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RESUMO

Hematogbnias s&o células jovens normais da medula Ossea
responsaveis pela produgao das células de linhagem B do sistema imunolégico. A
leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B representa um dos tipos de
transformacao neoplasica das hematogénias. Devido a alta similaridade do ponto de
vista citoldgico dos dois tipos celulares, € possivel haver erros de interpretacado na
analise citologica, fazendo-se necessario em algumas circunstancias o uso de
técnicas complementares diagndsticas para diferenciar as células benignas das
malignas. O uso de marcadores imunologicos através de anticorpos monoclonais
marcados com fluorescéncia tem grande aplicabilidade nos laboratérios
especializados como rotina no estudo das leucemias. Os antigenos CD10 e CD19
estdo expressos em ambos os tipos celulares de forma que se faz necessaria uma
extens&o no uso de outros marcadores para caracterizagdo da natureza benigna ou
maligna das células. Testou-se possiveis diferengas nas curvas de expressao de
CD10 e CD19 dos dois tipos celulares. Foram colhidas 36 amostras de medula
Ossea de pacientes pediatricos ndo neoplasicos como grupo controle. A idade variou
de 24 dias de vida a 15 anos com uma média de 5 anos. Foram colhidas também 39
amostras de pacientes portadores de LLA de linhagem B por ocasidao do diagnaostico.
A idade variou de 4 meses a 14 anos com uma média de 6,6 anos. Analisou-se as
diferencas nas distribuigdes quanto a intensidade de fluorescéncia pelas médias,
desvios-padrao, coeficientes de variagao, coeficientes de inclinacédo e coeficiente de
curtose para os dois marcadores CD10 e CD19 nos dois grupos. Os valores
individuais de cada amostra foram comparados com os intervalos gerados pelos
valores do grupo controle com os seguintes respectivos resultados de sensibilidade
e especificidade: 89,7% e 75% para um cut-off de média+2DP; 79,5% e 100% para
meédia+2,5DP; e 71,8% e 100% para média+3DP. Conclusao: A expressdo de CD10
e CD19 em blastos e hematogbnias é diferente podendo ser de utilidade pratica na

distincdo entre os dois tipos celulares.

Palavras-chave: Hematogonia; antigenos CD10 e CD19; leucemia linfoblastica

aguda.



ABSTRACT

Hematogones are normal immature cells from bone marrow that are responsible for
the production of the immune system’s B cell lineage. The acute lymphoblastic
leukemia (ALL) of precursors B cells represents one type of neoplastic transformation
of hematogones. Due to their high similarity there are risks of erroneous
interpretation consequently making it necessary use to complementary diagnostic
techniques. The CD10 and CD19 antigens are expressed on both types of cells so, it
is necessary use other monoclonal antibodies to identify malign or benign nature. In
attempt to avoid the use of different antibodies we investigate possible differences in
the expression of CD10 and CD19 in both cell types. We collected 36 samples of
bone marrow from non-neoplastic patients as a control group. The age raged from 0
to 15 years with an average of 5 years. It was also collected 39 samples from
patients with ALL of B cells. The age ranged from 0 to 14 years with an average of
6.6 years. We analyzed the differences between the fluorescence intensity
concerning average, standard deviation, variation, inclination and kurtosis coefficients
for the two markers. The individual values of each sample were compared with the
intervals generated by the values of the control group: MEx2SD; ME+2.5SD and
ME+3SD. It was possible to distinguish the groups with 89.7% and 75%,; 79.5% and
100% and 71.8% e 100% of sensibility and specificity, respectively for the intervals.
In conclusion, the expression of CD10 and CD19 antigens on blasts and
hematogones is significantly different and may be useful in the differentiation of both
cell types.

Keys- words: Hematogones; CD10 and CD19 antigens; Acute lymphoblastic
leukemia (ALL)
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1 INTRODUGAO

Células precursoras linféides de linhagem B, também conhecidas como
hematogonias, presentes na medula 6ssea em condigdes normais, apresentam
caracteristicas morfologicas e imunofenotipicas semelhantes aos blastos leucémicos
na leucemia linfoblastica aguda (LLA), podendo haver dificuldades na diferenciagao
morfoldgica laboratorial dos dois tipos celulares sendo por vezes necessaria uma

extensdo do estudo destas para melhor caracterizagdo (RIMSZA et al, 2004).

As hematogobnias pelas técnicas de coloragdo convencionais com o azul
de metileno, segundo Romanovsky, parecem muito com os blastos da leucemia
linfoblastica subtipo L1 da classificacdo franco-americana-britanica (FAB). (Figura 1)
A diferenciacdo se faz necessaria visto que os precursores normais da medula
O0ssea podem, em situagbes outras que nao a leucemia, estar aumentados e
conduzir a um erro de interpretacdo. Pacientes portadores de leucemia linfoblastica
aguda também podem ter um aumento de células jovens linféides na medula éssea
com caracteristicas blasticas apods tratamento quimioterapico ou transplante de
medula 6ssea, como consequéncia de um estado regenerativo deste 6rgéo, sem
que necessariamente represente uma falha terapéutica ou recidiva da doenga. O
mesmo pode acontecer na reavaliagdo citolégica no vigésimo nono dia dos
protocolos terapéuticos para LLA onde de rotina se realiza um mielograma
(MCKENNA et al, 2001).

As células normais podem ser diferenciadas morfologicamente das
patolégicas, entretanto, ndo é incomum a duvida diagndstica, e o suporte das
técnicas avancadas de diagndstico imunolégico para melhor caracterizagdo da
natureza das células se faz necessario. A citometria de fluxo com o uso de uma
grande variedade de anticorpos monoclonais permite a identificagcdo precisa das
células quanto a sua linhagem, nivel de maturacdo e natureza destas quanto a
benignidade ou malignidade. Isto requer o uso de um painel amplo de monoclonais

tornam um procedimento de custo elevado.

O uso de CD19 e CD10 é referido na literatura na distingdo de blastos

leucémicos dos precursores linféides normais da medula por técnicas quantitativas
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de citometria de fluxo pela analise diferencial da intensidade de expressdo destes
marcadores (BAIN et al, 2002).

A imunofenotipagem multiparamétrica € uma ferramenta poderosa para se

obter uma clara diferenciagao entre células normais e doentes (BASSO, 2001).

As células precursoras normais e leucémicas caracterizam-se pela dupla
expressdo de CD10 e CD19 que quando analisadas em graficos distribuem-se de
forma semelhante. O estudo das caracteristicas gréaficas pode ser de utilidade na
elaboracdo de um indicador diagndstico que sirva de critério de julgamento na
triagem para analise de amostras de medulas, e esclarecimento da natureza das
células quanto a benignidade ou malignidade e, assim, dispensando o uso de outros
monoclonais ao tratar-se de um quadro benigno, reduzindo assim os custos quando

num procedimento de triagem.

Figura 1 - Comparagdo da morfologia de hematogébnias e linfoblastos neoplasicos
pela coloragao de Leishman aumento de 1.000x em esfregagos de medula 6ssea.
(A) Hematogbnias em medula éssea de uma crianga de 3 anos de idade com

doencga imune. (B) Leucemia linfoblastica aguda.

Fonte: MCKENNA et al, 2001
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral.

e Diferenciar células precursoras linféides B normais de células neoplasicas
da mesma linhagem usando apenas a expressao de dois marcadores:
CD10 e CD19.

1.1.2 Objetivos especificos

e Encontrar diferencas significativas na expressdo dos marcadores CD10 e
de CD19 entre blastos leucémicos e hematogbnias que possam ser de
utilidade pratica para diferenciagao laboratorial dos dois tipos celulares.

e Comparar as caracteristicas das curvas de expressao de CD10 e CD19
em blastos leucémicos e em hematogbnias quanto aos parametros: média,
desvio-padrao, coeficiente de variacdo, coeficiente de inclinacdo e

coeficiente de curtose.
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REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ontogenia dos linfécitos B

A célula tronco hematopoética € uma célula progenitora que gera uma
outra célula progenitora especifica da linhagem linféide e que tem a propriedade
amadurecer e diferenciar-se em linfécitos T, B e natural killer (NK) (JIMENEZ et al,
2002). A ontogenia da linhagem linféide tem como base de seu conhecimento os
estudos realizados em células de pacientes com leucemia linfoblastica aguda, onde
estas representam um acumulo de células num dado estagio maturativo, semelhante
a uma parada de maturagcdo num determinado nivel de diferenciacdo das células
linféides normais (UCKUN et al, 1988).

Na espécie humana, durante o desenvolvimento fetal, outros érgéos, que
nao a medula 6ssea, tem papel relevante na hematopoese como o figado e os
linfonodos gerando células produtoras de imunoglobulinas durante este periodo da
vida (BOFILL et al, 2002). Posteriormente a medula 6ssea assume esta funcéo
tornando-se o 6rg&o primario da producao e diferenciagdo de células linféides da
linhagem B produtoras de imunoglobulinas (LOKEN et al, 1987). Experimentos
demonstram ser a medula éssea este 6rgao sendo possivel induzir-se uma
tolerancia imunolégica a determinados antigenos pela exposicao destes aos
precursores linféides (METCALF, 1976) (MICKLEM et al, 1979). Nem todos os
animais produzem suas células sanguineas na medula Ossea. Os passaros,
diferente dos mamiferos, possuem um érgao mais bem definido onde contém células
precursoras que amadurecem e geram as células linféides de linhagem B.
(MICKLEM et al, 1979).

Por ocasidao do nascimento, a medula éssea apresenta uma quantidade
elevada de hematog6nias aumentando consistentemente entre primeira semana e o
primeiro més de vida, seja em recém-natos a termos ou pré-termos (RIMSZA et al,
2004). A hematopoese € um sistema altamente organizado responsavel pela
producdo das células do sangue e o controle, de proliferacédo, diferenciagdo e
maturagdo, é realizado por uma complexa interacdo de moléculas presentes nas

células e no meio medular no qual estdo imersas. As citocinas sdo moléculas de



23

glicoproteinas que controlam a atividade mit6tica e a diferenciagédo celular (ANJOS,
2000).

Uma série de moléculas presentes no estroma da medula éssea (Figura 2)
participam dos mecanismos biolégicos que garantem o nascimento, crescimento,

diferenciacdo e sobrevida das células precursoras B (LEBIEN, 2000).

Figura 2 - Moléculas derivadas de células do estroma da medula Ossea
responsaveis pela sobrevida, crescimento e diferenciacdo dos precursores de

células B.
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Fonte: LeBien,2000

O conhecimento da origem e desenvolvimento do tecido linféide, a partir
de células-troco pluripotentes, ainda é insuficiente e os estudos estao voltados na
pesquisa da interatividade de um microambiente propicio com uma célula
progenitora comum que gera as diversas linhagens linféides B, T e NK (POMBO-DE-
OLIVEIRA, 1998). Acredita-se que o gene lkarus seja responsavel pela existéncia do
tecido linféide e sua integridade estrutural € necessaria ndo s6 pela sua origem
como pela manutengao deste. A expressdo do lkarus gera sinais génicos que

coordenam a dinédmica das células indiferenciadas a gerarem células linféides. A
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auséncia deste sinal, numa forma de sinalizagdo negativa, induz a maturagdo das
células indiferenciadas para as outras linhagens hematopoéticas
(GEORGOPOULOS, 1994).

Antes que atinjam a maturidade terminal, as células progenitoras linféides
de linhagem B, os linfocitos B e formas intermediarias sofrem uma série de
alteragcbes estruturais e funcionais até que adquirirem completa maturidade. Isto
envolve desde suas caracteristicas intrinsecas proprias até sua interatividade com o

microambiente dos 6rgaos nos quais estdo presentes (LEDOUARIN et al, 1984).

O rearranjo do gene de imunoglobulina constitui o marco inicial numa série
de pontos de checagem que caracterizam a progressdao do desenvolvimento e
maturagao das células linféides B (LEBIEN et al, 2000). O estroma e suas células
acessorias, através de fatores de crescimento e horménios, controlam esta
atividade. (MCGINNES et al,1991) Nele encontram-se os precursores linfoide que
representam apenas um pequeno percentual de todas as células da medula 6ssea
dos pacientes ndo leucémicos, sendo mais proeminente em criangas e medulas
regenerativas (GREAVES et al,1983) representando cerca de 8 a 11% dos

elementos nucleados hematopoéticos deste 6rgdo (CLARK et al, 1986).

A expressdo de proteinas, marcadores imunoldgicos, sobre a membrana
das células e no interior do citoplasma ou do nucleo, muda no decorrer da
maturacdo desde as formas progenitoras mais imaturas até os linfécitos mais
maduros. Neste processo ha perdas e ganhos de novos marcadores (MCGINNES et
al, 1991). O estudo dos rearranjos génicos das cadeias de imunoglobulinas e a
expressdo de marcadores imunologicos das células sdao de uso pratico na
identificacdo de diferentes estagios maturativos das células linféides (UCKUN et al,
1988).

2.2 Fendtipo das células linfoides de linhagem B

Células progenitoras e precursoras expressam em sua membrana,

citoplasma e nucleo um conjunto de marcadores (Figura 3) que possibilitam a
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identificacdo ndo s6 da linhagem celular como do seu estagio maturativo
(HENRIQUE, 1999).

A analise imunofenotipica e o estudo da expressdo dos genes
responsaveis pela codificagdo das imunoglobulinas nas células linféides de linhagem
B indicam seu estagio maturativo e seu estado funcional. Linfocitos B originam-se de
precursores linféides da medula éssea com expressdo de deoxi-nucleotidil-terminal
transferase (TdT) com perda posterior desta e apds maturacdo adquirem
imunoglobulinas da classe M (IgM) inicialmente intra-citoplasmatica na sua forma
monomeérica (UCKUN et al, 1997). A TdT é uma DNA polimerase responsavel pelo
rearranjo génico de regides de nucleotideos codificantes dos receptores de
antigenos presente em células linféides B e T (BACAL, 2003).

Figura 3: Caracteristicas imunoldgicas da diferenciagdo linféide humana.
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Os dois marcadores mais caracteristicos que identificam células linféides
de linhagem B sdo o CD19 e o CD22 (CAMPANA et al, 1988). O CD19 & um co-
receptor presente nas células de linhagem B que esta envolvido provavelmente na
regulacdo da ativacdo dos canais de calcio (BENE et al, 1995). O CD19, também
designado de B4 (Coulter) e Leu12 (BD), esta associado com células dendriticas
foliculares em centros germinativos do tecido linféide e, segundo Bacal, em 2003,
ele é o primeiro identificador de linhagem a se expressar na membrana das células
linféides B estando presente em mais de 95% delas (BACAL, 2003). Atualmente se
sabe que o CD22 nos progenitores linféides B, precede a expressado de CD19 e
CD10 (VIDRIALES, 2002). CD22 é uma molécula de adesdo que esta presente em
aproximadamente todas as células linféides de linhagem B mas, em membrana,
encontra-se restrita as que expressam imunoglobulinas (PEZZUTTO et al, 1987).
Também chamado de B3, MoAbs HD39, SHCL-1 e T015, esta presente em 80% das
células linfoides precursoras de linhagem B com expresséo de TdT (BACAL, 2003).
O CD19 é apontado como o melhor marcador para todo o espectro de maturagao
das células B, estando presente desde as formas precursoras mais imaturas até as
mais maduras em sua diferenciagao terminal como células produtoras e secretoras
de imunoglobulinas (LOKEN et al, 1987).

O CD10, também conhecidos por J5 e CALLA (antigeno comum da
leucemia linfoblastica aguda), esta ausente em precursores granulociticos, eritroides
e em linfécitos B e T maduros normais (BACAL, 2003). E um marcador que se
expressa em precursores linfoides B, entretanto n&o é exclusivo desta linhagem,
estando presente também em polimorfonucleados, precursores linféides de linhagem
T e até nas células do estroma medular. E uma endopeptidase neutra e sua maior
aplicagao pratica é no diagnéstico das leucemias linfoblasticas agudas de linhagem
B e em doencgas linfoproliferativas cronicas de origem centro folicular (BENE et al,
1995). Em 1987, LOKEN et all, ndo encontraram evidéncias da express&o de CD10
anteceder ou ndo o CD19, entretanto, dez anos depois, em 1997, Ukun et all afirmou
que CD10 antecede CD19.

O HLA-DR do complexo maior de histocompatibilidade esta expresso em
todas as células linféides de linhagem B que apresentam dupla positividade para os
marcadores CD10 e CD19 sendo sua expressao inversamente proporcional a
intensidade de CD10 (LOKEN et al, 1987). O amadurecimento delas resulta no
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aumento da expressdo de HLA-DR e na perda progressiva da intensidade de
expressédo de CD10 (CAMPANA et al, 1985). O HLA-DR esta expresso nos estagios
mais precoces do desenvolvimento da célula hematolinféide e através da

ontogénese até o estagio de células plasmaticas onde € perdido (BACAL, 2003).

O CD20 esta expresso tardiamente na membrana das células precursoras
linféides de linhagem B (LOKEN et al, 1987) e a imunoglobulina da classe M de
membrana (mIgM) de membrana surge aparentemente na mesma ocasiao, podendo
haver co-expressédo de IgD de membrana que estd expresso em apenas um
pequeno percentual de células (CAMPANA et al, 1985). Assim as células B maduras
adquirem a expressao de CD20 e IgM de membrana e perdem CD10 (MCGINNES et
al, 1991) e TdT (CAMPANA et al, 1985).

As células linféides positivas para TdT sdo compostas por um grupo
heterogéneo quanto a expressdo de outros marcadores. A maioria destas células
apresentam dupla expressdo de CD19 e TdT entretanto algumas sao CD19
negativas mas com baixa expresséo de CD10 (DWORZAK, 1988). Mais de 80% das
células linféides com positividade para TdT na medula 6ssea expressam IgM
citoplasmatica.(CAMPANA et al, 1985). O CD34 é um marcador de células
progenitoras hematopoéticas e esta presente nos precursores linfoides B
(MCGINNES et al, 1991) e tem sido utilizado como diferenciador entre neoplasias
maduras e imaturas, (BASSO, 2001) podendo também ser encontrados no sangue
periférico em numero bastante reduzido mas quantificavel pela técnicas de citometria
de fluxo (MENENDEZ, 2001). O CD 34, também conhecido por My10, BI-3C5,
HPCA-2(BD) e QBENnd10 (Immunotec), esta expresso em 1 a 2% de todas as células
da medula éssea normal, presentes nas CFU-C, BFU-C, CFU-E, CFU-GM, CFU-
GEMM, BFU-MK e CFU-MK. Também esta expresso em todas as células da medula
Ossea que sao positivas para TdT (BACAL, 2003).

Os conhecimentos dos mecanismos de controles da maturagdo B vem de
estudos em murinos (RYAN et al, 1986), culturas de células de figado fetal e
amostras de medula éssea fetal apdés emprego de técnicas de imortalizagdo usando
Epstein-Barr virus e estudos em amostras de pacientes com leucemia linféide
aguda. A diferenciacdo terminal em células plasmaticas secretoras de

imunoglobulinas ocorre com perda da expressdo da maioria dos antigenos das
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células B e ganho da expressado do marcador PCA-1. Quando linfécitos B maduros
s&o ativados, uma série de antigenos é expressa, incluindo o CD23 (MCGINNES et
al, 1991). Linfécitos maduros expressam antigenos classe Il do complexo maior de
histocompatibilidade como o HLA-DR, HLA-DP e o HLA-DQ. Os estagios mais
maduros das células B s&o identificados pela expressdao de CD20, CD21, CD22, IgM
e IgD de membrana. HLA-DQ e HLA-DP se expressam principalmente em células
com menor expressao de CD10 sendo negativos na sub-populagdo com mais alta
intensidade para CD10 (LOKEN et al, 1987).

Medulas 6sseas normais de adultos e criangcas com doengas malignas
ndo-hematoldgicas, leucemias linfoblasticas agudas em remissdo continuada e
citopenias imunes foram estudadas por citometria de fluxo com imunofluorescéncia
de duas cores para caracterizagdo de células linféides medulares positivas para o
antigeno CD10 (CALLA-positivas). Uma proporgao maior de células CALLA-positivas
foi encontrada em medulas pediatricas (33,7% + 6,3%) quando comparados com
medulas de adultos (4,5% *+ 1,6%). Duas sub-populagdes de células de morfologia
linfoide CALLA-positivas foram encontradas em ambas medulas, de adultos e
criangas. Uma pequena compreendendo 12,3% do total de células CALLA-positivas
com alta intensidade de expressao de CD10 e o restante com baixa intensidade de
expressao deste antigeno. Diferentes niveis de maturagcado ocorrem entre as células
CALLA-positivas linféides da medula 6ssea. (RYAN et al,1986) Mudancgas
importantes na linfopoese B no homem ocorre precocemente e mais conhecimentos
sao necessarios para se construir uma provavel sequéncia de diferenciacdo das

células antes mesmo da aquisicao de CD10 (ROSSI et al. ,2003).

2.3 Leucemia linfoblastica aguda

Leucemias agudas sdo doencgas biologicamente diversas em termo de
fendtipo celular e caracteristicas moleculares resultando em diferentes subtipos
(EMERENCIANO et al, 2004). Representam 97% de todas as leucemias da infancia
correspondendo de 25 a 30% dos canceres pediatricos (ESCALON, 1999).
Leucemia linfoblastica aguda € o cancer mais comum em criangas, mas, também é

visto em adultos representando 20% das leucemias agudas. O pico de incidéncia é
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em torno dos 5 anos de idade com uma queda subsequente até os 60 anos onde um
segundo pico surge (O'DONNELL, 2004).

Células leucémicas nédo exibem alteragbes morfoldégicas anormais na
mesma dimensao que os outros tumores (BENE et al, 1995). Leucemias e linfomas
humanos tém sido reconhecidos ha muito como doengas heterogéneas pelas suas
aparéncias morfolégicas, apresentagdes clinicas e respostas a quimioterapia
(ANDERSON et al, 1984). A neoplasia que mais se assemelha
imunofenotipicamente com células jovens de linhagem B € a LLA que surge na maior
parte das vezes na medula 6ssea expressando tanto marcadores desta linhagem

como outros de definicdo de nivel de maturagdo (GREAVES et al, 1983).

Leucemias representam  proliferagdes anormais das  células
hematopoéticas que estdo fixas num determinado estagio de maturacdo. Sao
classificadas em formas agudas e cronicas baseado em uma constelagdo de
achados clinicos e laboratoriais. As leucemias agudas sdo classificadas em dois
tipos: os linfoblasticos (LLA) e os nao-linfoblasticos (LANL), baseados na morfologia,
citoquimica e caracteristicas imunofenotipicas (KHALIL et al, 2004). Cada tipo é
ainda subdividido em outros subtipos do ponto de vista prognostico e terapeutico
relevantes baseados em caracteristicas adicionais imunoldgicas, citogenéticas e
moleculares (BENE et al, 1995).

Nos processos neoplasicos malignos ha uma desorganizagao relativa dos
componentes da medula 6ssea modificando a relagdo e interatividade entre as
células hematopoéticas, vasos e o0 estroma medular conduzindo a um novo
comportamento biolégico (ANJOS, 2000).

O diagndstico definitivo de leucemia ou outra neoplasia hematoldgica pode
ser feito apenas pela observagédo do desvio da distribuigdo de maturidade de uma
populacdo de células (BENE et al, 1995). Ha aproximadamente trés décadas, o
grupo FAB reconheceu a presenga do aumento de precursores hematopoéticos nas

leucemias agudas.

Em 1976, este grupo publicou uma nova classificagdo que revolucionou a
citologia hematoldgica e que tem sido um guia indiscutivel para os hematologistas
desde entdo (FRANCES et al, 2003). A diferenga dos linfoblastos de acordo com o
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tamanho, relacdo nucleo-citoplasmatica, irregularidade e tamanho do nucleo,
presenca ou ndo de nucléolos, grau de basofilia e vacuolizagdo do citoplasma, tem
permitido a classificagdo das leucemias linféide em trés subgrupos: L1, L2 e L3
(FRANCES et al, 2003). A presenca de LLA-L3 é freqlientemente associada com
translocagdes relacionadas a linfomas tipo ndo-Burkitt e, a presenca de 1(8;14) pode
indicar que, em alguns casos, doenga linfoproliferativa clinicamente ndo aparente,
como um linfoma folicular de baixo grau, transformou para uma forma mais
agressiva e, assim apresenta-se como uma leucemia de novo (VELANGI et al,
1988).

O estudo morfolégico tem sido invariavelmente unido ao citoquimico, e no
contexto do estudo das LLA, a reacéo de peroxidase é de grande interesse, ja que é
sua negatividade (até 3% de expressdo) o que se considera o primeiro passo na
diferenciagdo com as leucemias mieldides agudas. A reacdo de PAS é geralmente
positiva nas L1 e L2 e constantemente negativa nas L3. Os linfoblastos podem reagir
com as esterase inespecificas dando um ponteado multifocal que pode ser inibido de
forma variavel com o fluoreto de sédio (FRANCES et al, 2003; REILLY et al, 1996).

Em 1986, o grupo cooperativo MIC elabora uma nova classificagdo em
que pela primeira vez juntou conhecimentos imunoldgicos, citogenéticos e
morfologicos. E uma classificacdo aberta ao surgimento de novas entidades e
transtornos citogenéticos e, desde entdo se aplica no diagnéstico rotineiro das
leucemias linféides agudas, j4 que muito dos critérios considerados tem carater
prognoéstico (VAN EYS et al, 1986). Em 1995, o grupo europeu EGIL estabelece em
sua publicacao as diretrizes para uma classificagdo das leucemias agudas com base
na expressao de marcadores (BENE et al, 1995). Assim as leucemias linféides
ficaram divididas em dois grandes grupos, B e T, que por sua vez se dividem em
outros subgrupos de acordo com o seu grau de maturagéo imunolégica (FRANCES
et al, 2003).

O estudo imunofenotipico nas leucemias linfoblasticas agudas sédo de
grande utilidade, ndo s porque contribuem para determinacdo da origem das
células neoplasicas, mas também porque permite definir grupos de risco.
(VIDRIALES et al, 1988; BOROWITZ et al, 1997; KALEEM et al, 2003). Esta

ferramenta é de utilidade na pratica clinica para caracterizagdo das células
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leucémicas, acompanhamento dos pacientes e deteccédo de doencga residual minima.
(MORILLA, 1999). O estudo completo da doenga em todos aspectos tem permitido o
uso de protocolos mais efetivos obtendo-se assim um indice de cura de mais de
80% da doenca (PUI et all, 2004).

A imunofenotipagem moderna das doengas hematoldgicas pela citometria
de fluxo é realizada por uma vasta quantidade de anticorpos monoclonais
conjugados a diversos fluorocromos e por técnicas para permeabilizacdo de
membrana. A determinagao simultanea de marcadores de superficie e intra-celulares
no diagndstico reduz o numero de células requerido, ajuda a identificagdo da célula
maligna e determina o grau de heterogeneidade da populagédo de células malignas.
(CAMPANA et al, 2000).

Leucemias linfoblasticas agudas sdao amplamente classificadas em de
linhagem T e B. Leucemia de linhagem B é definida pela expressdo de no minimo
dois dos seguintes trés marcadores: CD19, CD79a e o CD22. O CD79a é uma
macromolécula que faz parte do complexo multimérico do receptor de antigeno da
célula B dando sustentacdo a molécula de imunoglobulina (FRATER et al, 2003;
BACAL, 2003). Nas células de linhagem B, independente do nivel de maturagéo,
esta expresso no citoplasma, enquanto que, o CD22 é expresso cedo no citoplasma

e mais tarde na membrana.

Quanto a andlise fenotipica as leucemias linfoblasticas agudas de origem
B se classificam em funcdo do estagio maturativo das células proliferantes. Quatro
categorias de leucemias linfoblasticas agudas de linhagem B, designadas de B-l até
B-IV foram estabelecidas de acordo com o grau de diferenciacdo dos blastos. E
considerado que a forma mais madura de LLA de linhagem B (B-IV) pode ser
definida ou pela expressdo de imunoglobulina de superficie da classe M (Smig) ou
expresséo citoplasmatica de uma das cadeias leves de imunoglobulinas. A maioria
das leucemias linfoblasticas agudas de linhagem B é deoxi-nucleotidil terminal
transferase positiva. A expressao de TdT é importante para distinguir de neoplasias
linféides maduras, contudo nao contribui para propdsito de classificagdo. LLA de
linhagem T é definida pela expressdo de CD3 de membrana ou citoplasmatica
(VELANGI et al, 1988; RILEY et al, 2002).
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O antigeno associado a células progenitoras, CD34, esta presente em
algumas leucemias linfoblasticas, mas ndo em linfocitos B periféricos. (LOKEN et
al,1987) Noventa e cinco por cento das leucemias linféides ndo-T expressam CD19,
bem como 80% destas expressam CD10 (HOKLAND et al, 1985) e pode estar
presente em 33% dos linfomas (ANDERSON et al, 1984). A maior parte das
leucemias linféides agudas com prognostico favoravel em adultos e criangas
expressam CD10 associados a expressao de TdT e HLA-DR (GREAVES et al,
1983).

Raras sub-populagbes de células linféides normais de linhagem B da
medula éssea podem ser identificadas pela imunofenotipagem em meio a blastos
nas leucemias linfoblasticas agudas (HURWITZ et al, 1992). Cuidados devem ser
tomados na investigacdo de recaidas desta doencga, porque estas células imaturas
normais parecem com blastos leucémicos (CALDWELL et al, 1991). A definigao
operacional de recaida dos protocolos clinicos e de pesquisa baseia-se nos critérios
morfolégicos de mais de 5% de blastos presentes no aspirado de medula 6ssea
(WELLS et al, 1998).

De paciente para paciente com leucemia linfoblastica aguda comum, as
células expressam marcadores CD34, CD45, CD10 e cadeias leves de maneira
coordenada e similar as células da medula éssea normal, mas, demonstram
diferencas na expressao de TdT e CD20 (RYAN et al, 1987).

As células blasticas da leucemia aguda podem expressar marcadores de
mais de uma linhagem definindo esta como leucemia de linhagem ambigua, também
chamada de bifenotipica quando uma unica populagdo de blastos expressam
marcadores de duas ou mais linhagens e bilinea quando existem duas ou mais
populagdes de blastos com perfil imunofenotipico distintos (JAFFE et al, 2001).
Estas leucemias tem prognostico mais reservado e devem ter protocolos de
tratamento distintos (KILLICK et al, 1999).
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2.4 Hematogoénia

Hematogbnia foi o termo aplicado por Nordenson’s e de acordo com
Maximow s&o as células misteriosas da medula 6ssea. As hematogdnias sédo células
indiferenciadas primordiais também chamadas de hemocitoblastos (VOGEL et al,
1937) correspondem aos precursores linféides de linhagem B naquele sitio. (DAVIS
et al, 1993). Estas células sdo menores que os linfécitos e tem um nucleo denso
composto de densa massa de cromatina com pequena faixa citoplasmatica distinta
na qual nem mitocéndrias, granulos ou vacuolos sdo encontrados (VOGEL et al,
1937). A cromatina pode ser uma caracteristica de distingdo das hematogbnias
(RIMSZA et al, 1998). Elas sdo encontradas regularmente em medulas ésseas de
pacientes com leucemia linfoblastica aguda apds terapia dai chamadas de células
linféides pos-terapéutica (STEKHOVEN et al, 1986). Estdo presentes nestes
pacientes em remissdo completa continua apdés término da terapia e mais em
pacientes na idade pré-escolar do que na idade escolar (FUKUSHIMA et al, 1998).
As hematogbnias também podem ser encontradas em sangue periférico até do

adulto, entretando, em numero bastante reduzido (KROFT et al, 2004).

Inicialmente, a maioria dos conhecimentos sobre o fendtipo dos
precursores linféides se baseia nos estudos realizados sobre as células tumorais das
leucemias linfoblasticas. Gragas aos avangos tecnoldgicos produzidos nos ultimos
anos, os estudos imunofenotipicos sobre precursores linféides tem sido centrados na
medula 6ssea normal, sendo possivel analisar um elevado numero de células muito
pouco representadas na medula 6ssea. (VIDRIALES et al, 1988). Raramente sao
encontradas no sangue periférico em numero minusculo principalmente em neonatos
e sangue do corddo (MCKENNA et al, 2001).

Atualmente se sabe que a sequéncia de maturagdo dos linfécitos B na
medula 6ssea normal difere ligeiramente do modelo classico ja que a expressao de
CD22 nos progenitores linféides precede a expressdo de CD19 e CD10. As células
precursoras B, que ja expressam CD19 na medula 6ssea normal, podem diferenciar-
se claramente em trés estagios maturativos maiores cujas proporgdes e numeros
absolutos variam com a idade. A populagcdo de CD19+ mais imatura (CD34+, TdT+,
CD10+ e intenso, CD22+ de baixa intensidade, fraca expressdo de CD45, CD38" e

intenso e CD20 negativo) representam 0,7 e 0,15% das células nucleadas da
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medula 6ssea normal de criangas e adultos respectivamente. A populagédo CD19
intermediaria (CD34-, TdT-, CD10+, CD22+ de baixa intensidade, CD45+, CD38+
intenso e CD20 negativo) representam 6,5 e 0,8% das células de criangas e adultos
respectivamente. A populagdo CD19+ mais madura (CD34-, TdT-, CD10-, CD38+
fraco, CD22, CD20 e CDA45 positivos intensamente) representam 2,5 das células de
criangas e adultos igualmente. Portanto a medula 6ssea de crianga é muito rica em
células B imaturas ao passo que, em adultos, predominam as células B maduras
(VIDRIALES et al, 1988).

O conhecimento da maturacgao linféide e das sub-populacgdes linfocitarias,
normalmente presentes na medula Ossea de individuos sadios, permite a
identificacdo inequivoca de células com padrdes fenotipicos que ndo se enquadram
com a normalidade, o que corresponderiam a células blasticas (VIDRIALES et al,
1988). Nao ha diferengas significativas, na expressdo de qualquer marcador,
relacionadas com a idade, seja em hematogbnias na medula 6ssea normal ou
leucemias linféides ( REGO et al,2001).

Hematogbnias podem causar problemas no diagndstico por causa da
similaridade morfologica e imunofenotipica com os linfoblastos neoplasicos. Podem
ser proeminentes em fases regenerativas seguindo ao tratamento quimioterapico,
transplante de medula éssea, citopenias congénitas e auto-imunes, neoplasias e na
sindrome de deficiéncias imunoldgica adquirida. Em algumas circunstancias
constituem de 5% a mais de 50% das células da medula 6ssea podendo flutuar com
o estado da doenga, em algumas situagdes clinicas ou mesmo elevagdes
persistentes podem ser observadas. Observou-se persistentes elevagdes de
precursores B na medula éssea por 2 anos seguindo o final da quimioterapia para
LLA, e encontro-se elevagdes por mais de um anos apos transplante de medula
ossea (MCKENNA et al, 2001).

Apoés o término do tratamento anti leucémico, o numero de células pré-B
de todos pacientes eleva-se (PAOLUCCI et al, 1979). Um aumento das células
linféides acima de 40% em criangas na qual a quimioterapia foi interrompida néo
indica uma recaida da doenca, mas pode ser uma manifestacido de uma

recuperacdo imunoldgica, e o aumento dos titulos de anticorpos pode refletir um
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rebote imunoldgico a um antigeno ja presente anteriormente no organismo e nao

necessariamente um processo infeccioso ativo (BORELLA et al, 1972).

2.5 Diferengas imunofenotipicas entre blastos leucémicos e hematogoénias.

A distingcdo entre linfoproliferagdes benignas normais, com elevagdo da
quantidade de hematogbnias na medula 6ssea, e leucemia linfoblastica aguda é
fundamental para a correta conduta do paciente quanto ao tratamento.
Hematogbnias sao constituidas por uma populacédo heterogénea de diferentes niveis
de maturagdo enquanto que na leucemia linfoblastica ha um acumulo em um unico
estagio maturativo. Hematogbnias s&o constituidas predominantemente por uma
populagdo com positividade para CD10 e CD19 com IgM citoplasmatica, seguido de
outra com a mesma dupla positividade, entretanto, com expressao de IgM de
membrana, e por fim uma populacdo menor com expressao de CD34 e TdT
(RIMSZA et al, 2000).

A populagdo mais imatura das hematogbnias apresenta alta intensidade
de CD10, fraca expressdo de CD22, baixa intensidade de fluorescéncia de CD45,
positividade para CD34 e TdT e negatividade para CD20. A populagdo com
maturagao intermediaria apresenta moderada intensidade de CD10, fraca expressao
de CD22, moderada intensidade de fluorescéncia de CD45, negatividade para CD34
e TdT e baixa expressdao de CD20. A Populacdo mais madura apresenta baixa
intensidade de CD10, positividade para CD22, alta intensidade de fluorescéncia para
CD45, negatividade para CD34 e TdT e positividade para CD20 (VIDRIALES, 2002).

2.6 Doencga Residual Minima

Doenga residual minima (DRM) é definida pela presenga de células
neoplasicas na medula 6ssea ou em outros tecidos apos induzida a remissao pelo
tratamento quimioterapico ndo detectadas pelos critérios de analise citoldgica
(FARAHAT et al., 1995; CAMPANA; BEHM, 2000).

Apos tratamento quimioterapico, a recaida da doenca € uma realidade

presente em aproximadamente 20% destes pacientes portadores de leucemia
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linfoblastica aguda (COUNSTAN-SMITH et al., 2000). A presenga de precursores
linféides na medula pelas técnicas citologicas de contagem de blastos na medula,

ndo detecta doenca quando células doentes estdo presentes em menos de 5%
(FARAHAT et al., 1995; RIMSZA et al., 1998).

A deteccdo de doenga residual minima nas leucemias linfoblasticas de
linhagem B requer conhecimento do perfil imunofenotipico dos blastos leucémicos e
dos precursores hematopoéticos normais que estdo presentes na medula em
pequeno numero, (FARAHAT et al., 1995) entretanto € possivel a diferenciagdo dos
dois tipos celulares pela presenga de antigenos anormais nas células neoplasicas
referidos como antigenos aberrantes pertencente a linhagens outras que ndo a
linféide-B (FARAHAT et al., 1995; DWORZAK et al., 2002; RILEY et al., 2002).

A citometria de fluxo, no estudo de doencga residual, € de execucao
simples rapida e sensivel, identificando uma unica célula doente entre 10.000 outras
normais (COUNSTAN-SMITH et al., 2000; DWORZAK et al., 2002; RILEY et al.,
2002).

2.7 Citometria de fluxo

Um citbmetro de fluxo (Figura 4) € um sistema constituido por cinco
elementos: fontes de radiagéo por uma lampada de mercurio ou laser, uma camara
de fluxo, unidades de filtros Opticos para selecao de intervalos de comprimentos de
ondas especificos a partir de uma gama espectral mais vasta, fotodiodos ou
fotomultiplicadores para detecgdo sensivel e processamento dos sinais com
interesse e uma unidade computadorizada que processa os dados (SILVA et al,
2004).

A suspensao celular é injetada e atravessa a camara onde se da a
passagem célula a célula através do feixe de radiagdo, perpendicular ao fluxo. A
passagem individual das células é obtida através da focagem hidrodinédmica do fluxo
de amostra, sendo esta injetada no seio de uma solugdo salina que também
atravessa a camara. (Figura 5) A diferenga de velocidades entre os dois fluidos faz

com que o fluxo se processe em regime laminar. A velocidade de escoamento da
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solugéo isotbnica € superior a da amostra, e ajustavel, o que permite reduzir e
controlar a espessura da solucdo da amostra de forma a que possa passar uma
célula de cada vez. Desta forma, podem detectar-se até 10.000 células ou eventos
por segundo (SILVA et al, 2004).

O feixe de radiagdo de excitagdo ao interceptar a particula (célula) na
camara, sofre dispersdo quer na diregdo frontal (forward scattering), quer lateral
(side scattering). A radiagao frontal dispersa é detectada diretamente por fotodiodos,
e a desviada em 90° por lentes, espelhos dicréicos e filtros 6pticos, e focada em
fotomultiplicadores. A combinacdo destes tipos de radiacdo dispersa revela
informagdes importantes tais como a dimensdo celular, a granulosidade e
complexidade, correlacionado com morfologia. Os citbmetros atuais mais
sofisticados podem possuir até 16 detectores simultaneamente entre radiagdes
dispersas e fluorescentes, o que permitir analisar multiplas possibilidades de
caracteristicas celulares e/ou componentes celulares de um elevado numero de
células de forma individual (Rieseberg et al., 2001; SILVA et al, 2004).

Citometria de fluxo é uma ferramenta poderosa para analise detalhada de
populacdes complexas em um curto periodo de tempo. Citometria de fluxo afere as
propriedades Opticas e de fluorescéncia de uma unica célula ou muitas outras
particulas, incluindo, nucleo, microorganismos, preparados de cromossomos e
particulas de latex. Ela mede multiplas caracteristicas individuais das particulas que
fluem através de uma agulha. A dispersdao de luz em diferentes angulos pode
distinguir diferengas de tamanho e complexidade interna, enquanto que luz emitida
de anticorpos marcados com fluorescéncia pode identificar uma vasta quantidade de

antigenos de membrana e citoplasmaticos (BROWN et al, 2000).

Dentro do citbmetro, células em suspensdo sao dirigidas sob um fluxo
laminar de liquido isoténico permitindo as células passarem individualmente em um
dado ponto. Neste o laser incide sobre a célula coberta por monoclonais
fluorescentes sendo transmitida a luminosidade a uma série de filtros e espelhos
dicréicos que isolam determinado comprimento de onda. Os sinais luminosos séo
detectados por tubos fotomultiplicadores e digitalizados posteriormente para um
computador (BROWN et al, 2000).
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Anticorpos conjugados a estruturas fluorescentes (fluorocromos) podem
ligar-se a proteinas especificas sobre as membranas ou dentro das células. Quando
células marcadas passam através de um feixe de luz polarizada, as moléculas
fluorescentes sdo excitadas para um estado de energia maior e emitem luz em
diferentes comprimentos de onda permitindo analise de multiplas propriedades da
célula (BROWN et al, 2000).

Muitas proteinas de superficie e glicoproteinas sobre eritrocitos, leucécitos
e plaquetas tem sido estudadas detalhadamente. A disponibilidade de monoclonais
dirigidos contra estas proteinas permite a analise destes elementos celulares por
citometria de fluxo (BROWN et al, 2000).

A distingao entre precursores linféides B normais e leucémicos é essencial
para o diagndstico e tratamento da leucemia linfoblastica aguda (REGO et al, 2001;
ORFAQOQ et al, 1999; BOROWITZ at al, 1997) bem como para o acompanhamento do
tratamento quimioterapico desta neoplasia (VECCHIO et al, 2004). O uso da
citometria de fluxo em laboratérios de aplicagao clinica cresceu substancialmente na
década de 90. Isto é atribuido em parte ao desenvolvimento de instrumentos
menores, praticos e mais baratos (BROWN et al, 2000). O desenvolvimento
subsequente da citometria de fluxo forneceu aos pesquisadores uma ferramenta
poderosa que rapidamente levou a avangos no conhecimento da biologia das
leucemias agudas. O citbmetro de fluxo é uma ferramenta ideal para utilizar

anticorpos monoclonais ao estudo de doengas humanas (BENE et al, 1995).

Os citdmetros de fluxo tornaram-se disponiveis comercialmente no final da
década de 70. Com o avango tecnoldgico e surgimento de novos fluorocromos na
década seguinte, novas aplicagdes surgiram de utilidade na area diagndstica
(BACAL, 2003) ..



Figura 4 - Desenho representativo dos elementos que compdem o
citbmetro de fluxo.
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Fonte: Disponivel em http://biology.berkeley.edu/crl/flow_cytometry basic.html

Figura 5 - Desenho representativo do funcionamento interno do sistema de fluxo
para leitura individual das células.
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3 METODOS

3.1. Desenho do estudo: Prospectivo transversal
3.2 Populagao

Foram analisadas amostras de medulas 6sseas de pacientes pediatricos
com idade inferior a 18 anos. Estes pacientes se distribuiram em dois grupos: um
constituido de medulas de pacientes ndo neoplasicos que realizaram mielogramas
na investigagao diagnostica de sua doencga para estudo das células precursoras B
de natureza benigna, e que, tiveram estas células identificadas pela microscopia
optica tendo sido descartada a possibilidade de leucemia; e um segundo grupo de
pacientes que teve o diagnéstico firmado de leucemia linfoblastica aguda de células
precursoras B. Para o segundo grupo, foram excluidos todos os pacientes com este

diagndstico que pertenciam ao grupo de recaida ou como segunda neoplasia.

3.3 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Centro de Referéncia em Diagndstico do
Cancer da Criangca e do Adolescente Dr. Murilo Martins do Hospital Infantil Albert
Sabin (HIAS) pertencente a rede de saude publica do Estado do Ceara. O referido
centro é responsavel pelo diagnéstico laboratorial do cancer infantii e esta
estruturado para o estudo citolégico, imunoldgico, citogenético, anatomo-patolégico
e molecular das doencas neoplasicas. O HIAS é atualmente o hospital que atende o

maior numero de novos casos por ano de cancer infantil no Brasil.

3.4 Periodo do estudo

A coleta de material foi realizada durante todo o ano de 2004 tendo sido

iniciado em janeiro e estendeu-se até dezembro do referido ano.
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3.5 Aspectos éticos

O estudo foi iniciado apds apreciacédo e aprovacgao por escrito do Comité
de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — U.F.C. bem como do
Hospital Infantil Albert Sabin e apds consentimento livre e esclarecido dos

responsaveis pelo menor.

3.6 Coleta de material, acondicionamento e transporte.

A coleta de medula 6ssea foi realizada na crista iliaca ou esterno dos
pacientes, sendo acondicionada em tubos Vacutainer® contendo E.D.T.A., apds
realizada a confecgcao de 10 extensdes medulares em laminas 26 x 76mm. O
material foi identificado acompanhado de ficha catalografica contendo nome do
paciente, idade, dados clinicos, data e hora da coleta, sendo enviadas ao laboratorio

em temperatura ambiente para imediato processamento.

3.7 Estudo citologico.

As extensdes de medula foram coradas com o azul de metileno, segundo
Leishman (Wong et al, 1994) para a analise citoldgica por dois citopatologistas. As
medulas Osseas dos pacientes ndo neoplasicos do grupo controle ndo foram
submetidas ao estudo citoquimico, exceto pela coloragcado de Perls (azul da Prussia)
para detecgao de ferro medular, quando por solicitagdo médica na investigacdo de
anemias carenciais. Foi realizada uma contagem global de 500 elementos nucleados
da medula 6ssea. Adotou-se o critério de 30% de blastos sobre o total dos
elementos nucleados da medula para o diagndéstico de leucemia linfoblastica aguda
(JAFFE et al, 2001).

As medulas dsseas dos pacientes portadores de leucemia linfoblastica
aguda foram submetidas ao estudo citoquimico complementar para melhor
caracterizagao inicial da doenga. As reacdes citoquimicas empregadas foram: Acido
Periddico de Schiff (PAS); Preto de Sudan B (SBB); Peroxidase; Fosfatase Acida; e

as esterases nao especificas, Butirato-esterase e Acetato-esterase. Considerou-se
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positiva para a reagcdo de PAS nas leucemias linfoblasticas agudas, a repeticao de
blastos com blocos grosseiros unicos ou multiplos no interior do citoplasma. A
Peroxidase e o Preto de Sudan foram considerados positivos quando reagiram em
3% ou mais dos blastos. As outras reagdes citoquimicas foram consideradas

positivas para qualquer tipo de reacgao intra-citoplasmatica.

3.8 Estudo imunofenotipico das leucemias linfoblasticas agudas.

As medulas 6sseas dos pacientes com leucemia linfoblastica aguda foram
estudadas pela citometria de fluxo para confirmacao da natureza linféide da doenca,
determinacdo de sua linhagem; e definicho do seu estagio maturativo. Este
procedimento seguiu a rotina do proéprio laboratério sendo utilizados anticorpos
monoclonais dirigidos contra os seguintes marcadores: CD19, CD22, CD79a, CD10,
CD45, CD34, TdT, HLA-DR, CD3, CD7, CD13, CD33 e MPO. Considerou-se
positividade, a expressdo de no minimo 20% das células para cada marcador, com

excecao de CD34 e CD3 que adotou-se o limite de 10%.

Definiu-se leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B, quando
estas expressaram no minimo dois marcadores especificos de linhagem B entre
CD19, CD22 e CD79a de acordo com o grupo EGIL. (BENE et al,1995) Os estagios
maturativos também seguiram as recomendagdes deste grupo. Foram excluidas do

estudo as leucemias de linhagem T e as leucemias mieloblasticas agudas.

3.9 Viabilidade celular

Dispensou-se o estudo da viabilidade celular pelo iodeto de
propidium ou Try-Pan_Blue por se ter trabalhado apenas com amostras frescas

recém-colhidas.
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3.10 Processamento

Apods o recebimento e cadastro das amostras, estas foram imediatamente
analisadas no contador eletronico (Cell-Dym®) para determinacéo da leucometria, e
as extensdes medulares em laminas coradas pelo Leishman para analise citologica.
As medulas dos pacientes com diagndstico de leucemia foram submetidas a rotina
de coloragdo citoquimicas e processadas devidamente para o diagnostico

imunoldgico.

As medulas dos pacientes dos dois grupos foram processadas de
imediato, de acordo com as recomendacbdes do protocolo de consenso para
imunofenotipagem por citometria de fluxo para neoplasias hematolégicas (ROTHE,
1996) e o General Haematology Task Force of the British Commitee for Standards in
Haematology (BAIN et al, 2002). Inicialmente lavado com a solugéo tampao isoténica
de lavagem PBS-Azida-BSA (Anexo H) e, apos centrifugagédo a 350xG por 2 minutos
com descarte do sobrenadante, depois foi ajustada a concentragdo para 10.000
células/mm?® com a mesma solugdo tamp3o. Todas as centrifugagdes subsequentes

obedeceram ao mesmo padrao.

Aproximadamente 1.000.000 células de cada amostra foram aliquotadas
em dois tubos FACS de poliestireno para incubagdo com os monoclonais. O primeiro
tubo recebeu o controle isotipico para duas cores de fluorescéncias, Cy—ChromeT'\’I
Pharmingen® e phycoerythrin Coulter®, e o segundo tubo recebeu os anticorpos
monoclonais CD19- Cy5-PE Pharmingen® e CD10-PE Coulter®. Apds 15 minutos
de incubagao a temperatura ambiente e em camara escura, o material foi tratado
com solugdo de lise (Anexo F) para hemacias por 10 minutos, também em
temperatura ambiente e protegido da luz. Apds centrifugagédo, o material foi lavado
duas vezes com a solugdo tampao de lavagem (Anexo G) e suspenso em
paraformaldeido 1% (Anexo ) para leitura imediata. A solugdo de lise, o tampao
fosfato e o paraformaldeido foram preparados no préprio laboratorio.
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3.11 Aquisicao

Entende-se por: aquisi¢cdo, a passagem da suspensao celular no citbmetro
com selegao prévia da populacédo de interesse ao estudo, seguida de registro das
informacgdes da leitura dptica; evento, toda particula sdélida que seja registrada ao
passar pelo feixe de luz laser; e compensacgao, o ajuste dos componentes épticos
para a captacdo dos comprimentos de ondas emitidos pelos fluorocromos

exclusivamente pelo seu detector especifico.

A aquisicao foi realizada com o software CellQuest da Becton-Dickinson®,
apos calibragdo e compensagdo do equipamento, FACSCalibur, (Figura 6) e
checagem da linearidade e sensibilidade com as particulas de calibragdo do proéprio
equipamento. Como controle de qualidade, utilizou-se amostras de sangue periférico
marcadas com os anticorpos monoclonais anti-CD45 marcados com os fluorocromos
nas duas cores para a compensagao das regides com alta expressado deste

marcador, equivalente a regidao de linfocitos.

Na aquisigao das amostras do experimento, visou-se o registro apenas
das células linféides com expressao dupla de CD19 e CD10. Para isso definiu-se
inicialmente uma regido (R1) no histograma com as coordenadas FSC x SSC com o
objetivo de separar as células linfoide pelas caracteristicas de tamanho celular e
complexidade interna destas. (Figura 7) Em seguida outra regido (R2) foi definida no
histograma composto pelas intensidades de fluorescéncias para as cores dos
fluorocromos Cy5-PE e PE na area referente a dupla positividade para CD19 e CD10
respectivamente. (Figura 8) Uma terceira regiao (R3) foi definida para a intersec¢ao
das duas primeiras regides, contendo os eventos que satisfizessem as exigéncias
das duas outras regides, definidas pela equacédo: R3 = R1 N R2. Foram gravados
10.000 eventos em R3.
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Figura 6 — Foto do citémetro de fluxo FACSCalibur da Becton Dickinson®.

Fonte: http://www .biosyst.com.ar/bd_cal.htm

Figura 7 - Histogramas representativos da regiao R1 definindo células de pequeno

tamanho e com baixa complexidade.
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Figura 8 - Histogramas representativos da regido R2 definindo células com

expressao dupla de CD10 e CD19.
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3.12 Analise

3.12.1 Extracao dos valores de canais de fluorescéncia de cada evento

Todas as aquisi¢cdes, do grupo controle e dos pacientes com
leucemia, foram analisadas pela planilha grafica ReadFCS em Excel® para extragdo
dos valores individuais da intensidade de fluorescéncia de cada evento para
posterior calculo dos parametros de avaliacdo: A planilha extrai os valores dos
quatro parametros registrados durante a aquisicdo, ou seja: tamanho (FSC),
complexidade interna (SSC), intensidade de fluorescéncia no canal de detecgao do
comprimento de onda da cor laranja (FI-2) referente a intensidade de fluorescéncia
de CD10 e intensidade de fluorescéncia no canal de deteccdo do comprimento de
onda da cor vermelha (FI-3) referente a intensidade de fluorescéncia de CD19. Os
valores de interesse para andlise e calculo dos parametros de avaliagado

compreendem os dois ultimos, FI-2 e FI-3.

3.12.2 Elaboragao dos histogramas

Utilisou-se o software WIinMDI para a elaboragdo dos histogramas
CD10 versus CD19 em hematogénias (Figura 9), CD10 versus numero de eventos
em hematogoénias (Figura 10) e CD19 versus numero de eventos em hematogénias,
(Figura 11) CD10 versus CD19 em blastos (Figura 12), CD10 versus numero de
eventos em blastos (Figura 13) e CD19 versus numero de eventos em blastos,
(Figura 14).
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Figura 9 - Representagdo em histogramas da dupla expressdo de CD10 e CD19 em

hematogoénias.
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Figura 10 - Representagcdo em histogramas da expressdo de CD10 em

hematogdbnias por numero de eventos.
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Figura 11 - Representagcdo em histogramas da expressdgo de CD19 em

hematogoénias.
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Figura 12 - Representagdo em histogramas da dupla expressao de CD10 e CD19

em blastos.

10

102

102

CD10-PE (Coutter)

10!

10°

0% 10 102 10° 10+
C01 9-PE CyS (Pharhd)




50

Figura 13 - Representagdo em histogramas da expressao de CD10 em blastos.
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Figura 14 - Representagao em histogramas da expressao de CD19 em blastos.
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3.12.3 Calculo dos parametros de avaliagao

Utilizou-se a planilha em Excel (ReadFCS) provida de um macro de
reconhecimento do documento de aquisi¢cdo criado pelo sistema de citometria de
fluxo contendo as suas informagdes. Os valores individuais da intensidade de
fluorescéncia de cada evento num total de 10.000 eventos ao todo por amostra, para
CD10 e CD19, de cada amostra para os dois grupos em estudo foram dispostos em

coluna, possibilitando assim o célculo dos seguintes parametros de avaliagao:

e PA1: Média de intensidade de fluorescéncia de CD10 em hematogbnias.

e PAZ2: Desvio-padrao de intensidade de fluorescéncia de CD10 em hematogoénias.
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PA3: Coeficiente de variacdo de intensidade de fluorescéncia de CD10 em

hematogoénias.

PA4: Coeficiente de inclinacdo de intensidade de fluorescéncia de CD10 em

hematogoénias.

PA5: Coeficiente de curtose de intensidade de fluorescéncia de CD10 em
hematogoénias.

PAG: Média de intensidade de fluorescéncia de CD19 em hematogonias.
PAT7: Desvio-padrao de intensidade de fluorescéncia de CD19 em hematogébnias.

PAS8: Coeficiente de variacdo de intensidade de fluorescéncia de CD19 em

hematogoénias.

PA9: Coeficiente de inclinacdo de intensidade de fluorescéncia de CD19 em
hematogoénias.

PA10: Coeficiente de curtose de intensidade de fluorescéncia de CD19 em
hematogoénias.

PA11: Média de intensidade de fluorescéncia de CD10 em blastos.
PA12: Desvio-padrao de intensidade de fluorescéncia de CD10 em blastos.

PA13: Coeficiente de variacdo de intensidade de fluorescéncia de CD10 em
blastos.

PA14: Coeficiente de inclinagcdo de intensidade de fluorescéncia de CD10 em
blastos.

PA15: Coeficiente de curtose de intensidade de fluorescéncia de CD10 em

blastos.
PA16: Média de intensidade de fluorescéncia de CD19 em blastos.
PA17: Desvio-padréo de intensidade de fluorescéncia de CD19 em blastos

PA18: Coeficiente de variacdo de intensidade de fluorescéncia de CD19 em

blastos.

PA19: Coeficiente de inclinacdo de intensidade de fluorescéncia de CD19 em

blastos.
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e PA20: Coeficiente de curtose de intensidade de fluorescéncia de CD19 em

blastos.

3.12.4 Analise estatistica

Os valores obtidos dos parametros de avaliagdo foram avaliados pela
analise estatistica de Kolmogorov-Smirnov para determinagdo de uma natureza
normal de distribuicdo destes. As médias de cada pardmetro de avaliagdo das
amostras do grupo controle foram comparadas com as meédias dos pacientes com

leucemia pelo teste-t de student.

Os valores individuais dos parametros de cada amostra dos dois grupos
foram comparados com a curva gerada pelos valores dos parametros equivalentes
do grupo controle para identificagdo da posi¢cdo destes dentro do intervalo gerado
pela média + 2, 2,5 e 3 desvios-padrao, e determinagdo de uma sensibilidade e

especificidade na identificacdo de doenca pela teoria das probabilidades.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

O estudo foi realizado no Hospital Infantil Albert Sabin de Fortaleza no
periodo de janeiro a dezembro de 2004, com a coleta de 36 amostras de medula
Ossea de pacientes pediatricos ndo neoplasicos para o grupo controle e 39 amostras
de medula 6ssea de pacientes pediatricos portadores de leucemia linfoblastica
aguda de linhagem B. O objetivo foi a comparagéo da expressdo do marcador CD10

e do CD19 em hematogodnias e blastos leucémicos.

Durante a elaboragao do trabalho foram encontradas algumas dificuldades
de elaboragéo técnica. Das 36 amostras de sangue periférico do grupo controle,
duas delas (Caso 10 e 27) apresentaram lise incompleta sendo necessaria a
repeticdo do procedimento com uso de um volume maior da solugéo de lise em 50%.
Das amostras das medulas dos pacientes com leucemia linfoblastica, nenhum caso
apresentou lise incompleta. Nenhuma amostra apresentou excesso de restos

celulares para os dois grupos.

No grupo controle (Anexo A), 19 (52,7%) pacientes foram do sexo
masculino e 17 (47,3%) do sexo feminino. Nos pacientes portadores de leucemia
(Anexo B) 23 (58,9%) foram do sexo masculino e 16 (41,1%) do sexo feminino. A
idade variou de 24 dias de vida a 15 anos com uma média de 5 anos para o grupo
controle e, de 4 meses a 14 anos com uma média de 6,6 anos para os pacientes

com leucemia linfoblastica aguda.

Na analise citologica do grupo controle, todas medulas (100%)
apresentaram celularidade normal. A contagem de blastos foi inferior a 5% variando
de 0 a 4% com uma média de 1%. As hematogénias identificadas por microscopia

optica variaram de 0% a 10% com uma média de 2%. (Anexo C).

Na analise citologica das medulas dos pacientes com leucemia
linfoblastica aguda, 9 (23%) das medulas foram normocelular e 30 (77%)
hipercelular. A contagem de blastos variou de 75 a 100% com uma média de 90,6%.
Hematogbnias n&o foram identificadas neste grupo. De acordo com a classificagao
FAB, das 39 amostras do grupo dos pacientes com leucemia linfoblastica aguda
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(Anexo E), 28 (71,8%) foram LLA-L1, 9 (23,1%) LLA-L2 e 2 (5,1%) LLA-L3. (Tabela
1).

Tabela 1 — Distribuicdo estatistica dos subtipos de leucemias linfoblasticas agudas

segundo a classificagao FAB.

Subtipo FAB Numero de casos Percentual (%)
LLA-L1 28 71,8
LLA-L2 9 23,1
LLA-L3 2 5,1
TOTAL 39 100

No estudo imunofenotipico dos pacientes com leucemia linfoblastica
aguda, pela classificagao do grupo EGIL: 20 (51,3%) foram de LLA comum (B-Il); 17
(43,6%) LLA preé-B (B-lll); 2 (5,1%) LLA de células B madura; e nenhum caso de LLA
pro-B. (Tabela 2) (Anexo E)

Tabela 2 — Analise estatistica da distribuicdo dos pacientes com LLA pela

classificagao definida pelo grupo EGIL.

Subtipo imunoldgico Numero de casos Percentual (%)
Bl —LLA pr6 B 0 0

BIl = LLA comum 20 51,3

Blll — LLA pré B 17 43,6

BIV — LLA B madura 2 5,1
TOTAL 39 100

Os valores obtidos, em cada amostra, para cada parametro de avaliagao
do grupo controle e nas amostras dos pacientes com leucemia, foram testados pela
analise estatistica de Kolmogorov-Smirnov. Todas os valores apresentaram uma

distribuicdo normal para o nivel de significancia menor que 5%.

As médias dos valores de cada parametro de avaliagao foram calculadas

no grupo controle (Tabela 3) e no grupo dos pacientes portadores de leucemia



56

linfoblastica aguda de células precursoras B (Tabela 4) e foram comparadas pelo
teste-t de student. (Tabela 5) As médias foram diferentes para o nivel de
significAncia menor que 5% para os seguintes parametros: Desvio-padrao de
intensidade de fluorescéncia de CD10; coeficiente de curtose de intensidade de
fluorescéncia de CD10; desvio-padrao de intensidade de fluorescéncia de CD19; e

coeficiente de inclinagao de intensidade de fluorescéncia de CD19.

Com base na distribuicdo de frequéncias normal dos valores dos
parametros de avaliagdo das hematogbnias, foram definidos valores de cut-off
meédia + 2 desvios-padrdo, média + 2,5 desvios-padrdao e média + 3 desvios-padrao
para CD10 (Tabela 6) e para CD19 (Tabela 7), que quando ultrapassados,
pudessem ser indicativos de doenca e definindo-se assim arbitrariamente como um

teste de parametro positivo na identificagdo de provavel doencga.

Os valores absolutos, de cada parametro de avaliagdo de cada amostra,
dos pacientes do grupo controle, foram avaliados dentro das distribuicbes de
frequéncias respectivas dos mesmos parametros do mesmo grupo para
determinacao de sua posi¢do quanto a estar, ou néo, dentro da faixa determinada
pelos cut-off: média+2 desvios-padréo (Quadro 1), média + 2,5 desvios-padrao e
média + 3 desvios-padrao. (Quadro 2) Os valores absolutos, de cada parametro de
avaliacdo das amostras dos pacientes com leucemia, também foram avaliados
dentro das distribuicbes de frequéncias respectivas dos mesmos parametros de
avaliacao das hematogbnias para determinagao de sua posigdo quanto a estar, ou
nao, dentro da faixa determinada pelos mesmos cut-off. média + 2 desvios-padrao,
(Quadro 3) média + 2,5 desvios-padrdo (Quadro 4) e média + 3 desvios-padrao
(Quadro 5).

Nas amostras do grupo controle, 9 das 36 amostras individuais (25%)
apresentaram, em pelo menos um dos parametros de avaliagdo, valores fora do
intervalo determinado pela média + 2 DP. (Quadro 1) Nenhuma amostra deste
mesmo grupo apresentou valor fora do intervalo quando aplicado média + 2,5 ou 3,0
DP. (Quadro 2).

Nas amostras dos pacientes com leucemia, 35 das 39 (89,7%),

apresentaram valores fora dos intervalos definidos pela média + 2DP do grupo
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controle. (Quadro 3) Trinta e uma das 39 amostras (79,5%) apresentaram valores
fora do intervalo definido pela média + 2,5DP dos valores das hematogbnias do
grupo controle. (Quadro 4) Para o intervalo, média + 3DP, 28 de 39 (71,8%)

amostras, apresentaram um ou mais parametros com valores fora deste. (Quadro 5).

A sensibilidade e especificidade na detec¢cado de doenca foram calculadas
com base na teoria de probabilidades. média + 2DP obteve-se uma sensibilidade de
89,7% e uma especificidade de 75%. Para média + 2,5DP obteve-se uma
sensibilidade de 79,5% e uma especificidade de 100%. Finalmente para média +
3DP obteve-se uma sensibilidade de 71,8% e uma especificidade de 100%. (Tabela
8).

O melhor resultado quanto a sensibilidade versus especificidade foi obtido
com o cut-off média + 2,5DP. Com uma especificidade de 100%, cada parametro de
avaliacdo teve sua sensibilidade determinada individualmente. (Tabela 9) O
parametro mais sensivel na detecgdo de doenca foi a média de intensidade de
fluorescéncia de CD10 em 18 amostras das 39 com uma sensibilidade de 46,1%. A
variagdo dos valores para este parametro das hematogbnias foi menor que a dos
blastos. (Grafico 1) Em seguida, o desvio-padréo da intensidade de fluorescéncia de
CD19 em 14 amostras das 39 com 35,9%, também com menor variagao dos valores
para as hematogbnias. (Grafico 7), seguido da média de intensidade de
fluorescéncia de CD19 e do coeficiente de variacdo da intensidade de fluorescéncia
de CD19 ambos com maior variagdo nas amostras dos pacientes com leucemia
(Graficos 6 e 8, respectivamente) em 13 amostras das 39 com 33,3% para os dois
parametros. O coeficiente de variagao da intensidade de fluorescéncia de CD10 com
menor variagdo nas amostras do grupo controle (Grafico 3) em 11 amostras das 39
com 28,2%. Seguiu o desvio-padrdo da intensidade de fluorescéncia de CD10 com
menor variagdo nas amostras do grupo controle (Grafico 2) em 7 amostras das 39
com 17,9%, e finalmente os coeficientes de inclinacdo e de curtose da intensidade
de fluorescéncia de CD19 em 1 amostras das 39 com 2,5%, que tiveram variagdes
semelhantes dentro de intervalos semelhantes com baixa sensibilidade. (Graficos 9
e 10) Os coeficientes de inclinagdo e curtose de CD10 foram os menos sensiveis
com 0%. Os valores do coeficiente de inclinacdo de CD10 do grupo controle,
inversamente, variaram mais do que os das amostras dos pacientes com leucemia

que tiveram seus valores contidos no intervalo do primeiro. (Grafico 4) Os valores do



58

coeficiente de curtose de CD10 do grupo controle, semelhante ao anterior, variaram
mais do que das amostras dos pacientes com leucemia que também tiveram seus

valores também contidos no intervalo do primeiro. (Grafico 5).

Os parametros definidos pelos coeficientes de inclinagdo e curtose de
CD10 e CD19 néao tiveram valor no resultado final da sensibilidade para o referido
cut-off. Para CD10 nenhuma das amostras dos pacientes com leucemia foi
identificada com valores fora dos respectivos intervalos. Os coeficientes de
inclinagao e curtose em CD19 identificaram duas amostras dos doentes, entretanto,
uma das amostras também foi identificada por dois outros parametros e, a outra foi
identificada por trés outros parametros. Os valores dos parametros de avaliagéo
foram dispostos em graficos para os intervalos definidos pela média + 2,5DP para os

dois grupos permitindo uma visualizagao grafica destes (Graficos 1 a 10).
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Tabela 3 - Valores dos parametros de avaliagao da intensidade de fluorescéncia de

CD10 e de CD19 em hematogodnias.

Amostra CD10 CD19

PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 2A6  PA7 PA8 PA9 PA10
01 66572 7127 10,70 0,61 0,41 ' 35,15 78,23 11,41 0,;59 1,51
02 688,22 68,16 9,90 0,-59 1,78 ' 38,42 87,54 12,71 0,é5 0,939
03 682,76 78,06 11,43 1,E)6 2,68 ' 38,33 86,34 13,52 0,;56 0,59
04 629,30 73,01 11,60 0,;'1 0,62 ' 1460 81,39 13,24 0,é4 1,23
05 662,12 73,56 11,11 0,-59 1,30 )4,18 80,36 11,41 1,-12 2,16
06 631,00 80,13 12,69 0,;'9 0,97 533,86 79,37 11,95 0,;'4 0,38
07 655,68 83,90 12,79 0,2,’7 0,54 56,14 97,68 14,88 0,;56 0,08
08 682,89 75,12 11,00 0,-91 1,93 73,42 77,60 11,52 0,é3 0,94
09 691,16 76,80 11,11 0,-94 2,41 122,55 75,55 10,90 1,-12 1,92
10 635,45 84,33 13,27 0,;30 1,44 38,89 88,04 13,78 0,-99 1,03
11 688,83 59,45 8,63 0,-92 2,68 39,62 79,98 10,81 1,-25 2,13
12 738,31 76,48 10,35 1,-23 3,15 51,70 66,86 8,77 1,-20 1,69
13 696,21 56,49 8,11 0,-19 1,95 530,67 68,59 9,01 1,-13 1,34
14 730,72 72,33 9,89 1,-28 2,84 13,04 76,21 10,25 0,-78 0,61
15 714,19 94,43 13,22 0,-96 1,19 5,10 80,67 11,60 0,01 -0,19
16 676,64 72,83 10,76 0,;'5 0,37 7418 67,32 8,69 0,-20 0,02
17 748,27 65,29 8,72 0,_21 0,66 1528 91,41 12,78 0,-13 -0,49
18 709,99 94,83 13,35 0,2,’3 0,68 22,36 72,30 10,01 0,2,’3 0,15
19 688,10 56,12 8,15 0,-24 1,62 ' 77,51 84,10 12,41 0,-78 0,12
20 697,44 67,21 9,63 0,é4 1,65 711,54 79,30 11,14 0,é3 0,32
21 681,01 79,68 11,70 0,;'1 0,35 712,52 91,78 12,88 0,-56 0,05
22 690,04 76,29 11,05 0,;'2 0,51 755,48 72,57 9,60 0,;52 1,73
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23 700,34 61,40 8,76 0,'23 1,35 735,82 89,11 12,11 1,'24 1,04
24 668,62 70,72 10,57 0,;‘0 0,93 715,17 87,03 12,16 0,'95 0,50
25 711,31 67,64 9,50 0,01 0,18 699,32 80,36 11,49 0,'14 -0,25
26 659,81 75,78 11,48 0,;‘7 0,65 737,14 84,15 11,41 0,'95 1,41
57 728,52 65,71 9,02 0,2’;8 0,53 692,36 74,70 10,78 0,2,)1 -0,03
8 725,32 60,86 8,39 0,12 0,26 733,66 72,28 9,85 0,;'1 0,49
29 758,78 72,96 9,61 0,05 0,'50 717,27 83,76 11,67 0,;‘0 0,08
30 696,11 69,31 9,95 0,30 0,05 753,09 74,49 9,89 0,;59 0,37
31 686,86 59,76 8,70 0,38 0,41 732,78 69,89 9,53 0,-78 0,65
30 713,64 52,75 7,39 0,29 0,58 661,63 74,11 11,20 0,;53 0,50
33 720,71 67,71 9,39 0,'59 0,36 701,53 72,29 10,30 0,2,)5 -0,01
34 664,12 65,06 9,79 0,55 0,91 704,70 80,17 11,37 0,-58 -0,03
35 632,29 56,02 8,86 0,'27 1,45 673,08 68,84 10,22 0,;‘3 0,11
36 687,89 63,90 9,28 0"25 0,87 671,60 85,21 12,68 0,236 -0,33
Média 689,96 70,71 10,28 0’;{0 1,10 704,27 79,44 11,34 O,é? 0,63
D.P. 3228 994 158 044 087 3813 756 145 033 0,73
Legenda:

DP = desvio-padrao
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Tabela 4 - Valores dos parametros de avaliagao da intensidade de fluorescéncia de
CD10 e de CD19 em blastos.

Amostra CD10 CD19

PA11 PA12 PA13 PA14 PA15 PA16 PA17 PA18 PA19 PA20

01 646,58 65,88 10,19 -0,34 0,16 505,16 79,28 15,69 -0,42 0,09
02 600,25 123,16 20,52 -0,50 -0,28 708,14 68,96 9,74 -0,47 1,25
03 743,13 71,78 966 -1,06 1,50 780,51 41,52 5,32 -1,22 4,27
04 822,66 79,00 960 -0,77 0,73 558,35 116,76 20,91 -0,67 0,34
05 765,70 79,81 1042 -0,52 0,10 717,32 60,58 8,45 -0,22 0,18
06 656,70 74,16 11,29 -0,31 0,13 576,16 102,32 17,76 0,03 -0,78
07 626,52 150,59 24,04 -0,76 0,13 633,76 67,10 10,59 -0,31 -0,01
08 744,76 82,36 11,06 -0,14 -0,41 728,18 71,69 9,85 -0,22 0,36
09 904,23 5253 581 -0,29 -0,13 866,51 61,50 7,10 -0,65 0,47
10 618,24 6845 11,07 -0,15 -0,08 72588 61,30 8,44 -0,29 -0,31
11 810,48 52,11 6,43 -0,46 0,78 882,07 4942 560 0,02 0,79
12 695,95 78,14 11,23 -0,43 -0,21 655,76 66,23 10,10 -0,22 -0,21
13 686,35 78,21 11,39 -0,66 0,24 632,05 5829 9,22 -0,15 -0,06
14 720,71 67,72 940 -0,60 0,36 701,53 72,30 10,31 -0,35 -0,01
15 82525 64,28 7,79 -0,41 0,06 72534 68,36 9,42 -0,27 0,02
16 769,29 8226 10,69 -0,41 -0,14 665,51 79,42 11,93 -0,20 -0,36
17 837,49 62,34 744 -0,31 0,33 708,49 76,69 10,82 -0,11 -0,33
18 628,16 153,33 2441 -0,64 0,60 743,25 66,89 9,00 -0,15 -0,18
19 617,57 92,01 14,90 -0,21 -0,04 850,29 5326 6,26 -0,16 1,85
20 760,37 62,93 8,28 -0,51 0,58 687,16 70,14 10,21 -0,12 -0,15
21 589,61 102,32 17,35 -0,04 -0,41 784,50 69,37 8,84 0,07 -0,09
22 747,66 60,89 8,14 0,09 040 714,57 5510 7,71 0,04 0,52
23 801,41 6233 7,78 -0,69 0,83 718,75 94,26 13,11 -0,10 -0,73
24 752,08 69,88 9,29 -0,50 0,09 70520 66,71 9,46 -0,25 0,01
25 823,26 54,81 6,66 -0,28 0,66 686,92 77,09 11,22 -0,14 -0,23
26 675,05 88,82 13,16 -0,41 -0,09 854,62 58,19 6,81 0,18 0,84
27 879,19 5757 6,55 -0,52 0,90 823,88 67,06 8,14 -0,19 0,05
28 386,10 130,26 33,74 -0,01 -0,26 836,81 52,97 6,33 -0,32 0,74
29 807,54 5822 721 -120 2,37 734,04 72,73 991 -0,28 -0,33
30 755,00 56,29 746 -049 0,23 596,82 73,71 12,35 -0,33 0,13
31 631,43 107,59 17,04 -0,25 -0,39 589,87 9492 16,09 -0,12 -042
32 836,55 5222 6,24 -0,69 1,17 798,47 5264 6,59 -048 1,52
33 617,02 6554 10,62 -0,33 0,53 789,18 51,64 6,54 -0,01 1,38
34 344,04 128,19 37,26 0,50 0,98 71503 60,06 8,40 -0,43 -0,11
35 796,57 85,23 10,70 -1,01 0,59 582,07 110,41 18,97 0,04 -0,80
36 755,08 66,97 8,87 -0,52 0,05 814,30 69,60 855 -0,54 0,27
37 862,38 51,04 592 -0,03 0,08 728,53 5790 7,95 -0,17 0,77
38 815,32 79,31 9,73 -0,61 0,28 699,11 74,33 10,63 -0,51 0,07
39 869,23 56,48 6,50 -0,60 0,68 74180 82,17 11,08 -0,28 -0,31
Média 712,08 80,61 12,42 -0,44 0,34 713,78 69,97 10,21 -0,24 0,28
D.P. 122,38 27,38 7,41 0,33 059 93,15 16,90 3,76 0,26 0,94

Legenda:

DP = desvio-padréo
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Tabela 5 - Analise comparativa das médias dos parametros de avaliacido entre
hematogonias e blastos pelo teste-t de student.
Médias

Hematogbnias Blastos p
Média da intensidade de fluorescéncia de 689,96 712,08 0,250
CD10
Desvio-padrao de intensidade de
fluorescéncia de CD10 70,71 80,61 0,040
Coeficiepte .de variagao de intensidade de 10,28 12,42 0.103
fluorescéncia de CD10
Coeﬂmepte .de inclinagao de intensidade de -0,40 0,44 0,623
fluorescéncia de CD10
Coeﬂmepte _de curtose de intensidade de 1.10 0,34 < 0,001
fluorescéncia de CD10
Média da intensidade de fluorescéncia de 704,27 713,78 0,461
CD19
Desvio-padrao de intensidade de
fluorescéncia de CD19 79,44 69,97 0,004
Coeficiepte _de variacao de intensidade de 11,34 10,21 0,087
fluorescéncia de CD19
Coeﬂmepte .de inclinagao de intensidade de 0,67 0,24 < 0,001
fluorescéncia de CD19
coeficiente de curtose de intensidade de 0.63 0.28 0,064

fluorescéncia de CD19




63

Tabela 6 - Definicdo dos valores dos cut-off com base na média e desvio-padrao dos

parametros de avaliagdo de CD10 das hematogoénias.

PA1 PA2 PA3 PA4 PAS

Média 689,96 70,71 10,28 -0,40 1,10
D.P. 32,28 9,94 1,58 0,44 0,87

Média - 2DP 625,40 50,83 712 1,28 -0,64
Média + 2DP 754,52 90,59 13,44 048 2,84

Média - 2,5DP 609,26 45,86 6,33 -1,50 -1,08
Média +2,5DP 770,66 9556 14,23 0,70 3,28

Média - 3DP 593,12 40,89 554 172 -1,51
Média + 3DP 786,80 100,52 15,02 0,93 3,72

Legenda:
DP = desvio-padréo

Tabela 7 - Definicdo dos valores dos cut-off com base na média e desvio-padrao dos

parametros de avaliagdo de CD19 das hematogoénias.

PAG PA7 PA8 PA9  PA10

Média 704,27 79,44 11,34 -0,67 0,63
D.P. 38,13 7,56 145 033 0,73

Média - 2DP 628,01 64,32 844 -133 -0,83
Média + 2DP 780,53 94,56 14,24 -0,01 2,09

Média - 2,5DP 608,95 60,54 7,72 -150 -1,20
Meédia +2,5DP 799,60 98,34 1497 0,16 2,46

Média - 3DP 589,88 56,76 6,99 -166 -1,56
Média + 3DP 818,66 102,13 15,69 0,32 2,83

Legenda:
DP = desvio-padrao
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Quadro 1 - Analise comparativa de cada parametro de avaliagcdo de cada amostra
das hematogébnias dentro da distribuicdo de frequéncia dos respectivos paradmetros
de avaliagcéo do grupo controle tendo com base no cut-off, média + 2DP.

CD10 CD19

Amoslra 51 [ PA2 | PA3 | PA4 | PA5 | PAG | PA7 | PA8 | PA9 | PATO

01

02

03

04 X

05 X

06

07 X X

08

09

10

11 X

12 X

13

14

15 X X

16

17

18 X

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29 X

30

31

32

33

34 X

35

36

Legenda:
x — Parametro de avaliagéo cujo valor encontra-se fora do intervalo definido pelo cut-
off.
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Quadro 2 - Analise comparativa de cada parametro de avaliagdo de cada amostra
das hematogébnias dentro da distribuicdo de freqliéncia dos respectivos parametros

de avaliagcédo do grupo controle tendo com base no cut-off, média + 2,5 e 3,0DP.

CD10 CD19

AMOStra 539" T"5A2 | PA3 | PA4 | PA5 | PA6 | PA7 | PA8 | PA9 | PA10

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Legenda:
x — Parametro de avaliagao cujo valor encontra-se fora do intervalo definido pelo cut-
off.
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Quadro 3 - Analise comparativa de cada parametro de avaliacido de cada amostra
dos pacientes com leucemia dentro da distribuicdo de freqiéncia dos respectivos
parametros de avaliagdo do grupo controle com base no cut-off, média + 2DP.

CD10 CD19

Caso —5A7 T PA2 | PA3 | PA4 | PA5 | PA6 | PA7 | PAS | PA9 | PA10

01 X X

02 X X X

03

04 X X

05 X

X X | X |X

06 X

07 X X

08

09 X X X X X

10

x
x

11 X X X X X X

12

13 X

14

15 X

16 X

17 X

18 X X

19 X X X X X X

20 X

21 X X X X X

22 X X X

23 X

24

25 X X

26 X X X X

27

28

x
x
x
x
x

29

X X | X |X

30

31 X X

32

x
X X X |X

33

34

X X | X | X |X
X X | X | X |X

35

36

37

38

XX X [X (X |X |X |X
x

39

Legenda:
x — Parametro de avaliagéo cujo valor encontra-se fora do intervalo definido pelo cut-
off.
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Quadro 4 - Analise comparativa de cada parametro de avaliacdo de cada amostra
dos pacientes com leucemia dentro da distribuicdo de freqiéncia dos respectivos
parametros de avaliagdo do grupo controle com base no cut-off, média + 2,5DP.

Caso CD10 CD19
PA1 PA2 PA3 | PA4 | PA5 | PAG6 PA7 PA8 | PA9 | PA10

01 X X
02 X X X
03 X X X
04 X X X X
05
06 X X X
07 X X
08
09 X X X X
10
11 X X X X
12
13 X
14
15 X
16
17 X
18 X X
19 X X X X
20
21 X X X
22 X
23 X
24
25 X
26 X X X X
27 X X
28 X X X X X X
29 X
30 X
31 X X X X
32 X X X X
33 X X
34 X X X X
35 X X X X
36 X
37 X X X
38 X
39 X

Legenda:

x — Parametro de avaliagéo cujo valor encontra-se fora do intervalo definido pelo cut-
off.
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Quadro 5 - Analise comparativa de cada parametro de avaliacido de cada amostra
dos pacientes com leucemia dentro da distribuicdo de freqiéncia dos respectivos
parametros de avaliagdo do grupo controle com base no cut-off, média + 3DP.

CD10 CD19

Caso —5A7 T PA2 | PA3 | PA4 | PA5 | PA6 | PA7 | PAS | PA9 | PA10

01 X X

02 X X

03 X X X

04 X X X X

05

06 X X X

07 X X

08

09 X X

10

11 X X X X

12

13

14

15 X

16

17 X

18 X X

19 X X X

20

21 X X X

22 X

23 X

24

25 X

26 X X

27 X

x

28 X X X X X X

29 X

30

31 X X X X

32 X X X

33 X X

34 X X X

35 X X X X

36

37 X

38

x

39 X

Legenda:
x — Parametro de avaliagéo cujo valor encontra-se fora do intervalo definido pelo cut-
off.
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Grafico 1 — Variacdo dos valores das médias de intensidade de fluorescéncia de

CD10 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 2 - Variacdo dos valores dos desvios-padréao de

intensidade de

fluorescéncia de CD10 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 3 — Variagdo dos valores dos coeficientes de variagdo de intensidade de
fluorescéncia de CD10 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 4 — Variagao dos valores dos coeficientes de inclinagdo de intensidade de

fluorescéncia de CD10 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 5 — Variagdo dos valores dos coeficientes de curtose de intensidade de
fluorescéncia de CD10 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 6 — Variacdo dos valores das médias de intensidade de fluorescéncia de

CD19 em hematogbnias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 7 — Variacdo dos valores dos desvios-padréao de

72

intensidade de

fluorescéncia de CD19 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 8 — Variagdo dos valores dos coeficientes de variagdo de intensidade de

fluorescéncia de CD19 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 9 — Variacdo dos valores dos coeficientes de inclinacdo de intensidade de
fluorescéncia de CD19 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Grafico 10 — Variagdo dos valores dos coeficientes de curtose de intensidade de
fluorescéncia de CD19 em hematogénias e blastos leucémicos. Média + 2,5DP.
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Tabela 8 - Analise comparativa da sensibilidade e especificidade na deteccdo da

doenca com base nos trés niveis de cut-off aplicados a todos os paradmetros de

avaliacao.
Cut-off Sensibilidade Especificidade
Média + 2 desvios-padréao 89,7% 75%
Média + 2,5 desvios-padrao 79,5% 100%
Média + 3 desvios-padrao 71,8% 100%

Tabela 9 - Analise comparativa das sensibilidades individuais de cada parametro de

avaliagao para o cut-off de média + 2,5DP.

Parémetro de avaliagao Sensito)/ilidade

Média da intensidade de fluorescéncia de CD10 46,1
Desvio-padrao de intensidade de fluorescéncia de CD10 17,9
Coeficiente de variagao de intensidade de fluorescéncia de CD10 28,2
Coeficiente de inclinagao de intensidade de fluorescéncia de CD10 0

coeficiente de curtose de intensidade de fluorescéncia de CD10 0

Média da intensidade de fluorescéncia de CD19 33,3
Desvio-padrao de intensidade de fluorescéncia de CD19 35,9
Coeficiente de variagao de intensidade de fluorescéncia de CD19 33,3
Coeficiente de inclinagao de intensidade de fluorescéncia de CD19 2,5
coeficiente de curtose de intensidade de fluorescéncia de CD19 2,5
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5 DISCUSSAO

Hematogbnias sdo células indiferenciadas da medula oOssea e
correspondem aos precursores linféides de linhagem B normais (DAVIS et al, 1993)
que estdo em numero bastante reduzido mas podendo chegar a representar até
72% dos elementos nucleados da medula o6ssea. (RIMSZA et al, 2000). As
leucemias linfoblasticas agudas sao proliferagbes monoclonais de células linféides
imaturas caracterizadas pelo acumulo destas na medula 6ssea e disseminagao para
o resto do organismo com infiltracdo de praticamente qualquer orgao (JAFFE et al,
2001).

A dificuldade no diagnostico diferencial morfolégico entre hematogénias e
blastos leucémicos, as vezes, pode exigir complementagdo diagndstica com as
técnicas laboratoriais mais avancadas. O aumento de células jovens na medula
O0ssea ocorre em diversas situagdes clinicas sendo mais evidente nos quadros
regenerativos medulares que seguem as aplasias transitorias como: pés-indugao
terapéutica por quimioterapicos com supressores medulares no tratamento de
neoplasias; pés-transplantes de medula éssea; citopenias congénitas e auto-imunes
(MCKENNA et al, 2001).

A caracterizagao imunoldgica das células precursoras normais da medula,
e seu equivalente neoplasico, ja esta bem definida na literatura (CAMPANA et al,
1988; RIMSZA et al, 2000). A identificacdo de um perfil imunofenotipico € a base na
distincdo das duas entidades e requer um painel de anticorpos amplo. A dupla
expressédo de CD10 e CD19 constitui o perfil basico de células imaturas linféides de
linhagem B (DWORZAK, 1988). O uso de apenas dois marcadores imunolégicos

nesta distingdo ainda n&o tem sido referido em publicagdes anteriores.

A simples referéncia de positividade de células para CD10 e CD19 bem
como a visualizagdo dos graficos, ndo permite a diferenciagdo entre um tipo
neoplasico de um n&o neoplasico. As curvas de expressao destes marcadores foram
analisadas em seus aspectos geométricos, no aspecto de intensidade de
fluorescéncia para estes dois marcadores. Dada a sua alta semelhanga, ndo é
possivel a distingdo para os dois tipos celulares, isto €, neoplasico e nao neoplasico,
sem a aplicagdo dos recursos matematicos e estatisticos. Os parametros, média de

intensidade de fluorescéncia, desvio-padrdo da curva, coeficiente de variagao,
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coeficiente de inclinagao e coeficiente de curtose para ambos marcadores dos dois
grupos, foram analisados e apresentaram diferengas significativas na distingdo de
células da linhagem B de natureza neoplasica da nao neoplasica para a maioria dos

parametros.

Os valores dos parametros de avaliagdo das amostras dos pacientes com
LLA foram comparados com os intervalos média + 2DP, média + 2,5DP e média +
3DP para definicdo de um cut-off com melhor sensibilidade e especificidade. A
média + 2,5DP apresentou maior sensibilidade, 79,5%, para uma especificidade de
100%.

Em ordem crescente, a maior sensibilidade foi para: a média de
intensidade de fluorescéncia de CD10 em 18 amostras das 39 com uma
sensibilidade de 46,1%; o desvio-padréo da intensidade de fluorescéncia de CD19
em 14 amostras das 39 com 35,9%; a média de intensidade de fluorescéncia de
CD19 e do coeficiente de variacdo da intensidade de fluorescéncia de CD19 em 13
amostras das 39 com 33,3%; coeficiente de variagdo da intensidade de
fluorescéncia de CD10 em 11 amostras das 39 com 28,2%; o desvio-padrao da
intensidade de fluorescéncia de CD10 em 7 amostras das 39 com 17,9%; os
coeficientes de inclinacéo e de curtose da intensidade de fluorescéncia de CD19 em
1 amostra das 39 com 2,5%; e os coeficientes de inclinagédo e curtose de CD10 em

nenhuma com 0%.

Os coeficientes de inclinagao e curtose de CD10 e CD19 nao alteraram o
resultado final da sensibilidade. Para CD10 nenhuma das amostras dos pacientes
com leucemia foi identificada com valores fora dos respectivos intervalos e os
coeficientes de inclinacdo e curtose de CD19 identificaram trés amostras dos

doentes que também foram identificadas por outros parametros.

A sensibilidade e especificidade global de todos os parametros para o cut-
off média + 2,5DP foi de 79,5% com uma especificidade de 100%.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo de apenas dois marcadores (CD19 e CD10) possibilita
diferenciar hematogbnias de blastos leucémicos com alta sensibilidade e

especificidade.

A expressédo dos marcadores CD10 e CD19 em hematogbnias e blastos
leucémicos apresentam diferencas significativas sendo util na diferenciagao dos dois

tipos celulares.

As meédias de intensidade de fluorescéncia de CD10 e CD19 apresentam
diferencas e conseguiu-se a detec¢do da leucemia com uma sensibilidade de 46,1%

e 33,3% respectivamente com 100% de especificidade.

Os desvios-padrdao da intensidade de fluorescéncia de CD10 e CD19
apresentam diferencas e conseguiu-se a detecgdo da leucemia com uma

sensibilidade de 17,9% e 35,9% respectivamente com 100% de especificidade.

Os coeficientes de variacdo da intensidade de fluorescéncia de CD10
apresentam diferencas e conseguiu-se a detecgdo da leucemia com uma

sensibilidade de 28,3% e 33,3% respectivamente com 100% de especificidade.

Os coeficientes de inclinacéo e de curtose da intensidade de fluorescéncia
de CD19 apresentam poucas diferengas e conseguiu-se a deteccdo da leucemia
com uma sensibilidade apenas de 2,5% para ambos marcadores com 100% de

especificidade.

Os coeficientes de inclinacéo e de curtose da intensidade de fluorescéncia
de CD10 ndo apresentam diferengas significativas e ndo detectaram nenhum caso

de leucemia.

A sensibilidade global da analise de todos os parametros foi de 79,5% com

100% de especificidade.
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ANEXO A - Lista geral de identificagdo do grupo controle.

CASO NOME IDADE SEXO DIAGNOSTICO

1 RBSC 2 anos F Calazar

2 AJM 3 anos M Anemia ferropénica

3 FRS 7 anos F Anemia ferropénica

4 BJMS 3 anos F Purpura trobocitopénica idiopatica
5 RNAJR 29 dias F Doenga de Gauchet

6 FRS 10 anos M Anemia ferropénica

7 FDAO 6 anos M Calazar

8 IZT 5 anos M Calazar

9 ESBL 4 anos F Purpura trobocitopénica idiopatica
10 PLS 4 anos F Tuberculose

11 JPPS 1 ano M Septicemia

12 MNMGFS 2 anos M Anemia ferropénica

13 VCFS 9 meses F Calazar

14 KJOR 6 anos F Purpura trobocitopénica idiopatica
15 LFFS 9 anos M Hidronefrose

16 MASL 3 anos M Purpura trobocitopénica idiopatica
17 PWMA 1 ano M Virose

18 SSS 6 anos F Calazar

19 MNESS 8 meses F Calazar

20 CBA 6 anos F Septicemia
21 ANN 11 anos F Linfocitose assintomatica

22 ELP 2 anos M Anemia ferropénica
23 RSN 9 anos M Sindrome genética a esclarecer
24 JAFQJ 9 meses M Leucopenia febril

25 JASC 11 anos M Anemia ferropénica
26 RNMCG 24 dias M Calazar

27 CILS 5 anos F Anemia ferropénica
28 JRA 5 anos M Anemia ferropénica

29 PHSS 5 anos M Virose

30 LSP 1 ano F Calazar

31 AECN 15 anos M Anemia ferropénica

32 BH 7 anos F Calazar

33 MLSS 2 anos F Anemia ferropénica

34 JWN 10 anos M Purpura trobocitopénica idiopatica
35 RSF 12 anos M Anemia ferropénica

36 AJS 11 anos F Purpura trobocitopénica idiopatica
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Anexo B - Lista geral de identificagdo do grupo de pacientes portadores de

leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B.

CASO NOME IDADE SEXO DIAGNOSTICO
1 AKCS 1 ano F LLA-L1
2 TSV 2 anos F LLA-L1
3 BDCN 1 ano F LLA-L1
4 FMLC 6 anos M LLA-L2
5 FAGL 16 anos M LLA-L1
6 GBS 11 anos M LLA-L1
7 HNS 11 anos M LLA-L1
8 JCBA 6 anos M LLA-L1
9 JANC 7 anos F LLA-L2
10 GSF 11 anos M LLA-L2
11 RXR 14 anos M LLA-L1
12 GPST 3 anos F LLA-L1
13 AAMN 9 anos M LLA-L2
14 CSS 17 anos M LLA-L1
15 SGA 5 anos M LLA-L1
16 LHSB 2 anos M LLA-L2
17 GSC 4 anos M LLA-L1
18 DFCB 5 anos M LLA-L1
19 FDLS 4 meses M LLA-L1
20 CELS 4 anos F LLA-L2
21 VRS 10 anos F LLA-L1
22 SS 6 anos F LLA-L2
23 LFLS 10 anos M LLA-L2
24 AAN 5 meses F LLA-L1
25 FDML 6 anos M LLA-L1
26 JHA 17 anos M LLA-L1
27 EMS 5 anos M LLA-L1
28 JKFS 2 anos M LLA-L1
29 RSS 6 anos F LLA-L2
30 TLS 4 anos F LLA-L1
31 KOS 5 anos M LLA-L2
32 SLC 3 anos F LLA-L1
33 MIML 4 anos F LLA-L2
34 MPA 14 anos M LLA-L1
35 GGVP 1 ano M LLA-L1
36 HKS 6 anos M LLA-L1
37 JSS 8 anos F LLA-L2
38 GCSS 14 anos F LLA-L1
39 ACC 3 anos F LLA-L1
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Anexo C - Analise citologica das medulas 6sseas do pacientes do grupo controle.

Contagem diferencial

Amostra

SE(%) SG (%) SL(%) SM (%) HG (%) BL (%) Celularidade
01 42 51 5 0 1 1 Normocelular
02 21 69 8 2 0 0 Normocelular
03 20 56 18 2 0 4 Normocelular
04 16 57 23 1 1 2 Normocelular
05 22 50 15 4 9 0 Normocelular
06 24 60 11 1 1 3 Normocelular
07 24 72 4 0 0 0 Normocelular
08 18 53 20 0 8 1 Normocelular
09 16 59 20 3 0 2 Normocelular
10 28 42 19 0 10 1 Normocelular
11 24 61 11 2 1 1 Normocelular
12 19 53 24 0 3 1 Normocelular
13 31 60 8 1 0 0 Normocelular
14 22 66 6 1 4 1 Normocelular
15 40 50 8 1 0 1 Normocelular
16 27 59 13 0 0 1 Normocelular
17 35 61 3 0 0 1 Normocelular
18 32 49 13 2 4 0 Normocelular
19 27 60 6 4 0 3 Normocelular
20 24 63 12 0 0 1 Normocelular
21 26 55 15 0 3 1 Normocelular
22 19 72 4 2 0 3 Normocelular
23 23 54 17 1 3 2 Normocelular
24 21 64 13 0 1 1 Normocelular
25 16 75 7 0 2 0 Normocelular
26 55 45 3 1 0 1 Normocelular
27 8 40 42 2 7 1 Normocelular
28 17 60 20 2 0 1 Normocelular
29 14 71 13 2 0 0 Normocelular
30 17 70 10 3 0 0 Normocelular
31 14 69 16 0 0 1 Normocelular
32 19 59 18 0 3 1 Normocelular
33 21 57 16 1 4 1 Normocelular
34 20 56 15 2 6 1 Normocelular
35 50 44 5 0 1 0 Normocelular
36 19 60 18 0 3 0 Normocelular

Legenda: SE = setor eritroide, SG = setor granulocitico, SL = setor linfocitico,
SM = setor monocitico, HG = hematogbnias e BL = blastos
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Anexo D — Analise citolégica das medulas 6sseas dos pacientes com leucemia

linfoblastica aguda de células precursoras B.

Amostra

Contagem diferencial e estudo citoquimico

Peroxidase e

Outras

BL (%) PAS PS Ci L Celularidade
itoquimicas

01 87 Positiva Negativa Negativa Normocelular
02 90 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
03 100 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
04 89 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
05 87 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
06 95 Negativa Negativa Negativa Normocelular
07 93 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
08 85 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
09 95 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
10 92 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
11 86 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
12 88 Negativa Negativa Negativa Normocelular
13 75 Negativa Negativa Negativa Normocelular
14 89 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
15 99 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
16 99 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
17 100 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
18 84 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
19 95 Negativa Negativa Negativa Normocelular
20 95 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
21 91 Negativa Negativa Negativa Normocelular
22 89 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
23 86 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
24 80 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
25 98 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
26 87 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
27 93 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
28 90 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
29 90 Negativa Negativa Negativa Normocelular
30 100 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
31 75 Negativa Negativa Negativa Normocelular
32 98 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
33 96 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
34 87 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
35 89 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
36 87 Negativa Negativa Negativa Hipercelular
37 98 Positiva Negativa Negativa Hipercelular
38 99 Positiva Negativa Negativa Normocelular
39 85 Positiva Negativa Negativa Hipercelular

Legenda: PAS = reacéo citoquimica para o acido periodico de Schiff, BL = blastos,

PS = Preto de Sudan e FAB = classificacdo FAB
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Anexo E - Anadlise imunofenotipica das medulas Osseas dos pacientes com

leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B.

Estagio maturativo

Amostra FAB Grupo EGIL
01 LLA-L2 LLA pre-B
02 LLA-L1 LLA pre-B
03 LLA-L1 LLA pre-B
04 LLA-L2 LLA pre-B
05 LLA-L1 LLA comum
06 LLA-L1 LLA comum
07 LLA-L1 LLA pre-B
08 LLA-L2 LLA comum
09 LLA-L1 LLA comum
10 LLA-L1 LLA comum
11 LLA-L2 LLA comum
12 LLA-L1 LLA comum
13 LLA-L1 LLA comum
14 LLA-L3 LLA B madura
15 LLA-L2 LLA comum
16 LLA-L1 LLA comum
17 LLA-L1 LLA comum
18 LLA-L1 LLA pre-B
19 LLA-L1 LLA pre-B
20 LLA-L2 LLA comum
21 LLA-L1 LLA comum
22 LLA-L1 LLA pre-B
23 LLA-L1 LLA pre-B
24 LLA-L1 LLA comum
25 LLA-L2 LLA pre-B
26 LLA-L1 LLA pre-B
27 LLA-L1 LLA comum
28 LLA-L1 LLA comum
29 LLA-L2 LLA pre-B
30 LLA-L1 LLA comum
31 LLA-L1 LLA pre-B
32 LLA-L1 LLA comum
33 LLA-L2 LLA pre-B
34 LLA-L1 LLA comum
35 LLA-L3 LLA B madura
36 LLA-L1 LLA pre-B
37 LLA-L1 LLA pre-B
38 LLA-L1 LLA comum
39 LLA-L1 LLA pre-B

Legenda: PAS = reacéo citoquimica para o acido periodico de Schiff, BL = blastos,
PS = Preto de Sudan e FAB = classificacdo FAB



Anexo F — Solugao de lise para hemacias.

NHACH, ... et e e e e e s e et e e e e e e s e e e e e e snbeeeeas 0,829¢g
NAHGCOS. .. et e e e e e e e e e e e e aeeeeaanns 0,084g
[ R SN0 [ 110 o [ o o TR 3,7mg
1T 0 T o TP 100ml

Ajuste do pH para 7,3

Fonte: ROTHE, 1996
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Anexo G — Solugao de tampéo de lavagem.

NAZHPOA . .. 1,139

1T 0 < J RSP 1.000ml
Ajuste do pH para 7,3

Fonte: ROTHE, 1996
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Anexo H - Solugcdo PBS-Azida-BSA.

PBS10x. 100ml
E D T A e 500mg
AZITA. . . e e a e 29
B S A e e e e 20g
] T T < J PP 1000ml

Ajuste do pH para 7,3

Fonte: ROTHE, 1996
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Anexo | — Solugéo de Paraformaldeido 1%.

(=T =1 (0] 1 4 F=1 o 1= To [o TR 19
[ = 1 T 0 RPN 10ml
YT 0 ] o PP 100ml

Ajuste do pH para 7,3

Fonte: ROTHE, 1996




