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expressando CD20 e outras ndo. O CD10 desaparece durante o préximo estigio, de célula pré-B e
cadeias mu () intracitoplasmaticas aparecem, havendo rearranjo do gene de imunoglobulina de
cadeia pesada. As' cadeias p alcancam a superficie das células Junto: com: pseudocadeias leves,
provavelmente no primeiro passo de selegio e para inicializar o rearranjo. de uma cadeia leve de
imunoglobulina (Ig) (LEMMERS et al., 2000), que na forma de H2L.2 ¢ carregada para a superficie
por heterodimeros - de CD79. Essas células B “naive” expressam €CD79, €D19; CD22, CD21, CD20
e Ig de superficie, elas sdo submetidas a processos de selegio medular, objetivando remover célylas
que produzem anticorpos auto-reagentes. e entio alcangam 6rgdos linféides periféricos secundarios,

na zona do manto de centros germinativos (BENE, 2005).

A Figura 2 representa a presenga dos antigenos na diferenciagio da célula B (Van Lochem et
al., 2004).

Pro-B Pre-B-I Pre-B-llT  Bimaturo B-maduro. Plasmdcito
CD34 CD34

TdT TdT (TdT) o
CD1p"" CD10- CD10*™ . »
cD19 cD19 CD19: CD19 €D19
A _ cb20™ CD20- D20
cD22 cD22 cDh22 6322&” CD22%
CD45* CD45. CD45 CD4s5" €D45
clgn cigu clg
sigh sigM.

Figura 2: Presenga dos antigenos durante a maturacio da célula B. C = citoplasma; S = superficie.

Expressio de antigenos como fator prognéstico em LELAB

Inicialmente 0 CD10-era considerado um antigeno comum de LLA e chamado de cALLA.
Sua atuagio na maturagdo da célula B ainda é obscura, mas deve estar envolvida na regulagio do
crescimento ¢ diferenciagio dos progenitores das células B: (BENE, 2005).

0:CD19 € considerado um antigeno pan-B e é a molécula chave na diferenciagio e ativagio
das células B (CARTER et al., 2002; BENE, 2005).

Introdugéo
25




O CD20 ¢ uma pequena molécula que regula a ativagdo da célula B (BENE, 2005). Estudos
realizados pelo Grupo de Oncologia Pediatrica mostraram que a positividade de CD20 >25% indica

pior progndstico para criangas maiores que um ano de idade (RILEY et al., 2002).

A fosfoglicoproteina CD22 ¢ uma molécula de adesdo de célula B que estd presente na
superficie de todas as células das LLA de linhagem B. Est4 associada a proliferagdo celular (BOUE
e LEBIEN, 1988; PEZZUTTO et al., 1988). Anormalidades na expressdo de CD22, bem como de
CD10, podem estar associadas a diferenciagdio anormal e/ou proliferacdo de células B neoplésicas
(LUCIO et al., 2001).

O antigeno de superficie celular CD45 ou antigeno leucocitirio comum constitui uma familia
de glicoproteinas de alto peso molecular expressas na maioria das células hematopoiéticas
nucleadas, mas ndo na mesma isoforma molecular (KAWANO et al., 1993; MIYACHI et al., 1999;
NAKAMURA et al., 2001). Sabe-se que na LLA T, a expressio de CD45 é mais constante do que
na LLA B. NAKAMURA e colaboradores (2001) mostraram que altos niveis de expressdo de CD45
correlacionam com pior prognéstico. O Grupo de Oncologia Pediatrica também estudou a expressio
do CD45 em criangas com LLA-B e mostraram que a positividade >75% correlacionou com pior
prognostico para criangas maiores que um ano de idade (RILEY et al., 2002). A perda da expressio
de CD45 ¢ um fator progndstico favoravel em criangas, por apresentarem melhor resposta a
quimioterapia, contagem mais baixa de leucécitos, hiperdiploidia >50 e indice de DNA >1.15
(BEHM et al., 1992; BOROWITZ et al., 1997). RATEI et al. (1998) nio observaram Impacto
prognostico significante do CD45 em LLA infantil, mas demonstraram que h4 diferencas funcionais

entre as sub populagdes com CD45+ e CD45-.

CD34 ¢ uma glicoproteina com peso molecular de 110 kDa codificada por um gene localizado
no brago longo do cromossomo 1 (1q) e preferencialmente expressa nas ce€lulas progenitoras
hematopoiéticas, ndo s6 nas células normais, mas também nas células leucémicas, tanto linféide
quanto mieldide. Sua expressdo tem sido considerada um fator prognéstico favoravel, tanto para
sobrevida livre de doenca como para sobrevida global (SG) em LLA de crianga e est4 associada a
auséncia de envolvimento extramedular, baixos niveis de DHL, baixa contagem de leucdcitos e

baixa atividade proliferativa (CASCAVILLA et al., 1997; RILEY et al., 2002). Mas segundo um
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estudo realizado por (THOMAS et al., 1995) a expressdo de CD34 foi identificada como um fator

prognostico adverso em LLA de adulto.

O CD33 foi identificado como o antigeno aberrante mais freqiientemente expresso na LLA B,
seguido pelos CD13 e CD7 (BRADSTOCK et al., 1989). As criangas com LLA B e CD33+ tinham
idade mais avangada e pior prognostico, sua expressio também foi associada i co-expressdo de
antigenos de células T como os CD2, CD4 e CD7. Supde-se que LLA de linhagem B com CD33+ ¢
derivada de células hematopoiéticas minimamente diferenciadas comprometidas com a linhagem B
€ que a maior freqiiéncia de sua expressdo na recaida pode refletir uma evolug3o clonal ou expansio

do menor clone CD33+ (RILEY et al., 2002).

Maturacio mieléide

A primeira molécula comprometida com a linhagem miel6ide a aparecer na célula progenitora
CD34+DR+ ¢ a enzima intracitoplasmatica MPO. Os CD13, CD33 e CD117 sdo os 3 antigenos de
diferenciagdo mieldide que podem ser considerados os marcadores mais precoces, freqilentemente
observados juntos na superficie dos blastos mieldides, embora o CD117 ainda desapare¢a nos
estagios imaturos da diferenciacio. As células ligadas a diferenciaciio miel6ide dependem de sinais
enviados pelos fatores de crescimento hematopoiéticos no seu microambiente para tornarem-se
monocitos ou granuldcitos e mais tarde neutréfilos, basoéfilos ou eosinéfilos. Essas células também
expressam os antigenos citados acima, ainda que os CD15 e CD65 sejam considerados mais
caracteristicos de neutréfilos, enquanto que o CDI14 ¢ mais especifico de mondcitos. Ja os
eritroblastos e megacarioblastos nio expressam MPO e adquirem antigenos de diferenciagdo
especificos muito cedo. O CD36 e a glicoforina sio caracteristicos dos eritroblastos e os
megacarioblastos expressam, primeiro no citoplasma, e depois na superficie, as integrinas CD41 e

CD61 bem como membros da familia CD42 (BENE, 2005).

As Figuras 3A e 3B representam a presenca dos antigenos na diferenciacio mielo e

monocitica B (Van Lochem et al., 2004).
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Mielo/monoblasto  Promielécito  MielScito Metamielécito  Neutréfilo

CD34 ,
cD17. CD117
HLA-DR ,
cD13™ CD13™ cD13*™ cD13 cD13"™
cD33™ CcD33"™ CD33*™ CD33*™ €Da3
cD1s CD15 cD15 CD15
CD1tb. CD11b CcD11p™"
CD16 chig™
B
Mielo/monoblasto
CD34
cb117 o
HLA-DR HLA-DR: HLA:- HLA-DR
CD13 Ch13™ cD13™ CD13
CD33 cD33™ cD33™ ¢D33
Chiib - cD11b. - CD11b
coDis*™ cb15™ ,
CD14 CD14

Figura 3: Presenca dos antigenos durante a maturagio mielomonocitica. A: Diferenciagio

miel6ide, as células ndo expressam CD14. B: Diferenciagio Monocitica.

Expressio de antigenos como fator prognéstico em LEMA

Em geral; os marcadores pan-miel6ides, como CD13, CD33 e MPO estio associados a um
bom prognéstico (LEGRAND et al., 2000; PEFFAULT DE LATOUR et al., 2003 ).

A porcentagem de positividade da MPO tem impacto na evolucdo clinica da LMA. Um estudo
do ECOG mostrou que pacienies com menos de 50% de blastos positivos. para MPO, apresentavam
baixa taxa de remissdo completa (RC); enquanto. pacientes com mais de 50% de blastos positivos
para MPO, tiveram uma taxa significantemente melhor de RC nas LMA M1 e M2 (MATSUO et al.,
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2003). Para MATSUO e colaboradores (2003) a porcentagem de MPO positiva nas LMA ¢é fator

prognéstico, principalmente quando analisada em pacientes com cari6tipo de risco intermediario.

O CD14 ¢ o principal marcador imunolégico para a diferenciagio monocitéide (LMA M4 e
MS5), mas também pode ser encontrado em alguns casos de M0, M1 e M2. Alguns estudos
associaram sua positividade com pior prognostico, mas existem divergéncias de resultados.
(FERGEDAL et al., 1998) mostraram que casos que expressavam mais de 10% de CDI14
apresentavam pior progndstico. A expressio de CD14 esta ligada a resisténcia celular a drogas
como arabinosideo de citosina e inibidores da topoisomerase II (NORGAARD et al., 2001), o que

explicaria sua associagdo com um progndstico ruim.

BAHIA e colaboradores (2001) observaram que pacientes que expressavam CD15 e CD117 e
que entraram em RC, eram mais jovens e apresentavam caridtipos favoraveis. Para SCHABATH et

al. (2003) o CD135 est4 associado a uma melhor resposta ao tratamento.

O antigeno CD56 ¢ uma isoforma da molécula de adesdo da célula neural (NCAM) que media
a interagdo de célula a célula e possivelmente est4 envolvida na citotoxicidade mediada por célula.
E considerado um marcador de células NK, mas também ¢é expresso nos linfécitos T citotéxicos
(CD8) e numa pequena populagio de células T CD4+ e mondcitos (DELGADO et al., 2002). A
expressdo do CD56 tem sido associada com caracteristicas monociticas das c€lulas leucémicas e a
algumas anormalidades cromossémicas tais como a trissomia do 8, t(8:21) e 1123 e esta associada
com prognostico desfavoravel em LMA M2 com t(8:21) ou t(15;17) e na leucemia promielocitica
aguda (LPA) (BAHIA et al., 2001; DELGADO et al., 2002; REPP et al., 2003; SEYMOUR et al.,
1994). Sua expressio prevalece no subtipo FAB M5, mas também aparece na LMA-M4, seguido de
LMA-M7 e M2. Ha correlagdio da positividade do CD56 com marcadores monociticos, CD14 e
CD11b e também com marcador de célula B, CD19 (SEYMOUR et al., 1994). Seu valor
progndstico ainda continua incerto (DI BONA et al., 2002). REPP e colaboradores (2003) também
observaram um aumento significante na taxa de RC em pacientes com CD56 positivo. CHANG e
colaboradores (2004) correlacionaram a expressdo de CD56 com menor SG, mas nem a taxa de RC,

nem sobrevida livre de doenca foram influenciadas por ela.

Estudos prévios sugeriram que a expressdo de CD7 nos blastos leucémicos mieldides pode

resultar da transformacdio e maturacdio dos precursores hematopoéticos no estagio inicial da
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maturagio mieléide quando o CD7 era expresso transitoriamente (TIEN et al., 1996), mas nenhuma
caracteristica clinica ou bioldgica est4 associada com a expressdo desse marcador (KRAGULJAC et
al., 2000). Alguns autores associaram a positividade do CD7 com um progndstico desfavoravel.
Outros associaram sua presenca com o cariotipo, onde, para OGATA et al. (2001) a positividade de
CD7 néo teve impacto prognéstico no grupo de cariétipo intermediario, mas para o cari6tipo
desfavoravel, foi associada 4 SG e sobrevida livre de doenca curtas. BAHIA e colaboradores (2001)
observaram que casos positivos para CD7 e CD34 apresentaram resisténcia a multiplas drogas e
pior progndstico. J& REPP e colaboradores (2003) encontraram melhor progndstico para os
pacientes que expressaram CD7. CHANG e colaboradores (2004) ndo encontraram valor

prognostico para esse marcador.

As moléculas classe II sdo expressas em muitos casos de LMA, com exce¢do da LPA, que é
caracterizada pela perda da expressdo desse ag (HANSON et al., 1987). A auséncia de expressao de
HLA nas leucemias ndo-LPA & rara (BAER et al.,, 2001) e existe pouca informac¢do sobre seu
significado clinico (WETZLER et al., 2003). A expressdo de DR estd associada com CD34.
Pacientes que nio expressam DR e CD34 tem melhor RC do que aqueles que expressam um dos

dois marcadores ou ambos (CHANG et al., 2004).

A expressdo de CD34 na LMA de adulto estd associada com pior progndstico (DUNPHY et
al,, 2001; RASPADORI et al., 1997).

A expressio de CD2 esta associada com Ber3 (CLAXTON et al., 1992) ou LPA
microgranular variante (WETZLER et al., 2003) e a uma melhor resposta ao tratamento (BALL et
al., 1991; SCHABATH et al., 2003).

Pouco se sabe sobre o modelo de expressdo dos antigenos CD45 (RA/RO) nas LMA
(KAWANO et al., 1993). Na mielopoiese normal, progenitores comprometidos com a linhagem
mieloide s3o compostos de células CD45RA+ e o CD45RO primeiro aparece nos estagios de
blastos e promiel6citos e aumenta consistentemente durante a diferenciagio, por isso muitos
macréfagos e granuldcitos humanos expressam o antigeno CD45RO. Na LMA a prevaléncia de
expressao de CD45RA tem sido sugerida relatar a habilidade de manutengdo da proliferacio
anormal pelas células progenitoras mieldides malignas (CALDWELL et al., 1991). A importancia
das isoformas do CD45 na diferenciagdo celular da LMA n#o estd bem estabelecida. MIYACHI e
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colaboradores (1999) sugeriram que a expressao de CD45 RA/RO nas LMA est4 associada com a
diferenciagdo das linhagens mielomonociticas e distribuidas especificamente em cada subtipo FAB.
Sugere-se que o CD45 estd envolvido na regulagdo do crescimento celular hematopoético,
diferenciag@o e ativagdo celular (RATEI et al., 1998). Pouco se sabe sobre o impacto prognéstico da
presenca de CD45 na LMA.

Os antigenos de superficie celular freqiientemente encontrados com expressdo aberrante em
LMA sdo os CD2, CDS, CD7, CD19 e CD56 (TERSTAPPEN, 1994). Com relagio 2 Co-expressio
de antigenos linfoides, os antigenos T s3o mais comuns que os B, sendo o CD7 mais fregiiente,
assim como 0o CD2, e sd0 menos comuns os CDS5, CD19, CD10 e CD20 (BAHIA et al., 2001;
LAUNDER et al., 1996).

Segundo LEGRAND e colaboradores (2000), a percentagem dos antigenos encontrados em
LMA sio: - mieldides: CD13 (95%), CD33 (91%), MPO (73%); - de células progenitoras: HLA-DR
(87%), CD117 (73%), CD34 (68%); - de linhagem T: CD2 (18%), CD5 (4%), cCD3 (2%); - de
linhagem B: CD19 (16%), CD10 (10%), cCD22 (2%); - de linhagem monocitica: CD4 (63%) e
CD14 (25%).

Os mieloblastos leucémicos expressam uma variedade de antigenos de diferenciagdo
leucocitaria concomitante 3 linhagem mieldide e com os niveis de maturagdo. A avaliacdo desses
antigenos tem sido muito 1til no diagnéstico dessas leucemias, mas seu valor prognostico ainda é
controverso. Alem do que, as células leucémicas das LMA também podem expressar antigenos de
linhagem linféide, caracterizando infidelidade ou promiscuidade de linhagem, leucemia de
linhagem mista ou hibrida ou bifenotipica, também com significado progndstico ainda nfio bem
definido (BRADSTOCK et al., 1994; CHANG et al., 2004).

O diagnéstico das leucemias agudas, por citometria de fluxo, tem sido baseado em
marcadores de linhagem, maturacio e aberrantes, considerando positividade dos marcadores acima
de 20%. No presente trabalho exploramos a importéncia da intensidade de expressdo dos antigenos,

usando o programa Paint-a-gate para anélise.
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Objetivos




Propor um painel racionalizado de anticorpos monoclonais usados na imunofenotipagem para

diagnéstico de leucemias agudas, direcionando-os para cada linhagem celular.
Verificar a efetividade do painel de triagem proposto.

Estudar os fenétipos aberrantes e as sub populagdes.

Comparar os resultados com critérios FAB.

Verificar a utilidade da anélise da intensidade de expressdo dos antigenos (CMF).

Confirmar parametros prognésticos.
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Pacientes

Entraram no estudo casos novos de leucemia aguda, diagnosticados no servico de
Hematologia do Hospital das Clinicas da Unicamp, no periodo de agosto de 2002 a setembro de
2004. O diagnéstico de leucemia aguda foi feito baseado nos achados clinicos de hemograma e
mielograma. Os dados relativos a identificacdo, histéria e os dados laboratoriais foram obtidos a
partir do prontuério dos pacientes. Todos foram submetidos a exames de hemograma, mielograma,

citoquimica, imunofenotipagem e cari6tipo.

Avaliacio laboratorial

A analise do SP ou aspirado de MO foi feita através de esfregacos corados pelo método de
Leishman e a anélise morfoldgica por exame de microscopia Optica. Simultaneamente foram
realizadas técnicas de citoquimica como Peroxidase, Sudan Black, Alfa-naftil-acetato esterase,

pH=6,3 e inibi¢do pelo NAF.

Citogenética

Foram colhidas amostras de MO dos pacientes ao diagnéstico, para anélise cariotipica. A
analise dos cromossomos foi realizada ap6s 24 horas de cultura ndo estimulada 3 37°C. Em cada
caso, pelo menos 20 metafases em Banda G foram analisadas e o cari6tipo foi designado de acordo
com ISCN (MITELMAN, 1995).

Classificacao imunolégica das leucemias agudas

Baseado no protocolo de LLA do grupo alemdo GMALL, construimos as tabelas de
classificacdo imunologica para LLA T e LLA B de acordo com os anticorpos que utilizamos, como

mostram as Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Classificacdo imunolégica das LLA de linhagem T.

HLA-DR CD3 CD3c CD7
PRE-T -+ - + +
LLA-T - -+ - +

Tabela 2: Classificagdo imunoldgica das LLA de linhagem B.

CD34 HLA-DR CD10 CD19 CD20 Igc Igs

Pré-Pré-B + + -/+ + -+ - -
COMUM - + + + - - -

Pré-B - + + + -/+ + -
B madura - + -/+ + + -/+ +

Baseado numa tabela de classificacio imunolégica das LMA segundo a classificagdo FAB,
citada por SZCZEPANSKI et al. (2003) elaboramos outra somente com os anticorpos monoclonais

que utilizamos, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Classificagdo imunolégica das LMA.

HLA-DR CD13 CD14 CD15 CD33 CD34 MPO Glicof A CD41 CD61

MO ++ ++ - -/+ ++ ++ - - - -
M1 ++ ++ - -/+ ++ ++ + - - -
M2 + ++ - -/+ ++ + ++ - - -
M3 - ++ - -/+ ++ -+ ++ - - -
M4 ++ ++ + - ++ -1+ ++ - - -
M5 ++ ++ + - ++ + ++ - - -
M6 + + - - + + + + - -
M7 ++ ++ - - ++ ++ - - + +

- < 10% das leucemias sdo positivas; -/+: 10-25% das leucemias sd0 positivas;

+:25-75% das leucemias sio ositivas; ++: > 75% das leucemias sio positivas.
p p
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Como algumas categorias FAB foram pouco freqlientes, agrupamos os tipos, MO e M1, M4 e

M3, para os calculos estatisticos.

O caridtipo foi subdividido em baixo risco: t(15;17), t(8;21) e inv(16), risco intermediario:

normal, +8 e -Y e alto risco: 1(9;22), +11, del(1 1), t(1;11), +21.

Tratamento

Os pacientes de LLA sdo tratados de acordo com o protocolo do grupo alemio GMALL 05/93
(HOELZER et al., 1988). Seguindo o protocolo os pacientes foram subdivididos em 4 bracos de
tratamento: LLA T; LLA B madura com Ig de superficie positiva; LLA B imatura de baixo risco e
LLA B imatura de alto risco. Os fatores de risco considerados foram o CD10 positivo, leucocitose >
30.000/mm3, cromossomo Ph+ ou t(4,11). Os pacientes com > 50 anos foram tratados conforme

protocolo baixo risco.

De acordo com o protocolo de tratamento do nosso servigo os pacientes com LMA receberam
quimioterapia de indug¢do de 1 ou 2 ciclos de TAD-9. Os pacientes que ndo entraram em RC foram
tratados com o regime MEC. Pacientes que entraram em RC foram submetidos a 2 ciclos
consecutivos de consolidago, seguido por um ciclo de TAD-7. Apbs esses 2 ciclos os pacientes

foram submetidos ao tratamento de manuten¢ao por 24 meses (PAGNANO et al., 2000).

Imunofenotipagem

Foram colhidas amostras de MO dos pacientes através da puncdo do esterno ou crista iliaca
em tubos Vacutainer de 4ml (Vacuette) contendo EDTA. Algumas amostras de sangue total foram
colhidas, quando a leucocitose excedeu 25x109/L, através de venopuncio em tubos Vacutainer de
4ml (Vacuette) contendo EDTA para imunofenotipagem. As amostras foram manipuladas em até

24h ap6s a coleta e mantidas a temperatura ambiente (T.A)).

Para o diagnéstico das leucemias foi proposto um painel de triagem, com anticorpos
monoclonais usando trés cores: isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e proteina
piridina de clorofila (PerCP) e com a seguinte combinacdo de marcadores: CD19/CD3/CD45,
CD7/CD33/CD45, HLA-DR/CD13/CD45. A escolha desses anticorpos foi feita com o objetivo de
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fazer uma triagem das linhagens e estudar os fenotipos aberrantes mais comuns. Conforme a
linhagem apontada pelo painel de triagem, dois painéis secundarios foram propostos para LLA B e

LMA, demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4: Painel de Anticorpos monoclonais usados para diagnosticar as Leucemias Agudas:

Painel de Triagem

IgG1 FITC/ 1gG1 PE/ CD45 PerCP
CD19 FITC/ CD3 PE/ CD45 PerCP
CD7 FITC/ CD33 PE/ CD45 PerCP
HLA-DR FITC/ CD13 PE/ CD45 PerCP

Painel Secundario para LLA-B
CD10 FITC/ CD20 PE/ CD19 PerCP
Fab’ FITC/ CD19 PerCP

Kappa FITC/ CD19 PerCP

Lambda FITC/ CD19 PerCP

¢ Fab’ FITC/ CD19 PerCP

¢ Kappa FITC/ CD19 PerCP

¢ Lambda FITC/ CD19 PerCP

Painel Secundario para LMA
CD56 FITC/ CD14 PE/ CD45 PerCP
CD15 FITC/ CD34 PE/ CD45 PerCP
CD2 FITC/ CD45 PerCP

[gG1 FITC/ CD45 PerCP

MPO FITC/ CD45 PerCP

Quando marcadores de células T se apresentavam positivos o diagndstico j4 era fechado como
LLA de linhagem T, ou o painel era complementado com MPO, para descartar LMA ou Leucemia
bifenotipica, quando algum marcador mieldide era expresso no painel de triagem. Quando o
marcador de linhagem B era positivo, aplicava-se o painel secundério para LLA de linhagem B:
CD10/CD20/CD19 e cadeias leves de Ig de superficie e citoplasmatica KAPPA (x)/CD19 e
LAMBDA (1)/CD19. O painel também era complementado com MPO, quando algum marcador
mieloide era expresso no primeiro momento. Quando os marcadores de linhagem mieldide eram

positivos aplicava-se o painel secundario para LMA: CD56/CD14/CD45, CD15/CD34/CD45,
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CD2/CD45 e MPO/CD45. O painel era complementado com CD10/CD20, se o CD19 fosse positivo
no painel de triagem. Em caso de suspeita de M6 usamos a Glicoforina A e de M7, os CD41 ¢
CD61. Foram usados controles 1sotipicos para os anticorpos do painel primario, para x e A de
superficie e de citoplasma e para MPO que € citoplasmatico. A Tabela 5 mostra os anticorpos

monoclonais utilizados.

Tabela 5: Anticorpos monoclonais usados para imunofenotipagem das leucemias agudas:

Marcadores  Fluorocromos Clones Fabricantes
CD2 FITC RPA-2.10 Pharmingem
CD3 PE UCHT1 Pharmingem
CD7 FITC M-T701 Pharmingem

CD10 FITC WB8E7 Becton Dickinson
CD13 PE WM15 Pharmingem
CD14 PE MSE2 Pharmingem
CD15 FITC H198 Pharmingem
CD19 FITC HIB19 Pharmingem
CD19 PERCP SJ25C1 Becton Dickinson
CD20 PE 2H7 Pharmingem
CD33 PE WMS53 Pharmingem
CD34 PE 8G12 Becton Dickinson
CD45 PERCP 2D1 Becton Dickinson
CD56 FITC NCAMI16.2 Becton Dickinson
Anti-HLA-DR FITC G46-6 (L243) Pharmingem
Anti-MPO FITC 5B8 Becton Dickinson
Anti-Kappa FITC Policlonal Becton Dickinson
Anti-Lambda FITC Policlonal Becton Dickinson

Preparacio das amostras para imunofenotipagem

Foram usadas amostras de MO ou SP totais, sem separagfo das células mononucleares em
coluna de Ficoll-Hipaque. As amostras de MO dos pacientes foram diluidas (1:1) com meio de
cultura RPMI 1640 (Cultilab ou Gibco), centrifugadas a 1500 RPM na centrifuga Excelsa baby II da
Fanem por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e foi acrescentado 1 ml de RPMI ao pellet. As
células foram quantificadas no contador hematolégico CellDyn 1700 da Abott e diluidas a uma

concentragdo aproximada de 5 x 10° células/ml para as marca¢des de membrana e de 1 x 10°
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celulas/ml para as marcagdes intracitoplasmaticas. As amostras de SP foram diluidas diretamente

nas mesmas concentra¢des que a medula.

Para a marcacdo de membrana foram usados 100ul das amostras diluidas em cada tubo e
incubados com 5 ul de cada anticorpo por 20 minutos, no escuro e a T.A. As hemécias foram
lisadas com 2 ml da solucio de lise FacsLysing da BD diluida 1:10 por 10 minutos, também no
escuro ¢ a T.A.. As células foram centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e foram acrescentados 2 ml de tampéo fosfato (PBS) 1x (pH=7,4), entdo foram

centrifugadas novamente e o pellet ressuspendido em 1 ml de PBS.

Para a marcac@o intracitoplasmatica foram usados 100ul das amostras diluidas em cada tubo.
As hemdcias foram lisadas com 2 ml de solugdo de lise por 10 minutos a T.A., centrifugadas por 5
minutos a 1500 RPM e o sobrenadante foi descartado. As células foram fixadas com 2 ml de
paraformaldeido 4% por 10 minutos, entio foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. Foram
permeabilizadas com 2 ml de PBS contendo 0,5% de Tween 20 por 2 minutos e centrifugadas
também durante 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram acrescentados mais 2 ml de
PBS/Tween 20, centrifugando novamente por 2 minutos e descartando o sobrenadante. Entdo as
c€lulas foram incubadas com 5 ul de cada anticorpo por 20 minutos, no escuro, a T.A. e depois
foram lavadas 1 vez com PBS/Tween 20 e ressuspendidas em 1 ml do mesmo PBS. Estando prontas

para leitura no citémetro de fluxo.

Aquisicao e analise das amostras por citometria de fluxo

A aquisi¢io das amostras foi feita no citdmetro de fluxo FACSCalibur™ da Becton Dickinson
— San Jose — Califérnia — USA, usando o programa CellQuest™ (BD) e a analise no programa
Paint-a-gate™ (BD), apés calibragio do citdmetro com o kit Calibrite beads (BD), através do

programa FacsComp ™ (BD).

Para uma melhor analise das leucemias agudas sugere-se o uso do “plot” CD45/SSC para
delimitar a janela dos blastos, pois discrimina as células blsticas leucémicas das células normais

residuais, exclui células normais da analise fenotipica das células leucémicas e identifica a
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heterogeneidade das células blasticas em muitos casos de leucemias baseados. nas intensidades das
diferentes distribuigdes do CD45 (LACOMBE et al., 1997).

Usande o dot plot CD45 x SSC (Figura 4) no painel primario e no secundirio para LMA, os
blastos foram identificados e entio selecionados através de uma janela eletronica (“gate”). No
painel secundario. para LLA de Linhagem B, as. células selecionadas foram as CD19 positivas
{CD19 x SSC)-(Figura 5).
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Figura 4: Dot plot CD45 x SSC com “gate” (R1)'nos blastos, CD45.
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Figura 35: Dot plot CD19 x SSC com “gate” (R1) nos blastos de LLA B.
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As populagdes foram compensadas através dos detectores, amplificadores e da compensacio
das fluorescéncias, eliminando sobreposicées. Foram adquiridas 10.000 células em todos os casos.
A expressdo dos antigenos foi considerada através da intensidade de fluorescéncia medida pelo
canal médio de fluorescéncia (CMF).

Os imunofenétipos aberrantes foram considerados de acordo com as expressoes de antigenos

tais como, linhagem cruzada e assincronismo de maturacdo, como descrito anteriormente.

Analise Estatistica
A analise descritiva foi realizada para todos os parametros estudados.
As correlagbes entre o CD45 e outros antigenos foram feitas pelo teste de Spearman. Os

valores foram considerados significativos quando P<0,05.

LLA

O teste de Mann-Whitney foi realizado para ver se havia diferenca na expressdo de CD45
entre as LLA T e B.

Para os casos de LLA B fizemos a regresso de Cox, usando o método Backward, para avaliar
a influéncia dos paradmetros analisados na SG. Os programas SPSS 10.1.4 e WinStat foram usados

para os calculos.

LMA

O teste Kruskal Wallis foi realizado para ver se havia diferenca na expressdo de CD45 entre
os subtipos FAB.

Na analise de sobrevida as variaveis categéricas foram testadas pelo método Kaplan-Meier
para os grupos de risco de cariétipo (baixo, intermediério e alto), numero de sub populagdes (1,2 ou
3), presenca de expressdo de CD14, CD56, CD19 e MPO (O=negativo; > 0=positivo). A influéncia
das variaveis continuas como idade, o nimero de leucdcitos ao diagnéstico e o CMF de varios
antigenos foram analisados no modelo Cox (Backward) além das varidveis categdricas. Os

programas SPSS 10.1.4 e WinStat foram usados para os calculos.
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Este estudo foi realizado em 71 pacientes portadores de leucemia aguda ao diagnéstico.
Cinqilenta. e quatro casos foram estudados através do aspirado de MO e 13 de SP. Os dados
individuais dos pacientes estio nas tabelas do anexo.

o LLA

Trinta e seis casos foram classificados como LLA, dos quais 5 foram LLA de linhagem T e 31
LLA de linhagem B. Com o painel de triagem proposto, foi possivel identificar 4 das LLA T (80%)
e 19 das LLA B-(61%). Nos casos que expressaram algum marcador andmalo, estudamos. outros
antigenos para confirmar a linhagem. Nos casos de LLA B fizemos o painel secundério sugerido
para ela.

-LILAT

As caracteristicas clinicas dos.5 pacientes com LLA T estio representadas na Tabela 6.

Tabela 6: Dados clinicos ¢ hematologicos dos pacientes com LLA T.

Mediana  Varagio

Idade 29 14-51
Masculino/Feminino 372

Hemoglobina g/dl 13,0 11,0-14,0
Leucécitos x10°/1 39 0,76-90,7
Plaquetas x10°/1 174 94-189

AFigura 6 mostra um exemplo.de LLA — T.
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Figura 6: LLA - T, com CD3 e CD7 positivos.
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Nos tivemos 1 caso de Pré-T com CD3 de superficie negativo, por isso fizemos o CD3
citoplasmatico e o CD2, que foram positivos junto com o CD7 ¢ HLA-DR. Este caso também
apresentou expressao andmala de CD13 e CD19, entdo fizemos CD33, MPO, CD10, CD20, k e X,

para descartar Leucemia Bifenotipica e todos deram negativos.

Tivemos 4 casos de LLA-T, com CD7 e CD3 de superficie positivos.

O resultado do estudo da intensidade média de fluorescéncia, medida pelo CMF, dos

marcadores expressos nos casos de LLA T esté representado na Tabela 7.

Tabela 7: Intensidade de fluorescéncia e variagdo de expressdo dos antigenos nos pacientes com

LLAT.

Marcadores Total de casos analisados  Total de casos positivos Mediana CMF (Variag@o)

CD45 5/5 5 272 (42-446)
CD7 5/5 5 1124 (30-1688)
CD3 5/5 4 81 (69-173)
cCD3 1/5 1 21

HLA-DR 5/5 1 898

CDI13 5/5 4 18 (13-50)
CD19 5/5 1 21

Todos os casos apresentaram somente 1 populago de blastos, 3/5 (60%) dos casos tiveram 1
expressao andmala e 1/5 (20%) tiveram 2 expressdes andémalas. O fendtipo aberrante mais

encontrado foi o marcador de linhagem cruzada, CD13 presente em 4/5 (80%) dos casos.

Tivemos resultado de caridtipo em 4/5 (80%) dos casos, dos quais 3 foram normais e 1
tetrapldide (92, XXXX).

Dos casos que tivemos acompanhamento 3 entraram em RC. Ao final do estudo, 2 pacientes

estavam vivos e 2 haviam falecido.

Nao investigamos fatores que pudessem influenciar a SG desses pacientes por termos um

numero muito pequeno de casos.
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- LLA B:

As caracteristicas clinicas dos 31 pacientes com LLA B estio representadas na Tabela 8.

Tabela 8: Dados clinicos e hematologicos dos pacientes com LLA B.

Mediana Variagdo

Idade 27 7-67
Masculino/Feminino 18/13
Hemoglobina g/dl 80 6,0-16,0
Leucécitos x107/1 12,4 0,6-176
Plaquetas x10%/1 50 5-502

A Figura 7 mostra um-exemplo de LLA — B.
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Figura 7: LLA — B, com CD19, CD10-positivo e expressdo variavel de CD20.

Imunologicamente classificamos 19/31 (61%) dos casos, dos quais 1 foi pré-pré-B, 1 comum,
11 pré-B e4 B madura. Os 14/31 (38%) dos casos restantes se dividiram entre: comum ou pré-B
(11 casos), pré-B.ou B madura (2 casos) e pré-pré-B, pré-B ou B madura (1 €aso).

O resultado do estudo da intensidade média de fluorescéncia dos marcadores €Xpressos nos
casos de LILA B esta representado.na Tabela 9.
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Tabela 9: Intensidade de fluorescéncia e variagdo de expressao dos antigenos nos pacientes com LLA B.

Marcadores Total de casos analisados Total de casos positivos Mediana CMF (Variagio)

CD45 25/31 24 91 (0-678)
CD19 31/31 31 80 (19-426)
CD10 31/31 27 172 (11-810)
CD20 31/31 8 163 (9-757)
sKappa 22/31 1 16

cKappa 13/31 7 19 (14-65)
sLambda 22/31 3 26 (13-58)
cLambda 13/31 4 31 (10-50)
HLA-DR 31/31 31 490 (72-2814)
CD7 31/31 2 38 (37-39)
CD13 31/31 11 37 (14-116)
CD33 31/31 12 57 (24-342)

s = superficie; ¢ = citoplasma

A expressdo de CD45 foi avaliada em 25/31 (80%) dos casos. Trés variaram de negativo a
fraco positivo (valor baixo do CMF). O CD10 foi negativo em 4 casos e sua expressio foi fraca em

outros quatro.

Observamos a presenga de 2 populacdes de blastos fenotipicamente diferentes em 1 caso
(3%), com CD45, CD19, HLA-DR positivos, mas apenas uma delas expressou o CD10 e ambas
expressaram os CD13 e CD33. Além deste caso, mais 13/31 (42%) apresentaram 1 expressdo
andémala do CD7, CD13 ou CD33, 3/31 (9%) apresentaram duas, os CD13 e CD33 ¢ 1/31 (3%)
apresentou trés marcadores anémalos, os CD7, CD13 e CD33. Em todos os €asos que expressaram
0s CD13 e 33 foi realizado a MPO, a qual foi negativa. Em geral o CMF dos marcadores an6malos

foi baixo. Tivemos 13/31 (42%) dos casos que ndo apresentaram nenhuma express3o anémala.

Através do teste de Spearman correlacionamos a expressdo de CD45 com a de outros
antigenos (CD19, CD10, CD20, HLA-DR, k e 1) e os valores significativos estfo representados na
Tabela 10.
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Tabela 10: Correlacdes significativas entre o CMF do CD45 e os CMF dos CD10, CD20 e » de

superficie e citoplasma dos pacientes com LLA B.

Marcadores D43
R P
CD10 -0,61 0,0004
CD20 0,48 0,006
s Lambda 0,46 0,02
¢ Lambda 0,51 0,04

Analisando a expressdo de CD45 entre os casos de LLA T e B através do teste Mann-

Whitney, pudemos observar que no h4 diferenca de expressio desse anti geno entre eles.

Analisamos as correlacdes entre a % e 0 CMF dos marcadores das LLA e vimos que a maior

parte deles tiveram correlacio, exceto o CD45 e o HLA-DR, como mostra a Tabela 11.

Tabela 11: Correlagdes entre a % e CMF dos marcadores das LLA, através do teste de Spearman:

Marcadores R P
CD45 0,33 0,08
CD19 0,50 0,002
CD10 0,76 0,00001
CD20 0,96 0,00001
s Kappa 1,0
¢ Kappa 0,85 0,00001
s Lambda 0,99 0,00001
¢ Lambda 0,96 0,00001
CD3 0,99 0,00001
CD7 0,99 0,00001
HLA-DR 0,29 0,18
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Obtivemos resultado de caridtipo de 13/31 (42%) dos casos, 10 foram normais, 2 com t(9;22)

e 1 comdel(11)(g23).

Conseguimos levantar dados de evolugdo de 26 pacientes. Destes 22 (84,6%) entraram em

RC, 1 nfo entrou e os outros 3 (1 1,5%) morreram durante a induc3o.
- Anélise de sobrevida

Na analise multivariada de Cox os parametros idade e CMF do CD45 foram fatores de pior

prognostico Tabela 12.

Tabela 12: Valores da analise multivariada de Cox:

P B IC (95%)
Idade 0,02 0,0075 0,001-0,014
CMF CD45 0,02 0,0574 0,0073-0,0107

e LMA

Trinta e cinco casos foram classificados como LMA. O painel de triagem proposto foi capaz
de identificar todas as LMA, mesmo assim o secundirio foi realizado. Pela morfologia e
citoquimica tivemos 8 LMA sem matura¢@o, 10 LMA com maturacio, 4 Leucemia Promielocitica,

12 Leucemia Mielomonocitica e 1 Leucemia Eritréide.

As caracteristicas clinicas dos pacientes estio representadas na Tabela 13.

Tabela 13: Dados clinicos e hematolégicos dos pacientes com LMA.

Mediana  Variacio

Idade 51 11-79

Masculino/Feminino 22/13

Hemoglobina g/dl 8,0 4,0-13,0

Leucdcitos x 10%/1 16,7 0.8-150

Plaquetas x 10%/1 61 11-271
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Com relacdo a presenca de populagdes de blastos, 29/35 (60%) tiveram apenas 1 populacido,
5/35 (%) tiveram 2 populagdes (1 M1, 3 M4 e 1 M5) e 1 (M6) teve 3 populacdes de blastos

fenotipicamente diferentes, que estdo representados na Tabela 14.

Tabela 14: Presenca de populagdes de blastos com relacdo ao subtipo FAB.

Popula¢des
1 2 3 Total
FAB MO 3 3
M1 4 1 5
M2 7 7
M3 4 4
M4 6 3 9
M5 2 1 3
M6 1 1
Total 26 5 1 32 *

*Em 3 casos, as laminas estavam inadequadas para fazer a
classificagdo FAB. Todos eles apresentaram somente 1 populacio

de blastos.

Os casos que néo tiveram classificagdo FAB, apresentaram os seguintes fenoétipos:
- Caso 11 - CD45+, CD13+, CD15+, CD33+, HLA-DR+, CD56+ ¢ MPO-
- Caso 27 - CD45+, CD13+, CD33+, CD34+ ¢ MPO+

- Caso 30 - CD13+, CD33+, HLA-DR+ e CD14-
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A Figura 8 mostra um exemplo.de LMA com 1 populagio de blastos.
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Figura 8: LMA com 1 populagio de blastos positivos para CD33, CD13 e HLA-DR

A Figura'9 mostra uma caso de LMA com 2 populagdes de blastos.

1024

108 1p?
CDISFITC

102

€DS6 FITC

1A

100 10t 102
MPOFITC

103 .

§ &
[23
g g
g o G bt %
Eo 100 10! 100 101 102
CD7 FITC Anti-HLA-DR FITC’
Bl
B
3
B
E
o @ 22
3 3 T
Q a 8
G o P

104

Figura 9: LMA com 2 populagdes de blastos. Onde a populago vermelha tem expressio fraca de
CD7 e CD33, forte de HLA-DR, CD13 e CD34 e positiva para MPO e populagiio verde expressa
mais CD7, HLA-DR, CD13 e CD34, 0 CD33 é fraco e negativa para MPO.
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A Figura 10 mostra o caso de LMA com 3 populagdes de blastos.
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Figura 10: LMA FAB-M6. com 3 populagBes de blastos, onde a vermelha sio os enitroblastos
positivos para glicoforina, a verde tem SSC e CD45 caracteristicos de pro-eritroblastos que além de
expressarm glicoforina, sio positivos para CD13, CD33 e CD34 e a amarela que estd na janela de
blastos (mieloblastos) e expressam CD13, HLA-DR, CD33, CD34 e pouca glicoforina.

O estudo da intensidade média de fluorescéncia dos marcadores mais. eXpressos nessa

leucemia esta representado nas Tabelas 15 e 16, de acordo com a presencga de populagdes de blastos.
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Tabela 15: Intensidade de fluorescéncia e variagdo dos anticorpos expressos nos pacientes com

LMA, que tiveram apenas 1 populacio de blastos, N = 29.

Marcadores N Mediana CMF (variacdo)

CD45* 27 188 (5-995)
CD13 28 122 (19-1116)
CD15 8 135 (32-264)
CD33 27 196 (27-4381)
MPO 18 62 (6-232)
CD14 8 228 (36-347)
CD56 10 29 (8-156)
CD7 4 83 (51-771)
CD34 19 262 (27-737)

HLA-DR 24 252 (65-2280)
CD19 1 91
CD2 1 131

N = nlimero de casos em que foi encontrada express&o dos
antigenos. * o CD45 nio foi realizado em 2 casos.

Tabela 16: Intensidade de fluorescéncia e variacio dos anticorpos expressos nos pacientes com

LMA, que tiveram 2 populagdes de blastos, N = 5.

Populagio 1 Populagio 2
Marcadores N Mediana CMF (variacio) N Mediana CMF (variagio)
CD45 5 172 (72-776) 5 353 (157-637)
CD13 3 61 (41-205) 5 154 (60-241)
CD15 3 46 (33-171) 3 150 (98-186)
CD33 5 66 (32-427) 4 116 (35-161)
MPO 4 44 (32-115) 1 25
CD14 0 0 3 201 (195-239)
CD56 2 110 (77-143) 2 50 (32-69)
CD7 1 35 1 385
CD34 2 287 (171-403) 2 105 (11-199)
HLA-DR 5 637 (216-1235) 2 357 (209-506)
CD19 2 17 (14-20) 0 0
CD2 0 0 1 19

N = niimero de casos em que foi encontrada expresséo dos antigenos.
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O caso de LMA-M6 apresentou 3 populagdes de blastos com as seguintes caracteristicas:
Populagéo 1: CMF Glicof. A = 18; Populagdo 2: CMF Glicof. A = 45; Populagdo 3: %CD45 = 17,
CMF CD45 = 49, CMF Glicof. A =172, CMF CD2 = 16, CMF CD19 = 49.

Com relag@o aos fenotipos aberrantes, encontramos os seguintes resultados:

O CD7, considerado um marcador de imaturidade, foi expresso em 7/35 (20%) casos, sendo 2

MO, T M1 (populacdes 1 e 2), 1 M2, 2 M4 e na M6.

Os marcadores aberrantes de outras linhagens como o CD19 ¢ 0 CD2 foram €Xpressos em
4/35 (11%) casos. O CD19 em 1 MO ¢ 2 M4 (populacdo 1) e na M6 (populagio 3)eoCD2em 1
MO (populagdo 1), 1 M4 (populacgo 2) ena M6 (populagio 3).

O marcador anémalo CD356, foi expresso em 13/35 (37%) casos (1 MO, 1 M1, 4 M2, 1 M3, 1
M4,2 M5, na M6 eem 1 sem classificacdo FAB).

Com relag@o ao assincrinismo de maturagdo, 7/35 (20%) casos co-expressaram CD15/CD34

(1M2,4M4 e2 M5)e8/35 (22%) casos co-expressaram CD34/CD56 (2 M0, 2 M2, 1 M5 e a M6).
A expressdo de CD45 foi muito variada nos diversos tipos FAB, como mostra a Tabela 17.

Tabela 17: Intensidade de fluorescéncia e variac@o da expressdo de CD45 nas LMA imaturas MO e

M1, nas M3 e nas maduras M2, M4 e M5.

LMA Mediana CMF CD45 (Variagio)

LMA imaturas 88 (5-306)
LMA M3 124 (72-183)
LMA maduras 209 (37-796)

Analisando a expressio de CD45 entre os tipos FAB, através do teste Kruskal-Wallis,

pudemos observar que nio ha diferenca de expressdo entre os tipos.

As correlacdes significantes da expressido de CD45 com a expressdo dos outros antigenos

estdo representadas na Tabela 18.
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Tabela 18: Correlacio entre 0 CMF de CD45 e os CMF dos CD14, CD15, CD33 dos pacientes
com LMA.

CD45
Marcadores
R P
CD14 0,46 0,003
CD15 0,33 0,03
CD33 0,62 0,0001

Correlacionando a porcentagem de positividade e o CMF de cada marcador, somente o CD45

nao teve correlacdo entre sua % e o CMF, como mostra a Tabela 19:

Tabela 19: Correlagdes entre a % e CMF dos marcadores das LMA, através do teste de Spearman:

Marcadores R P
CD45 -0,12 0,51
CD13 0,45 0,006
CD14 0,99 0,00001
CD15 0,99 0,00001
CD33 0,62 0,00001
MPO 0,82 0,00001
CD34 0,91 0,00001

HLA-DR 0,42 0,01
CD56 0,91 0,00001

Obtivemos resultado de caridtipo em 23/35 (65%) casos. As alteragdes encontradas com

relacdo ao subtipo FAB estdo na Tabela 20.
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Tabela 20: Resultado de cariétipo e alteracdes encontradas com relacdo ao subtipo FAB.

Caridtipo
N FAB
Sem cariétipo 12
Normal 14
+11 1 M2
+21 1 M1
inv(16) 1 M4
t(8;21) 1 M2
t(9;22) 1 MO
t(8;21), -Y 1 M2
Normal, t(15;17) 1 M3
t(8;21), +8 1 M2
Del(11), t(1;11) 1 M4
Total 35

O caridtipo foi estratificado conforme seu valor prognostico pelos critérios da OMS e pode-se
observar que o maior nimero de casos teve risco intermediario. Somente 1 M2, 1 M3 e 1 M4
apresentaram cariotipo de baixo risco, ¢ 1 MO, 1 M1, 1 M2 e 1 M4 tiveram cariétipo de alto risco,

como mostra a Tabela 21.

Tabela 21: Distribui¢ao do valor prognéstico do caridtipo com relacdo ao subtipo FAB.

Cariotipo

Baixo Risco Risco Intermediario  Alto Risco Total

FAB MO 1 1 2
M1 4 1 5
M2 1 5 1 7
M3 1 1 2
M4 1 2 1 4
M5 2 2
M6 1 1

Total 3 16 4 23
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Analise de sobrevida
Analise de sobrevida pelo método Kaplan-Meier, para varidveis categoricas, mostrou uma

diferenca significante para caridtipo estratificado de acordo com os grupos de risco definidos pelos
critérios da OMS (P=0,05) (Figura 11).
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Figura 11: Curva de SG dos pacientes de acordo com o risco prognéstico do cariotipo.

A analise da expressdo de CDI14 teve valor prognostico fraco (P=0,07) (Figura 12). Foi
interessante notar que a sua expressdo em uma das populagdes de blastos teve influéncia na SG.
Todos os pacientes com CD14+ ¢ CD34+ tiveram 6bito.
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Figura 12: Curva de SG dos pacientes de acordo com a positividade de CD14 nas populagdes de
blastos. 0 = CD14 negativo, 1 = CD14 positivo em uma das populagGes.
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Comparando-se a SG dos casos que apresentaram apenas 1 populacdo de blastos com aqueles
onde se pode evidenciar 2 ou mais sub populagdes pelo método de Kaplan-Meier o valor de P nio
foi significante (P=0,29). Porém observando-se a curva ha uma tendéncia de que oS casos com

varias sub populacdes tenham melhor sobrevida a partir de 2 meses (Figura 13).
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Figura 13: Curva de SG dos pacientes de acordo com a presenca de populagdes de blastos
fenotipicamente diferentes.

Os tipos FAB bem como a expresséo de CD19, CD56 e MPO niio tiveram influéncia na SG.

No modelo de Cox, a idade (P=0,11), ntimero de leucécitos ao diagnéstico (P=0,02), caridtipo
(P=0,09), o CMF de CD45 (P=0,06) e MPO (P=0,08) foram significantes na analise univariada. Na
multivariada, somente o nimero de leucécitos e CMF do CD45 permaneceram como fatores

prognosticos negativos, como mostra a Tabela 22.

Tabela 22: Valores da analise multivariada de Cox:

P B IC (95%)
Leucdcitos 0,03 0,0106 0,002-0,020
CMF CD45 0,05 0,0025 0,003-0,0048
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A imunofenotipagem por citometria de fluxo tem sido considerada uma técnica fundamental

para o estudo das leucemias agudas.

Neste estudo fizemos o diagnéstico dessas doengas em duas etapas usando um painel de
triagem e depois outros complementares para LLA B e LMA, com poucos anticorpos monoclonais.
Estes foram escolhidos de acordo com a maior incidéncia em cada tipo de leucemia, no que diz

respeito a linhagem, maturacio e expressdo aberrante.

Dois marcadores recomendados pela Primeira Conferéncia Latino-Americana de Consenso
para Classificacdo Imunolégica das Leucemias ndo foram usados, o TdT de imaturidade da

linhagem linféide e 0 CD79a especifico da linhagem linf6ide B.

Segundo PIEDRAS e colaboradores (2000) que fizeram um estudo desse painel, o TdT foi
expresso em todos os casos de LLA T, assim como o CD3 citoplasmatico e o CD7. O CD3, embora
de superficie, e 0 CD7 também estavam no nosso painel. Por outro lado, o TdT foi positivo em 79%
dos casos de LLA B, visto que os CD79a citoplasmatico e o CD19 foram expressos em 100% e no
nosso painel constava o CD19 que também foi expresso em todos os casos de LLA B. Portanto
conseguimos fazer o diagnéstico dos dois tipos de leucemias sem o TdT e 0 CD79a, embora talvez
a maior importancia do CD79a seja na classificagdo da leucemia bifenotipica, porque sua pontuagio

€ maior do que a do CD19 no “score” de classificaggo.

Em 80% dos casos de LLA T foi possivel definir a linhagem celular com o painel de triagem,

concluindo o diagndstico para inclusio dos pacientes nos protocolos de tratamento.

O CD3 de superficie e 0 CD7 foram suficientes para diagnosticé-las, visto que em apenas um

caso foi necessario fazer o CD3 intracitoplasmatico.

O fendtipo aberrante mais encontrado nessa leucemia foi o marcador de linhagem cruzada,
CD13 (80%), embora fracamente expresso. Outros autores encontraram expressio desse marcador

em cerca de 50% dos casos (BABUSIKOVA e TOMOVA, 2002; GARCIA VELA et al., 2000).

Seria necessario um ntimero maior de casos para estudarmos parametros progndsticos, o que

ndo foi possivel devido a baixa incidéncia dessa leucemia em adultos.
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Com o painel de triagem foi possivel definir a linhagem celular de 61% das LLA B e em
todos os casos concluimos o diagndstico com o painel secundério, que foi muito util para a
confirmagdo da linhagem e classificagdo imunoldgica das mesmas, apesar de ainda termos
dificuldade de classificar alguns casos em que ndo foram realizadas as imunoglobulinas,
principalmente de citoplasma que acabaram sendo fundamentais e agora foram incluidas na rotina
do laboratério. De um modo geral, o painel utilizado mostrou efetividade no diagndstico e

capacidade de encaminhar tratamento.

Os marcadores de linhagem cruzada encontrados em 54% dessas leucemias apresentaram
expressao fraca. Entre eles estdo o CD7 (6%) além de CD13 (35%) e CD33 (38%). DEN BOER ¢
colaboradores (1999) descreveram expressdo de marcadores mieldides em 36% das LLABe T. Ja
GARCIA VELA e colaboradores (2000) observaram em 47% dos casos de LLA B expressao desses
marcadores, sendo 85% de CD13 e 75% de CD33.

Os blastos leucémicos linféides expressaram mais CD45 e CD19 do que os linfécitos T e B
normais (HENDRICKX e BOSSUYT, 2001; RIBEIRO et al., 2005). No trabalho de HENDRICKX
e BOSSUYT (2001) a intensidade do CD45 foi obtida por outro método, usando beads. Isto pode
explicar tal resultado. Mas no de RIBEIRO e colaboradores (2005) eles usaram o mesmo

equipamento e programa que no nosso trabalho para medirem a intensidade do CD19.

A expressio de CD19 nas células blasticas das LLA B, teve uma mediana de intensidade de
fluorescéncia (80) maior que os linfécitos normais e seu valor minimo (19) foi inferior ¢ 0 maximo
(426) foi bem maior, quando comparados com os linfécitos imaturos normais que apresentaram
mediana de 52 variando de 30 a 104. Os linfécitos maduros normais tiveram mediana de 49,
variando de 44 a 187, (RIBEIRO et al., 2005). Com isso pudemos observar que os blastos tanto

podem ter deficiéncia como super expresséo desse marcador.

O CD45 teve correlagdo inversa com o CDI10. Isso se explica com a maturacio celular. A

medida que as células amadurecem, ganham CD45 ¢ perdem CD10.

O modelo de Cox, usando a anélise multivariada, definiu que a idade e o CMF do CD45 sio

fatores de pior prognéstico para a sobrevida desses pacientes.
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A idade ¢ um dos fatores prognésticos mais importantes nas leucemias agudas (RILEY et al.,
2002). Levando em consideracdo que uma porcentagem maior de criangas com LLA B (95%)

entram em RC do que a de adultos (60-85%) (BRUNNING et al., 2001).

Alguns autores como (BEHM et al., 1992; BOROWITZ et al., 1997; NAKAMURA et al.,
2001; RILEY et al., 2002) consideram a expressdo de CD45 como um fator de pior progndstico nas
LLA B e n6s pudemos comprovar isso no nosso estudo através da anélise de Cox. O papel bioldgico
do CD45 ainda nZo estd bem elucidado. Acredita-se que ele induza apoptose nos linfocitos B
normais (KLAUS et al.,, 1996) e que a perda do CD45 contribua para um subgrupo funcional e
imunologicamente diferente de LLA B com regulacdo alterada do crescimento celular, apoptose,
diferenciacdo e ativacdo celular (RATEI et al., 1998). E essa perda tem sido associada com uma

excelente resposta a quimioterapia com multiplas drogas (RILEY et al., 2002).

O painel de triagem foi suficiente para definir a linhagem de todos os casos de LMA. Os
CDI3 e CD33 foram suficientes para diagnostica-las e o painel secundario foi util para a

classificacdo FAB e imunoldgica e para o estudo dos fenotipos aberrantes, inclusive CD56 e CD2.

Os fendtipos aberrantes encontrados foram os marcadores de linhagem cruzada, o CD56
(37%), CD19 e CD2 (11%), o marcador de imaturidade CD7 (20%) e assincronismo de maturacio
CD34/CD15 (20%) e CD34/CD56 (22%), mas nenhum deles mostrou importancia progndstica.

DI BONA et al. (2002) encontraram o CD56 positivo em 22% dos casos de LMA por eles
estudados, semelhante também a varios outros estudos onde 0 CD56 poderia ser expresso em 16 a
24% das LMA. Segundo a literatura, o CD7 é o antigeno de linhagem linféide mais observado na
LMA e o CD2 apresenta igual incidéncia, seguidos do CDI19 e outros. BRADSTOCK e
colaboradores (1994) encontraram o CD7 em 28%, 0 CD2 em 16% ¢ o CD19 em 7% dos casos de
LMA estudados. Nos casos com CD2 e CD7 positivos, a resposta dos pacientes ao tratamento, foi
pior. LAUNDER e colaboradores (1996) observaram a presenca do CD7 em 44%, do CD2 em 38%
e do CD19 em 13% das LMA.

Deve-se lembrar que essas discrepancias nas porcentagens de casos positivos para os
marcadores em geral, seu valor progndstico e fendtipos aberrantes encontrados, se devem ao fato de
que os estudos ndo sio realizados da mesma maneira em todos os servigos, variando o tipo de

analise e anticorpos usados, o niimero de casos € as caracteristicas dos pacientes estudados.
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A presenca de sub populagdes foi praticamente restrita as LMA. Nos 6 casos que
apresentaram 2 ou mais sub populagdes, o CD45 geralmente teve expressdo mais forte na populacio
2, assim como CD13 e CD33. J4 o CD34 e HLA-DR tiveram menor expressdo nessa populacio.
Esses achados sugerem que a populacio 2 representa um estagio mais maduro que a populacdol,
mas a expressdo de CD15 e MPO, nfio corroboram com essa hipétese, pois foram menos expressos
na populagdo 2. Portanto, a populagio 2 poderia ainda ser um estidgio mais maduro que a 1, mas
apresentar uma deficiéncia de expressdo de um antigeno. Os CD14 e CD56 tiveram praticamente a
mesma expressdo nas duas populagdes. A deteccio de 2 populagdes fenotipicamente diferentes é
importante quando se pensa na quimioterapia, que pode selecionar apenas uma delas e a DRM ou
recaida podem ser diferentes do diagndstico se analisadas da maneira tradicional, onde nio se
separa as sub populagdes através da expressdo do CD45 e considera a positividade do marcador
somente baseada na porcentagem. A presenca de sub populag@es foi mais encontrada nos subtipos
FAB M4 e M5, no entanto, néo teve associacio com progndstico como mostrou a curva de Kaplan-
Meier, devido ao fato de serem poucos casos e também nio sabemos se outros parametros estdo

influenciando ou néo, por nio ter entrado na analise de Cox.

A citogenética é um fator progndstico bem definido no diagnéstico da LMA (GRIMWADE et
al.,, 1998; PELLOSO et al., 2003) e pudemos confirmar isso, nas nossas amostras, quando

analisamos o impacto risco do cariétipo na sobrevida dos pacientes.

O nimero de leucéeitos ao diagndstico é considerado um fator de prognoéstico desfavoravel. O

mesmo se repetiu nas nossas amostras.

Comparando os diagnésticos pelo critério FAB, baseado na morfologia e citoquimica, a
discrepancia mais importante foi vista nos casos com componente monocitico. Qutros autores
também encontraram diferencas entre as expressdes de alfa-naftil-acetato esterase (ANAE) e CD14
em até 26% dos casos. FERGEDAL e colaboradores (1998) observaram auséncia da expressdo de
CD14 em 15% dos casos. Entre os nossos pacientes, dos 12 casos diagnosticados como FAB M4 e
M5, somente 8 expressaram CD14. Portanto tivemos deficiéncia de CD14 em 33% dos casos. O
CD14 também pode ser expresso nos tipos FAB M0, M1 e M2. Porém, nos nossos casos, assim
como em outros trabalhos (FERGEDAL et al., 1998), o0 CD14 teve mais influéncia prognostica que

a ANAE. A expressdo de CD14 est4 associada a resisténcia a multiplas drogas, segundo um estudo
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realizado por NORGAARD e colaboradores (2001), onde eles observaram que, in vitro, as células
leucémicas de pacientes com LMA M4 e MS5, com alta porcentagem de positividade para o CD14
eram mais resistentes a varias drogas, como Ara-C, daunorrubicina e outras, o que pode justificar
sua associa¢do com um pior prognéstico. Enfim, todos esses fatos podem ser responsaveis pelos
resultados conflitantes sobre a sobrevida na LMA com componente monocitico. Essas controvérsias
dificultam a escolha de qual é o melhor método de se identificar as leucemias com diferenciagdo

monocitica.

DUNPHY et al. (2004) analisaram a expressdo de varios antigenos associados com a
linhagem monocitica, tais como, CD11b, CD14, CD15 e CD64 nas células positivas para ANAE.
Eles demostraram que, além da variacdo de expressdo dos antigenos monociticos de acordo com a
maturacdo celular, hd uma deficiéncia parcial ou completa de um ou mais deles. Isso também ocorre
com a MPO na linhagem granulocitica. Em nossos pacientes, cerca de 30% dos casos nio
expressaram MPO, bem como em outros trabalhos (MATSUO et al.,, 2003, PEFFAULT DE

LATOUR et al., 2003) que também observaram a perda de expressdo dessa enzima.

Podemos discutir entdo qual é a melhor técnica para identificagdo da linhagem mieléide
incluindo a monocitica, se é através da citoquimica, mioloperoxidase, que é considerada o padréo
ouro para detec¢do da LMA em muitos laboratérios, mas que, no entanto, nio ¢ expressa nas MO e
M7, podendo dar um resultado falso negativo ou se € através da citometria de fluxo onde varios
outros marcadores podem ser estudados ao mesmo tempo, confirmando a linhagem. Segundo
PEFFAULT DE LATOUR e colaboradores (2003) a citometria é mais sensivel do que a
citoquimica para deteccio de MPO. Basta ajustar a porcentagem em que as células s3o consideradas
positivas, pois a citometria preconiza 10% e a citoquimica 3%. J4 DUNPHY e colaboradores
(2004), ainda preferem o estudo da série monocitica através da citoquimica, visto que h4 variacio
na expressdo dos marcadores durante a maturacio celular. Se considerarmos que a citometria seja
mais sensivel e que podemos usar varios marcadores a0 mesmo tempo, conseguiremos estudar a

linhagem monocitica com mais seguranca por esse método.

O CD45 teve correlagdo positiva com os CD14, CD15, CD33 e negativa com CD34. Isso
indica que o CD45 est4 relacionado com a maturidade dos blastos (METZE et al., 2005).
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Pouco se sabe sobre o valor progndstico do CD45 na LMA. Mas no modelo de Cox,
analisando o CMF do CD45 dos nossos pacientes, evidenciamos um fator prognéstico independente
de menor sobrevida, associado com o nimero de leucocitos ao diagndstico. Talvez uma explicacdo

seja sua relacdo com resisténcia a drogas como citaram RILEY e colaboradores (2002).

A andlise no Paint-a-gate nos proporcionou uma melhor visualizacdo das populagdes
blasticas, podendo identificar a presenca de sub populagdes, observar a forma de expressdo de cada
marcador e sua positividade quanto a porcentagem e intensidade de fluorescéncia, pela qual
pudemos detectar pardmetros prognosticos. A presenca de sub popula¢des ndo influenciou na
sobrevida, mas eles podem dificultar estudos de DRM, por citometria de fluxo, pois a quimioterapia

pode selecionar uma das sub populacdes.

Os antigenos tem distribuicdes diferentes nas leucemias, o que pode tornar inadequada a
analise apenas por porcentagem de células positivas, mesmo quando tiver distribui¢do unimodal,
pois a intensidade de fluorescénica pode ser baixa, sobrepondo a populacdo de células do controle
negativo, o que torna o resultado de valor numérico nio apropriado. A intensidade de fluorescéncia
descreve melhor a distribuicio dos antigenos nas células leucémicas (BOROWITZ et al.,, 1997).
Atraveés da analise da intensidade de fluorescéncia, que ¢ uma nova abordagem, onde se pode ter
uma melhor no¢Zo de como e quanto os antigenos s3o expressos pelas células e ainda conseguimos
encontrar fatores progndsticos que nfo encontramos pela porcentagem, principalmente o CD45 que

ndo teve correlagdo entre porcentagem e CMF tanto nas leucemias linféides quanto nas miel6ides.

Encontramos algumas limitacSes nas analises estatisticas devido a0 numero de pacientes ser
pequeno, outros estudos com maior niimero de casos devem ser realizados a fim de confirmar tais

achados.

Sugerimos que as analises realizadas através da citometria de fluxo sejam encaradas de
maneira mais ampla e moderna, quebrando o paradigma da analise apenas pela porcentagem, que

também € importante, mas nio em todas as situagdes.
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O uso de um painel racionalizado foi suficiente para diagnosticar as linhagens das leucemias

agudas na maioria dos casos.

Atraves da analise no Paint-a-gate pudemos observar quais foram as expressdes andmalas

mais presentes em cada tipo de leucemia aguda e a presenca de sub populacdes de blastos.

O nosso estudo serviu para esclarecer divergéncias na literatura sobre o progndstico de
LMA com componente monocitico. CD14 e nio ANAE discrimina progndstico. Pudemos
comparar os resultados obtidos através da imunofenotipagem com os critérios FAB,

principalmente no que se diz respeito & linhagem monocitica.

Observamos que a anélise da intensidade de fluorescéncia dos marcadores pode ajudar a

determinar fatores progndsticos, principalmente o CD45.

Confirmamos alguns fatores progndsticos ja conhecidos, como idade e CD45 nas LLA B ¢
citogenética e numero de leucécitos nas LMA e encontramos outros, como o CDI14,

discutido na literatura e 0 CD45, ainda pouco esclarecido na LMA..
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