem especificidade definida e dois pacientes (2,6%) com auto-IgG  sem
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Quadro VI, Resultados da determinagio do grupo sanguineo ABQ e fator Rh (D) nos pacientes

Resultados

portadores de LNH

oo@wm»:‘;w;_;f

positivo
positivo
negativo
positivo
negativo
positivo
positivo
negativo

25
05
02
13
02
02
25
03

32,5
6,5
2,6
16,9
2,6
2.6
33,5
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Quadro X.  ConclusGes das avaliagbes imunchematologicas dos pacientes portadores de LNH

7-BS provavel auto anti - |

8 - CEA alpanticorpo anti -E
10-18P Coombs direto positivo / eluato negativo
13- JCS provavel auto anti - I
14 - JRS provavel auto amtt - I
16-JT provavel auto anti - 1
I8 - LSF anticorpo a frio sem especificidade definida
20 -MD provavel auto anti I
27-VDP provavel auto anti I
28 -WT provavel auto anti I
29 - ZAV aloanticorpo anti-K
32 - ASA autoanticorpo do tipo IgG
provavel auto anti - |
35 ARS provavel auto anti - 1
38- AAB provavel auto anti - 1/ aloanticorpo anti-E
41 - BFC autoanticorpo do tipo 1gG.
42 -BS aloanticorpo anti-Lea
46 - DF autoanticorpo do tipo 1gQ
provavel auio anti - |
47 - DRD autoanticorpo do tipo 1gG
48 - EPJ provavel auto anti -1
51-4T provavel auto anti - [
53 -GS provavel auto anti -1
54 . GPF aloanticorpo anti - E
provavel auto anti - 1
62 - ICR provavel auto anti - 1
64 - I8 provéavel auto anti - I
65-LF provavel auto anti - |
76 - OAD provavel auto antt - I
78 - PAS Coombs direto positivo / eluato negativo
81 - RBL autoanticorpo do tipo IgG
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especificidade definida, associado a um provével auto anti-I. Estes resultados estio demonstrados

no Quadro X

Em cinco pacientes (6,5%) foram identificados aloanticorpos: trés anti-E, um anii-K e um anti

Lea. Estes dados estio demonstrados no Quadro X1,

Nio foram detectadas alteragGes nos resuitados dos testes imunchematolégicos em cinco
pacientes que faziam uso regular de medicamentos. A relagio dos pacientes e drogas esta

apresentada no Quadro XI1

Na analise da associaco de autoanticorpos anti-eritrocitarios com o tipo imunolégico do linfoma,
verificou-se que, dos 60 casos do tipo B, 12 pacientes (20%) apresentaram provaveis auto anti-I;
trés outros pacientes {5%), auto IgG sem especificidade definida; dois pacientes (3,3%), auto IgG
sem especificidade definida associada a auto anti-I e, em um paciente (1,6%), foi verificada a
presenga de um anticorpo a frio sem especificidade definida. Nos sete casos de linfomas
classificados como do tipo T, em trés foram detectados provaveis auto anti-I. Os 10 pacientes em
que o tipo imunoldgico do linfoma ndo foi definido nfio foram incluidos nesta analise estatistica

{Quadro XIII).

Na andlise da associagio do grau de malignidade dos LNH com a presenga de autoanticorpos,
venficamos que em 16 casos (38,9%) dos linfomas de baixo grau de malignidade ¢ em sete casos
(19,5%) dos linfomas de alto grau de malignidade foram identificados autoanticorpos (provavel
auto anti-I e/ou auto IgG sem especificidade definida ou autoanticorpo a frio sem especificidade

definida). Estes dados estdo descritos no Quadro XIV.
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Quadro XI. Provavel etiologia da aloimunizagio em pacientes com aloanticorpos

anti-eritrocitarios

pacientes. . - 3593‘1“901"1303 . . provaveletio d

§-CEA anti-E -
29 -ZAV anti-K multipara-aloimunizacio feto-materna
38 - AAB anti-E -

42 - BS anti-Lea -

33-GS anti-E antecedente transfusional
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Quadro XIL Relagio dos pacientes que tomavam regularmente medicamentos e nomes das

drogas

31-ALA paracetamol-codeina-nifedipina
39 - AMP nifedipina-hidroclortiazida-cetoconazol
50 - EG prednisona (10mg/dia)
74 - MCD furosemida-hidroclortiazida-cloridrato de amiloridina
79 - RLM hidroclortiazida
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Quadre XIIL Correspondéncia entre o tipo imunolégico do LNH (B ou T) e a presenca de

autoanticorpos

T 4 1 &1 o3 49| - - . . ] )

indeterminado 8 20 ) 20 - - - -

autg-al: provavel auto angi- aa-f. auto anticorpo a frio sem especificidade definida
Andlise dos dados:

Nio ha evidéncia de associagdo estatisticamente significativa entre o tipo do LNH (B ou T) e a presenga de

autpanticorpo (feste Chi quadrado x; =3,513, p-v = 0,898, teste exato de Fisher; p-v =0,871).

Resultados 45



Quadro XIV.  Cormrespondéncia enire o grau de malignidade dos LNH e a presenca de

autoanticorpos

agm 2% | 86 6 | 167 | - . ) ) y 28
bgm 25
total |54 -
agm: linfoma de auto grau malignidade bgm: linfoma de baixo grau de malignidade
Analise dos dados:

Nio houve evidéncia de associacdo estatisticamente significante entre o grau de malignidade ¢ o tipo de
autoaniicorpos, embora haja uma clara tendéncia dos linfomas de baixo grau de malignidade se associarem 2
presenca de antoanticorpos antieritrociidrios (teste Chi quadrado x: = 3,508, p-v = 0,061 teste exato de Fisher;
p-v = 0,082).

Resuliados 46




Na andlise da associagdo dos LNH de baixo grau de malignidade B e T, com a preseca de

autoanticorpos anti-eritrocitarios, o resultado abtido nio foi estatisticamente significativo (teste

exato de Fischer; p-v = (,149).

Na avaliago estatistica da associagio do estadiamento dos LNH com a presenga de
autoanticorpos anti-eritrocitarios verificou-se que, dos 73 casos que foram estadiados, em cinco
pacientes (23,8%) com linfoma no estadio inicial (I ou II) ¢ em 17 (37,7%) pacientes com linfoma
em estadio avancado (IIf ou IV}, foram identificados autoanticorpos. Os trés casos de lencemia de
células cabeludas ¢ um caso de LNH nfio leucemizado nio estdo incluidos nesta analise estatistica,

por ndo apresentarem estadiamento. Estes dados estio demonstrados nos Quadros XV e XVI

Dos 8 casos (10,4%) de linfomas ndo Hodgkin com doengas do sistema imune associadas,
wlentiticou-se quatro pacientes portadores de autoanticorpos: em um caso provavel auto anti I; em
dois outros, auto-IgG inespecifica e em um caso a associacdo de ambos. Estes dados estio

demonsirados nos Quadros XVII e XVIIL

Nos 41 individuos do grupo controle que foram submetidos 4 avaliagio imunchematolégica todos

o8 testes foram negativos e, portanto, nenhum autoanticorpo ou aleanticorpo foi detectado.
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Quadre XV. Correspondéncia entre o estadiamento dos LNH e a presenca de autoanticorpos

anti-eritrocitarios, distribuidos segundo os tipos

%% n % n 9% n % n %
i 6 75 2 25 - “ - - - -
i 10 76.9 2 15,4 - - i 7.7 - .
11} 10 86,7 5 33,3 - - - - - -
v 25 | 676 | 7 (1891 3 8,1 - - 2 5.4
Ctetals f ST 699 | 1 T
Andlise dos dados:

Mio ha evidéncias de associagio entre o estadiamento dos LNH e o tipo de autoanticorpos (teste do Chi guadrado:

Xf: = 1,985 ; pov = 0,53; teste exnto de Fisher: pv = (0,792)
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Quadrs XVL Correspondéncia entre o estadiamento dos LNH e a presenca de autoanticorpos

n % n %
inicial 16 76,2 5 23,8
avangado 35 67,3 17 32,7

Andlise dos dados:
Considerando os estadiamentos I ¢ II, como estdgios iniciais da doenca e os estadiamentos [T e I'V como estagios

avangados, verificamos que também nfio hi evidencias de associagdo entre o estadiamento e a presenga de

autoanticorpos (teste Chi quadrado X7 = 0,561, p-v = 0,454; teste exato de Fisher: p-v = 0,577).
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Quadre XVII. Relagio dos pacientes que apresentavam doengas de comprometimento do
sistema imnunologico ¢ presenca de auto anticorpo.

28 -WT SIDA provavel auto anti -1

46 - DF AHAI auto Ig(y inespecifica e provavel auto anti- |
47 -DRD PT1 auto IgG inespecifica

21 - RBL AHAI auto IgG inespecifica®

* antecedentes de aneria hemolitica autoimune
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Quadro XVIIL. Correspondéncia entre doengas do sistema imune associadas ao LNH e a
presenca de autcanticorpos.

“doengas imunes -
n 1
augente 50 19
AHAI - 2
SIDA 1
LED 1 -
LES 1 .
1 1

Andlise dos dados:
Nio existe evidéncia de associagdo entre doengas imunes ¢ LNH com a presenca de autoanticorpos (teste Chi
guadrado Xi = 6,501; p-v = 0,261; teste exato de Fisher: p-v = 0,178)

Resuitados 5






A incidéncia dos LNH cresce de forma sigmificativa no mundo. Nos EUA foram diagnosticados
cerca de 40.000 casos em 1993 e estima-se atingir de 70.000 a 80.000 casos por ano no micio do
proximo século. O crescimento da incidéncia dos linfomas € explicado pelo aumento da
expectativa de vida, nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, € pelo crescente niimero de
pacientes infecctados pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)Y (ARMITAGE & DURIE,

1992),

Em nosso meio ndo ha dados conclusivos sobre os LNH, tanto do ponto de vista epidemiolégico
como clinico. Varios aspectos fisiopatologicos dos linfomas nfo estio ainda totalmente
esclarecidos. Pouco se sabe sobre as alteragles imunclogicas e menos ainda a respefto das

imunohemaiologicas.

O perfil imunohematologico geral, realizado nos pacientes portadores de LNH, teve como
objetivo investigar a presenca de auto e/ou aloanticorpos anti-eritrocitarios ou seja, anticorpos
dirigidos contra antigenos eritrocitérios proprios e anticorpos resultantes de respostas imunes a

alpantigenos.

0Os autoanticorpos, aderidos a membrana eritrocitaria, foram detectados pelo teste direto da

antiglobulina, com soros poliespecificos e monoespecificos.

(¢ anticorpos séricos foram pesquisados em diferentes téenicas, com meios potencializadores das
reacdes de aglutinaciio, como a solugo de baixa forga idnica e o polietilenoglicol (PEG). A
investigacio destes anticorpos também foi feita com hemécias pré tratadas com enzimas. Esta
técnica aumenta a sensibilidade do teste para a detecgiio de alguns anticorpos, como os dirigidos

contra antigenos dos sistemas Rh e Kidd (WALKER et al., 1993).
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A associagdo de doencas linfoproliferativas com fendmenos autoimunes ¢ amplamente discutida na
literatura (HENCH et al., 1962; MILLER, 1967, PIROFSKY & PORTLAND, 1968; JONES,
1973, DUHRSEN et al., 1987, ROSSI et al., 1988; KELLER. 1992; KIPPS & CARSON, 1993;
KOURTIS et al, 1994). Entre as patologias neoplasicas, os linfomas sio os gque mais
frequentemente se associam a doengas do sistema imunolégico, tais como a AHAIL PTIm, artrite
reumatdide, LES, sindrome de Sjogren, dermatomiosite, tirevidite, vasculite, glomerulonefiite,
dentre outras doengas imunes (BANKS et al., 1979; BERLINER et al,, 1983, SYMMONS, 1985;
KELLER, 1992). As doencas autoimunes podem manifestar-se simultaneamente ou preceder a0
diagndstico da doenga linfoprotiferativa e, em algumas situagdes, aparecem durante a evolugio do
linfoma (MILLER, 1973, PIROFSKY & PORTLAND, 1968; JONES, 1973; DUHRSEN et al.,

1987).

A eticlogia dos distirbios autoimunes nas doengas linfoproliferativas ndo esta ainda totalmente
defimida. Atualmente investigam-se alteragdes a nivel molecular, no sentido de explicar esta
associagdo. Provavelmente os oncogenes sejam o denominador comum da associagio entre

doengas neoplasicas e patologias autoimunes (BOUPAS et al., 1986; KELLER, 1992).

Nos 77 pacientes portadores de LNH estudados, foi encontrada associagiio com PTIm em dois
casos, com LES em um caso, com LED em um caso ¢ com AHAI em dois casos, sendo que um
dos pacientes apresentava, ao diagnostico, quadro clinico e laboratorial de hemélise extra-vascular
2, um outro, antecedente hemolitico. A associacio de doengas do sistema imune ¢ LNH em nossa
caguistica foi de 7,7%. Este dado é semelhante aos relatados por alguns autores, que variam de 1,8
a 8,4% (HENCH etal, 1962; LEA, 1962, MILLER, 1967, JONES, 1973; SACKS, 1974,

HABLIN et al, 1986; DUHRSEN et al., 1987).
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Os autoanticorpos naturais, inespecificos, dirigidos contra varios componentes do organismo,
como proteinas do citoesqueleto, acidos aucleicos, coligeno e substancias exdgenas, sd0 descritos
em pacientes portadores de LNH (ANDERSEN et al.,, 1976; MICHAELI et al,, 1987;: BOUCHE
et al., 1990, KOURTIS et al, 1991; KOURTIS et al., 1994). Os autoanticorpos dirigidos contra
antigenos enirociarios responsaveis por guadros hemoliticos sio relatados em 10 a 20% dos
pacientes portadores de LLC e em 1,7% dos portadores de LNH. A LLC e suas variantes sfo
consideradas entidades particulares dentro do grupo dos LNH, pois possuem determinadas
peculiaridades como a hipogamaglobulinemia ¢ a elevada incidéncia de fendmenos sutoinmines
associados {(EBBE et al., 1962, JONES, 1973; SACKS, 1981; HABLIN et al., 1986; STHOEGER

et al., 1993).

Geralmente os autoanticorpos patoldgicos originam-se nos clones de células B normais, embora
algumas vezes possam originar-se do clone de células B neoplasicas (SILBERSTEIN et al,, 1989;
BOURCHE et al, 1990; STHOEGER et al, 1993; KIPS & CARSON, 1993). A origem dos

autoanticorpos a partir de céluias B normais ¢ demonstrada pelos seguintes fatos:

1. o1sotipo da imunogobulina (Ig) do autoanticorpo difere do isotipo da Ig expressa pelo clone de

¢éiulas malignas;

v

nfo existe relagio entre o nivel circulante do autoanticorpo e seu significado clinico com a

duracio e com a severidade da doenga infoproliferativa;

3. a terapia imunossupressora induz 4 remisséio clinica da patologia autoimune, em alguns casos,

sem afetar a evolugio do linfoma (KIPS & CARSON, 1993).
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Os baixos titulos de aglutininas a fio, clinicamente nio significativas, so encontrados o soro de
individuos normais. Estes titulos podem aumentar na vigéneia de doengas linfoprofifertivas e apos
processos infecciosos por Mycoplasma pneumoniae, virus Epstein Barr, Listeria monocytogenes
e Citomegalovirus, podendo desencadear quadros hemoliticos severos, Os anticorpos a frio,
associados com processos infecciosos, possuem como caracteristica o fato de serem transitérios e
da hemolise evoluir para remissio espontanea em semanas (JENKINS et al., 1960; COSTEA et
al,, 1972, PRUZANSKI & SHUMAK, 1977; JANNEY et al., 1978; JEFFERIES et al., 1993). Na
maioria das vezes, estes anticorpos possuem epecificidades anti-Ifi e anti-Pr (CHAPLIN et al,

1986, SALMON et al.,, 1991; KIRSCHFINK et al., 1992),

Os autoanticorpos anti-I podem aparecer em processos benignos e malignos. Talvez este anticorpo

seja um co-produto da estimulagiic imunologica.

Constatou-se, em 84% dos 1181 indios Yanomanis que habitam na Venezuela, numa regido entre
0s 1ios Orinoco & Ocamo, a presenga de anti-It (LAYRISSE & LAYRISSE, 1968, 1972). Este
anticorpe faz parte do sistema I/i ¢ se caracteriza por reagir fortemente com hemacias de cordio
umbilical (i) e fracamente com erftrocitos de individuos adultos (I), embora reaja fracamente com
hemacias provenientes de individuos adultos com fendtipo i ¢ com hemécias procedentes de
{ynomoiogus monkey, ricas em antigeno i (BOOTH et al., 1966; GARRATY et al, 1972). Em
364 amostras procedentes da populacdo normal da Melanesia (regifio da Indonésia) foram
identificados 76% de autoanticorpos a frio, sendo a maioria deles dirigidos contra antigenos do

sisterma IA.

Provavelmente a elevada incidéncia destes anticorpos esteja relacionada com fatores ambientais ou
com doengas tropicais (CURTAIN et al, 1965, BOOTH et al, 1966; BOOTH, 1972;

GARRATTY et al,, 1972).

ERCHRSE
Dizen 55



Em 29% dos pacientes estudados neste trabatho, foram identificados autoanticorpos anti-
eritrocitarios: 17 casos de provavel auto anti-I, trés casos de auto IgG sem especificidade definida,
dois casos de associagdo de provavel auto anti-I e auto IgG sem especificidade definida e um caso
de anticorpo a frio sem especificidade definida. Em 22 pacientes a avaliagio clinica e laboratorial
ndo demonstrou quadro de hemolise, embora os testes imunohematoldgicos tenham constatado a
presenca de autoanticorpos anti-eritrocitarios. Durante o desenvolvimento do trabalho, mostrou-se
importante a elevada incidéncia de anticorpos a frio com especificidade sugestiva de anti-I, tanto
que, com o intuito de excluir provaveis fatores ambientais, foi selecionado um rigoroso grupo
controle, submetido A mesma rotina imunohematolégica, Na avaliagio deste grupo ndo fol
identificado qualquer anticorpo anti-eritrocitario. Desta forma a incidéncia de autoanticorpos
encontrada em nossa casuistica provaveimente esteja relacionada as alteragdes imunes proprias do

LNH,

(s métodos de investigagio imunoldgica eritrocitiria, selecionados para a avaliagio dos pacientes
portadores de LNH, n@o incluiram uma rotina direcionada para melhor caracterizagio e
identificacdo dos subtipos de anticorpos a frio antil/, tais como, reacdo do soro do paciente com
hemacias provenientes de adultos com fendtipo i, reagdo com hemacias procedentes de macacos
do género macaca, que sdo ricas em antigenos i, titulagdo do anticorpo e definigio de sua
amplitude térmica (GARRATY et al.,, 1972). Cabe enfatizar que os objetivos deste trabalho foram
direcionados a uma avaligdo imunohematoldgica geral dos pacientes portadores de LNH, embora

este seja um aspecto relevante e que necessita de uma investigagiio mais aprofundada.

Em cinco pacientes foram identificados autoanticorpos da classe IgG sem especificidade definida.

Apenas em um caso {1,3%) foi constatado quadro clinico e laboratorial de hemolise ao
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diagnostico: o paciente era portador de linfoma B, de baixo grau de malignidade e com subtipo
histologico ndo definido. Estes dados estdo de acordo com a literatura, onde AHAT em portadores
de LNH ocorre em cerca de 1,7%.¢ os fendmenos autoimunes sio mais frequentes em linfomas de

baixo grau de malignidade e do tipo B (JONES, 1973; DUHRSEN et al., 1987).

Em trés dos quatro pacientes portadores de LLC, foram identificados autanticorpos anti-
eritrocitarios: 2 auto IgG e um provavel auto amti-I. Nos trés casos de leucemia de células
cabeludas, em apenas um foi identificado auto anti-1, Entre os pacientes portadores de LLC, um
deles tinha antecedentes de AHAL embora nfio apresentasse hemélise ao diagndstico da leucemia
e 0 outro era portador de PTIm. O nimero de LLC observados no perfodo de marco de 1992 a
agvembro de 1993 ¢ insuficiente para se contribuir as afirmagdes feitas por alguns autores, que
descrevem que 2 incidéncia de complicagBes autoimunes em portadores de LLC e variantes ¢
maior que em outras doengas linfoproliferativas (MILLER, 1967; JONES, 1973; WESTBROOK

& GOLD, 1985, HABLIN et al., 1986; KIPPS & CARSON, 1993; STHOEGER et al., 1993).

Rossi ¢ colaboradores (1988) avaliaram imunchematologicamente cem pacientes portadores de
LLC e constataram positividade no teste direto da antiglobulina em oito casos, embora seis
pacientes ndo apresentassem quadro clinico nem laboratorial de hemdlise. A especificidade do
anticorpo ndo foi definida em nenhum dos pacientes. Segundo Rochant (1980), em pacientes
portadores de finfoma, cerca de 10% dos casos podem apresentar o teste de Coombs direto
positivo, sem quadro hemolitico. Na presente casuistica, oito pacientes apresentaram o teste de
Coombs direto positivo. Em quatro destes foi identificada auto IgG sem especificidade definida;
em dois, auto anti~I e, em dois, ¢ teste do eluato foi negativo. Provavelmente riestes casos o teste

de Coombs direto apresentou resultados falsos positivos.
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Na analise dos pacientes portadores de LNH niio houve evidéncias de associagdo da presenca de
autoanticorpos anti-eritrocitarios com o tipo imunolégico do linfoma B ou T, apesar da literatura
relacionar maior frequéncia de alteragSes autoimunes com linfomas do tipo B (HABLIN et al,
1986; DUHRSEN et al., 1987). Deve-se considerar, como fator relevante deste resultado, o

pequeno nimero de casos de linfoma T na casuistica estudada.

Foram encontrados, nos pacientes estudados, 53% de linfomas de baixo grau de malignidade e
46% de linfomas de alto grau de malignidade. No Brasil ndo existem dados epidemioldgicos sobre
a distribuigdo dos LNH, segundo Kiel, e o grupo de pacientes estudados faz parte de um servico

isolado, portanto este dado nfo tem valor significativo.

Na avaliagio do grau de malignidade, com relagfio 4 presenca de autoanticorpos, verificou-se uma
clara tendéncia de associagio entre os linfomas de baixo grau e autoanticorpes anti-eritrocitarios.
Estes dados sfio compativeis com a literatura, onde a incidéncia de complicagles autoimunes ¢

maior nos linfomas de baixo grau de malignidade (DUHRSEN et al., 1987).

Em portadores de LLC com estadiamento avangado da doenca, ¢ descrita uma maior incidéncia de
autoanticorpos dirigidos contra plaquetas e hemécias (KIPPPS & CARSON, 1993). Kourtis
{1994) descreveu que a incidéncia de autoanticorpos naturais, no soro de pacientes portadores de

LNH, nio se alterou nos diversos estagios clinicos da doenca. Na casuistica estudada niio houve

LHscussdo
AYu 38



evidéncias da associagio do estadiamento do linfoma com a presenca de autoanticorpos anti-

eritrocitarios.

Nos 77 pacientes foi realizada a determinagio de grupo sanguineo ABO/RE ¢ a distribuiglio dos
diversos grupos foi compativel com a encontrada na literatura internacional e no grupo controle

(WALKER et al.,, 1993).

Em cinco casos (6,49%) foram identificados aloanticorpos anti-eritrocitarios: um anti-K em uma
paciente multipara, onde a provavel etiologia da aloimunizacio foi feto-materna; um anti Lea e
trés antt E, sendo que apenas um dos pacientes, com anti-E, tinha histéria tranfusional remota,
Possivelmente os demais anticorpos, dois anti-E e um anti-Lea, sejam de ocorréncia natural

(DYBKJAER, 1967, MOLLISONet al., 1993).

Nos pacientes estudados, fol detectada uma alta incidéncia de auto anticorpos anti-eritrocitarios,

possivelmente relacionada ao desequilibrio da regulacio imunoldgica causada pelos LNH.

Finalmente, destaca-se a importincia de se estudar portadores de LNH de maneira padronizada e
prospectiva dentro da Otica imunohematologica, com métodos dirigidos para a investigacio

detathada de anticorpos a frio.
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Na avaliagio do perfil imunohematolégico dos pacientes, conclui-se que:

1. Afrequéncia de associaco dos LNH com doengas do sistema imunoldgico foi de 7,7%.

2. A frequéncia de autoanticorpos anti-eritrocitarios na casuistica estudada foi de 29,8%.

3. A frequéncia de hemdlise clinica e laboratorial foi de 1,3%. Nos pacientes estudados foi
diagnosticado apenas um caso de ATAI e os anticorpos identificados foram: autoanticorpo

da classe IgG sem especificidade definida e provavel auto anti-L.

4 Nio houve associagdo entre o tipo imunoldgico do linfoma (B e T) e a presenga de

autoanticorpos anti-eritrocitarios,

5. Houve tendéncia de associagio entre os linfomas de baixo grau de malignidade e a presenga

de autoanticorpos anti-eritrocitarios.

& Nio houve associagio entre o estadiamento dos LNH e a presenga de autoanticorpos anti-

eritrocitarios.

7. Nio houve evidénclas de associagdo entre os LNH acompanhados de doengas do sistema

imunologico e a presenca de autcanticorpos anti-eritrocitarios.
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ANEXO 1. Histérico do paciente - Modelo da ficha utilizada para coletas de dados

Nome do paciente: HC:
Idade; Sexo: M{ ) F( ) Raca:
Data do atendimento: / /

Quadroe clinico e exame fisico:

Drogas:

Andtomo-patolégico:

Exames laboratoriais;

Estadiamento:

Outros diagnosticos:

Avaliaciio imunohematolégica;

Conclusio imunohematologica:

Diata: / /

Anexos
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ANEXO 2. Classificacio dos LNB segundo Kiel (LENNERT & FELLER, 1992).

Anexos

LINFOMAS B

Linfocitico
leucemia linfocitica cronica
leucemia profinfocitica
leucemia de células cabeludas

Linfoplasmocitico (imunocitoma)

Plasmocitico

Centrobléstico-centrocitico
folicular

difuse
Centrocitico
M{}nocitéid_e

Linfomas de‘Alte. Grau deMalignidade.. .

Centroblastico
Imunobilastico
"Burkitt"
Anaplasico
Linfoblastico
Tipos raros

LINFOMAS T

Linfocitico
teucemia linfocitica crénica
leucemia prolinfocitica
Linfoma de pequenas células cerebriformes
Micose fungdide, sindrome de Sézary
Linfoepitelidide (linfoma de Lennert)
Angioimunocblistico
Linfoma de zona T

Pleomorfico

- Linfomas de Alto Grau de Malignidade -

Pleomorfico de pequenas células
Imunoblastico

Anaplasico de grandes células
Linfoblastico

Tipos raros
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ANEXQ 3. Estadiamento segundo os critérios de Ann Arbor (CARBONE et al., 197 1)

Estadiamento Defini¢do

I comprometimento de apenas uma cadeia ganglionar linfatica (I) ou de 6rgdo
extra linfatico (IE)

I envolvimento de duas ou mais cadeias ganglionares linfiticas do mesmo lado
do diafragma (II) ou comprometimento localizado de um 6rgio extra linfatico
com um ou mais ginglios linfaticos do mesmo lado do diafragma (IIE)

I comprometimento de cadeias ganglionares de ambos os lados do diagrama
(III); pode estar acompanhado de envolvimento de bago {Ils) ou com
envolvimento localizado de 6rgdo extra linfatico (ITIE), ou ambos (ITIsE).

v envolvimento difuso ou localizado de um ou mais orgios extra linfaticos ou

tecidos com ou sem comprometimento de linfonodo.

Presenga de febre, sudorese noturna e/ou perda inexplicada de peso corpéreo, em 10% ou mais,

nos & meses que antecedem o diagnostico, acrescenta-se o sufixo B. A letra A indica auséncia

destes sintomas.

E = sitio extra linfifico

5 = envolvimento esplénico

Anexos
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ANEXO 4. Estadiamento clinico Rai (RAI ez al., 1975)

Estadio 0 linfocitose no sangue periférico e medula 6ssea

Estadio [ linfocitose € adenomegalia

Estadio 11 linfocitose e esplenomegalia e /ou hepatomegalia

Estadio I linfocitose e anemia (Hb menor que 11,0 g/dl)

Estadio IV linfocitose e plaquetopenia (Contagem de plaquetas menor que 100 x 10%)

Anexos
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ANEXO 5. Relaciio des pacientes e resnltados de exames iaboratoriais

Paﬁiﬂﬂtﬁ ‘H

1-AEC 13,1 40 92 31,7 08 - 02 03 05 08
3. AR 13,7 41 87 313 03 - 02 02 03 05
4 - ADF 13,2 40 70 32 1,0 - 02 03 04 07
5. AQD 152 54 100 33 0,5 - 02 03 03 06
6~ AVS 129 37 71 248 1,0 - 02 03 04 07
7-BS 13,2 40 85 32 02 - 02 02 07 09
8- CEA 13,3 41 91 322 02 - 02 02 01 03
9. CAP 16,5 47 82 283 06 - 02 03 02 05
10-1SP 12,7 3% 93 292 1,0 polic 02 02 01 03
i1-IMR 134 40 87 303 1.0 - 0,2 02 04 06
12-JB 13,7 41 88 300 10 - 02 03 04 07
13- ICS 12,0 39 80 330 08 - 02 03 04 07
14- RS 7.4 24 79 30 08 - 02 04 03 07
15 - JINS 154 43 g7 32 1,0 - 02 02 04 06
16-JT 7.5 2 98 306 1,0 - 02 02 03 05
18 - LSF 12,7 37 87 30,8 0,8 - 02 02 02 04
19 - LFS 145 42 88 30 08 - 02 02 03 05
20 - MD 9,7 29 84 32 1,0 - 02 04 03 07
21 - MP 12,0 36 97 33 0,4 - 02 02 03 07
23 - MF 13,7 41 91 306 08 - 02 03 02 05
24 - NC 10,8 31 92 30,1 1,0 - 02 02 03 05
25-8RM 10,5 31 73 23 0,4 - 02 02 02 04
26-TAC 7.4 22 90 32 08 - 02 03 03 06
37-VDP 11,3 34 90 29,7 0,7 - 02 02 03 07
28 -WT 142 42 93 329 1,0 - 02 02 03 05
29-ZAV 155 44 92 33 1,0 - 0,2 02 06 08
30 - AA 10,3 30 84 30 07 - 02 02 05 07
31-ALA 13,5 41 94 29 1,0 - 02 04 01 05
32-A8A 146 43 100 321 1,0 - 02 04 08 1,2
33- AL 12,1 37 83 27 1,0 - 02 02 02 04
34 - AC 10,1 20 81 29 1,2 - 0.2 0.4 0,7 1,1

Anexos
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continuacio Anexo 5

35« AMS

37

93

29

0,8

0,4

0,7

12,4 . 0,3 1,0
36-ABS 141 42 89 316 08 - 062 03 08 11
37-ARV 138 40 90 32 05 . 02 01 02 03
38-AAB 72 21 85 28 09 . 02 04 04 08
3I9-AMP 129 36 87 287 1.0 ) 02 02 03 05
40-ACF 11,4 33 78 249 03 ; 02 01 01 02
41.BFC 11,1 32 77 333 10 . 02 02 08 10
42 - BS 108 3t 719 25 11 - 02 01 01 02
43-BLG 114 32 83 273 1,0 . 02 02 05 07
44.BAS 122 36 84 299 06 . 02 02 03 05
45-CSF 78 24 93 335 05 - 02 02 04 06
46 - DF 74 21 95 229 25 polier 20 04 19 23
47-DRD 105 30 83 26 09 . 02 03 04 07
48-EPJ 121 36 87 267 08 ; 02 02 02 04
49 - ES 109 30 8 27 09 - 02 02 03 05
50-EG 1.9 34 96 257 08 - 02 02 03 05
51-JT 140 43 9% 31 08 - 02 02 02 04
52-FG 127 36 80 296 07 . 02 02 03 05
$3-GS 11,9 37 83 316 04 . 02 03 02 05
54-GPF 139 40 92 33 04 ) 02 04 02 06
55-HTP 100 30 91 31 07 ; 02 05 03 08
S6-ITR 13,8 40 92 33 06 - 02 02 02 04
57-1CT 13,7 42 91 29 09 - 02 01 02 03
58-7BC 13,0 42 88 32 04 . 02 02 02 04
59 . ID 1.9 34 89 33 03 ] 02 07 03 10
61 JF 1,8 34 8 33 03 - 02 07 63 10
62-JCR 103 32 87 2717 10 ; 02 03 03 06
64 - IS 109 30 8 34 08 } 02 04 03 07
65-LF 11,2 33 80 27 10 " 02 02 08 1,0
66-LN 13,1 40 79 26 09 ; 02 06 02 08
67-LHM 11,0 33 8 28 1.0 - 02 05 04 07
68-MXO 107 31 91 29 12 ; 02 01 04 05
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continuacio Anexo §

T0-MRC 122 33 81 257 0,9 - 0,2 0,2 0,2 0,4

71-MRS 128 36 79 24 04 - 02 02 08 10
72-NLF 11,0 33 88 33 04 . 02 01 03 04
73-MBS 109 31 83 286 12 - 02 03 06 09
74-MCD 124 39 8 27 10 - 02 03 04 07
75.NM 1Ll 33 84 279 12 . 02 03 04 07
76-0AD 122 36 93 33 10 . 02 02 01 03
77-0PS 118 34 99 293 Q9 . 02 04 04 08
78-PAS 100 30 76 26 10 ; 02 05 04 009
79-RLM 110 33 87 277 10 _ 02 02 02 04
80-RN 150 42 90 332 09 ; 02 02 02 04
$1-RBL 80 24 109 36 06 . 02 03 02 05
82-8GS 121 35 87 29 08 - 02 03 04 07
83-UBO 96 29 92 305 1,1 - 02 03 03 06

ret - reticuléeitos (90

Hib - hemoglobina (g/dl) uro - urchilindgenio (ue/dh)

Ht - hematocrito (%) BD - bilirrubina direta (mg%)
VM - volume corpuscular médio (F) BI - bilirrubina indireta (mg%%)
HEM - hemoglobina corpuscuiar média (pg) BT - bilirrubina total (mg%)

Mort - alleragdes morfologicas da série vermelha no sangue peniférico. refacionadas com o quadro de hemdlise:

policromatofilia, hemdcias nucieadas e/ou esferdeitos
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ANEXO 6. Resultados dos exames imunohematolégicos dos pacientes com auto e/ou

aloanticorpos anti-eritrocitdrios

paciente - testes positivos .

fases das reagdés

7-R§ autocontrole meio salino T.A. score-10

PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
II-negativo
8-CEA PAIPEG AGGH I-negativo
H-score-8
PAI papaina em tubo AGH I-negativo
II-score-3
PAI papaina gel I-negativo
-5
13- JC8  autocontrole salino T.A score-12
PAI papaina em tubo 37°C I-score-3
i-score-2
AGH L-score-3
H-score-3
14 - JRS autocontrole salino T.A. score-5
PAIT papaina em tubo 37°C I-score-5
H-score-2
AGH I-score-2
H-score-2
PAI papaina gel 1.5
II-5
16-JT  autocontrole salino T.A score-8
PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
H-score-2
18 - LSF autccontrole salino T.A score-8§
PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
[I-score-2

Cont.
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continuacio Anexo 6

PR DA

DOSHIVOS:

e

intensidads das reacdes

autocontrole salino

score-8
PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
H-score-2
AGH I-score-2
Ii-score-2
PAI papaina gel I-5
II-5
27-VDP  autocontrole salina TA. score-8
PAI papaina gel I-4
I1-5
28 -WT  autocontrole salino T.A score-12
PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
11-score-2
29-ZAV  PAl papaina em tubo AGH I-score-2
Ii-negativo-
PAI LISS AGH I-score-2
Il-negativo
PAI papaina gel 1-1
II-negativo
32 - ASA TDA monoespecifico gel anti-IgG 2
TDA poliespecifico gel 3
autocontrole salina T.A. score-12
etuato cloroformio positivo
35- ARS autocontrole salino T.A. score-12
PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
H-~score-2
AGH I-score-2
i-score-2

Anexos
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continuacio Anexo 6

téstes positives. -

38 - AAB TDA AGH

CD monoespecifico gel anti-C3dg 4
autocontrole salino T.A. score-10
PAI papaina em tubo 37°C I-score-10
il-score-12
AGH I-score-8
{I-score-8
PAI papaina gel L2
Ii-2
41 -BFC TDA AGH score-10
TDA AGGH score-12
controle RH score-2
TDA monoespecifico gel anti-IgG 5
TDA. poliespecifico gel 5
eluato cloroformio positivo
autocontrole salino T.A score-10
autocontrole PEG AGGH score-2
autocontrole LISS AGH score-2
PAT LISS AGH I-score-5
II-negativo
PAI PEG AGGH I-score-2
1I-score-2
PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
I-score-2
AGH I-score-2
l-score-2
PAT papaina gel I-5
iI-5

Anexos
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mntinuaqé’_o Anexo 6

7 testes positivos -

_paciepte o ses dasreagdes i e das reacdes
42-BS  PAIPEG AGGH I-score-12
-negativo
PAI LISS AGH I-score-10
il-negativo-
46-DF  TDA AGGH score-2
TDALISS gel 2
TDA monoespecifico gel anti-IgG 1
TDA monoespecifico gel anti-C3 1
TDA monoespecifico gel anti-Cd3 1
TDA polivalente gel 2
autocontrole salina T.A. score-8
autocontrofe LISS 37°C score2
efuato cloroformio positivo
PAI papaina em tubo AGH I-score-2
II-score-2
PAI papina gel -2
I1-2
47-DRD TDA LISS gel 2
TDA monoespecifico gel anti-IgG 2
TDA polivalente gel 2
autocontrole salina TA score~2
autocontrole PEG AGGH score-2
eluato cloroformio positivo
PAI papaina gel I-5
11-5

Anexos
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testes positivos

48 - EPJ

autocontrole salina TA. score-12
PAI papaina em tubo 37°C I-score-2
H-score-2
AGH I-score-2
II-score-2
31-JT autocontrole salino T.A score-8
AGH I-score-3
H-score-3
53-G8 autocontrole salino T.A. score-5
PAI PEG AGGH I-negativo
H-score-3
PAILISS AGH I-negativo
Hl-score-3
PAI papaina em tubo AGH I-negativo
Hl-score-3
pac papaina gel I-negativo
11-5
54 - GPF  autocontrole salina T.A. score-3
PAl papaina gel I-1
II-negativo
62-JCR  TDA AGH score-3
eluato negativo
autocontrole PEG AGGH score3
PAI LISS AGH I-score-3
H-score-3
PAI papaina gel I-5
I1-5
cont.
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continuacioc Anexe 6

i testes positivos

64 - J8 autocontrole salina T.A. score-3
PAI papaina em tubo AGH iI-score-3
H-score-2
PAI papaina gel I-5
1i-5
65 -LF autocontrole salina T.A. score-10
PAI papaina em tubo AGH I-negativo
H-score-2
76 - 0AD  autocontrole salina TA. score-5
PAI papaina gel I-5
Ii-5
8! -RBL TDA AGH score-S
TDA AGGH score-8
controle Rh score-2
TDA LISS gel 5
TDA monoespecifico gel anti-IgG 5
TDA polivalente gel 3
autocentrole saling T.A score~12
autocontrole PEG AGGH score-10
autocontrole LISS 37°C score-5
AGH score-5
eluato cloroformio positivo
PAI LISS AGH I-score-2
II-score-2
PAI PEG AGGH I-score-8
H-score-2
PAI papaina em tubo AGH I-score-12
H-score-12
PAI papaina gel I-1
1i-2

FAlL pesquisa de anticorpos séricos

Anexos
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ANEXO 7. Relagio dos pacientes, classificacdo dos linfomas, estadiamento, doenca do

sisterna imune associada, determinacio do grupo sanguineo ABO/Rh e

conclusio da avaliacio imunolégica eritrocitiria

i~ AEC 71 m b centroblastico-centrocitico IVA - A2 + .
3I-AR 33 m bg centoblastico centrocitico VB - 0 + .
4 - ADF 54 m ag centrobidstico VB LES 0 + -
3-AQD T f bg imunocitoma IVA - A + -
G- AVS 73 f ag centrobidstico 1A - AB + -
7-BS 64 i ag Burkitt 1B - G + i asl
3-CEA 33 I ag centroblistico 1A AIDS A + a-E
%-CAP 23 m 4g centrobidstico A - B + -
106 -18p £0 f ag centroblastico B - B + -
11 -IMR 3 f bg IMUROCHoma VA - B + -
12-JE 66 i bg tromnocitoma nm - A + .
13- JC8 75 m bg - HA - A + | agl
14 - JRS 33 m bg imunocitoma IVB - B + aa-]
15 - INK 35 I ag imunoblistico 4% - 0 + -
16 JT 68 m bg leucemia de células cabeludas v - 8] (| aal
18 « LSF 71 f bg - A - A || aaf
1% -1F8 62 m bg centroblastico-centocitico ve - O + -
20 - ML 61 f bg LLC i - B |+ 1 asi
21 -MP 46 f bg MALT IeB - B + .
23 - MF 49 f ag linfoblastico IVB - A + -
24 -NC 61 m bg centrobldstico-centrocitico IVB - G -+ .
cont,
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Anexos

25.-8RM ¢ 39 ag centroblastico HB - 0 + -

2% -TaC 32 ag finfoblastico VB - O + -

27 - VIIP 63 hg centroblastico-centrocitico 4% ] - B + aa-l

2B-WT 3 ag Burkitt HIB | AIDS O ) aa-

29-ZAV L 55 bg centroblistico-centrocitico ITA - A + a-K

W0-AA 75 bg centrocitico IVB - A + .

3i-ALA 53 bg imumocitoma IVA - 0 + .

32 - ASA 73 ag centrobldstico IVA - 0 + aa-f algG

33-AL 36 bg imunocitoma HA - A2 + -

34~ AC 76 ag imunoblistico VB - O + .

35-AA8 | 67 ag centrobldstico B - A + aa-l

36-ABS | 70 ag centrobldstico 111B - 8 {-)

37 - ARV 9 ag centroblistico HeB - A2 + -

IB-AAB | 66 bg imunocitoma B - A + aa-] a-F

39-AMP I 09 be centroblastico-centrocitico HeB - O + -

40 « ACF 55 ag centrobldstico VB - A + .

4} - BFC 63 bg imunocitoma IVA - e + algG

47 -BS 45 ag centroblatico ivB - A + a-lea

43 -BLG 83 ag - IleB - O + -

44 - BAS 60 ag imnnoblastico 1A - AB + -

45 - C8F 63 bg lencenias de células cabeludas | TV - A + -

46 - DF 32 bg - IVA | AHAI A + aa-l + algG

47-DRD{ 60 bg LILC v P11 A + algG

48 - EPT 45 ag pleomértfico 1B - A + Aa-l
cont.
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paciente | idade
49 - B8 06 m B ag centrobidstico HIB - A {-} .
30 - B 78 i1} B bg - v PTI A + R
31-77 B im - bg MALT ieB - 0 + aa-l
52-FG 67 | m - ag imunoblastico A - O + -
53-G8 83 | m T bg L. angioirmunobldstica IVB - B + aa-I
a-E
54 - GPF 54 | m - ag - IfeA - A + aa-]
55 - HTP 80 | f B bg LLC v . A +
56 - ITR 60 £ B ag centrobldstico [A - 0 + -
57-ICT 47 f B bg centroblastico-centrocitico IeA - O + -
R-1BC 32 m - ag - Hia - 0 + .
9.1 33 | m T ag - B - B +
61 -JF 70 1 m B bg imumnocitoma ive - A2 + -
62 - ICR 37 f T bg L. angioimunobldstica HiB - A + aa-~l
64 - IS 34 m B bg imunocitoma IvB - B + an-f
a3 «LF 36 n B bg imunocitoma VB - A2 + aa-!
66 - LN 73 f B bg - VA - B + ,
a7 - LM 42 f - bg - 1A - O + -
68 -MXO | 66 f - ag linfoblastico IR - 0O + -
74 - MRC 67 H B ag centroblistico IVB - 0 + -
71 - MRS it f B ag - 1113 - A + -
72 - WLF 61 f B bg - - LED 0O + -
73 - MBS 71 f B bg imunocitoma VB . B -} -
T4-MCD ;64 f B ag centroblastico IeA - A + -

cont.
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continuacio Anexo 7

73 - Nut 67 m B ag linfoblistico ivB - B + .
76-048D ] 49 m B ag - IVA - A + aa-l
77 - 0P8 67 m B bg imumnocitoma iVB - 0 A+ -
7$-PAS { 30 | m T ag . mBi - B + .
7¢-RLM | 38 f B bg centroblastico-centrocitico | IVB - A + .
R0 - RN 25 m - ag imunoblastico IVB - Q + -
81-RBL | 35 m B bg LLC IV { AHAI| A + algG
82~ 5G8 61 m B ag centrobéstico 1B - 0 (=) -
83-UBOI #4 m B bg | leucemias de céhilas cabeludas | IV - A + -

de L doenca imunoldgica associada est: estadiamento

av Imh: avaliagio imunohematoldgica ABUO/Rh: determinagio de grupo sangnineo ABO ¢ Rh

i feminino ag: alto grau de malignidade

mi: masculino bg: baixo grau de malignidade
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ANEXQO 8. Relacdo dos pacientes, classificaciio dos linfomas e resultado da eletroforese de

proteinas

B

it

1-AEC B bg  centroblistico-centrocitico hipergamaglobulina -

13.JCS B bg - hipergamaglobulina aa-1

14 - JRS B bg  imunocitoma GM aa-1

19 -LFS B bg  centroblastico-centrocitico hipogamaglobulina -

20 - MD B bg LLC hipergamaglobulina aa-l

28 -WT B ag  Burkit hipergagiobulina aa-1

29-ZAV B bg  centoblastico-centrocitico hipogagiobulina alo anti-K

32-A8A4 B ag  centroblastico hipergamamglobulina aa-1/algG

36-ABS B ag  centroblastico hipergamaglobulina .

37-ARV B ag  centroblastico hipergamaglobuling -

38 - AAB B bg imunocitoma hipergamaglobulina aa-Lalo anti-E

40 - ACF B ag  centroblastico hipogamagilobulina -

43-BLG T ag - hipogamaglobulina -

45 - CSF B bg L. céis.cabeludas hipergamaglobulina -

53 . 38 T bg  L.angioimunoblastica hipergamagiobulina aa-I/alo anti-E

62 - JCR T bg L.angioimunoblastico hipergamaglobulina aa-I-

54 - I8 B bg  imunocitoma GM/hipergamag. aa-1

65~ LF B bg imunocitoma GM/hipergamag aa-1

56 - LN B bg - GM/hipergamag -
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. tipo

48 - MX - ag linfoblastico hipogamaglobulina -
7W-MRC B ag  centroblastico hipogamagiobulina -
71-MRS B bg - hipogamaglobulina -
72 - NLF B bg - hipergamaglobulina -
75 - NM B ag linfoblastico hipogamagilobulina -
76-0AD B ag - hipergamagiobulina aa-i
77 - OPS B bg  imunocitoma hipogamaglobulina -
78 - PAS T ag - hipergamaglobulina -
T9-RLM B bg  centrblastico-centrcitico hipogamaglobulina -
81 - RBL B bg LLC hipogamaglobulina algG
82 - 8GS B ag  centroblastico hipogamaglobulina -

EFP - eletroforese de proteinas

av Imh - avaliagio imunchematoldgica

(GM - gamopatia monoclonal

Anexos 79






Seventy-seven adult patients with non Hodgkin's lymphoma (NHL) were studied at the time of
diagnosis at University Hospital of State University of Campinas from March 1992 to November
1993,
Histological subgrouping of NHL was performed according to the Kiel criteria.
All patients were characterized by clinical and laboratorial examination, which inchuded cytology
of peripheral blood, reticulocyte count, bilirubin, urinary urobilinogen, haptoglobin, exams for
staging of lymphoma and immunohematologic evaluation.
The patients were staged according to the principles of the Ann Arbor classification and the cases
of chronic lymphocytic leukemia according to Ray clinical staging system.
Immunchematology investigation screenings were: determination of blood groups ABO/Rh, direct
antiglobulin reaction with polyspecific antiglobulin reagents (anti-IgG, anti-Cb anti-C3d) and
monospecific reagents (anti-IgG, anti-IgM, anti-C3, anti-C3d, anti-C4), detection of blood groups
antibodies in serum by indirect antiglobulin test (polyethylene glycol, low ionic strength solution
and enzyme-treated cells). Whenever an antibody was found on screening, its specificity was
determined using a suitable panel of red celis.

1. Qur results of the immunohematological evaluation of the patients with NHL showed that; 1-
There were 29.87% of the patients with autoantibodies against erythrocytes (IgM with
probable specificity of auto anti-l and IgG with specificity serologically indistinguishable),
without clinical disorders,;

2. The hemolytic anemia occurred in 1.29% of the patients. This value is compatible with the
literature,

3. A weak correlation existed between the low grade lymphomas and erythrocyte autoantibodies;

4. No correlation existed between the type immunologic of lymphoma (B e T) and staging of
NHL with erythrocyte auto antibodies.

We have concluded that probably the high incidence of autoantibodies against erythrocytes would

be related to the autoimmune derangements caused by non Hodgkin's lymphoma.
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