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INTRODUGAO



INTRODUGCAD

i. Consideracfes gerais

Leucemia ¢ uma doenca maligna de células hematopoiéticas,
caracterizada por acentuada proliferagio e bloqueio da
‘diferenciacfo e maturagio das células ganglineas *®. Em 1847,
com a descricio feita por Virchow na Alemanha e Bennett na
Escdcia, a leucemia foi reconhecida como-uma entidade clinica
definida ®°®, Tradicionalmente, as leucemias tém sido agrupadas
em agudas e crdnicas com base 6o osua histdria natural e na
mor+fologia das células neopldsicas envolvidas no processo. A
leucemia aguda possui um curso clinico mais rapido e se nHo
tratada leva a0 dbito em poucas semnanas ou  wmeses. Em
contraste, os pacientes com leucemia cronica podem sobreviver

por tempe prolongado sem ou com tvatamento minimo,

A leucemia linTdide aguda (LLA) corresponde a 894 das
leucemias em criangas @ ¢ a neoplasia mais {reaqiiente na
intdncia 18R, 20e. 407,200 4 LIA tem uma incidéncia de 2 a 3
casos para 106.000 habitantes na  Europa e Estados Unidos
BS. BB, ou cerca de 2.000 casos novos por  ano abaixo dos 45
anos de idade *®®.222.838 yo Erasil, em estatistica realizada

ha alguns anos na cidade de S50 Paulo, a incidéncia foi de 2,7
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casos pov 100 9000 habitantes ®%7 . 4 LLA acomete discretamente

mais o0 sexo masculino do que o sexo teminino 9,

Recentemente, com a introducﬁo da biologia molecular
aplicada ao estudo das leucemias, uma quantidade enorme de
informag8o tem possibilitado um melhov entendimento dos
mecanismos de leucemogénese. Apesar disso, a eticlogia dessa
doen¢a continua sendo um enigma. Fatores ambientais, genéticos
e imunoldgicos sdo descritos em associagio com a ocorréncia da

LLLA, mas o gsignificado da maioria deles € controversg 381,206

Ate 1947 ndo havia  tratamento especifico para as
leucemias, e a média de sobrevida dos pacientes, tante
criancas como adultos, era de € a 4 meses 9. Ha 40 anos
Sidney Farber intrpduziu no tratamento das leucemias um
antagonista do dcido fdlico, a aminopterina, que induziu
remissdo tempordria da doenca em  aproximadamente 50% dos

pacientes 79

A partir da observacilo de Farber 29, de que as células
leucémicas poderiam ser significativamente diminuidas com a
administrac®o de quimioterapicos, o tratamento da LLA
progrediu consideravelmente e a LLA passou, de uma doenga-
fatal na totalidade dos casos, para uma doenga potencialmente
curdvel. Varios fatoves contribuivam para este sucesse. Um
deles foi a introduglo de novas drogas quimioterdpicas. Na
década de 1956 estavam em uso, além do methotrexate, a 6-
mercaptopurina e a prednisona. Na década seguinte Jjid se

dispunha de vincvistina, adriamicina e L-asparaginase. No



final da década de S0 iniciouw a wutilizac8o da tevapia
combinada @, A& formacio de garupos cooperativos, que
conduzivam estudos clinicos prospectivos para tratar e a0
mesmo tempo responder questfes sobvre a eficdcia dos difeventes
regimes terapéuticos, possibilitou o aumento da sobrevida

livre de doenca para a grande maioria das criangas com LLA.

No final da década de 6@ e comeco da seguinte, Finkel e
seu grupo no St. Jude Children’s Research Hospital descreveram
as primeiras criancas com cura definitiva da doenga. Eies
combinaram todos o0s agentes antineopldsicos conhecidos na
época, na chamada “terapia total' 9% feota estratdgia usa a
administragfo de drogas na maxinm: dosagem tolerada duvrante =a
inducgfo *®9, e introduziu o conceito da profilaxia para &
leucemia do sistema nefvoso central (8NCY com o© usc da
irradiac8o craniana e methotrexate intratecal **%, Egsta ultima
estratégia de ‘Eratamento’cantribuiu de forma significativa
para a melhor sobrevida dos pacientes com LLA, e foi
incorpovada aas estudos cistematizados subseqﬁentes. Com isto,
a taxa global de sobrevida livre de doenca (mais de 5 anos
apds o  término do tratamento) aumentou para cevea de S56% e =

freqiiénecia de neuroleucemia diminuiu de 50% para menos de 190¥%

L, 88,568, 448, 60

Apesar da melhoria dos indices de sobrevida, ¢ wmaior
obstdculo para a cura da LLA continua sende a rvecidiva em
medula dssea, que € considerada atualmente como um indicador
da efetividade do tratamento. For isso, surgivam outvas

combinacfies de drogas quimioterdpicas administradas em menor



intervalo de tempo e, muites vezes:; com doses maioves que as
tonvencionais, culminando com a chamada “mdxima  terapia de
induc&o intensificada” *®°. Esta terapia intensiva adaptada ao
tipo de manifestacdes clinicas do paciente rvesultou em

sobrevida superior a 5 anos em cerca de 79% dos casos.

Desta forma o tratamento modevno da LLA moditicou de
maneira impovtante a histdria natuval da doenca. Fara uma
crianca iniciando o tratamento nos anos 8¢ o indice de

o~ L4

remissao superior a 290X e mais de dois tergos dos pacientes
permanecem em remissio por mais de S anos apds o término do

tratamento ®S.1°8.89

Entretanto, embora o tratamento tenha aumentado muito a
sobrevida livre de doenca, muitas criancas ainda apresentam
recidiva *®°, Na metade da década de 197¢, tornou-se evidente
que a LLA  na infncia nfo era uma doenca homogénea,
respondendo de forma idéntica a una mesma tevapéutica @298
Inicialmente, vdrios autores propuseram a separaclo de grupos
de pacientes com apresentagdes clinicas particulares, que
estiveram relacionadas com recidiva da doenga, estabelecendo a
importdncia de certas manifestacoes clinicas para o
progndstico ©@4.a80 Observou-se ue o prognostico estava
diretamente associado com a dimensfo da massa de tecido
neopldsico ao diagndstico. Pacientes com contagem de
leucdcitos acima de 100.000 por mm®, visceromegalia importante

e lintonodomegalia generalizada apresentavam pior prognostico

B, o4, 2500



Outras manifesta¢des clinicas também associadas a um pior
progndstico nio dependiam da nassa ngoplasica, mas
provaveimente de alguma caracteristica bioldgica. Assim,
comprometimento do GSNC ac diagndstico, massa tumoral em
mediastino, idade inferior a 2 e supevior a 41¢ anos

eativeram, em muitos estudos clinicos, associados a uma menor

SOb"EVida BR,UN8, 64, FS, LE@,&!GQ.BS‘IO.

Essa aparente hetevogeneidade clinica com importidncia
progndstica estimulou os investigadores a estudar as células
leucémicas procurando identificar diferencas morfoldgicas,
citoquimicas € imunofenotipicas, que pudessem oferecer uma

base celular pavra a heterogeneidade evidenciada clinicamente

or

Uma classificagio morfoldgica das leucemias agudas foi
sroposta em 1976 pelo avupo ceooperativeo [Francés—americuno~
Britinico (FAK) ®®, npas resultados controversos tém sido
observadeos. A principal dificuldade encontrada necsses ectudos
decorve do alto grau de subjetividade na andlise movfoldgica
da célula leucémica B*®.828  Hajs tarde, em {9841, o arupo FAR
propds uma classitficac&o das leucemias agudas linfobldsticas
em trés subgrupos: Li, L2 e L3, baseada num sistema ae escores
quanto & rvelacio de tamanhe do nucleo cowm o citeplasma,
presenca de nucléolos, regularidade da membvana nuclear e
tamanho celular *%. Virios investigadores té€m considerado a
classificacfo morfoldgica FAR reproduzivel, util e de valor

prognostico em criancas com LLA #9.3297,841, 244,447 Criangas



com mais de 25% de linfoblastos L2 (ém uma taxa de recidiva

mals alta e sobrevids menor.

Além da morfologia, métodos que evidencizam a presenca de
determinados componentes intracitoplasmaticos também 580
empregados para separar subgrupos de LLA. A& presenca de
glicogénio, detectada pela reagio citoquimica do 3dcido
periddico de Schieff (PAS), tem sido associada com o
progndstico. A maioria dos autores tém observado, que altos
escores do FAS relacionam-se com uma maior duracidc da
sobrevida n3o sendo, porém, uma wvariavel independente do
progndstico %®%.420.88%  ni mesma forma, a presenca de certas
enzimas, principalmente a transferase deoxinucleotidil
terminal (TdT), que & encqntrada em ascociacio cam cevtas
subpopulagdes lintoides, n&n poOSSUi uma associa¢o

independente com o progndstico 89 /218,420,448, 188, B4F

Alteragdes citogenéticas repetitivas tambédm tém sido
demonstradas em associagfo com subarupos de leucemias. O
significado bioldgizo dos rearrvanjos genéticos ainda n#o estd
bem estabelecido, mas os achados preliminargse sugerem que as
translocagoes oferecem uma vantagem proliferativa para a
célula envelvida e, desta forma, um piovr progndstico
er,&sd,aaa,a‘a&,ﬁ.a:a,aese.t:&éa_ As transiocacﬁes s%io as
anormalidades estruturais mais comumente encontradagte® ¥4,
As mais {reqientes incluem as translocagBes t(9;22)(q23;q11);
t(8;14)(q24;q23); t(4;14)(q25;q23); t(i2;viip;v) e a
£L(1;493(q23;p13.3). & tranﬁlqcacﬁm t(8;14) parece sevr

especifica € pode sev identificada em gquase todos os casos de



LLA de células B. A translocacfo t0(44;343(pi3;94i3) & observada
em Casos de leucewmia de células 7. A tranclocacio
t(4;44)(q2i;a23) ocorre mais comumente na tLLA de células B

precursoras, particularmente em criangas 8%.82.,i97,.a88

Além das caracteristicas bioldgicas Jd citadas, a
aplicacio de métodos imunoldgicos no estudo da LL& permitiu
uma nova dimensio no entendimento desta doenca, assim como a
obtenc8o de maiores informacdes sobre o progndstice dos
pacientes, rvesultando num planejamnento tevapéutico mais
adequado para grupos de leucemiaz separados de acovrdo com ©

imunofendtipg Te. S, i, i858

Uma das primeiras evidéncias documentadas de Ul
diversidade imunofenotipica na LLA foi apresentada por Rorella
e Sen *®, que demonstraram que o©s blastos leucémicos de uma
minovia de pacientes formavam rosgtas em presenga de
eritrdcitos de carneiro (ER) - uma propviedade dos linftdcites

T #. Isto levou a uma classificacio imunoldaica da LLA em LLA-

T e LLA-nEo T.

Observacdes subseqiientes demonstraram que a LLA T acomete
cerca de 15 a 20% dos pacientes com LLA e estd associada com
maior freqiéncia em pacientes com idade superior a i¢ anos,
massa em mediastino, contagem leucocitadaria inicial elevada,
comprometimento de SKNC, organomegalias, aue s&o manifestacdes

clinicas velacionadas a pior prognosticg P8 B, 883,844



Postericrmente +Foi wverificade gue celulas de alguns
pacientes com LLA expressavam imuncglobulina de superficie
(I1gS), que ¢é uma propriedade dos linfdcitos B 2 =4 jecta
forma a LLA n8o~-T foi subdividida em um pequeno grupo

denominado LLA B e um grupo.maior LLA nSo-T/nfo~-B.

Em 4975 Greaves e cols. 9% descreveram uin antigeno
associado 2 leucemia linfdide aguda comum (CALLA), cuja
presenca esteve relacionada a um melhor progndstico *58 0
subgrupo LLA ndo-T/n%o-B, que corresponde a ceirca de 80-85¥
dos casos pode, com base na expressiio do CALLA, sev

subdividido em LLA Comum (70-75%) e LLA& Indiferenciada (5-10¥)

S, PG

Posteriormente verificou—-se que cevca de um tergo das LLA
Comum apresentavam cadeias pesadas da Igli dentro do citoplasma
(IgC) @7.7a.848  [ote grupo Foi denominado LLA Pré-B e estd

associado & uma duracio da remissio mais curta ©7,

A caracterizacio das leucemias convencionalmente foi
feita através da utilizagHo de anti-soros heterdloqos, que
pos<uem gensibilidade e especificidade discutivel
TR, AL L4880, 4462, 479, 465, 399,&‘389,@%9,&89,24‘?. Inicia}mente '*"C'I!"an
utilizados para a cavacteriza¢8o das leucemias de células T e,
posteriormente, foram sendo desenvolvidos reagentes dirigidos
& linhagem celular B. Com o advento dos anticorpos monoclonais

ficou evidente que, tanto o grupo de LLA T, como o nZo~T sHo

heterogéneos, existindo varios subgrupos ©2.4@9.,.138, 242,809
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Mais recentemente, estudos utilizando rearvanjo de
imunoglobulinas e anticorpos moncclonais, que identificam
antigenos associados a célula B, tém demonstrado que a maioria
dos casos de LLA ndo-T sfo derivados da linhagem de células B
B9, 49, 74,478 flegsa {forma 05 avangos em varias areas da
imunologia e da biologia molecular aplicados ao estudo das
leucemias confivrmaram a impressio clinica, de que a LLA & um
grupo heterogéneo de doencas caom comportamento bioldgico

diverso.

Alguns autorves, em diferentes partes do wmundo tém
reportado resultados de estudos, que mostram uma variag¢fo da
incidéncia dos diferentes subgrupos de LLA conforme a regifio
geogrdfica ou etnia B* 5% petes estudos pavecem indicar
também uma menor frequiéncia de LLA Comum em associacio com
condigdes sdcio-econdmicas baixas como ocorre na Nigéria,

Africa do Sul e Ardhia 99, 4885

No Hrasil, em estudos realizados na Universidads Federval
de S&o Faulo ¢® e na Universidade Federal do Farand ®**, foi
observada uma freqiiéncia maior de LLA T na infincia, sugevindo
que o5 indices mals elevados de mortalidade em nosso meio
pudessem ser devidos a maior freqliéncia de pacientes com LLA

classicamente identificadas como tendo pior prognostico.

For outveo lado, alguns autores #7934 pereditam que essas
variagdes de incidéncia da LL&, observadas em cervtos grupos
étnicos € mudanca na distribuicio da faixa etdria de maiov

incidé&ncia com a evolugio das sociedades, nao estio,
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necessaviamente, relacionadas com eventos genéticos ou
ambientais, mas podem sevr explicadas com base no proposto
inicialmente por Stewart e cols. ®%¢ Egotes autores sugerivam,
que a grande taxa de mortalidade infantil por doengas infecto-
contagiosas endémicas pode obscurecer a veal incidéncia da
leucemia em paises ou regides com menos facilidades médicas e

diagndsticas.

Devido as manifestacBes clinicas das leucemias serem
muito heterogéneas, muitos pacientes com a LLA Comum, que se
apresentam com sintomas refletindo comprometimento da medulsa
dssea incluindo anemia, sangramento e infec¢o, poderiam nio
ser  diagnosticados como tendo LLa ®%7 . Estes sintomas,
principalmente a anemia, nfo atraem a atencio dos familiares,
principalmente em &reas rurais ou em paises subdesenvolvidos.
For outvo 1lado, outros tipos de LLA, menos freqientes,
apresentam-se com sinais e sintomas semelhantes agueles dos
linfomas, e devide & presenca de massas tumovais, <30 mais
facilmente identificados ®%*, QOcorve, por isso, dque devido &
sua historia natural, muitos tipos de LLA nSo s8o corretamente
diagnosticados, e poderviam ser exatamente aqueles cue
respondem melhor zo tratamento e dessa forma artiticialmente
aumentam a propor¢io de pacientes com subtipos de pior

progndsticeo ¢,

Recentemente, com a disponibilidade de reagentes

altamente especificos para subpopulagdes linfdides, tornou-se

Lk

possivel =a caracterizaglo de subgrupos de LLA sem as
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desvantagens dos reagentes policionais utilizados em muitos

dos estudos iniciais.

A finalidade deste trabalho é a de estudar a freqiiéncia
dos diferentes subgrupos de LLA em criancas do nosso meio,
utilizando anticorpos monoclonals, € assim, testar a’hipétese,
de que existe aqui uma freqliéncia maior de tipos de LLA com
pior progndstica, e verificar se' 0o uso de um painel de
anticorpos monoclonais associado &s técnicas convencionais tem
utilidade para uma melhor caracterizacdo das células

neopldasicas das leucemias agudas na inf8ncia.

2. Sistema Imune

2.1. Generalidades

A sobrevida de todos 08 seres vivos depende da
preservacido do ambiente  interno. Complexos mecanismos tém
evoluido nos mamiferos, para eliminar particulas
potencialmente prejudiciais ao organismo. 0 sistema imuns
depende da presenga de proteinas soldveis ou integrantes das
membranas celulares. Essas proteinas podem ligavr—-se a
estruturas maoleculares existentes nos parasitas
multicelulares, ¥fungos, bacteérias e virus. 0 repertdrio dessas
proteinas, que funcionam como receptores, possibilita o
reconhecimeno de aproximadamente 10 milhBes de estruturas
diferentes, incluindo virtualmente qualquer configuragio

possivel dentro do dominio do sistemz imune - %4®
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0 gsistema imune € capaz de reconhecer todas as particulas
dissolvidas em meio aquoso com dimenslo variando entre 16 e
100 angstrons. MHMilhBes de anos de evolucHo tornaram—-no capaz
de reconhecer milhares de determinantes  antigénicos
diferentes. Atualmente, com o desenvolvimeanto da biologia
molecular, nossa capacidade de entendé-lo € caracterizd-lo

aumentou consideravelmente 29,

Os componentes do sistema imune, quando confrontados com
determinantes antigénicos de peso. molecular maior que 250
daltons,_devem ser capazes de distinguir essas substincias
como estvanhas ao organismo € montar uma resposta, quer parva

elimind~ias, quer para tolevd-las %,

Deata forma, o sistema imune precisa distingwir o que é
estranho € o0 que & prdprio do organismo. Esta distingfo &
feita por um sistema de veconhecimento especifico que, em
ultima instdncia, € realizade pelos linddcitos T e B, os
unicos componentes do mecanismo imune que sic imunologicamente
especificos. Este sistema também tem mecanismos efetores ndo
especificos, gue usualmente amplificam as fungdes especificas.
Eles incluem 0s fagocitos mononuclieares, leucdcitos

polimorfonucleares ¢ o sistama de complementa (®&2.207

Todas as células que compBem o0 sistema  imune s8o
derivadas de células hematopoéticas pluripotentes ("sfew
calls'™) aue, aa8m, Estas celulas foram inicialmente
reconhecidas em expevimentos nos quais camundorngos foram

irradiados com doses subletais & posteriormente reconstituidos
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com células autdlogas de wmedula dssea 9%, Aatualmente, jai se
conseguiu isclar e carvacterizav a steq cell em camnundongos
através de ensalos de diluic8o limitada 2%%, A existéncia de
um precursor comum para células mieldides e linfdides ¢é
indicada pelo achado de caridtipo anormal (induzido por
radiac3o) em células de ambas as linhagens e também pela
habilidade das coldnias de células esplénicas reconstituivem a
resposta imunoldgica dos animais. Além disso, pelo trabalho de
Spandgrude @ cols.®®® infere-se aque & stem coll da origem =
céiulas mieldides ou linfdides, conforme o microambiente no

qual ela se aloja: bag¢o, timo ou medula dssea.

Felo fato do sistema imune necessitar ser efetivo contra
uma grande variedade de subst@ncias, ele precisou desenvolver
varios tipos de respostas. Existem basicamente duas divisfes
prinéipais do sistema de defesa organica, que é o0 sisfema
Smung faafu (nfo adaptativo) e o sistema fmune adapfaftive,
sendo que este Ultimo € por sua vez dividido enm resposta

hugaral ¢ resposts wediada por cédlulas 2,

0 gistema imune inato (nEo adaptativo ou Tixo) consiste
de uma sévie de barreiras, fatores soldveis e células, que o
organismo sadio possui j@ a’o nascimento e usa durante a vida.
A primeira barrveira de defesa do organismo € a pele € mucosas
inteagras. 0Os cilios da drvove traqgqueobrdénquica impedem a
penetragio de subst8ncias invasivas, assim como as secregdes
dcidas agem como barreira para microrganismos no estdmago.

Organismes nAo patogénicos também ajudam a prevenir infecg8es

(intestino, wvagina). A lisosima, uma enzima distribuida na
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maioria das secre¢Bes funciona como barreira bioquimica, que
protege a superficie epitelial da nasofaringe, intestino,
pulmio e trato géniturinario. I'os fatores soluveilis
circulantes, alguns, como a properdina e lisosima, estlo
sempre presentes, enquanto outros tém a proprviedade de serem
induzidos quando a infecc¢io ocorre, como a pfofeina € reativa
e o interferon. Os fagdcitos sfo células, que participam do
sistema imune inato, embora alguns deles tenham ramifica¢des

no sistema imune adaptativo.

A entrada de uma particula estranha com propriedades
antigénicas no organismo desencadeia a resposta imune
adquirida ou adaptativa. 0 grau e tipo de resposta induzida é
determinada por fatores como: capacidade genética do
hospedeiro, natureza do antigeno, dose ¢ wvia de entrada no
organismo. Existem dois tipos principais de resposta igune
adaptativa. A primeira € a resposéa bumoral, que inicia com a
ligac8o da imunoglobulina com o antigeno e continua com a
sintese e liberagHo de anticorpos no  Sangue € secrecies. A
segunda € a resposta mediada por olula, que produz linfdcitos
efetores. Tanto a imunidade humoral como a mediada por célula
tém trdas idmportantes caracteristicas: 1) o reconkecimento de
invasores estvranhos; @) egspecificidade na direcio da resposta

2o invasor; ¢ 3) wemdria da interag3o com o antigeno.
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2.2. Participantes da resposta imune.

2.2.4. Nio especificos

Os linfocitos s8o os udnicos componentes responsdveis pela
especificidade imunoldgica, que depende de seus receptores
antigénicos. O completo desenvolvimento e expressio da
regposta imune, entretanto, requer componentes n&o

especiticos, para agir como amplificadores e modificadores ©e,

2.2.1.4. Células apresentadoras de antigeno

fs células apresentadoras de antigenos s80 células
fagociticas, geralmente macrofagos. Primeivamente pensava-se
que estas células evam limitadas a cédlulas do sistema
mononuclear fagocitico. Recentemente, entretanto, foi mostrado
que outros tipos de células, come as endoteliais e gliais,

podem "apresentar” antigeno %,

A apresentacio do material antigénico pode ocorrer
associada & estruturas existentes na membrana do macvdfago.
que 830 codificadas pelo camplexo maior de
histocompatibilidade (MHC) de «classe I ou II. Quando os
antigenos sio apresentados na proximidade do HHC de classe II,
a célula que reconhece este complexo € o linfdcito T
auxiliador ou "helper", enquanto que os antigenos apresentados

na proximidade do HMHC de classe I vyveagem com o linfocito

T citotdxico @2,
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e.2.4.2. Leucdcitos polimorfonucleares

Estas células podem ser essenciais para o completo
desenvolvimento de reagoes inflamatorias mediadas poy
mecanismos imunes. Assim como os macrdfagos, sio responsdveis
pela ingestdo e digest8o (fagocitose) de microvganismos. SHo
células nHo divisiveis e de vida limitada a horas, com
granulos que contém uma grande quantidade de fatores
bactericidas e reservas de glicogénio, que podem ser

utilizadas para producio de enevgia em condigOes anaerdbias

@am

.

As células fagocitdarias tém um grande potencial
antimicrobiano, mas quando um agente inTeccioso entra no
organismo, esse potencial mostra-se indtil até que seja
encontrado um caminho que permita ao fagdcito capturar o
microvrganismo. 0 organismo te&m solucicnado esse problema
através de milh8es de ancs de evolucHo, pelo desenvolvimento

do sistema do complementa ®&®

2.2.14.3. Complemento

& fagocitose € facilitada pela ativagBo do sistema de
complemento, que € um sistema formado por 9 proteinas (Ci-U9)
algumas delas com subfractes, que s&o ativadas em seqiiéncia.
Quando o primeiro componente € ativado por um complexo imune
adquire a capacidade de ativar diversas moléculas do
componente seguinte na seqiiéncia, cada um desses torna-se

entio capaz de atuar sobre o componente seguinte e assim
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sucessivamente, produzinde um efeito de cascata con
amplificaglo. Cada fator do complemento  pode causar o
procegssamento ou ativagio de muitas moléculas do componente
seguinte na seqiliéncia. 0Os componentes terminais da cascata do
complemento tém capacidade de lisar células, presumivelmente
por alguma perturbaclo da estvutura fosfolipidica da membrana

celular.

0 sistema complemento, incluindo tanto a via clédseica
como alternativa, estad intimamente envolvido na expressio
completa de muitas reacdes imunoldgicas, incluindo atividade

antimicrobiana ¢ fendmenos auto-imunes @313
2.2.4.4. Mediadores soldveis

s mediadoves soluveils, substincias semelhantes a
hormdnios, sio pequenas moléculas através das quais as cdlulas
do sistema imune . se comunicam € 630 moduladas. Nio s&o
antigeno~especificas, embovra suz producio ssteja relacionada
com o estimulo antigénico. Coletivamente, elas s80 chamadas de
citoquinas, aquelas produzidas por linfdcitos sio chamadas de
linfocinas, e alguns mediadovres que agem entre leucacitos sio
chamados de interleucinas. A tevminologia n3o0 esta ainda
padronizada, mas € evidente que estas substincias desempenham

um papel importante na imunorvegulacfo 2,

A& interleucina 4 (IL-4) € uma linfocina que ajuda a
iniciar a fase de induclo da vesposta imune (também chamada de

fator ativador de 1l1infdcitos). Cédlulas apresentadoras de
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antigeno produzem IL-i auando elas interagem com o antigeno e
a célula T apropriada. A IL-1i tem um grande numero de outras
atividades, incluindo sua fun¢lo come pirogénio enddgeno, come
estimulador de fibroblasto, e outras *7°, 4 interleucina 2
(IL-2), antes chamada de fator de cvescimento da célula T, ¢
essencial no desenvolvimento de células T citotdxicas (Tc).
Ela € secretada por células T ativadas durante a blastogfnese
e € crucial para a expansio clonal de células T e também
contribui com células B em sistemas colaborativos T-B
ira,@s7.844 A interleucina 3 (IL-3) também ¢é produzida por
células T ativadas € tem a habilidade de agir como um promotor
do crescimento celular ou um fater estimulador de coldnias.
Fromove o crescimento de muitas células, principalmente
mastocitos. & interleucina 4 (IL-4) é produzida por células T
ativadas e parece ser como o fator estimulador de células B.
Outras interleucinas estio sendo descobevtas vrapidamente.
Estas, incluem fatores de reposi¢fo de células T e fatores de
diferenciaglo de células B. As duas linfocinas que afetam a
func8o de células B s8o o fFfator de crescimente da céiula £
(FCCR), que promove o crescimento ¢ divis8o celular destas
células, e o fator de Jdiferenciacde oa clula B (FDCE), que
possibilita a diferenciacfo em células plasmaticas liberadoras

de anticorpos €2,

Os interferons (INFs) so um grupo de citoquinas cuja
natureza exata esta sendo rveconhecida atualmente. Eles foram
descobertos no sobrenadante de cultura de células infectadas
por virus. Estes fluidoz interferiam com a superinfeccfo das

células por - outros virus, pOr isso o nome, interferon. Desde
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entdo, trés classes principais de INFs foram reconhecidas:
alfa, beta e gama. Entretanto, € sabido que existem vdrias
espécies de IFN em cada classe. Estas moldculas tEm muitas
fungdes. Uma substancia reguladora importante & o gama
interferon, especialmente em infecgdes virais. FPode ser
produzido por células infectadas com virus e por linfdcitos. O
interferon ativa as células "Natural Killer"(NK) e gevralmente
promove ativagio de macrdfagos, cdiulas B e células T
citotdxicas durante a resposta imune. Ele pode também iniciar
a eliminag@o de organismos invasivos ligando—-se dirvetamente &
sua superficie e criando um imunocomplexo, que é lisado pelo

complemento 38469

2.2.2. Especificos

A base da especificidade imunoldgica ¢ a configuracio
unica de receptores em linfdcitos T (timo derivadcs) = B
(medula odssea derivados). Estes receptores (iamuncglobulina em
células B e o vreceptor de célula TY sic heterodimeros
dissulfidicos, que podem reagir, cada um, com apenas um

determinante antigénico.

2.2.2.4. Linfdcitos T

0s 1lintocitos T s8c primariamiente responsidaveis pela
resposta mediada por célula. Células T progenitoras sao
derivadas da medula dssea, migram para o© timo onde se

difevrenciam e se tornam maduras ©¥8%%  pPouco se sabe sobre a

natureza precisa da cdlula T pré~timica progenitora ®¢. 0Os
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eventos intratimicos da diferenciacio da célula T sio
relacionados com & compartimentalizacio dos linfdcitos em duas
regides distintas dos l1dbulos timicos, cértex e medula. Os
timocitos corticais representam 85 a 90% dos lintdcitos

timicos, enquanto que os restantes estfo na regiloc medular

4B, s, 07

Os linftdcitos T foram inicialmente identificados por sua
capacidade de 1ligarem-se espontaneamente a eritraocitos de
carneiro *7®, (s linfdcitos T também s8o0 identificados por
reagentes especificos. Estes foram, usualmente, obtidos pela
imunizac&o de coelhos com timocitos humanos e submetidos &
adsor¢ctes extensivas com células n8o-T para tornd-los mais
especificog ©o.ss6 0 desenvolvimento da tecnologia dos
hibridomas para producBo de anticorpos monoclonais S%.iee
tornou disponivel varios reagentes monoclonais especificos
para componentes da superficie celular. HMuitos destes
anticorpos veagem com células T em diferentes etapas da sua
diferenciaci8o. Alguns identificam antigenos encontrados em
todas as ceélulas T, enquanto que outvos, somente em
determinados estdagios da célula T (Quadro $). Os anticorpos
monaclionais tém provado serem mais sensitivos e

discriminatorios que 0o chamados anti~soros heterdlogos

S, , UG

Com a wutilizacBo0 de um painel de reagentes tem sido
proposto um esquema de maturacio intratimica dos linfdcitos T
em 3 estagios, baseado nas alteragdes da expressio dos

antigenos de superticie. De acordo com este modelo, trés
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estigios podem sey reconhecidos: timdcitos imaturoes,

intermedidrios @ madurog Se.420

Linfdocitos imaturos expressam receptor para eritrdcitos
de carneirvo e antigenos reconhecidos pelos anticorpos
monoclonais T4 (CD5), Tie (CD38) e T?2. Nenhum destes
~marcadores, entretanto, ¢é especificoe da linhagem 7T, pois os
receptores para eritrdcitos de carneivo (T44/CD2) também sfo
encontrados em cdlulas NK, e T? ¢ detectado nas células em
divisio de wvdriags linhagens. Timdcitos intermedidrios sfo
identificados pela expressio dos antigenos Té (CDiY, T4 (Ch4)
e T8 (CI8) expressos simultancamente. Estes dltimos marcadores
(T4 ¢ T8), que s8o co-expressos pelas mesmas células durante a
fase intermedidria da maturacfo timica, s8c subseqlentemente
expressos individualmente poy grupos de células T “helper”

(Th/T4), supressoras (Ts/T8) ou citotdxicas (Tc/T8).

As células Th s8o0 =as diretoras da vresposta imune,
reconhecendo o antigeno ¢ iniciando a resposta. Elas (ém
moléculas de proteinas na sua superficie, chamadas T4 (CD4y,
que reconhecen a estrutura do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) de classe II. Linfodcitos T
citotdxicos (Tc) também chamados de células efetoras ou
ativadas, s30 o0s operadores na resposta mediada por célula e
tém moléculas de proteina na sua superficie chamadas T8 (CL8g),
que reconhecem antigenos de classe I. A céiula T supressora

(Ts?) inibe ou reduz a regposta imuneg *79.
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ANTICORFOS MONOCLONAIS QUE REAGEM COM LINFOCITOS T HUMANOS

Adaptado de K. A.Foon & cols. 78

ANTICORFO ESFECIFICIDADE ch
OKTL,anti-Ti,anti~Leu-1 Linfdcitos Pan-T Cp3s
OKT3,anti~-T3,anti~Leu-4 Linfdécitos Pan~T(mitogénico) CD3
OKT44,anti~Tii,anti~Leu~5 Linfdcitos com receptor ER cnz
3A1,anti-Leu-9 Lintdcitos Fan-T cpz
OKT4,anti-T4,anti~-Leu-3 Linfdcitos T &elper ch4
CKXTE,anti-TE,anti-leu-2 Linfdcites T suprescsor ou
citotaxico cos
OKT6, anti-Leu-4 Timdcitos cDi
OKTi@ Timdécitos cn3s
NA

OKT® Timdcitos, linfoblastos

Ch = gluster designation ouw designacldo de grupo;

NA = n¥o aplicdvel;

OKT = Anticorpos da Ortho Systems, Inc., NJ.
anti-Leu= Anticorpos da Becton Dickinson Co., Calif.

anti~-T = Anticorpcs da Coulter Immunology, Flo.
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Timocitos maduros também expvessam o antigeno T3 (CI3) e
perdem alguns marcadores detectados em estigios mais precoces
como o Té (CDi). Células T periféricas s8o similares aos
timdcitos medulares no seu fendtipo. Uma possivel diferenca
esta no antigeno TL10 (CI38), nio detectado na majoria das
células circulantes e expressos pelos linfdcitos medulares®s,
Timdcitos maduros, indistinguiveis funcionalmente dos
linfocitos T periféricos, deixam o timo e dirigem-se -aos
“orgdos linfdides, onde eles se localizam nas =zonas T-
dependentes (paracdrtex dos linfonodos), e constituem uma

populacio de celulas de vida longa, ativamente recirculantes.

flem das estruturas reveladas pelos reagentes acima
descritos, as células T tém moiéculas na sua superficie
denominadas receptores de celulas T, que si&o especificas parsa
cada antigeno. Intimamente associada com o receptor estada outra
molécula, chamada T3 (CU3), que participa do veconhecimento

antigénico.

Diferentemente das células B, as células T precisam fazer
um reconhecimento simultdneo, do antigeno € da molécula do
complexo maior de histocompatibilidade (MHC). Devido ao fato
de receptores de célula T e anticorpos terem 'sorologicamente
determinantes comuns (idiotipos), alguns imunologistas
propusevam que a imunoglobulina (Ig) também é o constituinte
quimico do receptor da célula T. 0Os determinantes antigénicos
do receptor da célula T s80 moléculas de duas cadeias
distintas, alfa e beta. Ambas possuem regides constantes e

varidveis, estas dltimas sendo especificas para cada clone de
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células T %P7, Fgtes genes tém seqgliéncia homdloga com genes da
Ig, mes sHo distintos destes. Assim, células T € B usam a
estratégia comum de vecombinaglo gendtica para diversidade da
informacio gendtica. Atualmente se descobriu mais duae cadeias
para receptor de célula T, chamadas gama e delta, povém sua
expressio é dispensdavel para o funcionamento dos linfdcitos T
citotdxicos convencionais € células Th, tém uma funglo NK like
¢ nflo s¥o restritos pele HMHC ®°%, Além disso descobriu-se que

0 repertdrio genético destes genes € limitado &%%,

2.2.2.2. Célula K

& célula K ("killer™) € um tipo especial de célula
linfdide c¥etora, distints da célula NK e da a célula Tec. Ela
funciona entre a resposta mediada par célula € a resposta
humoral. Tem a habilidade de reconhecer o fragmento Feo  da
imunogiobulina e & capaz de eliminar células que foram
reconhecidas peio anticorpo. Desta forma, é responsavel pela
resposta imune chamada de citotoxicidade mediada por célula

dependente de anticorpo (CLLAY 28],

2.2.2.3. Célula NK

Uma célula que parece funcionar entre o sistema imune
inato n¥o~adaptativo e 0 sistema imune adaptativo € a celula
"natural Killer” (NK). Esta célula € um leucdcito, que pode
reconhecer, ligav-se, € destvuiv células infectadas por virus
e células neopldsicas. As ceélulas NK sio ativadas por fatores

derivados de linfdcitos, entre eéles, os intevferons. S3o
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c£lulas de morfelogia linfdide, que nfo exprescam marcadores
especificos para c¢élulas de linhagem B ou Y. Fossuem grinulos
azurofilos no citoplasma que s&o peroxidase negativos. Acha-se
que o5 granulos estlo envolvidos no processo citotdxico. As
células NK - expressam um wmarcador especitico, que ¢ o antigeno
Leuw-7. Além. disso, uma proporiioc destas células tem
marcadovres inespecificos associados & célula T (T4/Leu~3,
T8/Leu~8) e formam rosetas instaveis com eritrdcitos de

cavneivo, A orisem das cdlulas NK nBo & conhecida ®ert7s

2.2.2.4. Linddcitos H

f dicotomia entre o sistema imune humoral ¢ mediado por

célula foi primeiranente obeservado em aves, que possueEm um

drgace chamado bursa de Fabricius, responsivel pela producfo de

ceélulas B. Em humanos € outros mamiferos, as células B sio
produzidas em tecidos hematopoicticos ({figado fetal e meduia

dﬁﬁﬁ&) BH, LBG, 1WA

As  celulas 2 se . caracterizam pela EXPressio de
imunogleobulina  na superficie da membrana citoplasmidtics
(Ig8), que serve como um receptor para o antigeno. A IaS &
adquirida no final de um Processo de diferenciacio
independente de antigeno ®*.3%7 pProgenitoras de células R,
comumente chamados de células pré-B sdo detectadas no figado
fetal de B8 semanas e posteriormente na medula dssea *®°%, Estas
células expressam somente a cadeia pesada da imunoglobulina

intraciteplasmatica (Igl).
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A difevenciagcio da célula P ocorre em dois estdgios. No
primeiro, que € independente de antigeno, ocorve a ativac¢fo da
expressio dos genes que codificam 05 aminodcidos para a
sintese das cadeias da imunoglobulina. Nesta fase, essas
celulas podem ser reconhecidas por uma série de anticorpos
monoclenais come O Ia (HLA-DR), B4 (CDi9), Bi (CD29¢), B2
(CDR1), @ por alguns cutros que tém como antigencs células de

leucemias ou linfomas, como o CalLLa (CDi¢o)y e o pe4/Ba-2

P LG AR

0 segundo estagio de diferenciaclo €& marcado pelo
encontro de uma célula B com o antigeno. Dessa forma, as
células B, que sfo preferencialmente ativadas pela estrutura
antigénica proliferam e diferenciam em células plasmidticas.
Estas células secretam molidculas de anticorpos da mesma

especificidade daguela expressa na superticie da cdlula B que

reagiu com o antigeno.

Um numero muito grande de anticorpos monoclonais veagindo
com estruturas de membrana de linfdcitos B tém sido descritos
(Quadro 2). Alguns destes anticorpos reagem com subpopulacdes
de celulas B, ocutves veagem com precursoves destas células, e
outrog, ainda, com linfdcitos B transformados em células

neoplédsicas.

Estruturalmente as imunoglobulinas sio formadas por 4
cadeias polipeptidicas., duas pesadas (H - “heavy”) e duas
leves (L = "light”). & molécula de Ig & também dividida em

regifdes TUNCionsis. & regifio constante da cadeia H e L
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consiste de uma segiifncia de amincdcidos que € 3 mesma  em
todas as imunoglobulinas de uma mesma classe. & regifo

t

variivel, entretanto, é Yeita de secqiiéncias de aminodcidos que

o
€

o diferentes de nmoldcula para moidcula, Estas reoifies sho os

sitios de ligac8o0 com o5 antigenos.

Utilizando o método da digestio das imunoglobulinas pela
pepsing, as cadeias podem. ser seccionadas em dois fragmentos
Fab, que &80 constituidos de dreas varidveis e parte da drea
constante de ambas as cadeias H ¢ .. e em um fragmento Fc, aque
¢ composto somente de vegifies constantes da cadeia pesada,
sendo conhecido pela sua capacidade de se ligar ao complemento

ndo ativado € iniciar a cascata de ativacio.

Durante o processo de diterenciacio dos linfdcitos B a
primeiva classe de Ig a ser expressa na superficie da célula B
¢ a lgM. Células com Iy¥ estfoc presentes no figado Fetzl a
partir da 98 semana de gestacin *%°. apde = expressdo da Igh,
as células B expressam outras classes (isctipos) de Ig, qua.
tém as mesmas regifes varidveis, porém cadeias constantes
ditferentes, desta forma possuindo a mesma especificidade
antigénica da IgM expressa inicialmente. Os linfdcitos do feto
humano expressam Igh e JaD na supevrficie da membrana a partiv
de 13 semanas de gestago, porém, uma minoria de subpopula¢oes
de células E, ccacionzlmente, cxpressam IaG conconmitantemente

colt una segunda classe de Ig@ ou Igh 20297

Além da Tab, a2 célula B possul outras estruturas na sua

superticie., Ela expressa glicoproteinas que podem ser  de
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importancia funcional na sua interacio com outras céiulas e
seus produtos soldveis. Em adigfo aos antigenos HLA de classe
I (HLA-A,B,C), que sBo expressos eu todos os tipos de células,
a célula B tem também antigenos de classe JI (HLA-D). Estes
slo expressos precocemente na diferenciacho do cdlula B ®2  pg
antigenos HLA de classe II sho glicoproteinas polimdrficas,
homélogas aos genes que codificam os antigenus Ia do
camundongo B39¥.238 o t&m fungic impovtante na interacio de
células B, T e macrdfagos, resultando na ativag8o da célula B.
Eles nio si0 encontrados exclusivamente na célula de linhagem
B, mas também sfo expressos em mondcitos, cédlulas dendriticas,
células T ativadas e em céluias precursoras mieldides e

gritrdides.

Celulas B tambeém expressam receptores para complemento
(Can € Caa?. 0 receptor Cee € . exXpresso precocemente na
diferenciacfo da cédiula B e & encontrado em muitas cdlulas
pré-F ¢ quase todas as células ¥ de sangue periférico. 0
receptor Cae também & expresso em outras cdiulas (mondcitos,
neutvotilos, eritrodcitos, células renais, ¢ algumas células
T), enquanto 4que, o veceptor Uag Parece sev vestrito as

cédlulag R so7. mad

Receptores para a regifo Fc¢ da imunoalobulina sHo
expressos na  diferenciacio da célula B apds o estdgio pre-B.
Tém sido relatados veceptores Fc parva Igi, YIgBG, Ig4a, Iglh e
IgE. Em adic%o a estes receptores, as cédlulas B podem exibir
alguns outros vrveceptores, gque podem servir comno marcadores

celulares: receeptor para eritrdcite de camundongo e
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receptores pars algumas zolutininas. As células B tém também a
propriedade exclusiva, pelo wmenos dentro do sistema linfdide,

de expressar receptor para o vivus de Epatein-Eary 297

2.2.2.95. Células plasmaticas & células de memdria

Quando umwa ceélula B madura liga-se ao antigeno, ela é
ativada & estimulada a entvar no ciclo celular e proliferar
(expancsHo clonall} 28 Algumas células da progénie comecam a
sintetizar Ig da mesma especificidade que a Y88 que serviu
comno f&cepter de antigeno. Esta € a esséncia da teoria
proposta por Burnet da "gpieeleo wlonal" <2, Eventualmente,
estas cédlulas desenvolvem—se em céiulas plasmidticas, gue sio
cédlulas terminais de diferenciaclo e tém em wédia de 2 a 3

dias de vida.

Mem toda = progénie clonal de uma célula B ativads se
transtorma em c¢élula plasmatica. Algumas cdiulas vevertew a
linfdcitos pequenos, e esta populaclo expandida de células de
memdria contvibui, Junto com as células T, para uma rvesposta
vapida a um encontro futuro com um mesmo antigeno. As células
de memoria apds certo tempo geralmente pefdam- IgM e Igb

gxprewpnando apenung IgB B 896



ANTICORPOS MONOCLONAIS QUE

QUADRD 2

Adaptado de K.A8.Foon & cols., 78

31

REAGEM COM LINFOCITOS B HUMANGS

ANTICORFO ESFECIFICIRADE ch
B&~-3, J5, Antigenc associada & LLA Comum,
anti-LalLA presente em alguns linfomas € ravas

células normais coie
Ba-1 (IgM) Linfdcitos B, células B malignas

granulares cnaq
Anti-RBi(IgGa) Linfdcitos B, células B malignas cnee

Anti-B2lIgh

Anti-B4(IgGa,

HilMé, PL-43

Ant i-BL3(IgG)

Anti~-FC-L (gl

Linfdriton R, veceptor pave E8Y o Qoo

Linfdcitos B, células B malignas

Células B germinativas, algumas
células B maiignas

Subpopulacﬁes de lintdcitos B,celulas
plasmaticas, células T ativadas

Células plasmdticas

-

cnga

cnes

A

NA

Ch = Lluster desigrabioa; NA = nfo aplicdvel;

ERBV = ELoslein-Barr wirus;

anti-B e FC-4

BA-4

Couiter

= Hybvitech,

Immunology, Hialeah, Flo.

Inc., San Diego



2.3, Arvanjo € rezavranjo  das imuncglohulinags e receptores de

células T,

Até vecentemente, um dos maiocres paradoxos da imunologia
eva explicar a capacidade gquase ilimitada do sistema imune de
_praoduziy unidades de reconhscimento para aproximadamente i
Vmilh§o de diferentes antigenos 2972487 A goluglo para este
,pfoblema surgiu recentemente através de estudos empregando a
tecnologia do DNA recombinante 292, Estes estudos demonstram
que 0s genes que codificam as imunoglobulinas e 08 receptores
de células T estBo organizados em seagmentos descontinuos do
D& 22 Esta contiguraciio € chamada de linha germinativa

(germ I¥insl}, e é encontrvada em todas as cédlulas do orvganismo,

faald

exceto nos  linfdcitos & T. Nestes, & configuracio.do DRA &

£

difervente daquela que observada nas células do vesto do
agrganismo, sugerindo que o DNA das células do sistema imuneg é
resultado de vecombinacio somidtica, que ocorve gquando  uma
célula tronco hematopoidtica diferencia-se no sentido da
linhagem linfdide. A combina¢8o desses secomentos de gencecs pode
levar a milhdes de diferentes células, cada uma  com

especificidade para uma determinada estrutwra antigénica

diterente 7,

Cada cadeia pesada € codificada por 4 segmentos de genes:
V (varisvel), D (diversidade), J (jun¢fo) e C (constante). Os
trés primeivos segmentos codificam a regifio wvariiavel do
polipeptideo, enquanto que o segmento génico C (um pafa cada
classe ou subclasse de Ig) codifica a regido constantz. Na

contiguracio "geram Iins", estes segmentos de genes estio
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separados pov  longos trechos de DNA ¢ precisam  reavrvranjar

antes que um RMam possa transcrever uma cadeiz pesada.

A cadeia leve de Ig € codificada por 3 segmentos: V,J e
C, 4que, da mesma forma sio rearvanjados durante a
diterenciacio da c¢célula B #®, 05 primeiros:rearranjos ocorvem
nas fases iniciais da difevencia¢lo da céiula B e'resultam na
Justaposig&n, em um mesmo cromossoma homdlogo, de segmentos de
genes.v » D e Jd. Embora o rearvanjo gendltico possa oOCOYver en
ambos os cromossomas homolegoe, rearranjo produtivo sd ecorre
em um deles. Isto resulta em exclusio zldlica e previne a
producio, por uma tnica célula B, de cadeias pesadas contendo

duas regifes variaveis diferentes (figurza 1).

Em face da recombinacio somdtica ocorvida nas céiulas do

sistema imune, o DNA destas célulias €& diferente daquelie d

i1

outras células do mesmo individuo. Essa diferenca do "tamanho"
do DHA pode ser verificada liaborateorialmente mediante o uso de
enzimas de restriclo e <condas de DNA marcados com elemento

radiativo 499

No homem o gene da cadeia pesada da imunoglobulina esta
localizado no brago longo do cromossoma 14, enquanto que os
genes das cadeias leves kappa € lambda est8o nos cromessomas

2 e 22 vespectivamente (figura 2.

As celulas precursoras dos linfdcitos B, que eXPYessarnl
cadeia Mu (M), rearrvanjam genes pava cadeia leve. FPrimeiro

n

QEOVYe 0 rearvanjo Vo - Jdo na familia g¢énica kappa &€ entio,
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Representacgdo esguemiatica
segmentos génicos de codeia pesada da

A. Rearranjo de segmentos génicos V_,D e J
resultando em

FIGURA 1.
em

um cromossoma homblogo,

transcricdo de RNAm.
B. Representa um possivel mecanismo de recon-

binacZo de regides de cadeia pesada e subse-

qllente cdelegdo do DNA.
(Adaptado de CALVERT43.)

V=variavel; D=diversidade; J=jung&o; C=constante.
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FIGURA 2. Representagéo esquemdtica da loca-
lizagdo cromossdmica das seqiéncias
génicas das cadelas leves e pesadas
da imunoglobulina. o
(Adaptado de CALVERT ).
Vzvariével; C=constante; J=jung§o;
D=diversidade.
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se nfo resultar rearvanje produtive, ocorve na familia génica
lambda. Cada célula B produz somente um tipo de cadeia leve

(-4

Como existem & segmantos génicos funcionais Ju , 10 a 20
segmentos I, ¢ centenas de segmentns génices Yy , o numero de
combinacBes possiveis resultando ew diferentes cadéias pesadas
€ muito grande. 0 potencial de diversidade de anticorpos
aumenta vom a combinasio de uma cadeia pesada utilizando um
determinado gene gera lfne V, com diferentes cadeias leves,
resultande em especiTicidade de anticorpo diferente. O
potencial de divevsidade pode também ser aumentado por mutac¢fo
sematica na regilo V, mas nfo estd clare, em que Fase ou

eatdain da difevenciacHo da cdlula B lato acorre e,

Da mesma forma que as imunoglobulinas, os linfdcitos T
possuem na membrana estruturas peculiares de reconhecimento
imunoldgico que <80 especificos para cada clong de célula T e
denominadas de veceptores de célula T (RCT). Imunoprecipitados
de estruturas de membrana de populagdes clonais de células T,
demonstraram que o RCT € um heterodinero composto de  duas
subunidades, de 40 e 45 kilodaltons ligadas povr pontes
sulfidicas, depominadas 2alfa € beta. 0s genes que codificam
para essas cadeias apresentam significante howmologia com os
genes que produzem as imunoglobulinas, mas sd8o0  claramente
distintas delas. Ia mesma forma que o0s genes das Ig, os do RCT
sdo0 organizados em segmentos descontinuos do INA chamados V,
J, € (para os da cadeia alfa) ¢ V,0,J,C (pavra og da cadeia

hetal., 0s eventos moleculares que determinam a combinacRo dos
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segmentos V, D e J do RCT sHo provavelmente muito similareﬁ
dqueles envolvendo os genes das imuﬁaslobulinas. Essa premissa
é baseada na verificacdo de que os sinais para a iniciagio da
recombinacio encontrados  adjacentes aos segméhtoa V, D e Jdo
RCT sio similares. aqueles encontrados nos genes das
imunoglohulinas. As células B e T, portanto, usam uma
estratéagia comum para éventos de recombina¢lo com Tinalidade
de estabelecer @a diversidade dn material genético herdado
mas.,mB4 A gimilaridade da estrutura primdria protéica das
iminoglobulinas, receptores de ceélulas T ¢ produtos dos genes
do complexo maiov de histocompatibilidade, sugere que €5%€s

geneg oviginaram de um ancestval primordial comum *7°,
2.4, Fazes funcionais da resposta imune *®

A resposta  imune inicial bdsica, também chamada de fase
indutiva ou aferente da resposta imune, comega  com a
fagocitose pelos macrdfagos da particula antigénica que foi
previamente veconhecida pelas imunoglabuiinas. Uma vez que os
anticorpos e clones de celulas efetoras foram estabelecidos, a
fase efetora ou eferente da resposta imune entra em 2¢do,
causando a destruicfo ou inativag8o do antigene. A& resposta
imune passa entfo para uma fase de declinio e certzs células

suprimen ou modulam a resposta (Figura 3).
2.4.4. Indutiva

ards a ingestio do antigeno pelo macrofago ocorve o

procecsamento do mesmo ¢ expressio na superficie celular de
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parte da melélula, que sera veconhecida pelos linfdcitos
especificos. Estes estlo preparados pava recorthecer o antigeno
estranho. Com a ligaclo da célula Th com o macrdfago, a
‘primeiva intevleucina, IL-1, € secretada pelo macrataao

ativando a célula Th.

A célula T ativada secreta interleucinas que influenciam
outros lintocitos a diferenciar. 0 fator de crescimento das
células B (FCCB), secretado pela célula Th, ativa as células B
a.proliferarem e 0 fator de diferenciaclo de células B (FUCR)
estimula a diferenciacfo em células plasmaticas produtoras de
anticorpos, produzindo assim a resposta humoral.
Adicionalmente, a célula Th secreﬁa -2, aue faz ¢com que
outras céluias Th crescam ¢ proliferem. Isto ativa a céiuia T
citotdxica (Tc) a produzir clones de células idénticas. As
células Tec sio restringidas pelas molédculas de classe I, tanto
no reconhecimento, como na fase efetora. Isto ¢, para a célula
Tc ser efetiva, 0 antigeno estranho precisa ser visto em
proximidade com moléculas de classe I. Células T. tambeém
secretam  interferon gama (INF), éspecialmente durante
infecgdes virais. 0 interferon bloqueia vivoses, ativa tanto
células B como T na sua fase efetora, mantém os macrofagos no

sitio de infec¢o ¢ ajuda na digestio de particulas estranhas.
2.4.2. Efetora
Os efetoves principais da resposta imune s20 as células

plasmdticas produtoras de anticorpos ¢ celulas Tc. Ha

resposta humoral, o3 anticorpos estlc nra circulagfo para
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neutralizar wvivus ou  para formay complexes imunes  com
antigenos que serio eventualmente fagocitados e eliminados. O
complemento pode também ligar-se ac complexo AR9/Ac para

participar da eliminacio do material estranho.

Na resposta celular, a célula T ativada vai ao sitio de
infecc8o € combina com o antigeno, levando a eliminaclo de
substincias ou células. Suspeita-se, que a célula Tc reconhece
o HHC‘ de classe I € o antigeno, causa lesBo na membrana da
célula o que resultas em liﬁe. celular, Finalmente, cdlulas K
poden eliminar células que Ja estlo ligadas com anticorpo

atraveés da sua liga¢lo com a porgHo Fc da imunoglobulina.
2.4.3. Terminal

Se a resposta imune foi efetiva, células supressoras
modulam os sinais para que células Te e B vetornem ac estrndo
de inatividade. Com o passar do tempo, o8 anticorpos vao
desaparecendo, mas células de memdria, que s8o0 um grande
numevro de linfdcitos T e B civculantes no sangue ¢ linfonodos
iniciam uma nova resposta  imune no caso do antigeno aparecer

novamente no organismo (resposta secundavia)l.
2.9. Neoplasias do sistema imune

0 grupo de necplasias do sistema imune € extremamente
variavel e inclui as leucemias e s lintomas. Inicialmente as
doencas neopldsicas do sistema imune foram classificadas com

base na sua  histdvia natural, morfologin das células
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FIGURA 3, RESPOSTA IMUNE - IMUNIDADE HUMORAL E MEDIADA POR CELULA

Ag = Antigeno TS = Cdlula T supressora

MAC = Macrdfago CCDA = Citotoxidade mediada por celula
MEM = Celula de memoria dependente de anticorpo

TH = Celula T hslper {FN = Interfsron

TC = Célula T citotéxica L = [nterleucing

NK = "Natural Killer"
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envolvidas, distribuico tecidual e resposta as medidas
terapéuticas. Entretanto, estas classificacdes sio limitadas,
poraque nio podem acomodar as descobertas importantes no campo
da imunologia em geval. Com a utilizag3o de metodologia
empregada na investiga¢lo de populacdes linfocitdrias novmais,
foi possivel uma andlise mais completa das leucemias e

lin {:omag B8 .77 ,088,4828, 403,248, 08¢, 087,206, 280%

3. Classifica¢cio das LLA

Uma classificaglo mais completa das leucemias linfoides
agudas € a confirmagBo de que esta € uma doenga muito
heterogénea Toi possivel wutilizando a mesma metodologiz
empregada na identificacio dos componentes do sistema linfdide
normal 7¥.=282% g desenvolvimento da tecnologia dos hibridomas,
que resultou na produglo de diferentes anticovpos monoclonais,
e da genética molecular, que possibilitou a identificacio de
diterencas ao nivel do DNA celular, permitiv o desenvalvimento
de um modelo tedrico de diferenciacio dos linfdcitos, no qual
as células do tecido linfdide expressam de uma forma ordenada
e seqliencial uma série de gstruturas de membrana que podem sev

veconhecidas poy esses anticorpos wonoclaonaisg ©BP 288

Aplicando esta tecnelogia ao estudo das leucemias,
observou-se que para, praticamente, cada estdgio de
diferenciagfio de linfocitos normais existe um correspondente

leucémico. A identificacio desses grupos diferentes de
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leuremia possui uwma importiincia maic do que académica devido 3
associagio que exiaste entre o prognostico e arupos

particulares de leucemias.

Um dos wmais importantes avangos na classificacdo das
leucemias linfdides agudas foi a caracterizacdo de que a
maioria das leucemias que nio pudevam ser classificadas tvomo T
ou B eram oriundas de linfdcitos B imaturos *®*. Jsto foi
possivel pelo estudo do DNA das células leucémicas n¥o-T/nSc-
B, que evidenciou rearvanio do. ORRA idéntico dAdquele dos
lintdcitos B &%.2¢8  Ajdy disso, a obtencfo  de anticorpos
monoclonais auve reagem especificamente com células da linhagenm
B covvrobaovou a intormaglo de que a natureza celular desse
grupe de leucemias nAo~T/ndo~B pode ser atribuido a

precursoves dos linfocitos B.
3.5. LLLA nEo-T {(precursores de células E, Pré-B, Comum & B).

A figuva 4 mostra de modo esaquemdtico a distvibuwigio dos
diferentes antigenos presentes nos linfdcitos B. 4lém destes,
esta também caractevizada a seqgiiéncia de rearvanio do INA ateé

a produclo da imunoglobulina completa =we,

Muitos desses antigenos sic detectados por anticovpos
monoclonais (AcHo), embora a imunoglobulina de superficie e

citoplasma sejam demonstvradas por anti-sores hetevologos.

Quando aplicados ao estudo das leucemias ndo-T, o padvrio

de reatividade conm os diferentes reagentes monecionais permits
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FIGURA 4. RepresentagZo esquemidtica da diferenciagio
do linfécito B normal mostrando a associagdo
entre a expressio de antigenos de diferencia
¢80, rearranjos da.cadeia pesada (IgH) e leve
(Igl) da imunoglobulina e a expressdo da imu-
noglobulina intracitoplasméatica {Cu) e de su-

perficie (SIg).

2
(Adaptado de Weinberg

8).

CD= Designacao de grupo; Ia= HLA-DR.
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a classiticagfo desse grupo de leucemias. 0 gquadro 3 apresenta
uma classiticacBo adaptada de Foon e cole.®® para as LLA n¥o-
T. 4 leucemias classificadas como grupo I eXpressam apenas
antigenos codificados pelos genes da resposta  imune (Ia) e
detectados por anticorpos anti-HLA-DR. Esszse tipo de leucemia
inicialmente foi considerada indiferenciada, porém com a
técnica que demonstra o rearvanjo de DRNA para a producio de
imunoglobulinas, muitos desses casos puderam ser classificados
como de origem B ©%+22% 0 sraogpndstico desse tipo de leucemia
ainda nfo estd completamente definido was aparentemente estd

associado a  uma @wenor sobrevida ¥S.7e

0 grupeo  II inclui aqueles casns em que, além da presenca
do antigeno DR, também esta presente o antigeno reconhecido
pelo anticorpo monoclonal B4 (L9}, que € provavelmente o
anticorpo moncclonal wmais sensivel e especifico para as
células da linhagem B. A importé@ncia prognostica da presenca
desse antigeno em associa¢clo com o HLA-DR ainda ndo estd bem

detinida.

s grupos IIIl ¢ IV diferem apenas pela reatividade, no
ultimo, com o anticorpo monoclonal Bi  (CORe) além do CALLA
(Cpie). Esses dois grupos contém usualmente pacientes com
manifestacdes clinicas @ bioldgicas associadas a melhor
resposta terapéutica e tém sido chamados de leucemia comum da

infancia.

A& caracteristica do agrupo U é & presencga da cadeia pesada

da imunoglchulina M (Igh) no citoplasma. Esse achado tem sido



associado com a translocacio C(i;49)Y que, 2a2credita-se, lthe

confere pior progndstico @9,

Finalmente, o gvupo VI idinclui aquelas leucemias con
células negplasicas que expressam imuncglobulina na membrana
citoplasmatica e apresentam consistentemente translocagles
envolvendo os genes das cadeias pesadas e leves das
imunoglobulinas como: 6(8,44); £(2;44) e (i4;82) v, 297
Clinicamente, esses pacientes apresentam com frequéncis massa
abdominal e tendéncia & disseminacio precoce para o sistema
nervoso central e orgfos extratinfdticos. 0 progndstico desse
grupo de pacientes, principalmente para aqueles com doenca

gnvolvendo o BRC ¢ muito ruim &9,

Ia weasma forma que as leucemias com marcadores de células
as leucemias  de células T a0 hetevogénszas. Elas
representam 15 a 254 dos casos de LLA. Foram oviginariamsnte
identificadas‘pela pfesenaa de receptovres para evitrdcitos de
carneiro (ER)Y. 0 marcador mais sensivel para os linfdcitas T &

provavelmente o anticeno pan-T identificado come Leu~% ou D07,

o

Fete antigeno estd presente na maioria dos timdcitos e células
T, mas ndo em células B ou em leucemias ou linfomas nRo-T/nio-
B 7% 0 antigeno identificado pelo acko Leu-1i ou CUS5 taombém &
expresso pela maioria das células T, porém ndo estd presente

nas celulas T mais imaturas.



GUADRG 3

CLASSIFICACZO DAS LLA N&AQ-T 7

GRUPD REAGENTES

DR(Ia) CDi9(E4) CDie(CaLLA) Cl2d(R1) IaC Igs

I + - - - - -
IX + 4 ~- . - -
11X + + 4 - - -
Iy + + + + - -
y + r + + + -
VI + + +/- + - +
ch = clyster designalion ; DR = HLA-DR ;
IgC = Imunoglobulina intvacitoplasmatica;
Igs = Imunoglobulina de superficie;

call.A = Antigeno associado & LLA Comnum.
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Varios = autores To. 207 800, nue tém.  proposto uma
subclassificacio da LL&-T  de acordo com o nivel de

diferenciacfo intratimica. Os timdcitos mais primitivos (pré-—
T), referidos CoOmo grupo I, veagem com os anticorpos
monoclonais T2 e Ti@¢ (CI38B) e representam cerca de 1i9¥% das
células timicas. No proximo nivel da diferenciacfo timica as
células perdem T?, vretém Ti0(CD3B) e adquirem os antigenos CDL
(Té,leu~6), Ch4 (T4, leu-3) e CDE (T8, leu-2). Este tipo
inciui a maioria dos timdcitos € € referido como gvupo II ou
comum. Apvoximadamente 20% das LLA-T expressam este fendtipo.
No grupo III, mais wmaduro, os timdcitos ndo exvressam mais o
CRL (T64&,leu—d) e expressam Ch4 (T4,leu~-3) e CLY (74,75, leu~-2)
de forma semelhante aos linfocitos T civculantes. O marcador
comum para todos os subgvuros & o Leu~-9 ou L7, mas quase
todas as células também expressam Ti4/Leu-5 ou CI2, aue & o
fecepfor para eritvrocito de carneivo. Umi marcador

fregientemente presente € o Leu—-i ou CDS.

He quadro 4 s8c  resumidos estes dados e € proposto um
esquema de classificacio das LLA~-T. Na Tigura S encdntra~5é a
representacio esquemdtica da diterencizcfo normsl do linddcito
T mostrando a associagfo do estdgio de desenvolvimento da
célula T, expressio do antigenc de superficie £ rearranjo e

expressio do receptor de célula T (TCR)Y.

& classificac¢fo das leucemias linfobldsticas agudas
passou  porvr alteracoes de nomenclatura  conforme se foi
conhecendo melhoy - a superficie de membrana da céilula

levcémica. Desta Fforma em 497% a LLA eva classificada em NEo-
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T/Kdo-B (85%), T (46%) e B (menos que 5%). Jd em L9682 @ LLA

era subdividida em LLA Comum (F0%), RNEo-T/NRo-B (15%), T
(40%) e B (menos que S%)Y. Em £98%, quando ja se dispunha da

determinagio de JgC e anticorpos monocionais para células de
linhagem T e B, a LLA foi separada em LLA de células pré-pré-B
(65%), LLA de celulas pre-B (i8¥%), LLA de células T (i5%) e

LLA de células B (4%) B®.78,00

A figura &6 € 2 representagiio esquematica da diferenciacio
linfdide normal associada com zs leucemias de linhagem celular

T e B,
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GUADRO 4

CLASSIFICACAD DAS LLA T 7%

GRUFO REAGENTES
Co7% CDS  che  .Ccna - Cha cong Ccog

(L9Y (L4,Ti) (LS, Ti4) (L4,T3) (L3,T4) (L2,T8) (L4,Té)

1 2 F(POK)  +(7SHYS - - - -
Ir o+ + + +(B5K)  +(F0K) +(POK) +
Ep) + + + + [ S

# = observado em tcdas as células T normais;
¥% = nio ha expressio simultdnea de T4 e T8 como no grupo II
L = anti-Leu

T = OKT

CED m luster desiganfbion
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FIGURA 5. Representacao esquematica da diferenciagao
do linfocito T normal mostrando & associagao
entre o estégio de desenvclvimento, express&o
de antigenos de diferenciagéo € rearranjo e
expressao do receptoragg célula T (TCR).
(Adaptado de Weinberg ).
CD= designagao de grupo; TCR= receptor de
célula T.
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OBJETIVOS

Letevrminar a freqiiéncia das leucemias linfdides agudas
(l.LAY do tipo T e na faixa etdria de © a 2¢ anos com

utilizagXo de anticorpos monoclonais especificos.

Comparar a freqiiéncia dos subtipos determinados com esta
metodoiogia com s resultados obtidos - em trabalho

anteriovrmente vealizada em nosso meio wtilizando anti-sovos

[p]

heterodlogos.

Determinar o ndmero minimo de testes necessarios parva a2
idendificacio de subarvupes de leucemiacs conhecidamente
aesociados com caracteristicas clinicas € bioldgicas € com o

progndstico.



cAsufisTICA
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CASUESTICH

i. Fopulac¢io de referéncia

A populacio de retferéncia consistiu de pacientes com

diagndstico de LLA, com idade igual ou inferior a 24 anos.

2. Populacio de estudo

1
j= S
v
o
=
=2
Q
1
Q
n

Este grupo +oi Tovmado pov 63 pacientes

3

cexos, com iLdmde variandc de ¢ mezes.a 20 anos £ 1 meses, com.

S

dizgndstico clinice e laboratorial de LLA, examinados no

periodo de Hargo de 1987 a Marg¢o de 1988.

Instituigdes da cidade de Curitiba que vecebem este tipo
de pacientes para tratamento: Hospital de Clinicas da UFF,
Hospital de Crian¢as Cesar Fernetta, Hospital Infartil Fequeno
Principe, Hospital Nossa Senhora das Gragas ¢ Hospital Erasto

Gaevtner.
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2.2. Critério de diagnostico.

Presenca de mais de 25% de células leucémicas no aspirado

de medula dssea.

2.3. Critério de exciusio dos pacientes.

Positividade das células leucémicas A reacfo citoguimica

da micloperoxidase & medicac8o citostatica prévia.

2.4. Critérios de defini¢3o dos subarupos de LLA.

2.4.4. LLA T

Chamou-se leucemia linfobldstica aguda de céluliss T,
quando 20% ou mais das celulas leucémicas de aspiradoe de
medula Ossea. expressavam receptor para eritrdcito de carneiro

(ER)Y a 4°0 e 379C e/o0u, quando mais de 29% das células

apresentavam  imunofluorescéncia com pelo menos  um dos
anticorpos monoclonais especificos para a célula T. Foram
excluidos deate grupo s casos que apresentavam

concomitantemente um dos marcadovres celulares de célula B, com

excecio do HLA-DR.

2.4.2. LLA nEo-T

Chamou—-se leucemia linfoblastica agudza nio-T, aquando as

células leuclmicas de aspirado de medula dssea ExXPresSsavan



antigenos de linhagem celular B ou quando nfe expressavam

qualquer antigseno pelos meétodos utilizados.
g.4.2.5. LLA B

Denominou—se leucemiz linfobldstica aguda de células B,
quando 20% ou mais das células  leucémicas de aspirado de

medula ossea expressavam imunoglobulina de superficie (Igh).

2.4.2.2. I.LLa Comum

Denominou~se LLA Comum, quando 20% ou mais das célulzas
expressavam o antigeno associado A& leucemia linfobldsticsa
aguda comum (CALLA)Y, sem expressay Ig8 mas podendo expressar

cutroe antigenos de linhagem celular B.
2.4.2.3. LLA Fré-Pr&-B

Henominou-se leucemia linfoblastica aguda Fré-FPveé-—-B,
quandao mais de 20% das células apresentavam imunofluorescéncia
com o anticovrpo monoclonal CDi9 (B4), sendo estas células
negativas para ER, 1Ias, g para os outros anticovrpos

monoclonais estudados, com excegido do HLA-DR.
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£g.4.2.4. LLA Indiferenciada

enominou-se LLA Iindiferenciada, aquela na qual as
células leucEmicas nfo apresentavam veacio com nenhum dos
testes ou anticorpos monoclonais utilizados, ou  quando as

células reagiam somente com o anticorpo moncclonal HLA-DR.
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MATERIAL E M£TODROS

Material

i. Equipamentos.

Agitador magnético Mixtron, Toptronix, Ind. Brasileira.
Agulhas descartdveis.
fAgulhas de metal para pun¢lo~aspirado de medula Ossen.

Balan¢ca Selecta Semi HMikvro 40@¢g, Sartorius Werke, Germany.

~Ranho-Maria, Soc.rabbe Ltda., Mod.169, SF., Brasil.

Cdmara de Neubauer.

Camara de Suta.

Centrifuga Excelsa 2, HModelo 2095 N, Fanen Ltda.,Ind.Bras.
Centrifuga Internacional tam. 2, HMod.V, International
Equipment Co., Boston, Mass., USA.

Contador automdtico de células sangiineas, Coulter Counter
Mod.6.8v ., Coulter Electronics, Inc.Flovida, USA.

Diccos de papel de filtro quantitativo 141 cm, Hellma
Sulamevicana Ltda., S8F., Brasil.

Freezer -89°C Indrel Mod. ITULT 260, Brasil.

Freezer -20°C Frosdocimo, Ind.Brasileira.

Geladeira (~2a-8°C) FProsdocimo, Ind.Brasileirva.

Laminas de microscodpion ¢ laminulas.

Micvoscopio 6ptico Olywmpus CRA-K, Tokio, JapBo.

60



61

Microscdpio de Imunofluerescéncia Clympus CR&, Tokio.
Pipetas de vidro de 4 a 1¢ ml.

Pipetas Pasteur, Fischer Scientific Co.,Pittsburg,USA.
Fipetadores autométicos com ponteiras descartaveis de 290,
25, 169 microlitros, Eppendor{ 31i3¢ (Gevrmangl, Gilson F2060
(France).

Placas de microtitulaciio de polivinil com 96 escavagles e
fundo em V (Costar).

Flacas de Terasaki-Microtest 3.034, Falcon, Div. Recton
Dicikinson, Oxnard, Ca., USA.

Selos auto-adesivos de acetato para placas (glate sealsr),
Linbro/Titertek, Flow Laboratories, Inc., Virginia, USA.
Seringas de precislo Hamilton de L e 9 microlitros,
Hamilton Co., Reno,Nevada, USA.

Seringas pldsticas descartdveis de 5 e 49 mY, Plastipak BD
Suportes de poliestireno para placas de microtitulagde.
Tubos cdnicos de pldstico graduados com capacidade de 50ml
Falcon 2@7¢, Recton Dicikinson, Ca, USA.

Tubos cBnicos graduados de 45 ml, Corning, NY.

Tubos de hemdlise de vidrvo de S@xi@mm.
2. Reagentes e solugdes.

fAcetona 199X
Acido acético glacial 95%
Albuming bovina, ESigma Chermical Co., St.Louis, USA.

Azida sddica i¥ , Fischer Scientific Compang.



Azul de Tripan 4% (Trypan blue), K&K Laboratories,

Inc.,

Flasmaview, NY, USA. Solugfo corante na proporgio de 3:410

com EDTA sodico a 2% em soro fisioldgico.
Cloreto de sddio a ¢,85 g¥%.

Corante de May-Griinwald-Giemsa.

Corante Azul de Metileno a €,33 9% em FRS.
- Eritvodcitos de carneivo em meio Alselver.

-Etanol absaluto, Merck SA., Ind.Quimicas, Rﬁ, Brasil.

Glicerina tamponada (4@% glicerol em FPBS +  ©@,1%

sddica).

Heparina, Liquemine Roche - 5000 Ul de heparina/ml.
Histopaque 1077 (Lymphocyts separafion wedium),
Diagnostics, St.Louls, MO, USA.

tieios:

HANKS

RFMY Medium 41.64¢, Grand Island Riolcgical Co;,NY,'USA.

FPRS: Fosfato salino tamponado eH 7,82

Fostato dissddico (NagHFOL) 1,096 ¢
Tosfato monossddico (NaHaFQ..Hz0) ¢,215 g

NaCl 8,50¢ g

dgua destilada qsp. 1000 ml

SH (Staininy mediz): HANKS ou FERS 160 ml
Azida sodica 1% i ml

Adlbumina bovina @,1% @,100 g

azida

Sigma



- Soros:

Sovo AB  inativado por 39 minutos a 954°C, obtido de doadores
masculinos nio transfundidos, Jjunto ao Ranco de Sangue do
Hospital de Clinicas da UFF, distribuido em aliquotas de 3ml.

& preservado a ~-209C.

Soro AB  adsorvido com eritrdcitos de carneiro: Soro AR de
individuos adultos normais adsovrvido com eritrdcitos de
carneivo na propor¢go de 2 volumes de eritrdcitos pafa wum
volume de sovro previamente inativado. Esta wmistura foi
mantida 2 horas em banho~maria e 2 horas a 4°C, sendo

ent&o centrifugada ¢ separado o sovo adgsorvido, que foi

distribuido =m aliquotas de ©,%1 ml e estocado a -20°C.

Sovo de coelho como fonte de complemento: adsovvido com
células leucémicas na horz do uso  (para retivar =a provivel
reatividade inespecifica do soro de coelko com as cédlulan

leucémicas) .
Fool de sovo humano fresco, de no minime 3 a S doadores.

- Tris cloreto de amdnio - Tamp8o Tris com pH 7,2-7,4 em 9

volumes de cloreto de aménio, armazenadoc a 4°C.



- Conjugados de Imunofluorescéncia:

Anticorpn
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Frocedéncia

FITC*.Goat anti-mouse 'IgG&IgH

FITC .Goat anti-human Igh
mu chain

FITC .Goat anti-human F(ab’')®

TAGO, Inc.,Burlingame,CA

Cod. 6253 Lote 533101

Cedido pelo Dvr. Joseph

Mivrvo%x

Southern Biotechnology

Associates.Inc

* FITC -"fluorescein isothiocyanate”

#% St.Jude Children’'s Research Hospital, HMemphis, Tennessee.

- Anticorpos monoclonais utilizados nas placas

microtitulagio para imunofluorescéncia indireta:

—Anticorpo Honoclonal

Frocedéncia

Ch* 1 (Té6A)

CD 2 <(Leu Sb, Tii)
CD 3 (Leu 4, T3}
CD 4 (Leu 3a, T4)

(Leu 1)

w

CD
Ch 7 (T3-3A1)

CD 8 (Leu 2a, T8)
CD 10 (JS, CALLA)
CD 19 (R4)

HLA-DR (Ia)

—UrPC-10@ (copntrole negativo)

Coulter Clone

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Coulter Clone

Cedido pelo Dr.J . Mirro
Cedido pelo Dr.J.Mirro
Coulter Clone

Coulter Clone

Coulter Clone

Cedido pelo Dr.J.HMirro

Cedido pelo Dr . J.Mirro

#CD - "Cluster designation”

de



- Anticorpos monoclonais utilizados nas placas de Tevasaki

para o teste de microlinfocitotoxicidade:

Anticoren Monoclonal Frocedéncia
Anti~HLA-DIR : Du~-ALL-1 (118) Duke Univevsity
Arnti~T : BU*$KN3~1(163E) Buke University

(Fan-7T = ChO &)

Anti-n oh S8 sy SxNanNg Dubke University

2. Métodos.
2.4, Colheita do material.

0 matevial pava os estudos movfoldgicos, citoquimicos e
de marcadores de superticie foi obtido por pungio aspirativa
de medula dssea,. sendo que, para os estudcs imunofenotipicos

$0i colhido em sevringa heparinizada.

Como controle positivo dos anticovpos monoclonzais ¢ para
a titulagHo dos conjugados anti~-IgH, fovraim utilizados
linftdcitos de sangue peviférico de individuos adultos normais

e de pacientes com leucemia linfocitica crionica.
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2.e. Obtencio das células ieucémicas & ajuste da

concentragio *<.

G material obtido por puncio de medula dssea em
quantidades que variaram de § a 9 ml $oi diluido em Hanks ou
SM (staininy  media) atdé um volume de 24 ml em tubo cbnico de
pldstico com capacidade de 50 ml. Ards homogeneizacio, esta
solucgén foi passada para dois tubos cOnicos com capacidade de
19 ml, contendo 3 ml de Histopague. Estes tubos foram
centrifugados por 30 minutos = L8€@ vpm. Com a centrifuga¢lo
ocorve a2 formacio de um anel de cédlulas mononucieares por
gradiente de densidade %, QOs andis de cdlulas mononucleares
Fforam separados em tubo de hemdlice € lavados 2 vezes com SK

pov L€ minutos a 13¢8 vpm. A concentragio das células foi,

entdo, ajustada com SH para 2.40* células/ml e R2.1i07
celulas/ml em & tubos de hemdlise sepavados. A suspensio de

-~

células na. concentragio de 2.40° cél./ml foi utilizada para as
técnicas de ER, Ig5, IgC ¢ micvolinfocitotowicidade, descritas
a seguir. A suspensfo de células na concentracio de 2.16
cél./ml foi diluida em igual volume com uma solugfo a 40% de
soroe AR, resultando uma concentyagclo final de 4.46% cel./ml

com 204 de sovro AR.

2.3. Preparo das placas de microtitulacio e de Terasaki.

is placas de microtitulacio de polivinil com 96
escavacoes foram lavadas com S sendo, eim seguida,

acrescentado 25 microlitvos de cada wm dos veagentes em
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eacavacies previamente definidas. Eestas placas foram

recobertas com  selos auto-adesivos e estocadas a ~7690 atd o

As placas de Tevasaki 680 preparadas previamente com ns
anticorpos monoclonais relacionados anteriormente pava o teste
de microlinfocitotoxicidade colocados em escavagbes

predeterminadas em sextuplicata ¢ entfo estocadas & ~7¢9C.

2.4, Titulackn dos anti-sovros anti~IaM conjuasados com
Fluoresceina (utilizados nag téonicas de determiniacio de IgS e

IgCy.

Foi colhide sangue pervifévico de 3 doadores voluntarios
adultos & realizada a separagio das céluias mononucleares por
gradiente de densidade em Histopague. 0 anel de células
separado foi lavade 3 wvezes por 1@ minutos a 15¢@ ypm. A3
céluias foram ajustadas na concentracio de 2.510¢ cdél./ml =
érocedeu~se as técnicas pars ig8 e Iyl nas seguintes
diluicoes: 1:10, 1:20, 1:5¢, 41:102 ¢ 41:200. Foi considerada

para uso a diluigio em aue houve melhor fluorescéncia.

2.5. Téenica de imunofluovescéncia indiveta em placas de

micvotitulagio #8213

Retira-se do freszer a  ~7¢eC a placa contendo os
anticorpos monoclonais, permitinde o descongelamento na

temperatura de geladeiva (4°C). & suspensio de cflulas na

concentracio previamente ajustada de 1.4¢% cél./ml (em 20X de
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s0r0 ABY) ¢ incubada por 3¢ minutos A temperatura de 4°C. Apds
este tempo as celulas 8o Yavadas duas vezes com SHM por 10
minutom a 130% rpm e ressuspendidas ern SM na concentracio de
1.4¢%7 cel/ml. Acrescenta-se, entéo, 2% microlitros  da
suspensio de células (2,5.10% células) em cada escavaclo da
placa de microtitulaclo, que contém os anticorpos monoclonais,
e incuba-ge eéta placa em cAmara dmida por 30 minutos a 4°C.
Decorvido este tempo, cada escavagdo da placa com a mistura &
acvescida de 10@ wmicrolitros de €M gelado e a placa €
centrifugada por U minutos a 19¢@¢ vpm com auxilio de suporte
de poliestiveno, vepetindo-se esta etapa de lavasem por 3
vezes. Apos isto, acrescenta-se a cada esCavasao 25
microlitvros de conjugadeo fluoresceinado (FITC, Soasr anéi-~
MOUSE), aue é um anticovrpo secundario anti-Igk e IgG
previamente diluido e titulado. Incuba-se novamente em clmara
umida a 4°C por mais 45 minutos e, em seguida, lava-se as
escavasdes 2 vezes com SM come mencionado anteviovmente. épds

2 dltima lavagem acrescenta-s

@

i@ microlitros de galicerina
tamponada (40X de glicerol =m FBS e @,1% de Azida sodica) em
cada escavacio, ressuspende-se as células e transfere-se o
conterdo para uma lamina de microscdpio, que € reccherta com

laminula e vedada.

Frocede—-se, entfo, a avaliagfo da positividade de células
em microscopio de imunofluorescéncia. Linfdcites positivos tém
um anel fluorescente na sua superficie ou mbstram wum
pontilhade brilhante na membranza da célula. A avaliacﬁo da
positividade das ceélulas ¢ obtida contando 190 a 2¢¢ células.

0 ndmero de células  obtidas € expresse como porcentagem do
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nimern total de células dz preparacio. Considerou-se o teste
positivo quando mais de 2¢%  das células apresentavam

imunofluorescéncia na membrana celular.

2.6, Téenics de micrelinfocitotexicidade =  Téeriea dg

Terasaki & Mcllelland %98 podificada.

tilizando~se sevinga de Hamilton, 4§ microlitvro da
suspensio de linfdcitos ou células leucémicas na concentvagio
ajustada de 2.10% cél/ml, & adicionada as escavagdes da placa
de Terasaki previamente prepavada com os anti-sovos antifB,
anti-T & anti-HLA-DIR, estocada ¢ descongelada antes do uso. A
placa ¢ agitada para homogeneizacio e, a seguir, a mistura &
incubada por 39 minutos & tempevatura ambiente. Decorrido este
tempo, adiciona-se 9 microlitvos de SM em cada escavagio,
deixando em repouso por 10 minutos. Apods este tempo, o meio SH
¢ desprezado por flicagem e adicicna-se 9 micvolitros de
complemento de coelho previamente adsorvido com células
leucémicas do  paciente, sendo =& mistura incubada por mais 40
minutos & tempervaturs ambiente. Apds este tempo o sobrenadante
¢ desprezado @ acrescenta-se uma gota da soluclo corante de
Azul Tripan em cada escavacio da placa, que & deixada emnm
vepouso por 10 minutos. 0 excesso da solugio corante é
desprezado € acrescenta-se uma gota de SM em cada escavacio,
deixando em repouso poy mais 10 minutos para sedimentagfo das
células antes da leitura das reagdes. A  placa é> lida em
micraoscodpio Optico € @& reacio € considevada poaitivé gquando as
células lisaram € incovpoararam em seun citoplasma o corante,

evidenciando coloracio azuladsa.



Todas as reactes 3o Teitas em sextuplicatas ¢ € estabelecida
a média aritmética dos escores baseado nas porcentagens de

lise celular. Desse modo, € atribuido escove & quandoc mais de

8i% das ceélulas s80 lisadas; escore 5 quando a lise atince
entre 61 e 80Y%; escore 4 quando € de 44§ a 90%; escore 3

quando ¢ de 21 a 40%; escore 2 quando & des 14 a 80¥% ¢ escore
£, gquando a lise celulay atinge menos do que 10¥ das ceélulas.

Considera-se rveagiio positiva quandg 2 lise celular é superior

a 4@% sen, RO

,

A toxicidade dg complemento de coelho ¢ do meic (SHr €
controlada ou testada incubando-se c¢élulas leucémicus apenas

com o complemnento € o meio.

2.7. fFormagdo de rvosetas espontineas com evitrocitos de

carneivro (ER) - Tdonica de HMendes & calg, 2o aam

Meio miiilitvo de uma suspensBo de eritrocitos de
carneiro (estocados nfo mais do que uma semana em solugdo
Alselver a 4°0), é lavado 2 vezes em tubo de hemdlise com
solugdo salina a 6,89 g% & uma tevrceiva vez com SH.'Preparawse
uma suspensio de evitrdcitos a @,5% em SH  antes do uso. Um

décimo de wml desta suspensfio ¢ centrifugada por 3 minutos a

1009 vrpm e descartado o sobrenadante. Sobre o botic de
eritrdeitos @& acrescido 9,1 ml de soro AR previamente

adsorvido com evitrdcitos de carneivo & 6,4 ml da suspsasio de

células ajustads na concentvacio de 2.4¢% cél/nml.
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Sa0 prepavados 2 tubos de hemdlise de forma idéntica. Um
deles ¢  incubado a 37°C em banho-mavia por 3¢ minutos, em
seguida centrifugado a 8609 rpm por 3 minutos e incubado a 4¢<C,
no minimo por 4 hora. O outvo tubo & incubado a 37°C por 9§
minutos, centrifugado a 8¢ vypm por 3 minutos para formar um
botdo de células no fundo do tubo, e entldo, deixado incubando

a 3720 em barnho-maria, povr pelo wmenos mais 4 hora.

Fara se fazer a contagem das rosaceas, ressuspende-se o
bot8n de c¢élulas suavemente com pipeta de Fasteur em uma gota
de azul de metileno a €,33 g% em FRES. As cédlulas sio contadas
em camara de Neubauer, {00 células de cada tubo, para
verificar a porcentagem de resdceas presentes. Define-se
rosdcea a todo lintdcito com 3 ou mais evitrdcitos de carneiro
adevidos. Os blastos com receptor para ervitrdoitos de
carneivro, a0 contrarie dos linfdcitos T normais, formam

rosaceas estdvels a J7e w23

2.8. leterminacgio das células com imunogliobulina de su-
perficie (I48) pela reacio de anti-soros anti-
imunoglobulinas humanas conjugadas com fluoresceina ~ Técnica

de Gajl-Feczalska 92 npoditicada.

Lava-se 6,2 ml da suspensiio de células com concentragio
ajustada em £.410°% cél./ml com SM, centrifugando por 10 minutos
a 15¢0 rpm. Despreza-se o sobrenadante, acrescenta-se 50
microlitros do anticovpo fluoresceinado previamente titulade e

aligquotado, = incuba-s6e & @ povr 49 minutos. Decorrido este



tempo, lavam-se as célulae com SM ouw FPES acrescido de 9,4% de
albumina bovina € ©,02%4 de azida sodica centvifugando 3 vezes
por 9 minutos a 1596 rpm. Apds desprezar o sobrenadante
monta-se uma lamina de microscopio colocando—~se o sedimento e

cobrindo com laminula.

A leitura £ feita em microscdpic de imunofluorescéncia
com ohjetiva de imersio. Contam~se 200 células e verifica-se a
povcentagem de linfdcitos com <fluorescé@ncia. Considevou-se
positivo o teste que mostrou mais de 20% de células com

fFluorescéncia na mernbrana.

2.9. Neferminagio das celulas com imunocglobulina intva-
citoptasmitica (IgC)y - Técnica de Fearl e cols,*o®

modificada.

Em tubo de hemdlise ¢& colocado 9,3 ml da suspensic de
células na  concentragio de 2.40® cél./ml e 0,3 ml de ums
solugan de albumina bovina a 4,5 g% em FRS (preparo didrio).
Trans%ere~se a mistura para uma cédmara de Suta, previaments
montada com lamina e papel de FJiltro, para se obter o
sedimento celular. Quando o sedimento esta bem seco, ele e
fixado por 45 minutos com etancol 954 + dcido acético glacial
5% ou acetona e, em seguida, lavado com FES. Dleixa-ge secar o
sedimento Tixado e distrvibui-se sobre ele 50 micvolitvos do
anticorpo fluoresceinado. A lamina assim prepavrada &, entio,
incubada por 3¢ minutos em camara dmida & 4°C. Decovrido este
tempo o sedimento € lavado 3 vezes com PRS gelado durante 16

minutos sob agitacfn conztante. Apds secar o excesso de FBS em
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torno de civculo formado pelo sedimento na 1&mina, coloca-se
uma gota de glicevina tamponada e cobre~se com laminulsx.

£} leitura & realizada em microscdpio de
imunofluorescéncia de forma semelbhante a usada para  Ig§.
Considera-se o teste positivo quando mais de §0¥% des celulas

mostram imunofluorescénoin #o8, 2esm

2.ie. Citoquimica.

#.50.14. Reacio do FAG 223,106

Consiste na demonstvacio da presenca de glicogénio na
célula leucémica. Considerou-se PAS fracamente positiva (+),
quando menos que 29% das célulag leucémicas apresentavam
granuios ou blocos avermelhados no citoplasma; wmoderadamente
positiva (++), quando esta porcentagem estava entre 8¢ & 56%;
& fortemente positiva (+++), quando a povcentagem era superior

a G92%.

2.50.2. %paglo da FPeroxidaseg *2%.i8s

Consiste na demonstracdo da atividade das enzimas
peroxidases da célula leucémica. Considerou-se reagice da
mieloperoxidade positiva quando mais do gque 5% das células

leucémicas apresentavam granulagles marrom-esverdeadas.

2.5414. Mortologia celular.

A caractevizagio movfoldgica das células foi vealizada de
acovrdo com as determinagSes do grupo colzborativo Francés-—
Amevicano-Eritanico (Fag), que divide os linfoblastos em 3

tipog: Li'La & L:} LR, RO, A, DL, BV, LO8, AN, &6&.&1@;&:4&5.
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Fara a difevenciagio entre leucemia com blastos L4 ou L2
foram utilizados os critérios do grupo FABR, atvavés de  um

sistema de escores 49,

Caracteristica movfoldgica Escoves

Relaglc nucleo-citoplasmitica alta®® em mais
de 75% das células. +4

Relagho nucleo-citoplasmatica baixa em mais

de 254 das células. -4
Buclefolos ausentes em mais de 75% das células. +4
Nucléolos presentes em mais de 25% das células. -1

Membrana nuclear irvregular em menos de #5854 das

céluias. S
Membrana nuclgar irvegular em mais de 204 das
células. -4
Células grandes#*¥ em quantidade menor que 5% ¢
Células grandes em cuantidade maior que 504 -3
* Totais possiveis: +2 a -4

Li= &, +41, +2 L2= -i, -2, -3, -4

#% Relag&o ndcleo-citoplasmatica alta: quando o citoplasma
ocupa menns que 20¥% da arvea da célula:
#3#% 0élula grande: célula com tamanho maior que P veres o

didmetvro do linfdcito pegueno.



2.42. Qutros exames complenentares.

2.i2.1. Contagem de celulas sangiiineas.

0 sangue periférico dos pacientes foi coletado em vidros
de % ml contendo EDTA potassico para a votina de wvalores
hematimétricos. A contagem de células sangliineas e a
determinagcio da hemnglobina foram realizadas com o Coulter
Counter modelo $.8v. A contagem diferencial das células do
aspirado de medula Ossea ¢ do sangue peviférico foi realizada

em ldminas coradas pelo May-Grinwald-Giemsa.
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A contagem do numero total de células foi obtida em
camara de Fuchs~Rosenthal e a diterencial foi obtida em
l3minas sedimentadas em cl8mara de Sutz ¢ coradas pelo May-

Griinwald—-Giems=a.

2.42.3. Raio X de torax e esqueleto.

0 Rx de torax foi realizado em todos os pacientes, povém

o RX de esqueleto somente Yol realizado quando havia

manifestacio dssea importante.

2.43. HManifestactes clinicas.
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Considevou-se linfonodomegalia generalizada, quando os
linfonodos mediam mais do que 2 cm de didmetvo e pevtenciam a

mais de uma cadeia regional n¥o contigua.

Considerou-se visceromegalia acentuada, quando o figado
e/ou baco mediam mais dé S cm abaixe do rebordo costal diveito

e esquerdo respectivamente.

Considerou-se massa mediastinal, quando esta alteragido
foi detectada mediante radiografia simples de torax nas

incidéncias Antero-posterior e pertil.

Considerou-se comprometimento de GNC ao diagnodstico,
quando havia mais de 9 células por mm® com caracteristicas de

imaturidade no LCR.
2.14. Tratamento estatistico.

Fara testar a diferenca entve as médias dos grupos de LLA
foi utilizada a andlise da varidncia (ANOVAY) ou teste de
hipdtese F. Fara varidveis dicotdmicas foi utilizado o teste
Qui-quadrado (X%) com corvecaon de continuidade. Quando
indicado, aplicou-se o teste exato de Fisher. Alguns
parametvros clinicos e laboratoriais foram submetidos ao
cdlculo da média aritmética, desvio-padrido da média e mediana.
Foi considevrado como estatiéticamente significativo o limite

de 54 (p<0,03).



RESULTADOS
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RESULTAROS

i. Caracterizagio dos casos de LLA estudados

Os anexos 1 a 9 descrevem as carvracteristicas clinicas e

bioldgicas dos pacientes estudados neste trabalho.

Foram estudados 63 pacientes com LLA, sendo 34 (54%)
pertencentes ao sexo masculino & 89 (46%) ao sexo feminino. A

idade dos pacientes variou de ¢ meses a 2@ anos € 11 meses,

£
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com uma idade média de 7 anos. Com vrelagde
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observou-se 96 casos de pacientes de cor branca (8%9%) e 7 de

cor negva ou pavda (44%).

Tamanhe de  linfonodos menor que 2 cm foi observado em 43
pacientes (468%) e linfonodomegalia generalizada maior que 2 Cchi
em 2@ pacientes (32%). Hepatomegalia ausente ou inferior a S
cm do  rebordo costal dirveito (RCIND  foi observada em 38
pacientzs (6¢%) e hepatomegalia maior que S cm do RCD em 295
pacientes (40X). Quanto ao tamanko do bago, observamos que, 31
pacientes (49%) apresentavam auséncia de esplenomegalia ou
bago menor que % cm do rebordo costal esquerdo (RCE) e 32
pacientes (51%) mostravam esplenomegalia maior que 9 cm do
RCE. Massa mediastinal avaliada através de Raio X simples de

torax foi encontrada em &6 pacientes (10%). Envolvimento do SKNC
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ao diagndstico foi observado em 3 pacientes (5%). Estes dados

estlo reswnidos na tabela §.

Com relagio aos valores hematimétvicos, caracteristicas
citoquimicas € morfoldgicas, observamos que a taxa de
hemoglobina variou de 3,3 g/dl a 13 g/dl, com um valor meédio
de 7,55 g/dl e desvio padrdo (DF) de 2,09. A contagem de
leucdcitos ao diagndstico variou de 4.400 por mm® a £288.000
por mm®, com uma média de 44.955¢ por mm®, desvio padrio de
66.74¢ por mm® e mediana de 413.30¢ por mm®. A contagem de
plagquetas variou de 2.000 a 399.00¢ por mm®, com umé media de
6@.160'p0r mm®, desvio padrdo de 89.980 ¢ mediana de 22.000
por mm®. @& povcentasem de blastos no sangue periférico ad
diagnostico variou de @ a 98%, com uma média de 48,5% e desvio

padvio de 33,75%. Estes dados estdo resumidos na tabela 2.

as células leucémicas da medula dssea analisadas em
esfregacos corados pelo May-Grinwald-Giemsa foram agrupadas
segundo a classificacio FAEB, tendo sido encontrados S50 casos

de LLA com o tipo celular Li (79,4, i2 casos com o tipo

celular L8 (19%) e i caso com L3 (1,6%). A& coloracio

citoquimica para FAS foi intensa ou moderada em 24 casos
(38,4%), fraca em 16 casos (25,4%) e ausente em E3 casos

(36,5%). Estes dados também estlo resumidos na tabela 2.

Fara a caracteriza¢lo dos marcadores imunofenotipicos, as
células leucémicas foram estudadaa para ER  4¢C e 37°C, I1gS,
IgC, micro]in?ocitotaxicidade com anticorpos monoclonais

(Acko) para Anti-g, Anti~-T e anti~HLA-DIR, e com



TARBELA &

CARACTERISTICAS CLINICAS DOS CASOS ESTUDADOS (N = 63).

Caracteristica clinica n %
Sexo (M:F=1,17:1). masculino 34 54
feminino ey 46

Idade V =9m a 26aiim { 2 anos 7 i
¥ = 7aim g - 6 anos 31 49

DP = Gam 6 —-19 anos 9 14

M = Sadm > 19 anos 16 26

Cor branca 56 8¢9
negra/parda 7 i4

l.infonodos { 2 cm 43 68
) 2 cm 2o 32

Figado { 5 cm RCD 38 60
y 5 cwmi RCD 23 40

Ba¢o { 95 cm RCE 31 49
? 5 cm RCE 32 o1

Massa mediastinal presente 6 i¢
ausente 57 6

Doenca em SKC presente 3 )
ausente 58 e

sem informacio 2 3

U= variacg8o

; X= média ;

DP= desvio padr@io ; M= mediana
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MORFOLOGICAS

CeELULAS LEUCEMICAS DOS CAS0S DE LLA
ESTUDADOS (N=4&63) .

mediana MO= medula Ossea.

%
Hemoglobina = 3,3 a 13,0 ( &6 i7 a7
= 7,585 -0 49 &3
= 2,09 10 o) i@
one 7‘9
Leucdoitos = . 1¢Q-PEE . 600 { 10.000 27 43
= 44 550 1¢—- 25.¢00 i4 2n
= 66 .710 2H-500.0020 i 19
= 13.3600 ? 10@.000 19 ié
Flaquetas = 2.000-3%¢.000 { 20.0e0 31 49
= $@. 160 20100 .00 20 a2
= 89 . 98¢ > 1¢0.¢600 i2 i9
= 22 .000¢
Blastos V = 6-98 S8 28 44,4
X = 48,50 S¢ 35 59,
DP== 33,79
+++ i4 82,
++ 1@ i%,
+ ié 29,
L i 5@ 77,4
L2 i 19.@
L 3 i 1,6
= yariagio média ; DF= desvio padrioc da amostra
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imunofluorescéncia indiveta utilizando os AcHMo: CDM, CDR, CR3,

Ch4, CDS, CD7, CDB, CDie¢, CLL9, HLA-DR (Anexo S).

Com base nessa avaliaglo, 08 Casos puderam ser
classificados & separados em dois grupoes principais, o maior,
com 55 pacientes (87,31i%) que denominamos LLA n¥o~T, & um
menor, com 8 pacientes (12,69%), que denominamos LLA T. Para
os treze primeivos casos nio possuiamos um  CALLA (Chie)
confiavel, motivo pelo qual, onze destes casos (17,46%)
puderam ser apenas classificados como LLA n8o~T e LLA T, j&
que os marcadores pava a linhagem T tinham boa sensibilidade €
especificidade. A partiv do 14° caso, as LLA nZo-~T puderam sevr
subdivididas de acordo com o0 achados imunofenotipicos em 4
subgrupos: LLA Comum, com 33 pacientes (646%); LLA R, com &
paciente (2%); LLA Pré-Fré-E, com 4 pacientes (8%); e, LLA
Indiferenciada, com & pacientes (i2%). Estes dados estfo

resumidos na tabela 3.

2. Comparacio dos dados clinicos das LLA nio-T com LLA T.

2.4. Sexo

A tabela 4 mostra a diétribuicﬁo dos casos de LLA quanto
a0  sSexo. No grupo das LLA n&o-T nfo foi observada
predominancia de sexo (M:F=1:4,03). | Entretanto, quando
considerado o subgrupo que denominamos de LLA Indi?érenciada,
foi observada uma frequéncia discretamente maior do sexo
masculino (M:F= 2:4). 0 grupo LLA T mostrou também um

predominio do sexo masculino em relagio ao feminino (M:F=3:1).
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CLASSIFICACAD IMUNOFENOTIFICA DOS FACIENTES COM LLA

ESTUDADDS .
GRUFOS SUBGRUFOS n A (N=63) A¥x% (N=30)
LLA NAO-T 55 87,314 -
COrUM 33 a92,38 64
INDIFERENCIADA 6 g,92 ig
FRE~FRE~R 4 &,3% 8
b 1 1,69 c
QUTROS™ i1 17,44 -
LLa T 8 ie2, 69 i2
TOTAL 63 iee, ¢ 100

¥ Pacientes com LLA nio-T cujo subgrupo nio foi definido

por fTalta

de marcadoves

adequados .

#%¥ Porcentagens com a exclusfo dos

primeivos casos (N=35E)
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DISTRIBUICAD DOS CASOS DE LLA CONFORME O SEXO DENTRO DOS

SUBGRUFOS (N=63)
CLASSIFICACAOD n MASCULIND  FEMININO  RELACAO
IMUNOFENOTZFICA 0 (%) n (%) W F
LLA NEO-T 55 28(50,9) 27(49,1)  1,03:4
COMUN 33 $7(51,5) £4(48,5)  4,06:1
INDIFERENCIADA 6 4066,7) 2(33,3) 2.1
PRE-PRE-R 4 ¢ 4 P
B § ¢ § 0.
QUTROS if 7 4 5$,75: 4
LLA T 8 6(75,0) 2(R5,0) 3.4

LLA nAo~T x T - X®= 2,74 (nfo significative o nivel de 5%;—
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A diferenca entre o grupo LLA n3o~T e LLA T, quanto ao sexo,

néo ¢ estatisticamente significativa (X®=2,74).
2.2. Idade

A idade dos pacientes no grupo LLA nBo~-T (55 casos)
variou de 9 meses a 20 anos & 11 meses, com uma média de 7
anos e 2 meses, sendo 7 pacientes com idade igual ou inferior
a & anos (12,7%), 235 pacientes com idade entre 2 ¢ & anos
(45,5%), 9 pacientes com idade entre 6 & 10 anos (16,3%) e 14

pacientes com idade igual ou superior a 19 anos (25,5%).

A idade dos pacientes no grupo LLA T (8 casos) variou de
i ano e 1 més a 414 anos, com uma idade média de 6 anos e 1@
meses. Quatvo pacientes (5¢%) tinham idade entre 2 € &6 anos, 2
pacientes (23%) tinham idade entvre 6 & 1@ anos ¢ 2 pacientes

(23%) idade acima de 19 anos.

A andlise da varidncia comparando a idade entre o0s grupos
¢ subgrupos nio evidenciou diteren¢ga estatisticamente

gignificativa (Tabela 5).
2.3. Organomegalias

A tabela 6 mostra a freqiéncia de organomegalias nos
grupos e subgrupos. Vinte pacientes apresentavam a0
diagndstico linfonodomegalia generalizada, sendo i4
paertencentes ao grupo LLA nlo-T (295,5% de 595 .casos) e & ao

grupo LLA T (75% de 8 casos), portanto, existindo associagfo
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TARBELA S
DISTRIBUIGCZAD SEGUNDO A IDADE DOS CASOS DE LLA NOS SUBGRUFOS
(N=63) .
CLASSIFICAGAD VaRTACAD TnADE(anos)
ITMUNOFENOTZFICA n MEDTLA (2 2-& &6-10 PR
) D
LLA NAD-T
COMUHM 33 iadm-2¢adm 3 15 5 i¢
Jaem
. Saém )
INDIFERENCIADA & 3aidm-2¢aiim @ 4 i i
Baim
sadbm
FRE-FRE~FR 4 falém-9aBm i i 2 @
Sa7m
SaZm
B i 4a2m )] i ] @
QUTROS 14 Fm—-19a 3 4 i 3
éGalm
4aSm
SUBTOTAL. 58 Sm-20afiim 7 25 Q i4
7azm
Saldm
LA T -8 iaim-1i4a ] 4 2 2
&aidm
4a%m
ANDVA (492 casog)x F FRORE.
Comum x Indif. @,0338 %,857¢ (ns)
Comum s FFE®x Q,5023 ¢,4%907  (nws)
Indif.x FPB ¢, 4902 9,319 (ns?
Comum x Indit.x FPR @,e733 Q,7585 (nsy
Comum+Indif.+FFE x T @,i895 9,903¢ (ns)
ANOVA (63 casos) ‘
LLa NAO-T % T ©,3114 9,8624 (ns)

# = excluidos os i3 primeivos casos e i caso de LLA B.
#% = Pré-Fré-R
ns = estatisticamente n¥o significativo
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CLASSIFICACAD IMUNOFENOTIFICA RELACIONADA COM A FRESERCA DE
ORGANOMEGALTIAS (N=&3) .

CLASEIFICARKD n LINFONODOS — FiGALO BACO
THUNOFENDTEFICA YRCH YECH YSCH
LLA N&O-T 55 14(RS,5%)  20(26,4%) P4(43,6%)
COMUM 33 6¢18,2%)  10(30,3%) 12(36,4%)
INDTIFERENCIADA 6 3(50,0%) 3(50,0%)  4(4b,7%)
FRE~FRE~E 4 o e o
E | £ ) 5 i
OUTROS i1 545, 5%) 6(54,5%)  7(63,6%)
LLA T 8 ECT75,0%) S(62,5%) 8(100,0%)
LLA NAO-T 3 LLA T = X#= 5,2(%) i,1(ns) b, 8 (xn)

A’
#* ¥}

ns

nfo significativo.

estatisticamente significativo ao nivel de
estatisticamente significativo ao nivel de
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entre linfonodomegalia generalizada e O grupo LLA T
(X®=5,472). Dentvro do grupo LLA n8o-T havia é pacientes no
subgrupo LLA Comum (18,2%) e 3 pacientes no subgrupo LLA
Indiferenciada (50,0%), nio havendo diferenca estatisticamente

significativa entre estes dois subgrupos de LLA n3o-T.

Vinte € cinco pacientes possuiam fTigade medindo mais de 5
cm do rebordo costal direito, sendo 20 pertencentes ao grupo
LLA n8o-T (36,4% de 59 casos) € S ao grupo LLA T (42,5% de 8
casos). Dentro do grupo LLA n&o-T, 1@ pacientes pertenciam =ao
subgvupo Comum (30,3% de 33 casos) e 3 ao subgrupo
Indiferenciado (50% de 6 casos). Hepatomegalia acentuada ndo

esteve associada com qualquer tipo de LLA (X®=1,05).

Trinta e dois pacientes possuiam bace medindo mais de &
cm do rebordo costal esquerdo, sendo 24 pertencentes ao grupo
LLA nEo~T. Dentro deste grupo, i# pacientes pertenciam ao
subgrupe Comum (36,4% de 33 casos) € 4 pacientes ao subgrupo
Indifevenciado (66,74 de 6 casos). Todocz o 8 pacientes
pertencentes ao grupo LLA T tinham esplenomegalia acentuada.
Houve associacfo entre esplencmegalia acentuada € o grupo LLA
T (XB=4,76) mas naAo houve diferenga estatisticamente

significativa entre o subgrupo LLA Comum & Indiferenciada.

2.4, Massa mediastinal

Seis pacientes em nossa casuistica apresentaram massa

mediastinal, & dos quais pertencentes ao grupo LLA T e 1 ao

grupo LLA n2o-T. Dois pacientes eram ER negativos e % foram
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classificados morfologicamente como Li. A reaglo citogquimica
do FPAS foi forte ou moderada em dois casos e fraca ou ausente
nos demais. Cinco pacientes tinham idade entre 2 e 6 anos e um
paciente tinha 14 anos. Esta manifestagio clinica esteve
relacionada, portanto, com o grupo LLA T, povém ndo foi
possivel consideraf outras associa¢des significativas quanto &

morfologia celular ou idade dos pacientes. Ver tabela 7.
2.9. Iloenga em Sistema Nevrvoso Central (SKNC?

Envolvimento do 8NC ao diagndstico toi observado em tvés
pacientes, sendo dois casos no grupo LLA nfo-T (N® 7 & S2) ¢
um caso no grupo LLA T (N® 41). Um dos pacientes do grupo LLA
ngo-T tinha 8 anos, morfologia dos blastos Li, FPAS fracazmente
positivo e contagem inicial de leucdcitos de 4150.009 por mm® e
0o outvo, 9 meses de idade, mor?olcgia dos blastos L2, FAS
fracamente positivo @ 184.000 leuctcitos por mm® RO
diagndstico. U0 paciente pertencesnte ac grupo LLA T tinha 14
anos de idade, morfologia dos blastos L3, FAS ausente ¢ 14.1¢@
leucdcitos por mm® ao diagndstico. Este wltimo paciente
apresentava também protrusfo ocular, hipertvofia gengival ¢

aumento de volume mamario (Tabela 7).
2.6. Outros

Masasa abdominal {foil obsevvada em 2 pacientes (N® 29 e
42)Y. No primeivo caso havia massa  abdominal extensa com
ecogratia sugerindo envolvimento de drgfos intra-abdominais e

infiltragio do +igado. No segundo caso nZo havia alteragio do
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TABELA 7
CLASSIFICACAD IMUNOFENOTIFICA RELACIONALA COM FRESENCA DE
MASSA  MEDIASTINAL, ENVOLVIMENTO DE SISTEMA NERVOS0 CENTRAL
E INFILTRACAO DIE OUTROS ORGAOS E TECIDOS.

CLASSIFICACAD MASEA SNC OUTROS

ITMUNOFENOTIFICA MEDIASTINAL (N=612

LA NAD-T 1755 2/33 3
COMUM @/33 irs3e i/716%
INDIFERENCIADA @/6 /6 %
FRE-FRE-R Q/4 /4 i %
B @/ @/ 1 1o
QUTROS i714 1/71¢ ¢

LLa T 578 is78 43t

%  Comprometimento de testiculos + SHNC ao diagndstico.
#%  Massa abdominal - Infiltracio de oviario D.
#%#% Massa abdominal extensa infiltrando figado.
¥xu%  Protrusio ocular, hipertrofia gengival e aumento de
volume mamdrio. :
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hemograma, mas a crianga apresentava também massa abdominal
pequena em hipogastrio, devida & infiltraglo linfdide de
ovdrio direito, além de infiltracio de medula dssea (40% de
blastos). Apenas um paciente de nossa série tinha infiltragcio
testicular ao diagndstico (N® 52). Este paciente pertence ao
grupo LLA Comum, e chama a aten¢do o fato de também ter
infiltragcio de SNC e leucdcitos acima de 100.000 por ma®

(Tabela 7).

3. Relag3o entvre os valores hematimétvricos ao diagndstico e

a classificacio imunofenotipica dos pacientes estudados.

3.1. Contagem leucocitdria ao diagndstico.

No grupo LLA nfo-T (55 casos) a contagem leucocitdria ao
diagnodstico variou de 1.500 a 214.000 leucdcitos por mm®,
Apenas 4 pacientes (7,3%) apresentaram leucdcitos acima de
100.0606¢ por mm®. No grupo LLA T (8 casos) a contagem
leucocitdaria variou de 7.4¢0Q a 288.900¢ leucdcitos por mm®,
Apenas 2 . pacientes (285%) apresentaram contagem abaixo de
25.000 ¢ 05 seis restantes (79%), valores acima de 109.¢09 por
mm®. & diferenca entre o0s dois grupos pela analise da
variancia foi altamente significativsa, havendo portanto
associacio entre contagem leucocitiria acima de 100.000 por
mm® e 0o grupo LLA T. Dentro do grupo LLA ndo-T n3o foram
observadas diferencas significativas entre os subgrupos. Estes

dados estfo resumidos na tabela 8.
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TABELA 8 :
CLASSIFICACAD IMUNOFENOTIFICA RELACIONADA COM VALORES
HEMATIMETRICOS -~ CONTAGEM INICIAL DE LEUCOCITOS EM SANGUE
FERIFERICO (N=63). '

CLASSIFICACKD VARIACAD ’ LEUC

GCITOS . 10®/mm®
IMUNOFENOTEPICA n e/ mm® (s 25-100 Y100
(%) (%) (%)
L.L.A NAD~-T 55 1.1 a 2i4.0 -39 ie 4
(7¢,9) (21,8 (7,3
COMUM 33 1.4 a ig. @ 24 7 2
(72,8 (24,2) (6,0
INDIFERENCIADA 6 7.8 a 28.2 5 i ¢
(83,3 (16,7
FRE~FRE~R 4 3.6 a 39.0 a2 2 @
B i 7.1 i @ 15
QUTRDS i1 1.9 a 184.¢ 7 2 2
(63,6  (1i8,2) 48,8
LLa T g 7.4 a 288.0 2 @ &
(235,0) (75,@)
ANOVA (49 casos) F FROE
Comum »x Indidf. &, 6047 &, 45414 (ns)
Comum x FFB @,0689 ¢,8001 (nes)
Indit.x FPBE i,ie5 &, 3839 (ne)
Comum x Indif.x FFE ©,33460 @,71664 (ng?
Comum + Indif.+ PFE x T 19,8481 @,0000 (936 )
ANOVA (63 casos) :
LLA NAO-T » LLa T 34,0503 Q,0000 (%)

nes = nao significativo %% estatisticamente significativo
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3.2. Dosagem de hemoglobina

No grupo LLA n&o~T (55 casos) a dosagem de hemoglobina ao
diagnostico variou de 3,3 a 13,0 g/dl, com uma média de 7,5
g/dl e desvio padrdo de 2,2 g/dl. Guatorze pacientes (25,5%)
tinham hemoglobina abaixo de 6,@ g9/dl, 34 pacientes (61,8%)
tinham hemoglobina entre 6 ¢ 10 g/dl e 7 (12,7%), hemoglobina
acima de 1@ g/dl. No grupo LLA T (8 casos) a variacfo foi de
55 a 9,5 g/dl, com uma média de 7,95 g/dl e desvio padrfo de
1,9 g/dl1. Seis pacientes (75%) tinham hemoglobina entre 6 e 10
g/dl e 2 pacientes (25%) abaixo de 6 g/dl. Chamaram aten¢cio os
pacientes dos subgrupos B e Fré-Fré-E, que, embora em pequeno
numero, apresentaram valores de hemoglobina mais elevados
quando comparados aos subgrupes Comum e Indiferepciado e
também ao grupo LLA T. Esta diferenga fei estatisticamente

significativa. Estes dados estfo resumidos na tabela 9.
3.3. Contagem dn numero de plaguetas

A tabela 10 mostra a classiticacfio imunofenotipica das
LLA relacionada com a contagem de plaquetas ao diagndstico. No
grupo LLA n&o~-T (55 casos) a contagem variouw de 2.000 a
39¢.00¢ por wmm®, com uma meédia de 66.000 por mm®. Neste grupo
25 pacientes (43,3%) apresentavam menos que 20¢.006¢ plaquetas,
i8 pacientes (32,7%) entre 29 e 100.000 plaquetas e 12 (21,8%)
mais que 100.000 plaquetas por mm®. No grupo LLA T (8 casos) o
ndmero de plaquetas variou de 2.000 a 74.00600 por mm®, com uma

média de RO.70¢ por mm®. Cinco pacientes (4&,5¥%) tinham menos

que P0.000 plaquetas ao diagndstico e 3 pacientes (37,5%)
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TARELA @
CLASSIFICACA0 IMUNOFENODTIFICA RELACIONADA COM VALORES
HEMATIMETRICOS ~ DOSAGENM DE HEMOGLORINA (g/dl) A0
DIAGNOSTICO (N=63

CLASSIFICACAD VARIACAQ - HEMOGLORINA
IMUNOFENOTEFICA n MEDTA {6 610 i@
g % 4 %
LLA NAO~T 55 3.3 a 13.¢ i4 34 7
7.9 (25,9) (&4,8) 12,7
COMUHM 33 4.¢ a 14.3 Q 2¢ 4
7.28 (27,3) (&60,6) (12,41
2.04
CINDIFERENCIADA é .6 a 9.4 @ é @
g.02
¢.89
FRE-FRE-B 4 g.2 a 132.0 @ 2 2
19.48
2.08
B i 19.9 @ @ 4
OQUTROS ia 3.2 a 10.0 3 é ¢
6.5% (45,5 (54,92
2.10
LLa T 8 S.9 a 2.5 2 é &
7.99 (25) (75
1.9
ANOVA (49 casos) = FROE.
Comum » Indif. &,0761 @,7871 (ns?)
Comum x FFPE 88,7006 Q,0056 (%)
Indif.x FFEB 95,1239 ¢,0334 (ng)
Comum »x Indif.x FFR 4,82987 @,0204 (%)
Comum + Indif.+ FFR » T 3,0481 Q,0395  (xx)
Comum + . Indif. =% T @,1627 ¢,8584 (ns)
ANOVA (42 cascs)
LLA NAD-T x LLA T ¢,4587 @,5e3¢ (ng)

ns= nio significativo ; *x

estatisticamente

significativo.
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CLASSIFICACAD IMUNOFENOTIFICA RELACIONADA COM VALORES

HEMATIMETRICOS ~ CONTAGEM INICIAL DE FLAQUETAS (10®/mm®) .
CLASSIFICAGCAD VARIACAD FLLAGUETAS
ITMUNOFENOTIFICA n MeEDIA (20 2¢-10¢ >iee

' I % % %
LLA N&EO-T 55 2 a 390 25 i8 ie
66 (45,5) (32,7 (21,8
?5.4
COMUM 33 2 a 340 i9 i¢ 4
42 .36 (57,6) (30,3 (i2,143
73.54
INDIFERENCIADA é 28 a 289 @ 3 3
i27.83 (30,8 (5@,e)
100.68
FRE-FRE~B 4 if a 27¢ i © 3
' 170.25
118.44
B i 390 @ @ i
QUTROS ii 2 a 146 5 7] 4
3%.45 (45,5 (45,8) (9,12
42 .39
Lia T 8 2 a 714 5 3 L
28,7 (62,50 (37,5
23.2
ANOVA (4% casos) F FROE.
Comum x Indif. bH,51415 ©,e479 (xx)
Comum x FPB @,5008 Q, 0040 (xx)

Indit.x PFERE 0,374 @,35650 (ng)
Comum x Indit.x FFB &H,3586 Q,0039 (xx)
Comum + Indif.+ FPPB X 55,3435 ¢,0031 (#x%)
Comum » T Q,504H0 @,4889 (ns)
ANDVA (463 casos)

LLA NAD-T % LLA T 41,7799 @,1871 (ns)

ns= nio significativo; % = gstatisticamente significativo.



entre 20 & 190.00¢. Nenhum paciente tinha mais que 1¢0.000

plaquetas.

Da mesma forma como ocorreuw para a dosagem da
hemoglobina, a contagem do numero de plaquetas n¥o mostrou
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos LLA
ndo-T e LLA T, entretanto parece haver uma associagio entre
contagem de plaquetas acima de 100.000 por mr® & os subgrupos
de LLA Indiferenciada, Fré-Fre-B e B. Como o numero de casos
nestes subgrupos € pequeno, a importdncia dessa associaglo nio

Ppode ser completamente estabelecida.

4. Relagio entre as caracteristicas morfoldgicas, citoqui-
micas & dimunofenotipicas das células leucémicas dos

pacientes estudados comparando as LLA nfo-T e LLA T.
4.4, Reaz¢lo citoquimica do FAS

A tabela {1 mostra os resultados da reaclo citoquimica do
FAS dendro dos diferentes grupos € subgrupos. Vinte e cinco
pacientes apresentaram reag&o intensa ou moderada (+++/++) ao
FAS. Destes, 22 eram do grupo LLA no-T e 3 do gvupo LLA T,
nio se evidenciando diferenca estatisticamente significativa
entre 0s dois grupos (X#=0,1i24), assim como entre os subgrupos

de LLA n&o-T:

4.2. Morfologia das células leucémicas
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Observamos que 79,4% dos casos estudados mostraram
morfologia dos blastos Li, 49% morfologia L2 e 4,6% L3, de
acordo com os critérios revisados do grupo FAE. A tabela i2
mostra os achados morfoldgicos das celulas leucémicas
separados conforme a classificag8o imunofenotipica. No grupo
LLA nio~-T obhservou-se que dos S5 casos, 44 (80%) tinham
morfologia L1 e 11 (2¢%), morfologia L2. los 33 casos de LLA
Comum, 3@ (924i%) tinham morfologia Li e 3 casos (9%) morfologisa
L2. Dos 6 casos de LLA Indiferenciada 3 (50%) eram Li e 3
(56%) eram L2. No grupo LLA T (8 casos) obsevvaram—se & c€asos
(75%) com morfologia Li, i caso (12,9%) com morfologia L2 e 4%
caso (42,3%4) com morfologia L3. H2o houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo LLA nio~-T e LLA T
(X¥=0,75), porém houve associacko ac nivel de S% de
significdncia (X®=4,94) entre os subgrupos de LLA Comum e
Inditevenciada, este witimo mostrando um predominio da

mov¥fologia celular do tipo L2.

4.3. Microlinfocitotoxicidade

0 teste da microlinfocitotoxicidade foi realizado no
material colhido de medula Ossea de 58 pacientes com LLA. O
teste com o AcHMO Anti-T foi negativo em todos ocs casos de LLA
nao~T, assim como o teste com o AcHMo Anti—-B foi negativo em
todos os casos de LLA T. Entretanto, apenas 19 em 31 (32,34
casos de LA  Comum e 1 em & (16,6¥>Y casos de LLA
Indiferenciada reagivam com o AcMo Anti-B. JR em relacio & LLA
Pré-Fré-F, a positividade foi de 75% (3 em 4 casos). Quanto a

LLA T, 4 em & casos mostraram reatividade com o AcHo Anti-T



: TARELA 11
RELACAD ENTRE A CLASSIFICACAD IMUNOFENOTIFICA DAS LLA NAO-T
E LLA T E A INTENSIDADE DA REACAD CITOQUIMICA DO FAS (N=63).

CLASSIFICACAD n FAS
IMUNOFENOTZFICA +obt ++ + &
LLA NAO-T 99 ie io ia 21
COMUH 33 ie 7 7 @
INDIFERENCIADA é @ i i 4
FRE-FRE~R 4 i @ 3 o
E i o @ ¢ i
OUTROS i4 i [ i 7
LLa T 8 2 b a2 3

Analise estatistica comparando a reagfo +++/++ com +/0:

LLA n&o=T x LLA T - X®= 0,084 (ne).



TARELA 12
RELACAD ENTRE A CLASSIFICACKD IMUNOFENOTIFICA E A MORFOLOGIA
DA CéElLULA LEUCEMICA.

CLASSIFICACAD n MORFOLOGIS
ITMUNOFENDTIFICA 1K) 2083 L3
LLA NAO~-T 55 44(8¢,0) i1{Ra, ) 1]
COMUM 33 30(%4,e) 3¢ 2.,9) &
INDIFERENCIADA & 3(5¢,e) 3(5e,e &
FReE-PRE~R 4 3 i @
E ) i @ 4]
DUTROS i1 7(63,6) 4(36,4) @
Lla 7T 8 (75,0 1(42,5) i¢i2,5)
TOTAL 63 S@FY,4) i1y, e i¢ 1,6)
Comum x Indifevrenciada ™= 4,94 (%% p=Q,0%)
Comum » T X#= 0,07 (ng)

LLA ndo-T « LLA T X2z @,7% (ns)
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utilizado no teste (56,7%). A reatividade com o AcMo Anti-HLA-
DR foi de 45,2% para a LLa Comum, S0X para a LLA
Indiferenciada, 79% para a LLA Fré~-Fré-B ¢ 33,3% para o grupo
de LLA T. Estes dados  est§o resumidos na tabela 13. Os
anticorpos monoclonais anti-T e anti~B utilizados neste teste
s80 pan-B e pan-T. Um aspecto que deve ser lembrado € o de que
o teste depende da viabilidade das cé}ulas; pﬁr isso, embofa

aparentemente especifico, € de sensibilidade discutivel.

4.4. Imunofluorescéncia Indireta e outros marcadores

celulares.

0 anexo S mostra com detalhes 0s resultados de todos os
testes imunofenotipicos. HNa tabela' i4 procuramos mostrar a
positividade dos testes de acordo <com a classificacio
imunofenotipica em que as LLA foram incluidas. Fode-se
oBservar que no subgrupo de LLA Comum, além do marcador CDi@
(CALLA)Y indispensdvel ao diagndstico, 69% dos casos também
mostvaram o marcador CDI? (B4) e nos 31 casos em que  foi
testado o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR este foi positivo
em 27 k87%). Foraﬁ observados doig casos particulares (k® 18 e
4%9) no subgrupo Comum. 0 primeiro (N®4i8) & um paciente do sexo
feminino, com 3 anos e 4 meses, apresentando apenas
hepatomegalia, sem linfonodomegwalia generalizada ou.
esplenomegalia, sem massa em mediastino ou comprometimento de
SNC, 3.2¢0 leucdcitos por mm® ao diagndstico, morfologia L{,
FAS fraco positivo, ER a 4 € 37<C negativos,
microlinfocitotoxicidade negativa para anti~-RB, anti-T e anti-

HLA-DR, anticorpos monoclonais para a linhagem T negativos com



TABELA 13

RELACAD ENTRE A CLASSIFICACAD IMUNOFENOTYFICA E 08
RESULTADOS DO TESTE DE MICROLINFOCITOTOXICIDADE (N=358).

CLASSIFICAGCAD n MICKOLINFOCITOTOXICIDADE
IMUNOFENOT{FICA ANTI-E CANTI-T  ANTI-HLA-DR
LLA NAD-T 50 15/582 e/52 27/52
(28, 8%) (51,9%)
COMUH 31 10/31 6/31 14731
(32,3%) (45, 2%
INDIFERENCIADA é i/6 0/6 3/6
(16, 6%) (50,0%)
FRE-FRE-E 4 3/4 0/4 3/4
(75, 0%) (75, e%)
E i 0/14 e/4 0/1
OUTROS 10 £/10 0/10 S/10
(10,0%) (50, 0%)
LLA T 6 0/6 476 2/6
(56,7%)  (33,3%)
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MARCADORES CELULARES

TABELA 14
ENCONTRADOS
LLa T E N&O-T.

NOS

DIFERENTES

102

SUEBGRUFOS DE

MARCANORES

LLA NAD-T LLA T
CELULARES COM. INDIF. FFE B  OUTROS |
ER a4® © - - - - - 675
ER 370 - ~ - - 6/8
] q 8 - - -~ -
IgC g § - -
Cod - - - 3/5
CO8 (T44,ERD - - - . - 5/7
£os - - - - - 2/5
Co4 1716 - - - - 3/8
Cos - - - - - 0/4
Cn7 (pan-T) 1/48 - - - - 3/3
Cog - - - ~ - 5/8
COL0 (CALLAD 33/33 - - i/i 4714 -
Cri9 (B4) po/29 - 474 1/4 - -
HLA-DIR RY/3L 0 B/3 0 A/4 i/ 7/id -

COM.= Comuwm;

FERE= Fré-Fré-&;

INDIF =

Indifevenciada.
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exce¢io de CD4 que mostrou uma positividade de c€lulas com
imunofluorescénecia de 29%, CDi0 de 60%, CDi9 de 49% e Anti-
HLA-DR de S7%. 0 segundo caso (N®49) & também um paciente do
sexo feminino, com 3 anos e 6 meses de idade, apresentando
linfonodomegalia generalizada e hepato-esplenomegalia maior
que 9 ¢m do RCD e RCE, sem comprometimentd de mediastino ou
SNC, 2.400 leucdcitos pc)fjﬂrﬂ‘e "ao diagndstico, mor#ologié
celular L&, PAS fortemente pesitivo, ER & 4°C e 37°C
negativos, microlinfocitotoxicidade hegativa para anti-T,
anti-B e anti-HLA~DR, CD3, CD4, CI8 negativos, CD7 (Fan-T) de
70%, CDhi@ de &i%, CDi? de S2%. Fortanto, apesar dos dados
clinicos e hematoldgicos serem mais sugestivos de LLA Comum,
apresentaram também positividade com um anticorpb monoclonal

para célula T.

No subgrupo que denominamos de Pré-Pré-B e que
corvesponde a 4 casos observa-se positividade com o anticorpo
monoclonal CIN 49 e anti-HLA~DIR. 0s demais testes foram

negativos.

0 dnico caso de LLA B (N“29)  além da presenca da
imunoglobulina de superficie (IgS5) em 49% das células, tinha
Crie (CALLA) fracamente positivo (25%), CDi9 positivo (47%) e
anti HLA-NR positivo (81%). Clinicamente, caracterizava-se por
ser uma crianga do sexo feminino, com 4 anos e 3 meses de
idade @€ no exame apresentava extensa massa abdominal de
diticil delimitac®o. Apresentava uma hemoglobina inicial de
16,5 g/dl, uma iedcometria de 7.50¢ por mm® e 390.000

plaquetas, sem blastos percebidos em sangue periférico. A
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medula dssea estava infiltvrada por 49% de celulas leucémicas
com morfologia Li € a coloragio citoquimica pelo FAS foi
negativa. 0s niveis elevados de hemoglobina e plaquetas, e a
ausénecia de lintoblastos em sangue periférico, sugerem tratar-
se de um proviavel linfoma nio-Hodgkin derivado de linfdcitos
B, de apresentacio primaria abdominal, e com invasdo

secundaria da medula Ossea.

Os dados de marcadores imunofenotipicos referentes ao
grupo LLA T estfo mais detalhados na tabela 15, onde se
observa que & dos 8 pacientes com LLA T tiveram ER positivo
(75%). Este dado covrelaciona bem com o anticorpo monoclonal
Co2 (TL1), aque corresponde ao receptor ER, e que foi positivo
em S5 do 7 casos analisados (74%). 0s marcadores CIY% e CD7 s&o
Pan-T. Ni0 sabemos a razfo de negatividade de CD5 nos quatvo
casos em que foi utilizado. Jd& o COY7 foi disponivel em apenas
3 casos e foi positivo nos trés. Em trés casos o CI8 foi
positivo isoladamente (sem CI4), tendo concomitantemente ER ,
CI2 e CO7 positivos, indicando tratar-se de uma celula T mais
difterenciada (N®441,94,62). 0 paciente N®41 caracterizou-se
clinicamente por ser do sexo feminino, com 14 anos de idade,
por apresentar ovrganomegalias, protrusioc ocular, hipertro<ia
géngival e aumento de volume mamdrio, infiltra¢8o do SKNC,
morfologia celular L3 e i4.10¢ leucodcitos por mm®  ao
diagnostico. Os dois outros, n® %4 ¢ 62, sido do sexo masculino
com 3 anos € &6 meses, com organomégalias, ambos com massa de
mediastino, leucometria acima de 100.200 por mm®, morfologia
dos blastos Li, rea¢fo do FAS moderada e fracamente positiva,

respectivamente.
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: TaARELA i3
RESULTADO NOS TESTES IMUNOFENOTIPICOS DE MARCADORES CELULARES
NAS LLA T (K= 8).

Ne IDADE LEUCOCITOS ER ER Ch €Cp Cnn ¢p Cp Cor Cp
(anos) .17 ®mm™® 4« 37« 1. 2 3 4 S 7 g
: ¥ % % b4 % % % % ¥
06 8aldm 7.4 45 49 - 39 - - - WA -
09 Balim i44.8 45 40 - 38 ~- - -  NA -
i4 éadm i88.0 - - 24 1¢ 42 38 NA MNA 75
22 idaim 174 .0 - - 36 - - &8 -~ Na 34
34 3ad4m 1469.0 €5 &8 24 3¢ 37 2¢ - NA -
41 13aidm i4.141 87 U4 HKNa NA &7 i? HNaA 32 37
54 3ao6m e288.0 S4 32 Na 73 - - Na 77 &5
&2 3albm 2¢5.¢ 85 7i Nea 93 - -  NA 86 64
NA nac analisado;

nou

(1% de cédlulas com imunofluorescéncia
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LISCUSSAQD

Frogresso considerdvel tem sido obtido no tratamento
“global da leucemia linfdide aguda na inféncia. Embora poucas
drogas novas tenham sido incorporadas & tervapéutica nos
dltimos dez anos, intformacles no campo da biologia celular @9
permitiram, que os quimioterdapicos fossem usados de modo mais
eficaz. Da mesma forma, avancos no controle de infecgdes & no
tratamento suportivo foram importantes para a melhoria dos

indices de cura Bt@

Ehtrefanto, uma  proporcio significativa de pacientes
ainda n&o 580 beneficiados pela terapéutica atual e,
eventualmente} falecem em conseqiifncia da doenca, ou de suas
complicacOes. Também deve-se considerar os efeitos colaterais
do tratamento e aqueles pacientes, que considerados curados,
poderdo apresentar, no futuro, seqielas decorrentes da

intensidade ou do tipo de tratamento empregado 9%

Congseqientemente, existe grande interesse em cavacterizar
subgrupos de LLA, objetivando, pavy um lado, o aﬁmento da
intensidade do tratamento ou da experimentagio de novas drogas
e/ou novas estratégias para o controle da deenca e, por outro

lado, a administracio de tratamento de menor toxicidade para
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aqueles pacientes, que tenham caracteristicas clinicas e

bioldgicas associadas a uma melhor resposta terapéutica #°o®

Infelizmente nfo existe nenhum dado isolado, due, por si,
possa separar esses grupos de pacientés com  progndstico
‘distinto. Forém, quando algumas caracteristicas clinicas e
bioldgicas si8o analisadas em conjunto, a evolu¢lo clinica dos
pacientes poderd ser antecipada com vazoavel nivel de
seguranga %, Um grande numero de estudoes vrecentes tém
mostrado evidéncias de que o fendtipo imunoldgico da célula
envolvida na transformacio leucémica tem significado
pfognésfico{ independentemente de outras variéveis clinicas

COmO idade € contagem inicial de leucdcitos

PR, 100, N[44, R4, Ner

fara uma melhor caracterizacﬁo das LLé&, € essencial o
conhecimento. de certos marcadores exibidos pela célula
leucémica, pois a linhagem ¢ o estdgio de maturagdoc celular
estfo associados aos achados clinicos € ao prognadstico, e.tém
contribuido para a  COmpreensao do 'degenvolviménto de
precursores linfdides normais € a origem celular das doengas

malignas linfdides D22/ 93.4ma,24v, 320

Como exemplo da importincia de taig estuwdos, a intvodugéo
de anticorpos wmonoclonais, que detectam antigenos expressos
pela linhagem mieldide, permitiu a identificacio de algumas
leucemias anteriormente classificadas como linfdides ou
indiferenciadas. Além digssn, recentemente Foi observado, que

certas leoucemias co-expressam antigenos de linhagem linfdide e



mielodide, na mesma célula ou em duas populactes leucémicas
diferentes no mesmo paciente 147,168,171, 038,277 £
interessante observar, que a maioria apresentam uma doengs
mais vesistente ao tratamento habitual, seja. para leucemia
lintdide ou mielodide, sugerindo que, uma estratégia
altevrnativa de tratamento utilizando uma combinacfo de
modalidades terapéuticas ou transplante de medula dssea deva
ser explorada para esse grupo de pacientes. Esses estudos com
EmpYEg0 de reagentes mais especificos tém, também,
possibilitado a vresposta de muitas questdes referentes &
freqiiéncia dos diferentes subgrupos ‘de LLA em varias regildes
geograficas, podendo haver uma melhor apreciaglo da historia

natural dessas doengas em grupos populacionais distintos.

Os resultados de nossa investigagio, utiiizando
anticorpos monoclonais para a caracterizaglo £ classificacio
das leucemias agudas em pacientes até 241 anos de idade,
revelaram que ndo ha diferencga na freqléncia de leucemias de
células T quando comparada aquela reportada pela maioria dos
investigadores de diferentes paises, que citam povcentagens

de 18% 2°.%8, 23% 223, (4,24 ¢, 14,74 ®2, 16,94 22, 16% =9,

Foram observados 8 casos de LLA T (12,7%) entre 63 casos,
consecutivamente estudados. HMesmo se outros dois pacientes
(N=18 e 49), cujas células co-expressavam antigenos associados
2 linhagem R e T fossem incluidos neste grupo, ainda assim, a
freqiiéncia de casos (15,9%) estaria em concovdancia com os
referidos pela maioria dos autores. Este resultado,

entretanto, esta em desacordo com aquele observado em trabalho
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antevior realizado em nossa instituicﬁo_“**, que. verificou uma
freqiiéncia de LLA T de 49%, e com outro investigador *® pna
Faculdade de Medicina de S8o Faulo, gque encontrou uma
freqiéncia de 30X na ‘taixa etdria até 415 anos. Resultados
semelhantes aos encontrados em Curitibz e S&%o0 Faulo, foram
descritos por Borella e cols.®® em 4977, que observaram uma
parcentagem de LLA T de 33% em criangas tratadas no 8t.Jude

Children’ 's Research Hospital.

0 grupo LLA nBo~T corresponde, em nossa casuistica,- a
87,3% dos casos. Cinquenta pacientes puderam ser subagrupados,
sendo &6 % clasei?icédos como LLA Comum, 2% LLA B, 8% LLa Fré-
Pré-B, 12% LLA Indifevenciada. Onze pacientes (417,44%) do
grupo LLA ndo~T n&o foram subclassificados, porque, para os 13
primeivos casos de nossa sdérie, nio dispunhamos de anticorpe
‘monoclonal confidvel para a detecclo do antigeno associzdo &

LLA Comum.

0s nossos resultados referentes a classificac8o dos
subgrupos de LLA r8o-T também concordam com os reportados na
literatura. A LLA Comum é a mais fregientemente encontrada em
criancas,‘brincipalmente entre 2 & 1¢ anos de idade. A sua
frequiéncia tem variado de 432 a 80 ¥ nos diferentes estudos
VA, BO, B, 7B, 9B, 126,109, 868 psen variacio pode decovver do
fato de =algumas instituicdes atenderem pacientes de varias
faixas etarias. Este subgrupo esta consistentemente associado

a um melhov prognodstico.
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0 subgrupo de LLA, que nio expressa o antigeno CALLA, mas
possui marcadores de células B precursoras, denominado por nos
de Fré-Fré-B, habitualmente ndo € considerado separadamente
na maioria das classificacdes, onde se encontra normalmente
incluido no grupo LLA nfo~T/n#o~-BE ou aull. A freqgiiéncia de 8%
observada em nossa casuistica € semelhante a reportada pela

maioria dos investigadores.

0 subgrupo LLA FPré-B (presenca ‘da cadeia pesada da
imunoglobulina M no citoplasma), embora também pertenga A
chamada LLA n&o-T/nfo-E, em estudos mais vecentes Ja @&
individualizado devido A& sua possivel associmgldo com O
progndsfico. Como n&o dispunhamos de controle positivo para
IgC, n8o incluimos o resultado dessa andlise. Ha relatos de
gque aproximadamente L4 a 244 Se SY.VLIR201,.808, 888,848  gpg
casos de LLA de linhagem B possuem Aimunoglobulina
intracitoplasmatica. A& importancia dessa verificaglo decorve
da recente observa¢lo, de que isto implicavia em uma maior
resisténcia da doenga & quimioterapia convencional 27-%7 0 pui
¢ cole.®®* opservaram translocacfo t(1;19)(q23;p13.3) em 23%
dos casos de LLA Fré-B por eles estudados, =21ém de outras
alteragles citogendticas em menor proporcio. Isto explicaria,
em parte, o mau resultado da tevapéutica reportado para este

grupo de pacientes.

Apenas um caso de nossa sévrie foi considerado como
leucemia de células B, freqiiéncia semelhante aquela descrita

en outras instituicdes, onde varia de 2,6 a 4%

AP ,B30,060 ,88,74,70,982, 98, s
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Mesmo aplicando uma série de reagentes, alguns casos ndo
pudevram ser classificados de acordo com modelo da
diferencia¢8o linfdide normal. Esses casos foram classificados
como LLA Indiferenciada. Esta foi, também, em muitos
trabalhos, incluida no grupo LLA nRo~T/nEo~-B ou null, mas em
-estudos mais recentes, o0s quais diferenciam este subgrupo,
encontramos porcentagens variando de 4 a L(i¥% <9 850.34,175,

portanto, concordantes com o nosso resultade.

A discrepancia dos achados referentes & freqiiéncia de LLA
T em trabalhos anteriores, pode ser devido & metodologia
empregada ou & amostragem tendenciosa. No primeivo e terceirvo
estudos citados ®t3.22 3 técnica para deteccfo dos antigenos
associados a linhagem de células T utilizouw -anti-soros
heterdlogos, o que pode ter superestimado a proporcloc de
pacientes com leucemia de células T. Estes anti-soros foram
preparados por uma variedade de processos de imunizagio,
principalmente em coelhos. O reagente obtido requeria
procedimentos de adsorcio extensivos com uma variedade de
células ndo-T, sem contudo haver garantia de especificidade,
pois poderiam reconhecer antigenos diferentes e
presumivelmente populagles de células diversas, por ndo serem
completamente especificos RA,1ua, 178,470,188 Ng segundo
estudo citado *%, a caracterizacHo de leucemias de células T
foi realizada empregando.a técnica da Fformacio de rosetas
espontineas em presenga de ervitrdcites de carneivo (ER),
algumas vezes com material para eétudo proveniente de sangue

periférico. Como ¢ freguente encontvar populagies de
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linftocitos T normais residuais circulantes, & possivel que
houvesse a inclus8o de casos de LLA nfo-T como sendo T. Além
disso, fovam incluidos no grupe LLA T pacientes <com ER
negativo a 37°C. Quando se utiliza esta metodologia para o
estudo de células leucémicas € aconselhdvel usar material de
aspirado de medula dssea para evitar falsos positivos como
salienta Lauer e cols.*®% Além disso, desde o estudo
realizado por Borella e Sen 3+ o Ishii € cols.**®, ficou
demonstfado que a temperatura de incubac¢Ho da suspensio de
celulas leucémicas com eritrdcitos de cérneiro também tem
importdncia na contagem final das células que formam rosetas,
pois estés a80 formadas tanto a 4°C como a 37°C, enquanto que

05 linfocitos T civculantes perdem esta capacidade a 3I7°0.

Em nosso trabalhg, procuramos incldir casos de varias
institui¢Ses que assistem pacientes de diferentes grupos
etarios e todos aqueles com diagndstico de leucemia aguda
vealizado no periodo desse estudo. Além disso, para todos os
pacientes, a andlise do imunofenodtipo foi realinada,'em
material colhido de aspivado de medula‘ Odssea € a técnica
utilizada empregou reagentes monoclonais especificos
concomitantemente com as técnicas convencionais anteriormente

usadas.

A caracterizagfo morfoldgica € o estudo citoquimico da
célula leucémica tém sido utilizados, tradicionalmente, para a
separaciao dos grupos de leucemia micldide e linfdide. Fara a
distincdo de subgrupos linfdides, entretanto, ém mostrado

resultados contraditorios. 0 grupo cooperativo FAR propos
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critérios morfoldgicos para a classificagfo das LLA, pois a
uniformizacio desta, podéria resultar na identificacfo de
subtipos clinicamente releVantes_ #e  Como a classificac¢io
morfoldgica mostrou ser subjetiva na ﬁrética, o grupo FAE
encontrou dificuldades persistentes em disfinguir com precisio
os dois subtipos principais (L1 € L2), principalmente, porque
a reproduzibilidade das analises entre instituicOes era muito
baixa. Com isto surgiu um sistema de escores *®/499%,  gue
permitiu uma melhor uniformizaglo e aumento da concordincia

quanto aos tipos morfoldgicos entre investigadores.

Varios autores tém utilizado essa classiticacin FAE
modificada com o objetivo de estabelecer sua validade. Em
relatos recentes, Head e colg.*®? g Childs € cols.®* chegaram
a conclusic que, com um treinamento adeauado, quante aos
critérios de classificac®o, bem como, com a associacfo de
ecstudos citoquimicos da zélula leucémica, pede~se chegar a uma
boa -uniformizaclo do diagndstico morfoldgico € eliminar
consideravelmente a subjetividade do wétodo, obtendo niveis de

concordancia de até 92%.

Muitos estudos tém documentado a importdncia progndstica
dos diferentes tipos morfoldgicos. 0 tipo LI estda associado
com alto indice de remissio completa e sobrevida livre de
doenga prolongada. Em conéraste, o‘tipo L.2 esta freqientemente
asgociado com duracfo da remissfo mails curta Whetes,ter,oey
Entretanto, a andlise concomitante de vérias'caracteristicaé
clinicas ¢ bioldgicas, que possuem um e¢feito negativo sobre o

progndstico (andlise multivariada) revelou, que o0s tipos
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mov foldgicos .né&o sdo determinantes  independentes  do
progndstico, quando outras varidveis como leucocitose, sexo,

massa mediastinal e idade superior a 10 anos, sio consideradas

aAB, 143

Em nosso estudo, utilizando a andlise morfoldgica das
células leucémicas pelos critérios modificados do grupo FAR,
veri?icamos que, de 63 pacientes com LLA, 79,4% eram do tipo
movrfoldgico Li, 19% do tipo L2 e 1,6% do tipo L3. Estes
resultados estio de acordo com aqueles relatados por varios
autores, que citam porcentagens.de leucemia com morfologia dos
blastos L1 variando de 6@ & 86¥%, L2 variando de 13 a 34% e L3

variando de @,7 a &% *®.-87.84,100,443,444

Ile acordo, também, com dados ja publicados, ndo houve
associac®o entre tipos morfoldgicos e s marcadores
fenotipicos das célulasrleucémicas. Ilos B8 pacientes com LLA T,
6(75%) apresentaram morfologia do tipo Li, 1 paciente (i2,35¥%)
do tipo L&, e 1 paciente (12,3%) com morfologia L3. No grupo
LLA n8o-T (55 casos), 44 (80%) eram Li e 141 (20%) eram L2. Nio
houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
LLA nZo~-T e LLA T, o que concorda com o observado por outros
autoregs D0 ed,tis,man Entretanto, quando COMPAramos 0
subgrupo Comum com Indiferenciade, observamos, que este
Wltimo, tem uma freqiliéncia de morfologia LZ proporcicnalmente
mais elevada (50% contra 9%) e que €& cstatisticamente
significativa ao nivel de 5%. Esse achado ja foi descrito
anteviormente € oferece uma explicacfo parcial para o pior

progndstico observado neste grupo de pacientes €9,
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A morfologia conhecida como L3 tem sido classicamente
verificada em células leucEmicas que expressam imunoglobulina
de superficie, caracteristica do linfoma de FEBurkitt e da
chamada leucemia de célulag B ¥ 4¥.73.2@9,. 888 |Mag nem todos
os pacientes apresentam. esta mcrfclogia..ﬂugero e colg, ®2e
descreveram & casos de LLA K como'sendo L2, e Huhn e cols.
sa4 descreveram 2 casos de LLA T com morfologia L3. Em nossa
ccasuistica, o dnico caso com mortologia LB pertencia ao grupo
LLA& T.A For outro lado, apenas um paciente apresentava células
com imunoglobulina de superficie (leucemia de células k),
porém a mortolegia nfo foi considerada L3, mas Li. Este
paciente também apresentava massa‘ abdominal extensa ao
diagndstico, niveis de hemoglobina ¢ plaquetas proximos dos
valores normais e infiltracfo medular de cerca de 4¢%. Os
dados sugevem que poderia ter havido progressfo para a medula
dssea de um linfoma nSo-Hodgkin primario abdominal, derivado

de cdlulas B e provavelmente nfo-~Burkits @=.77v.eqe

Apesar dos indices de vremissHo e tempo de sobrevida néo
terem sido analisados em nosso estudo, a falta delassociacﬁo
de tipos morfoldgicos com pacientes que possuiam variaveis
clinicas que predizem uma determinada respostz ao tratamento,
como leucocitose e idade abaixo de 2 ancs e acima de 10 anos,
concorda com o conceito de que a morfologia celular ndo € uma

varidvel independente do progndatico 2@ eP.1ée
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Alem da morfologia, marcadores bioquimicos tém sido
estudados em leucemias agudas com o objetivo de apvrimorar a

classificagio ou indicar formas seletivas de tratamento.

As reacdes citoquimicas tém sido utilizadas para indicar
a linhagem celular e uma possivel vela¢clo com o prognodstico.
fis reacdes da peroxidade, Sudan negro B ¢ da esterase. nio
especifica sio realizadas para a caracterizaclo das leucemias
nido~linfdides ®BS®. B o 530 especialmente Uteis nos casos de
LLA Indiferenciada ®#*, As reagbes citoquimicas do FAS e da
fostatase dcida 299,208,299 jdentificam subgvrupos de leucemia

linfoblastica aguda.

Em nesso  estudo, a positividade da rveacfo da peroxidade
foi utilizada como critério de exclusio. A reacdo citoguimica
do FAS tem sido considevada por aiguns investigadores como
tendo valor progndstico *@%.138.288 ntretanto, FPesando ¢

cols. *%8 Depnett & cols.®*, OGreaves e cols.®® e Lanham

b}

cols,*3S yprificaram, que nio havia associagRo independents

1

entre a positividade do FAS e caracteristicas clinicas e

bioldgicas classicamente relacionadas com o prognostico.

Nos &3 pacientes estudados, 25 tiveram a. rea¢cio do PAS
positiva {(+++/++). Destes, 2 pertenciam ao grupo LLA T e 22 a0
arupo nfo~-T, nfo havendo diferenca estatistica entre os dois
grupos. [os 33 pacientes com LLA& Comum, 17 (54,5%)
apresentaram reacio pesitiva. Chamou a atenclo, apenas, que de
6 pacientes classificados como LLA Indiferenciada, somente 1

(16,7%) mostrou reaclo do FAS positiva. Em velagio a outras
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varidveis como idade, sexe € contagem leucocitdria ao
diagnostico nio foram observadas diferen¢as que sugerissem que
a reacio do PAS contribui para informaaSes clinicamente

significativas.

A reaclo citoquimica da - tfosfatase dcida, que ¢ descrita
come sendo positiva em cerca de 75-90% dos casos de leucemia
linfdide aguda de ovrigem T “é'“s'Q“'“V'“m'”ma, foi analisada
~em trabalho anterior realizado em nbssa institui¢fo, sendo
positiva ém 2 de 4 pacientes com células leucémicas
expressando ER & 37°C. Crist e cols.®%” estudando 76 pacientes
Com LLA T observaram positividade da rezacBo da fosfatase dcida
em 50,8% dos casos. Jlevido a esta baixa sensibilidade e ao
empvego de outros métodos mais sensiveis para a cavracterizagio
da leucemia de céiulas T, ndo ewpregamnos essa reacido

citoquimica em nosso estudo.

A compara¢io de dados clinicos com o0& wmarcadores
celulares mostra evidéncias de  que uma classifticagio
imunofenotipica detalhada tem importéncia bioldgica revelando
diterencas clinicas significativas entre o grupo de leucemias

T & nio~T.

Em nossa série, o ndmeroide leucdcitos ap diagndstico
variou de 41.109 a 288.¢0¢ por mm®. Setenta e cinco por cento
dos pacientes com LLA T apresentaram leucometria superior a
100.00¢ por mm®, enquanto que, apenas 9,4% no grupo nio-T
tiveram esta manifesta¢fo clinica. Estes dados concovdam com

os da literatura que menciona povcentagens de contagem de
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leucdcitos superior a 100.900 por mm® no grupo nio-T, que

variam de 2,7 a 1i,3% e no grupo LLA T, que variam de 57,384 a

70, 7% B, B, B0, DS, RAD

Com relagdo a contagem de plaquetas se verificou niveis
mais elevados de plaquetas no subgrupo FPré-Fré-E, porém nfo
existe diferenga estatisticamente significativa quando se
compara o grupo LLA nZo-T como um todo e o grupovLLA T, o que

ambé i obser 0 por Greaves € cols. .
tambem fo hservad Gre lg. 92

0 nivel de leucdcitos tem sido consistentemente associado
com a resposta ao tratamsnto e ‘sobrevida. Facientes com
contagem de leucdcitos maior aque 1€0.00¢ por me® tém pior
progndstico ®<.®9.888 & contagem de plaquetas também. tem sido
apontada, em alguns estudos, como tendo implicacio
progndstica. Facientes com contagem muito baixa ({(25.06¢ por
mm®) teriam pior progndstico, enquantc que pacientes com

contagem acima de 100.¢06 por mm® tevriam um progndstico melhor

B4, 228

P

Valores de hemoglobina elevados tém sido observados em
associacio, tanto com sobrevida prolongada como diminuida, em
pacientes com leucemia linfdide aguda ®%. Niveis mais elevados
de hemoglobina té€m sido observados em associac®o com leucemias
do tipo T ®2:°% Im nossa série observamos valoves mais
elevados de hemoglobina ne subgrupo LLA Fré-Preé~E, porém,
devido ao pequeno numero de pacientes, nfo sabemos se esta
observacio tem algum significado clinico. Além disso, alguns

pacientes foram transfundidos antes de servem encaminhados para
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receber tratamento especifico, sendo portanto, uma causa de

erro que nio foi controlada nesse estudo.

A idade ¢é uma das caracteristicas mais consistentemente
relacionadas com resposta ao tratamento € sobrevida e foi
observada em quase todos @ os estudos. sobre os fatores
prognosticos. A sobrevida livre de doen¢a parece diminuir nas
criancas com menos de £ anos e mais de 10 anos, sendo & mais

prolongada em criancas entre 3 ¢ 10 anog @826

Muitos autores relatam, que, em crian¢as, a faixa etdria
para éparecimento da LLA T ¢é superior a de aparecimento da LLA
ndo-T ®e. 8@, e, 2829 pptyetanto, em nosso trabalho nfoc pudemos
observar associagio entre idade acima de 4@ anos € a origem
celular. e 8 pacientes com LLA T apenas 2 (25%) tinham mais
de 10 anos em comparacio com i4 (25,5%) pacientes com LLA nfo-

T (55 casos).

Deve-se levar em considera¢fo, natuvalmente, o tamarho da
amostra, que € pequeno, porém outvos autoves também nHo -
encontraram esta di?erenca mesmo em casuwistica incluindo mais
de 160 casos F®2% Regsalta-se, entretanto, que a maiovia dos
investigadores observou uma associacio entve leucemia de
células T e idade superior a 4{¢ anos. Nos trabalhos realizados
no Bragil @®-223% também <e observou a ocorvéncia de LLA T em

faixa etaria significativamente mais baixa.

A associacdo entre fregiiéncia aumentadz de uma mesma

neoplasia em determinada faixa etdria e ewm diferentes regides
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geograficas tem sido bew documentada na doenca de Hodgkin. Foi
observada uma maior fregifncia desta neopliasia em criangas de
baixa idade em paises subdesenvolvidos, porém a incidéncia
global em individuos com idade abaixo de 20 anos nio &
diferente, sugerindo uma provavel intera¢8o entre fatores
genéticos, que seriam comuns a todas as populagdes, e fatores
ambientais, que agiriam sobre o paciente em fases mais
precoces do desenvolvimento, sugerindo, portanto, uma
dependéncia de condi¢c8es sdcio-culturais ¢7. g possivel que a
maior frequéncia de pacientes com leucemia de células T com
baixa idade e a inexisténcia de associacio dessa ftorma de
leucemia com idade acima de 1¢ anos, observada
consistentemente em nossas séries{ pode apenas significar um
desvio do pico maximo da incidéncia para uma idade mais

precoce sem, entretanto, interferiv na incidéncia global.

Em nossa casuistica observamos um discreteo predominio do
sexo masculinoe (M:F=3:1) no grupo LLA T, auando comparade com
o grupo LLA n&o-T. Entretanto, nao ha diferenga
estatisticamente significativa, o mesmo tende sido chservado
pela maioria dos autorey 29.-30.239.82,98,842 (o relagio a
cor, n&o foi possivel, em nossa casuistica, estabelecer

associacio com o imunofendtipo pordgue a maioria dos pacientes

era de cor branca.

A resposta ao tratamento de pacientes do sexo masculino e
feminino é idéntica em varios estudos, com raras excegoes
s, 2@ (e yesultados em negros fol consistentemente pior que

em criangas -brancas nos sstudos realizados por Simone € cols.
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Bea A diferenca de sobrevida nestes estudos toi
estatisticamente muito significativa em favor da raga branca.
A razio para esta maior resisténcia da leucemia na raga negra

ainda n¥o esta bem definida 2%,

Com relagdo a presenca de linfonodomegalia generalizada €
esplenomegalia aléem de © c¢m do RCE, encontvamos associa¢lo
entre esta manifestacHo clinica € o grupo LLA T, o que
concorda com dados de literatura %9, Com relag&o a
hepatomegalia acéntuada hﬁo'observamos diferenca significativa

entre o grupo LLA T e nio-T.

Em varios estudos, organomegalia, ou seja, figado e bago
bastante aumentados e linfonodomegalia generalizada, foi

relacionada com sobrevida mais curta ®S.8s,ere

Em nossa casuistica, % dos 8 pacientes com LLA T (62,5%)
apresentavam massa mediastinal. Apenas { paciente no grupo LLA
no-T (1,8%) tinha esta manifestacfo clinica. Nossos achados
concovdam com os da literatura, onde se menciona que, entre
44,2 ¢ IBé% dos casos de LLA T possuem massa wediastinal,

contra @ a 3,3% nos demais gruposg *9-39,39,446,95, 883

& interessante observar que em nossa série, de 6
pacientes com massa mediastinal, 3 tinﬁam idade inferior a 4
anos, 2 com idade entve S & 6 anos e apenas i com 14 anos. Na
revisfio de literatura **-382.8283 p3n ge evidenciou nenhum
paciente com esta manifestacio clinica e idade inferior a 3

anos. Como este achado clinico é quase sempre associado &
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leucemia T, a sua presenca em criancas de baixas idade esta de
acordo com a observacgio de uma maior freqiéncia em nosso meio

de LLA T em criancas de baixa idade.

Congiderével variabilidade também existe na composicHo
fenotipica das células leucémicas dos pacientes que apresentam
massa mediastinal ao diagnodstico. Na série estudada por Kaplan
e cols.*®®,  dos 4 pacientes que possuiam massa mediastinal, 2
ndo apresentaram ER acima de 20% e na de Rowman e cols. ™2,
com 12 pacientes, apenas 6 EXPrESSATam células leucémicas com
ER positivo. Estes dados concovdam com os ehcpntradosvem nossa
série, onde @& dos 5 pacientes do grupo LLA T nio exéresgavam

ER (N® {4 e 22).

Além disso, analisando o imuniotendtipo das cédlulas
leucémicas de pacientes com massa mediastinal, Ha e cols.
L@ ACE phgervaram  ndo apenas uma hetevogeneidades ao nivel
imunofenotipico, definido por anticorpos monoclonais, como
também ao nivel de rearvanjo de INA correspondente ao gené da
imunoglobulina. Estes achados sUgerem que existe
heterogeneidade entre as leucemias gque se apresentam COMm Massa
medizstinal, e que esta manifestacio clinica, embora quase

sempre associada & LLA T, nfo indica necessarviamente a origem

das células de linhagem T.

0s trés casos da nossa casuwistica com comprometimento de
SNC a0 diagndstico nfo mostvaram relag8o explicita com
subgrupo de LLA. lois deles (N® 7 & 52), pertencentes ao grupo

LLA nfo-T tinham leucdeitos acima de 100.020 por mm® e idade
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de 7 meses e 8 anos respectivamente. 0 terceiro, pertencente
ao grupo LLA T (N® 44} tinka 414 anos; ngo apresentava
leucocitose significativa, mas organomegalias importantes e
movfologia celular L3. Estes dados sugevem que esta
manifestagdo clinica estd mais relacionads com o volume de
tecido neoplasico presente ao diagnostico. Entretanto, alguns
~autores sugevem que esta manifestacfo clinica seria uma
propriedade bioldgica da c¢élula leucémica independente da
contagem leucocitaria ®¥%, Greaves e cols.®® ghservaram que
mesmo afastando esta varidvel, ainda assim, existe associaclo
entre a LLA T e o envolvimento de SNC, embora de forma menos

significativa.

Muitos reagentes, procedimentos técnicos e protocolos
para a manipulagio da célula leucémica tém sido desenvolvidos
nos dltimos anos com o objetivo  de caractevizar a linhagem
celular das lewucemias. Os procedimentos técnicos wvariam
consideravelmente e € muito grande o ndmero de reagentes

empregados.

Até recentemente, o0s antigenos de superficie das células
leucémicas eram detectados com anti~soros heterdlogos
utilizando a tecnica da microlinfocitotoxicidade ou de
imunofluorescéncia @324, 284,284  Wecte trabalho utilizamos as
mesmas técnicas, porém, empregando reagentes monoclonais. A
técnica da microlinfocitotoxicidade mostrou ser especifica, ou
saja, nenhum caso de LLA T reagiu com o AckMo Anti-B, assim
como nenhum caso de LLA nfo-T reagiu com o ﬁcﬁo anti~T. Ja a

sensibilidade € menor, pois se observa que = positiyidade do



teste nos casos definidos através de dimunofluorescéncia
indiveta € de 32,3% e 45,8% em leucemias da linhagem B
utilizando o AcMo anti-B e anti~HLA-DR respectivamente. Da
mesma forma, apenas 96,7% de positividade € observada no grupo

LLA T com o AcMo anti-T.

A baixa sensibilidade deste teste jd #foi cobservada por
outros auwtoreg. Metzgar @ Mobanakumar *2°  pbservaram  um
patamar na lise das células em torno de 60-70%, mesmo quando o
numero de células leucémicas viadveis era mzaior que 90%. Este
?atoipodsria indicar diferen¢as na intensidade da expressio
antigénica de células individuais ou falta de lise célular em

presenca do anticorpo quando as celulas estio em suspensio

BB, AR

A técnica de imunofluorescéncia indireta *#9.223.299,@20
tem certas wvantagens schre a imunofluoresc®ncia direta usada
para & determinagio de Ig8 e Igl e sobre o teste de
micvrolinfocitotoxicidade. & mais sensivel, -pois o anticorpo
nao marcado serve como antigeno, oferecendo, desta forma, mais
sitios de combinagio com o anticotpo conjugado com
fluoresceina, e ¢ mais facilmente controlada, .jé que mais
reagentes sio usados e Asuas concentragdes sio0 melhov
ajustadas. Como desvantagens ha o fato de rveguever mais tempo

€ mals reagentes.

A Tormacio de rosetas espontaneas em presenca de
evitrdocitos de carneivo (ER)Y tem sido aceita como marcador

para linfdcitos T. Todos os casos analisados neste_trabalho



foram testados em material de aspirado de medula dssea a 4 e
37<C. Houve S€18 Cass (73%) com  ER pbsitivo, todos
éertencentes ao grupo LLA T. Em todos eles a porcentaagem de
rosetas foi superiov a 32X, Também expressaram positividade
com 0s anficorpos monoclonais do grupo CE2 ou Ti4, que
correspondem aos vreceptoves para eritvdcitos de carneivo. Nos
~dois casos com ER negativo, o CDZ também toi infevior a 20¥%. g
interessante observar aue estes casos «com ER negativo
mostravam simultaneaménte Ch4 e CI8, indicando tratar-se de um
timocito intermedidrio (ou comum). Casos semelhantes, de LLA T
ER™, contirmadas através de reagentes especificos anti~T e/ou
rearranjo do [DINA que corvesponde ao receptor de célula T, Jja

foram relatados anteviormente por outros autores *+9%. 818

Ha mais de 15 anos surgivam os primeirvos dados sobre a
heterogeneidade das leucemias linfdides agudag 8@/ 32,182,166
Esses egstudos iniciais demonstyarvam gque apvoximadamente 20¥%
das leucemias linfoblasticas agudas derivavam dos linfdcitos
T. Estudos subseqlentes revelaram que a grande maiorié das
leucenias oviginavam-se de precursores. de lintocitos B
W.st,10@ Desde entdo, estudos mais refinades, caracterizando
a c€lula leucémica com anticorpos monoclonais, caridtipo & por
meétodos de DNA recombinante 59'“°'@54, permitiram a elaboracio
de conceitos gerais sobre a fisiopategenia das leucemias € &
utilizac&o desses mesmos achades como discriminantes do

prognostico.

0 primeiro conceito é o de «que a maiaovia das leucemias

linfdides agudas originam de linfdcitos T ou B durante a fase
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de diversificacio clonal e de rearranjo dog genes para
producio das imunoglobulinas ou veceptores de células T.
Segundo, que um  dnico clbne celular. é comprometido e,
finalmente, que as células leucémicas CONSErvam € expressam as
caracteristicas proprias de células normais presentes no
compartimento celular em <que elas Fforam presumivelimente

transformadasg 79 496,498

Estudos de wmarcadores imunofenctipicos de superficie em
células leucémicas de pacientes com LEA tém revelado
considerdvel heterogeneidade na expressio antigénica €  na
resposta ao  tratamento *R-Se.¥E.Te, 109,496 2 hem conhecido
que células leucémicas, que exibem pfopriedad@s de superficie
de membrana semelhantes s  das células T ou B diferenciadas,
sio mais resistentes A eliminacfo pela squimioterapia, em
contraste com aquelas due tém mavrcadores de superticie
detectdveis para células linfdides imaturas, =& quais podem,

em muitas situacdes, ser erradicadag 9. 29s

A andlise sistemadtica dos nossos pacientes com um painel
de anticorpos monoclonais € marcadores convencioﬁais contivrmou
os resultados ja publi;ados por outros autores sobre a extrema
heterogeneidade dasg léucemias linfoblasticas agudas da
infincia. Contudo, a relagio entre a expressio de marcadores
da célula leucémica € a possivel origem bassada no modelo de
desenvolvimento normal dos lintdcitos T € B nem sempre esta
presente. A analise dos nossos casos revelou que, pelo menos
2 pacientes com leucemia T nfo obedecem a esse modelo, pois

s80 ER negativos (confirmado com CO2 negativo) e tém



concomitantemente CH4/CHB. Da mesma forma 2 pacientes com
leucenia ndo~-T apresentaram concomitantemente um marcador de

linhagem T.

Trés casos de LLA T mostraram marcadores compativeis com
timdcitos mais diferenciados, pois além de CID2 e CD7, que
aparecem em quase todas as células T normais, expressaram
também CN8. Dois dos trés casos tinham massa mediastinal e
linfonodomegalia generalizada e o terceivo, infiltracfo de
SNC, ovganomegalia importante, protrusfo ocular e hipertrofia

gengival.

0 marcador cnz foi utilizado no painel de
imunofluorescéncia indireta somente a pavtiv do caso N® 36,
porém pode-se obzervar que nos tvés casos de LLA T em que foi
utilizado mostrou positividade, 0 que concovda com varios
autoresg ®P.238.404,8B46  gque sugerem gque @este reagente &
sensivel para este tipo de leucemia. Emtretanto, outros
investigadovres *®:.7® tém reportado casos ocasionais de LMA com
Ch7 positivo, sugevrindo que ele nio pode sev wtilizado isolado
como critério de diagndstico para classificar uma leucemia

como sendo de linbhagem T.

Cinco pacientes com LLA T foram analisados com o Acho
COi(T&), presente no estiagio I e I da difevenciacio da célula
T normal. lestes, 3 foram positivos e nenhum caso de LLA nEo-T
expressou este marcador. Entretanto, Hutchinson e cols. **7

usaram este reagente em 6¢ casos consegubtivos de LLA e

obgservaram que ele foi positivo em 26X dos casos de LILLA com
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CALLA positive e em 97% dos casos comprowvadamente LA T,
concluindo que a expressfo do antigeno Té6(LDL) em células
linfoides malignas n¥o indica necessariamente a linhagem

celular T.

Varios outros autores tém reportado resultados de estudos
com utiliza¢lo de anticorpos mohoclonais que sugevem que a LLA
T é, também, um grupo heterogéneo. Estes estudos, de um modo
geral, utilizaram os reagentes que contribuiram para a andlise
da diterenciacfo das células de linhagem T normaig ®i°.839 5
diversidade clinica, histopatoldgica e ihunolégica, sugere que
a heterovgeneidade das doengzs malignas de células T esta

relacionada com sua origem e qualidades fungcionais distintas

de célula T SR, LOL,109,187, 106, 47d, BAR

Em recente estudo realizado por Foa e <c¢ols.”*%, fticou
estabelecida a importfncia do uso de um pzinel de reagenrtes
para revelar os antigenos T, que possibilita a classificagio
dos casos de LLA T, principalmente aqueles com células T mais
imaturas, que de outro modo seviam incluidos no grupo das LLA

Indifzrenciadas.

Fortanto, devido & esta heterogeneidade do fendtipo da
superficie dés lewcemias de célula T e da infidelidade de
expressio destes antigenos em relagfo ao wodelo tedrico de
desenvolvimento da célula T normal, conclui—se que é preciso
mais de um reagente para identificar de forma mais precisa os

pacientes com esta doenga 9,319,194
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Embora ainda ndo bem definido, é possivel que as
lewcemias agudas de linkhagem B também expressem antigenos de
membrana que n3o obedecem ao modeio normal de desenvolvimento
da célula B ¢°-279% 0 antigeno associado A LLé,Comum (CAaLLA ou
Chid) foi descrito inicialmente como um antigeno de superficie
presente em células leucémicas de pacientes com a forma comum
de LLA ou na crise bldstica da leucemia mielocitica crdnica
®é, porém precursores lintdides normais podem expressar o
CAaLLA, principalmente durante a regeneracio da medula ossea
44:.93  Com a utilizac8o de técnicas de imunoperoxidase 'fui
obsevrvado em células normais de vim humano e intestino
delgado, & mais recentemente foi demonstvrada em granuldcitos,
tibroblastos, alguns linfomas de linhagem R, “lintomas

linfobldsticos de linhagem T e algumas LLA T 3#T.184.298

Além de mostrar que o esquema de diferenciaglo dos
lintocitos normais nio @& sempre  seguido pelas células
leucémicas, a utilizazBo sistematica de reagentes monoclonais
no estudo das leucemizs azudas, indicou a existéncia de caszos
com caracteristicas imunotenotipicas de mais de uma linhagem

celular.

A co-expressio de marcadores de linhagem celular T e B j&
foi verificado por vérios autoreg *4.28.78,00,2020,201,839
sugerem que a célula leucémica poderia ter um  programa de
expressio génica aberrante, resultante da  transformagio
leucémica de  uma séew cell comum ou, alternztivamente , que a
célula leucémica tevia um. fenotipo intermedisrio entre LLA T e

LLA Comum (NHo~T/nio-R). Iowell e cols.®” encontvaram 27% dz
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seus pacientes com LLA T expressando CALLA e HLA-DR, e
observaram que estes pacientes tendiam a ter uma sobrevida
livire de doen¢a mais prolongada, embovra clinicamente se
assemelhassem a LLA T, ou seja, tinham, e geral, idade
superior a i@ anos, contagem  leucocitaria elevada,
esplenomegalia e linfonodomegalia importantes e,
frequentemente, massa mediastinal. For outro lado, San Miguel
€ colsa.®2® gsugerem a necessidade de se determinar o rearvanjo
genético que predomina (dos vreceptores de células T ou das
cadeias leves e pesadas da imunoglobulina) para se estabelecer

o prognostico.

Cada vez mais frequentes s8o os relatos de leucemias
mistas ou bifenotipicas, cujas células expressam antigenos de
linhagem lintdide e mieldide ®-146.422.427 |, dyig e cols.*2”
analisanda as células leucémicas de 50¢@ pacientes com
diagndstico de LLA, realizado pelos critérios cldssicos, com
um painel de anticorpos monoclonais, tanto da linhagem
mieldide como linfdide, observaram que 3,8% (16 pacientes)
expressavam antigenos associados com ambas as  linhagens.
Mivrro € cols. *¥*, na andlise de 123 casos consecutivos de LLA
€M Criancas observaram 194 expressando concomitantemente
antigenos associados & leucemia migldide. Mewer e cols.**® na
analise de 34 casos de LLA diagnosticados com base na
morfologia e citogquimica, observaram, atvravés de cstudos
imunofenotipicos, 68 casos que expressavam concomitantemente
CALLA (CD1Q), HLA-DR e antigenos mieldides (anti—OKHi e anti-

Leu M-1).
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Ainda existem controvérsias, se estes casos representam
uma aberracio da trans?ormacﬁo neopldasica pela teoria da
infidelidade de linhagem celular ou, por outroe lado, se eles
refletiriam a transformaci&o leucémica de progenitores
hematopoidticos multipotentes, que teriam certa promiscuidade
de rearranjo genético ®®. Isto decorre da observacio de um
cgrupo de LLA, cujas células expressam estruturas antigénicas
presentes em células primitivas 6u stem caells 38€.-883 [ota se
tornando aparente aue € importante identificar e reconhecer
este tipo de leucemia para alterar os regimes terapéuticos e

identificar um grupo com progndstico ditferente =24

A disponibilidade de reagentes especificos aumentou
consideravelmente a possibilidade de classificagin das

leucemias. Forédm, ainda existem situacOes em que os anticorpos

monoclonais ndo esclavecem a origem celular. Ja em 1980,
Youness ¢ cols.®%®  eyidenciaram que, com os metodos

diagndsticos da €poca, permaneciam cevrca de 1¢ % de leucemias
nio classiticadas. Apesar das técnicas recéntes, permanece
ainda um grupo de leucemias agudas, que ndo podem Sev
classificadas com os reagentes atualmente disponiveis. Na
maioria das vezes, estas leucemias parecem movfologicamente
ger de origem linfdide **® e s8o mais fredqientes em adultos do

que em criancas (£3% e 5% respectivamente) B¢,

Nestes casos, = realiza¢fo de estudos da configuragin do
INA ou as propriedades tisicas e 9quimicas do RRNA poderio
estabelecer a ovigem celulay $.389.,392 Ageim, reavrranjo do

gene da imunoglobulina e do receptorv de célula T tornou-se um
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marcador preciso para os estagios precoces da diferenciagio
lintocitaria, cujas células poderfo estar envolvidas em alguns
casos de leucemia linfoblastica e na crise bléstica.da LMC,
que ndo puderam ser classificados com os métodos convencionais

LR RS

Ia mesma forma, com essa nova metodologia foi possivel
verificar que muitas das LLA Indiferenciadas, ou gque ndo
demonstravam nenhum marcador na superficie das células
leucémicas tinham rearranjo genético da imunogliobulina,
indicando a origem da linhagem B, ou expressavam veceptor de

célula T, indicando uma origem de linhagem T T2 .89,i60, 854

Matutes & cola, *9° estudando ceélulas leucémicas
indiferenciadas de um numero de casos de diticil classiticacio
por imunofenotipagem, verificaram, que estas sio heterogéneas
do pento de vista imunoldgico, citoquimico e molecular, ¢
concluiram que, no presente, Parece sev necessaria uma anilise
multiparamétrica para compreender a natureza das células
reoplasicas pouco diferenciadas das leucemias agudas. Farece
que, nestes casos, a aplicacio de andlise do IINA ao estudo das
células mieldides e a expressiio do gene da mieloperexidase @0
nivel do RNA mensageivo poderiam ajudar na determinacio dos
casos de linhagem mieldide, que muitas vezes slo considerados
como LLA Indiferenciada, assim como naqueles Casos raros, em
que somente a evidéncia de uma natureza granulocitica, foi a

expressio de um antigeno mieldide.
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ividas, sobre a utilidade da classificaglo
imunofenotipica das leucemias suvrgivam, povy um lado, pela
falta de associacdo independents com o progndstico, no
contexto de outras varidveis clinicas e bioldgicas ¥% , e por
outro, pela auséncia de estudos controlados demonstrando sua
utilidade clinica. Além disso, o grande ndmero de reagentes
monoclonais diferentes, com especificidade ndo completamente
definida de alguns deles € com nomenclatura confusa, faram
também fatores de desestimulo para seuw uso mais amplo 49,
Tambem, como Jja& referido anteriormente, casos de leucemia
aguda tém sido relatados, nos quais as células leucémicas
expressam combinag8es abervantes de positividade, colocando

duvidas sobre a utilidade dos reagentes iea Estas

dificuldades estdo provavelmente relacionadas com a
hetevogeneidade celular intrinseca tanto de populagtes

hematopoidticas normais, como malignas, e da compreensio
incompleta dos fenotipos das células progenitoras das quais

algumas leucemias oviginam.

Apesar destas limita¢Oes, a melhor aplicaclo de vdrias
metodologias ¢ a utilizacfo de uwm ndmero considerdvel de
marcadores celulares tém produzido contribuigdes no
entendimento da ovigem celular das  leucemias e grupos de
pacientes com prognostico distintos. 0Os estudos iniciais, nos
qualis os resultados de imunofendtipo foram comparados com
aqueles de células normais do timo, tecidos fetais e células
da medula Ossea em regeneragiao, levaram & conclusdo de que as

ceélulas da leucemia sio usualmente estacionadas em uma fase de

desenvolvimento dos lintocitos T ou B. Essas conclusdes foram
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corvoboradas rels demonstragio do rearranjo de imunoglobulinas
e receptores de células T. Entretanto, o enorme ndmero de
reagentes e sondas de DRA  aumentou a complexidade da
caracteriza¢cdo das leucemias e reduziu consideravelmente a
disponibilidade de laboratdrios em condigBes de realizar a

classificacio.

For outro lado, as informacdes gevradas com essa
metodologia mais elaborada, permitem dedugBes sobve o ndmero
minimo de reagentes que podem ser utilizados para produzir
intformacbes clinicamente relevantes. Nesse contexto, a
primeira etapa € a distingio entre a leuvcemia lintdide da nfo-
lintdide. Huitas evidéncias sugerem qgue =& mortplogia é
insuticiente para a sepavagio destes dois grupos. A veacio
citoquimica da pevoxidase, aquando negativa, €& aceita pels
maioria dos investigadores como critério para a exclusio do
grupo das nic-linfdides. Contudo, CRzgs de leucemia
monoblaztica e megacariocitica podeviam sev imcluidas no grupo
das leucemias linfodides se apenas a morfologia e reécio
citoquimica da peroxidase fossem utilizadas. & positividade &
reagfo qitoquimica da esterase nao~especifica podera
caracterizar a leucemia com um componente monocitico ou
exclusivamente monocitica =%® A ipclusiec dos anticorpos
monoclonais n& andlise das lecemias contribui para a
detinicio dos subgrupos de leucemias linfodides agudas e da
leucenia megacariocitica. 0Os AcMo CD1i9 (B4), CIOZ7(Fan~T), Chid
(CALLAY & o anti-sovro heterdlogo para a cavactevizacio da
imunoglobulina de citoplasma ou de superfticie possibilitam a

caracterizacio das leucemias do grupo T, R, Pré-8 e Comum,
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todas com implicacBes clinicas relevantes. A utilizac¢Bo dos
anticorpos monoclonais do grupo CD2 (ER), CIRS,CIR3, CDi,CL4 e
CE8 tem importd&ncia para a categorizacio das leucemias do
arupo T em subgrupos conforme o estagio de diferenciagio,
poreém até o presente nfo existe informacio sobre o valor
progndstico desses subgrupos. Recentemente, o emprego de
anticorpos monoclonais associados & linhagem granulocitica
permitiu a caracterizacfic de um grupo de leucemias linfdides
chamadas bifenotipicas ou mistas com aparente mau progndstico.
0 ndmero  crescente de casos relatados deste tipo de leucemia
sugere que uma analise, utilizando uma painel de reagentes
tanto de linhagem linfdide como mieldide, deva ser realizada

em pacientes pediatricos com leucemia aguda.

Considevrando, portanto, as informacoes obtidas na
literatura € em nosso estudo pode-ge sugeriv uma seqiiéncia na
aplicacio dos reagentes que permite classificar a maiovia das

leucemias linfdides da infancia (figura 7).
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LEUCEMIA
AGUDA
MORFOLOGIA |
cITOQUIMICA . - MIELOIDE
-Peroxidase NAOC-LINFOIDE ~ MONOCITICA
-Esterase - MEGACARIOCITICA
LINFOIDE
HLA-DR+ HLA-DR+ HLA-DR-/+
Igs + Igs - Ccb1g -
cp7 - cb7 - CD7  +
ER - ER - ER +
[teas | LLA nio-T | oat |
CD19 + CD19 + CD19 + HLA-DR+/- Cch2
CD10 + CD10 +/- CD10 - CD19 - Cr1
IgC -~ IgC + Igl - CDio - cLe3
IgC - cba
CDg
COMUM PRE-B PRE-PRE-B INDIFERENCIADA| |Estégios de
B L Difererciagio
] | 1 I t
| { { 1 '
Tepia(my7)+
CD33(My9)+
LEUCEMIA
MISTA

FIGURA 7.

lModelo de seqliéncia na aplicagdo dos testes
e reagentes para classificagdo das leucemias
linfdéides agudas na infancia.

IgS= Imunoglobulina de superficie
IgC= Imunoglobulina de citoplasma
CD = Designagao de grupo
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CONCLUSGES

Os resultados desta investigaclo em pacientes abaixo de
20 anos, utilizando uma série de reagentes, revelaram que nio
ha diferencas significativas na freqiiéncia de subgrupos de
leucemia linfoide aguda, inclusive do tipo T, auando
comparados com o0s reportados em di¥erentes instituicdes de

outvros paises.

Nao foi observada associagio entre os tipos morfoldgicos
Li, L2 e L3 =& os grupnse LLA nic-T e LLA T detinidos por
marcadores de membrana. Contudo, Yoi observada uma associagio

entre a LLA com o tipo morfoldgico L2 e o subgrupo

indiferenciado.

Nio houve predomin&ncia de casos com positividade &

reacio citoquimica do FAS nos diferentes subgrupos.

0 nosso estudo confirmou a associacfo, observada na
maioria de outros trabalhos, entve a leucemia de células T e
um elevado numero de leucocitos ao diagndstico e presenga de

massa mediastinal.

Nio fai observada associacio entre idade acima de 4@ anos

e leucemia de células T, o que conjuntamente com a presenca de
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massa mediastinal em criangas de baixa idade, sugere uma
freqiénecia aumentada deste tipo de leucemia em criancas abaixo

de 19 anos.

Mesmo com o emprego de uma série de reagentes, um certo
numero de casos permanecera nio classitficado, sugerindo a
necessidade do uso de outras técnicas para o esclavecimento da

origem celular de algumas leucemias.

0 emprego de varios reagentes confirmou a heterogeneidade
imunofenotipica das leucemias € a nio concordancia, em muitas
circunstancias, con o wmodelo teorico proposto para o
desenvolvimento linfodide normal, sugerindo a necessidade de
uma analise multiparvamétrica para o esclarecimento da origem
celular da maiogria das leucemias.

A utilizacZo coordenada € seqiencial de técnicas
convencionais ¢ veagentes monoclonais podera esclarecev a
origem da maioria das leucemias com impovrtancia clinica e

progndstica.
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ANEXO £, IDADE, SEXD £ COR DOS FACIENTES COM LLaA.

N« IDAaneE SEXO COR
@4 Sa 04m ] E
o ia @%m F E
o3 ia @im M R
@4 1@a 0bm F B
o5 i@a ©@ém M E
06 8a ¢3m M B
o7 ga O%m M B
o8 1%5a 0om M R
a9 2a @im M B
1@ Ha iim M R
i1 Sa @2m F R
ie da O7m M E
13 Sa. eom 8 )§]
i4 éda O2m Iyl F
158 3a @3m M F
ié 2¢a @5m F R
17 3a 10m M B
i8 3a O4m F E
i% i22a dim F F
e Ja @4m F B
2 i3a 0%m F F
a2 14a @im M F
23 4a Qdm ¥ E
24 - 13a 96m F 4]
29 2a @8m M F
26 19a @85m M B
27 ca @3m M E
26 i1da 1i0m M B
o9 4a O3m F B
‘39 ia @ém F 3]
314 iéda 05m M b
ae Sa 08m M B
33 2a @ém F B
34 3a ¢4m F B
35 2¢a 1im M B
346 da Gim F B
37 2a 0%m M B
38 2a 1lm F E
3 2a 29m M E
40 3a ¢ém F E




AREXD 1. IDADE, SEX0O E COR 008 FACIENTES COM LLA&
Ne Inape SEXD COR
41 i3a 1i¢m F B
42 ia 1i0m - B
43 4a fim M B
44 i9a QOm M B
45 7a Qim M E
44 ?a ¢%m F B
47 ia @4m F F
48 Ga 10m F B
4% 3a @ém F B
50 iéa @ém ] I3
- 51 iRa @3m M B
5 8a O2m M I
53 Sa iim F E
54 3a Q6m M B
59 Ba Qém M B
56 ?a ¢8m F R
57 Sa @im F I
58 Sa @02m M B
59 ba @am M B
60 Sa @@m 4] B
61 3a @4m F I
&H2 3a 09m M 2
&3 7a ¢ém F by
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ANEXD 2. TAMARNHD D08 LINFONODOS, FiGADRD, RBACD E OUTRAS
CARACTERISTICAS CLINICAS.

N®  Lintonodos Figado Bago Qutros
{2cm 2cm Som dScm {(Sem d8cm

751
o2
03
04
@3 X
06
o7
08
@9
io X
i1
i2
i3
i4
i5
ié
17
i8
ie
20
21
ee X
23 X
24

29 X

26
27
28
2%
30
34
a2
33
34 X
39 X
36
37
38
39
40

> X X KX
> > > basd

SNC

Massa Mediastinal

>x K K XX > X

Massa Mediastinal
Massa Mediastinal

XX XXX XX
X % X X
HXOXXNXHXXAHNX X X X

xX X M X
> >
KK XX pas

X Massa Mediastinal

X X XX X

o
o

X Massa Abdominal #

HKHEHXHXHXXXX
XXX X X x > XK hd >
XK XX > HK AKX
XX

KX XX
KX XX >
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FIGADO,
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BACDO E OUTRAS

Ne  Lintonodos Figado Bago Outvros
(2cm  >cm {Icm 23cm {Gcm dScm

41 X X X SNC ¢

4 X X X Massa Abdominalxxx

43 X X X

44 X X X

45 X X X

46 X X X

47 X X X

48 X X X

49 X X X

50 X X X

91 X X "X

e X X X SNC+Testiculo

93 X X X _

o4 X X X Massa Mediastinal

1) X X X

Hé ¥ X X

57 X X X

58 X X X

5e X X X

40 X X X

&4 X X X

ée X X X Massa Mediastinal

63 X X X

#% Protrusfio ocular
volume mamario.

kN Massa

megalias.

abdominal

infiltrando ovario,

# Massa abdominal extensa inftiltrando Figado.
+ hipertrofia gengival + aumento de

sem outras viscero—
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ANEXD 3. VALORES HEMATIMETRICOS ENCONTRADOS NOS FACIENTES

ESTUDADOS .

Ne HEMOGLORBINA LEUCSCITOS FLAQUETAS BLASTOS

g/dl X 1909/ mm® 3 L0/ mm® %
@1 6.2 9.8 146 4]
o 3.7 16.4 i 30
3 3.3 53.2 5] 88
04 6.8 o4.4 2 59
I 5.6 2.9 23 4
06 .5 7.4 35 22
Q7 8.0 184 .9 468 Y472
4351 9.9 1.9 20 49
o9 8.0 i44.8 8 85
1@ 8.1 2.8 927 i
i1 i¢.@ 42 .0 33 72
ie g.9 13.3 3 31
i3 5.4 154.6 i8 i
14 8.9 188.0 3 a8
19 7.2 .5 28 77
i6 8.4 8.3 73 21
17 9.4 8.0 4 S22
18 5.2 3.2 ] ee
A 8.3 8.8 30 8
20 4.9 34.5 P oc
21 6.9 4.9 9 84
28 g.2 174.09 i ¢8
23 7.9 ?.¢ 54517 36
24 6.9 22,9 2 74
25 4.0 74.9 4 75
26 6.9 1.9 ii 89
o7 4.¢@ 2.7 4¢ 23
28 i1.3 1.4 19 57
29 10.5 7.4 39¢ @
30 i9.4 i4.9 340 5}
31 ii.e2 i.e2 i2é &
32 i0.6 5.9 s 37
33 4.7 598.7 i7 73
34 5.9 169.0 2 86
35 8.4 8.1 132 64
346 7.9 28.2 219 42
37 8.9 1@.4 i4¢ 71
38 7.4 ?.0 S 29
39 6.5 i8.8 26 &5
40 5.9 47 .3 P 86
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ANEXO 3. VALORES HEMATIMETRICOS ENCONTRADOS NOS FACIENTES
ESTUDATNOS .

N HEMOGLORBINA LEUCéCITDS FLAGUETAS BLASTOS
g/dl x 109/ mm® ® 103/ mm® %
41 .5 i4. 14 71 7
4e i1.2 11.2 2he @
43 7.0 30.6 5 G7
44 7.@ 211 4 92
45 7.4 7.0 4 8¢
446 8.5 8.2 27 7Y
47 7.2 3.5 a2 7i
48 8.9 4.5 0@ ig
4% 4. 4 2.4 AQ =
5¢ 8.3 3.9 250 i@
51 5.0 27 .6 8 roYos
5e ®.9 156 .9 34 81
53 7.4 3.8 15 i4
54 8.0 288.¢ 29 87
55 b. b ©20.8 20 &2
56 8.2 3.6 14 i@
57 4.9 214.0 13 89
58 a.2 7.8 81 20
5¢ ?.¢ 1.9 45 25
6@ 6.8 3.6 44 O4
&1 .8 335.5 o7 a9
6.0 205 .G 19 ?3
63 13.0 3?2.0 156 3¢
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ANEXO 4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E CITOQUIMICAS DAS
CELULAS LEUCEMICAS DDS PACIENTES ESTUDADOS (N=43).

N« CLASSIFICACAD SCORE# PG CLASSIFICACAD
FAaR IMUNOFENOTEFICA

01 L4 +2 ¢ NAD-T

o (3 +2 +. NAO-T

03 La -3 44 NAO-T

Q4 .1 +P2 ++4 NAO~T

0% Li +2 4] N&O-T

&b Le -4 + T

&7 L -3 + NAD~-T

08 L4 +2 @ NAO-T

09 L1 +2 @ T

i@ Li +f ¥ NAO~-T

i4 Le -3 & NAO-T

ig L4 +4 0 NAO-T

i3 L2 -3 ¢ NAD-T

i4 Li +2 +4+ T

5 L4 +4 + COMUHM

L6 Li +2 o COMUM

87 Li +2 & INDIFERENCIADA

18 .4 +2 + COMLUM

i9 Li +4 0 COrMUM

20 Li +2 ++ COMUM

214 (3 +a & COHUM

22 Li +2 @ T

23 La wd + INDIFERENCTIADA

24 .4 4 ot COMLIM

2% L1 +2 + COMUM

26 Li +2 + COHLIM

27 Li +2 © COMUM

20 L4 +4 % COMUHM

29 L1 +14, o B

26 Le -3 +4 COMUM

314 L4 + 4, 4+ COMUM

ag Li +14, +4 COMUM

33 L +2 ++ COMUHM

34 L i .‘.E ERTRES T

35 L4 +2 ¢ INDIFERENCIADA

36 Le -4 o IRDIFERENCIADA

37 L1 +2 + ot COMUM

38 L4 +0 + COMUM

39 L.i +¢2 ++ 3 COMUINM

4@ L% +2 ++ COrUM
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E CITOQUIMICAS DAS

Cel.ULAS LEUCEMICAS [DOS PACIENTES ESTUDADDS (N=43).

ofe
o+
+4 e

reagio fraca
reacio moderada
reagio intensa

Ne CLASSIFICACAD ESCORE Fg ¥ CLASSIFICAGAQD
Fagk IMUNDFENOQTIFICA
41 L3 5] T
42 Li +2 +44 FRE-FRE~E
43 L4 +2 +4+ COMUHM
44 L4 +2 7] COMUM
4% Li +2 @ COMUH
44 .1 +2 + 4t COMUM
47 L. +2 : COMUM
48 L1 +2 e COMUM
49 L2 ) o COMUM
50 L -3 @ COMUN
94 L4 +2 ++t COMUHM
T L4 +8 + COMUH
o3 L4 +2 o COMUM
54 Li +2 4 T
53 L2 -3 ++ INDIFERERCIADA
96 L4 +a + FRE~FRE-HR
o7 .4 +8 + 4 COHMUM
u8 Li +2 & INDIFERENCIALA
59 Li +2 (0] COMUNM
&@ L4 +2 bt COMUM
614 L1 +14 + FRE-FRE~E
62 L4 +2 ++ T
63 L& -3 + FRE-FRE-T
#* SCORE : Li= @ a +2
L.R2=-1 a -4
% FAS O= auséncia de reaglo



ANEX0 5 - MARCADORES IMUNOLOUGICOS DOS PACIENTES ESTUDADOS (N =63)

Imunofluorescencia Indireta

ER ER IgS 1IgC Micro]infpcitotoxicidade Subgrupo
NO 1 40c 370C ANTI-B ANTI-T ANTI-DR | CD1 CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 €D8 CDIO CD19 DR de

B A ) 5 % % % % % % % % % LLA
a1l 1 <1 | <1 - - - - 1 3 15 6 2 NA 3 <] <1 3 nio-T
02| =<1 <1 6 - NA NA NA 1 <1 3 1 11 HNA <1 68 4 28 nao-
03 3 <] <] - - - + 15 <1 <1 <] 1T NA 1 2 <] 5 nao-
04 <1 <1 < - - - - <1 <] 4 <1 <1 NA =<1 2 <1 40 nao-T
05 1 <] <1 - - - + <1 <1 8 <1 T NA <1 12 <1 32 nao-T
06| 45 40 | <1 - - + + 2 39 3 2 6 NA <1 <1 <1 8
07 < ) <) - - - + <1 <1 <1 4] 2 NA <1 <1 <] 57 nao-
o8| <1 <1 | <1 - - - + 4] <1 <1 <1 <1 NA <1 <1 <« 3 nio-
09 45 60 <7 - - + - 1 38 4 <3 2 NA 5 NA NA <] T
10 2 6| <1 - - - - 1 <1 15 8 NA NA 3 18 12 22 nio-T
11 <] <] <1 - + - + <1 <1 <1 <1 NA NA <1 16 1 41 nao-T
120 13 12 | <1 - - - - 4 2 3 2 6 NA 5 <1 3 64 nio-T
13 < <1 < - - - - <1 <1 <1 <1 <1 NA 1 <] NA <1 nao-T
16 <1 <1 | <1 - NA NA NA 24.10 12 38 NA NA 75 17 1 2 T
15 S T B3 T + - + <] 2 3 2 <1 NA <1 8 12 79 c
161 <1 <1 | <1 - - - 4 21 <1 <1 <1 21 NA <1 51 <1 50 c
171 <1 «1 | o<1 - - - ¥ <1 <1 4 <1 <1 NA <1 <1 <1 33 I
18] <1 <« | o<1 - - - - 4 17 11 29 9 NA 5 60 49 57 c
190 <1 < <1 - - - + 1 3 <1 2 1 NA <1 85 45 74 C
20 <1 <1 | <1 - - - ¥ €1 <1 1 3 <1 NA <1 79 4 67 c

0ST



ANEXO 5 - MARCADORES IMUNOLUGICOS DOS PACIENTES ESTUDADOS (N = 63)

ER £R 1gS fgC Microlinfocitotoxicidade Imunofluorescéncia Indireta Subgrupo
No| 40C 379C ANTI-B ANTI-T ANTI-DR | CD1 CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 CDI10 CD19 DR de

q g % +/-|  +/- +/- /- % ¢ % % % % % % % % LLA
21| <1 7 <1 - - - - <1 <1 10 7 11 NA 3 72 3 48 c
22| 6 5 a1 - - - - 36 7 68 1 NA 34 <1 NA <] T
23 1 <« <1+ - - - 2 1 1 4 NA 3 15 <1 8 1
26| <1 4 < - - - - <1 <1 41 1 <1 NA <1 49 4 73 o
25| <1 <1 <1 - - - + <1 <1 <1 <1 1 NA <1 86 NA 89 ¢
26 <1 €l a1 - . - - <1 1 <1 €1 <1 NA <1 49  NA 73 c
271 €1 4] <] - - - + <] <1 <1 41 <1 NA <1 80 56 75 c
28| <1 <1 <7+ - - + 21 1 <1 <« 1 NA <1 66 NA 67 C
291 <1 <1 49 o+ - - - 21 "2 <1 <1 .2 NA 1 25 47 81 B
20 2 <] i- - - + <1 2 <1 <1 <1 NA <1 70 65 74 c
31 12 1 - - - ¥ <1 2 <1 1 <1 NA <1 84 26 78 c
321 <1 <1 S + - + 1 21 <1 <1 <1 NA <1 88 46 80 c
33 <1 <1 <1 - - - + 1 4 8 5 6 NA 9 63 NA 73 C
34 '85° 68 <7 - - + + 2430 37 20 <1 NA 17 <] NA 2 T
351 <1 8 1T - + - + <1 <1 41 <1 <1 NA <1 18 19 89 I
36 <1 <1 <1 - - - - 'NA NA NA NA NA <1 NA 1 1 NA I
37, <1 <] S - - - + NA NA NA NA NA <1 NA 45 75 NA ¢
381 <1 <1 <1 - - - - NA NA NA NA NA <1 NA 25 <1 NA c
39| <1 <] <1 - - - - NA NA NA NA NA <1 NA 30 10 NA ¢
40 3 <) < - + - + NA_NA NA NA NA <1 NA 40 13 NA C

1ST



ANEXO 5 - MARCADORES IMUNOLDGICOS DOS PACIENTES ESTUDADOS (N=63)

Imunofluorescencia Indireta

ER ER 1gS IgC|Microlinfocitotoxicidade Subgrupo
No|  4oC 370C ANTI-B ANTI-T - ANTI-DR | D1 CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 CD10 CD19 DR de

g % | % +/-| +/- +/- +/- T % % % % % % % % % LLA
a1l 87 54| <1 - - - - NA NA 27 19 NA 32 37 <1 <1 HNA 1
42 5 41 <1 - + - + NA NA NA NA NA <1 NA 10 38 NA| PPB
23] <1 <1 | <1 - - : + NA NA NA NA NA <1 NA 66 53 NA c
a4 a < <1 - - - + NA NA NA NA NA 12 NA 54 61 NA C
us| <1 <1 | o« - + - + NA NA NA NA NA <1 NA 64 58 NA c
46 <1 <1 | <1 - | NA NA NA NA NA NA NA NA 12 NA 95 56  NA c
7l <1 a1 | a - - - - NA NA NA NA NA <1 NA 68 70 NA| c
48 4 <1 | <1 - + - + NA NA NA NA NA 4 NA 100 95  NA c
9] 21 <1 . - - - NA NA 2 <1 NA 70 <1 61 52 NA C
50| <1 <1 | o<1 - - - + NA NA NA NA NA 3 NA 92 81 NA| c
1l <1 a1 | o<1 - - - + NA NA NA NA NA 6 NA 58 70 NA c
gg 5 2| <1 - - NA NA NA NA NA 5 NA 93 88  NA c
530 <1 <] 3 - + - + NA NA NA NA NA 15 NA 60 34 - NA C
54| 54 32 1 - NA NA NA NA- 73 2 11 NA 77 65 <1 <1 NA T
55 6 31 2 - - - + NA NA NA NA NA 14 NA <] i NA I
56 1 <] - + - + NA 'NA NA NA NA 10 HA 7 82  NA PPB
570 21 <] < - + - + NA NA NA NA NA <1 NA SO 92  NA c
5gl <1 <1 | <1 - - - - NA NA NA NA NA 15 NA <1 <1 NA I
59 <1 <1 | <1 -1 NA NA NA NA NA NA NA NA 6 NA 72 48 NA c |
I . - + NA_NA NA NA NA <1 NA 33 14 NA c

ST




ANEXO 5 - MARCADORES IMUNOLOGICOS DOS PACIENTES ESTUDADOS (N =63)

ER ER I1gS IgC|Microlinfocitotoxicidade  Imunofluorescencia Indireta Subgrupo
NO 49C 379C ' ANTI-B ANTI-T  ANTI-DR |CD1 CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 CD10 CD19 DR de

2 % 9 +/-| +/- +/- +- % % % %2 % % % % % % LLA
63 <1 <1 <1 - + - + NA- NA NA NA NA 5 .NA 1 43 NA PPB
62 35 71 1 - - + - NA 95 ]4 9 NA 86 61 <1 2 NA T
63| <1 <1 5  + - - - NA* NA NA NA NA NA NA <1 30 40 PPB
NA= nZo analisado; I= LLA indiferenciada; C= LLA comum; T= LLA T; B= LLA B; PPB= pre-prée-B8

€67
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