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INTRODUÇa O

í. Consideraçoes gerais

Leucemia é uma doença maligna de células hematopoiéticas, 

caracterizada por acentuada proliferação e bloqueio da 

diferenciação e maturação das células sangüíneas Aei. Em 1847, 

com a descrição feita por Virchow na Alemanha e Bennett na 
Escócia, a leucemia foi reconhecida como-uma entidade clínica 
definida 9 9 . Tradicionalmente, as leucemias têm sido agrupadas 
em agudas e crônicas com base na sua história natural e na 
morfologia das células neoplásicas envolvidas no processo. A 

leucemia aguda possui um curso clínico mais rápido e se não 

tratada leva ao óbito em poucas semanas ou meses. Em 

contraste, os pacientes com leucemia crônica podem sobreviver 

por tempo prolongado sem ou com tratamento mínimo.

A leucemia linfóide aguda (LLA) corresponde a 80% das 
leucemias em crianças e é a neoplasia mais freqüente na 
infância <.<**. *.<?© ^ |_í_a tem uma incidência de £ a 3

casos para 100.000 habitantes na Europa e Estados Unidos 

®4 , M , ou cerca de 2.000 casos novos por ano abaixo dos Í5 

anos de idade 'Aa>̂  *aas® . No Brasil, em estatística realizada 
há alguns anos na cidade de São Paulo, a incidência foi de 2,7



casos por 100.000 habitantes atS9’. A LLA acomete discretamente 

mais o sexo masculino do que o sexo feminino *®.

Recentemente, com a introdução da biologia molecular 
aplicada ao estudo das leucemias, uma quantidade enorme de 

informação tem possibilitado um melhor entendimento dos 

mecanismos de leucemogênese. Apesar disso, a etiologia dessa 

doença continua sendo um enigma. Fatores ambientais, genéticos 

e itnunológicos sao descritos em associação com a ocorrência da 
LLA, sr.as o significado da maioria deles é controverso «-s3* .

Até 1947 não havia tratamento específico para as 
leucemias, e a média de sobrevida dos pacientes, tanto 

crianças como adultos, era de 2 a 4 meses . Há 40 anos 

Sidney Farber xntrpdusiu no tratamento das leucemias ura 

antagonista do ácido fólico, a aminopterina, que induziu 

remissão temporária da doença em aproximadamente 50% dos 
pacientes .

A partir da observação de Farber , de que as células 

leucêmicas poderiam ser significativamente diminuídas com a 

administração de quimioterápicos, o tratamento da LLA 

progrediu consideravelmente e a LLA passou, de uma doença 

fatal na totalidade dos casos, para uma doença potencialmente 
curável. Vários fatores contribuíram para este sucesso. Um 
deles foi a introdução de novas drogas quimioterápicas. Na 
década de Í950 estavam em uso, além do methotrexate, a 6- 

mercaptopurina e a prednisona. Na década seguinte já se 
dispunha de vincristina, adriamicina e L-asparaginase. No

3



final da década de 50 iniciou a utilização da terapia 

combinada °®. A formação de grupos cooperativos, que 

conduziram estudos clínicos prospectivos para tratar e ao 

mesmo tempo responder questões sobre a eficácia dos diferentes 

regimes terapêuticos, possibilitou o aumento da sobrevida 

livre de doença para a grande maioria das crianças com LLA.

No final da década de 60 e começo da seguinte, Pinkel e 
seu grupo no St. Jude Children's Research Hospital descreveram 

as primeiras crianças com cura definitiva da doença. Eies 
combinaram todos os agentes ant ineoplásicos conhecidos na 

época, na chamada "terapia total" Esta estratégia usa a

administração de drogas na máxima dosagem tolerada durante a 

indução e introduziu o conceito da profilaxia para a
leucemia do sistema nervoso centrai (SNÜ) com o uso da 
irradiação craniana e methotrexate intratecal !ilA. Esta última 

estratégia de tratamento contribuiu de forma significativa 

para a melhor sobrevida dos pacientes com LLA, e foi 

incorporada aos estudos sistematizados subseqüentes. Com isto, 

a taxa global de sobrevida livre de doença (mais de 5 anos 

após o término do tratamento) aumentou para cerca de 50JC e a 
freqüência de neuroleucemia diminuiu de 50JÍ para menos de Í0%
«.0, ets tis, £■*<&<£>

Apesar da melhoria dos índices de sobrevida, c maior 

obstáculo para a cura da LLA continua sendo a recidiva em 

medula óssea, que é considerada atualmente como um indicador 

da efetividade do tratamento. Por isso, surgiram outras 
cofnbinaçoes de drogas quimioterápicas administradas em menor

4



intervalo de tempo e, muitas vezes, com doses maiores que as 

convencionais, culminando com a chamada "máxima terapia de 

indução intensificada" Esta terapia intensiva adaptada ao
tipo de manifestações clínicas do paciente resultou em 
sobrevida superior a 5 anos em cerca de 70% dos casos.

Besta forma o tratamento moderno da LLA modificou de 

maneira importante a história natural da doença. Para uma 

criança iniciando o tratamento nos anos 8 & o índice de 

remissão é superior a 90% e mais de dois terços dos pacientes 

permanecem em remissão por mais de 5 anos após o término do 

tratamento w '198'“ .

Entretanto, embora o tratamento tenha aumentado muito a 

sobrevida livre de doença, muitas crianças ainda apresentam 

recidiva . Ha metade da década de 1970, tornou-se evidente 

que a LLA na infância não era uma doença homogênea, 

respondendo de forma idêntica a uma mesma terapêutica «'S'®’*2. 
Inicialmente, vários autores propuseram a separação de grupos 
de pacientes com apresentações clínicas particulares, que 

estiveram relacionadas com recidiva da doença, estabelecendo a 

importância de certas manifestações clínicas para o 

prognóstico Observou-se que o prognóstico estava

diretamente associado com a dimensão da massa de tecido 

neoplásico ao diagnóstico. Pacientes com contagem de 
leucócitos acima de Í0 0 . 0 0 0 por mm55, visceromegal ia importante 
e 1infonodomegalia generalizada apresentavam pior prognóstico
CSC5 , / C 3 B

5



Outras manifestações clínicas também associadas a um pior 
prognóstico nao dependiam da massa nsoplásica, mas

provavelmente de alguma característica biológica. Assim, 

comprometimento do SNC ao diagnóstico, raassa tumoral em 

mediastino, idade inferior a S e  superior a 10 anos

estiveram, em muitos estudos clínicos, associados a uma menor 
sob revi da '103 * «©*» eae

Essa aparente heterogeneidade clínica com importância 
prognostica estimulou os investigadores a estudar as células 

leucêmicas procurando identificar diferenças morfológicas, 

citoquímicas e imunofenotípicas, que pudessem oferecer uma 

base celular para a heterogeneidade evidenciada clinicamente

Uma classificaçao morfológica das leucemias agudas foi 
proposta em 1976 pelo grupo cooperativo Francês-Americano-

Britânico (FAB) , mas resultados controversos têm sido 

observados. A principal dificuldade encontrada nesses estudos 

decorre do alto grau de subjetividade na análise morfológica 

da célula leucêmica Si* ,a4S. Mais tarde, em 1981, o grupo FAB 

propôs uma classificação das leucemias agudas 1infob1ásticas 

em três subgrupos: LI, L2 e L3, baseada num sistema de escores 
quanto à relaçao de tamanho do núcleo com o citoplasma, 
presença de nucléolos, regularidade tía membrana nuclear e 
tamanho celular 1Ç>. Vários investigadores têm considerado a 
classificação morfológica FAB reproduzível, útil e de valor 

prognóstico em crianças com L.LA ^   ̂ Crianças

6



7

com mais de 25% de linfoblastos L2 têm uma taxa de recidiva 

«mis alta e sobrevida menor.

Além da morfologia, métodos que evidenciam a presença de 

determinados componentes intracitoplasmáticos também são 
empregados para separar subgrupos de LLA. A presença de 
glicogênio, detectada pela reação citoqufmica do ácido 

periódico de Schieff (PAS), tem sido associada com o 
prognóstico. A maioria dos autores têm observado, que altos 

escores do PAS relacionam-se com uma maior duração da 

sobrevida não sendo, porém, uma variável independente do 

prognóstico . Da mesma forma, a presença de certas
ensimas, principalmente a transferase tíeaxinucleotidil 
terminal (TdT), que é encontrada em associação com certas 

subpopulaçoes linfóides, não possui uma associação 

independente com o prognóstico m*' n ® *  *-»«.

Alterações citogenéticas repetitivas também têm sido 

demonstradas em associação com subgrupos de 1eucemias. 0

significado biológico dos rearranjos genéticos ainda não está 
bem estabelecido, mas os achados preliminares sugerem que as 
translocaçoes oferecem uma vantagem proliferativa para a 

célula envolvida e, desta forma, um pior prognóstico
fcr&nsIüc<&ço£?s Seio SIS 

anormalidades estruturais mais comumente encontradas*-'*®'1 *̂*'. 

As mais freqüentes incluem as translocaçoes t <9;22)<qS3jqll); 
t <8;i4)(q24jq23)i t <4i ií)<q2í;q23)j t(í2;v)<P;v> e a 
t (í ;i9)(q23;p í 3 .3). A translocação t(8;í4) parece ser 
específica e pode ser identificada em quase todos os casos de



LLA de células B. A translocação t (íí;14)<pí3;qi3) è observada 
era casos de leucemia de células T. A translocação
t <4 j ií) < qSÍ ; q23) ocorre mais comumente na LLA de células B
precursoras, particularmente em crianças

Além das característ icas biológicas já citadas, a
aplicação de métodos imunológicos no estudo da LLA permit iu 
uma nova dimensão no entendimento desta doença, assim como a 
obtenção de maiores informações sobre o prognóstico dos 
pacientes, resultando num planejamento terapêutico mais
adequado para grupos de leucemia separados de acordo com o 
imunofenót ipo *.«». <•«»

Uma das primeiras evidencias documentadas de uma 
diversidade imunofenot ípica na LLA -Foi apresentada por Borel la 
e Sen a>® , que demonstraram que os blastos leucêmicos de uma
minoria de pacientes -Formavam rosetas em presença de 
eritrócitos de carneiro (ER) - uma propriedade dos linfócitcs
T A. Isto levou a uma classificação imunológica da LLA era LLA-
T e LLA-não T.

Observações subseqüentes demonstraram que a LLA T acomete 
cerca de 15 a 20% dos pacientes com LLA e está associada com 
maior Freqüência era pacientes com idade superior a 10 anos, 
massa em mediastino, contagem leucocitária inicial elevada, 
comprometimento de SNC, organomegalias, que são manifestações
clínicas relacionadas a pior prognóstico ®®' ®e5s' .

8



Posteriormente foi verificado que células de alguns 

pacientes com LLA expressavam imunoglobulina de superfície 

(IgS), que é uma propriedade dos linfócitos B Desta

forma a LLA não-T foi subdividida em um pequeno grupo 

denominado LLA B e um grupo maior LLA não-T/não-B.

Em Í975 Greaves e cols. descreveram um antígeno
associado à leucemia linfóide aguda comum (CALLA), cuja

presença esteve relacionada a um melhor prognóstico 0

subgrupo LLA não-T/não-B, que corresponde a cerca de 80-85%

dos casos pode, com base na expressão do CALLA, ser

subdividido em LLA Comum (70-75%) e LLA Indiferenciada (5-10%) 
es«6 ,

Posteriormente verificou-se que cerca de um terço das LLA 
Comum apresentavam cadeias pesadas da Igti dentro do citoplasma 
(IgC) as'.>!'1 <a 4 a , Este grupo foi denominado LLA Pré-B e está 

associado à uma duração da remissão mais curta .

A caracter inação das leucemias convencionalmente foi 

feita através da utilização de anti-soros heterólogos, qus 
possuem sensibilidade e especificidade discutível
js'b, nsi , «.©sa, «.<&:», 179, ifâs, t. 9», ee » , ®ía«?, taa r . Inicialmente foram

utilizados para a caracterização das leucemias de células T e, 

posteriormente, foram sendo desenvolvidos reagentes dirigidos 
à linhagem celular B. Com o advento dos anticorpos monoclonais 

ficou evidente que, tanto o grupo de LLA T, como o não-T são 

heterogêneos, existindo vários subgrupos

9



liais recentemente, estudos utilizando rearranjo de 

imunoglobulinas e anticorpos monoclonais, que identificara 

antígenos associados à célula B, têm demonstrado que a maioria 
dos casos de LLA não-T são derivados da linhagem de células B 
cs. 9 .4*. va. 45-s Dessa forma os avanços em várias áreas da 

imunologia e da biologia molecular aplicados ao estudo das 

leucemias con•Firmaram a impressão clínica, de que a LLA é um 
grupo heterogêneo de doenças com comportamento biológico 

diverso.

Alguns autores, em diferentes partes do mundo têm 
reportado resultados de estudos, que mostram uma variação da 
incidência dos diferentes subgrupos de LLA conforme a região 

geográfica ou etnia "■e5«'. Estes estudos parecem indicar 

também uma menor freqüência de LLA Comum em associação com 

condiçoes sócio-econômicas baixas como ocorre na Nigéria, 

4frica do Sul e Arábia

No Brasil, em estudos realizados na Universidade Federal 
de São Paulo <Aa e na Universidade Federal do Paraná foi

observada uma freqüência maior de LLA T na infância, sugerindo 

que os índices mais elevados de mortalidade em nosso meio 

pudessem ser devidos à maior freqüência de pacientes com L.LA 

classicamente identificadas como tendo pior prognóstico.

Por outro lado, alguns autores 0 7 ''’1 acreditam que essas 
variações de incidência da LLA, observadas em certos grupos 
étnicos e mudança na distribuição da faixa etária de maior 
incidência com a evolução das sociedades, não estão,

10



necessariamente, relacionadas com eventos genéticos ou 
ambientais, mas podem ser explicadas com base no proposto 

inicialmente por Stewart e cols. ®a<fr. Estes autores sugeriram, 

que a grande taxa de mortalidade infantil por doenças infecto- 

contagiosas endêmicas pode obscurecer a real incidência da 

leucemia em países ou regiões com menos -Facilidades médicas e 
diagnóst icas.

Devido às manifestações clínicas das leucemias serem 
muito heterogêneas, muitos pacientes com a LLA Comum, que se 
apresentam com sintomas refletindo comprometimento da medula 

óssea incluindo anemia, sangramento e infecção, poderiam não 

ser diagnosticados como tendo LLA *. Estes sintomas, 

principalmente a anemia, não atraem a atenção dos familiares, 

principalmente em áreas rurais ou em países subdesenvolvidos. 
Por outro lado, outros tipos de LLA, menos freqüentes, 
apresentam-se com sinais e sintomas semelhantes àqueles dos 
1 infamas, e devido à presença de massas turaorais, são mais 

facilmente identificados . Ocorre, por isso, que devido à 

sua história natural, muitos tipos de LLA não são corretamente 

diagnosticados, e poderiam ser exatamente aqueles que 

respondem melhor ao tratamento e dessa forma artificialmente 

aumentam a proporção de pacientes com subtipos de pior 
prognóstico .

Recentemente, com a disponibilidade de reagentes 

altamente específicos para subpopulaçoes linfóides, tornou-se 

possível a caracterização de subgrupos de LLA sem as

11



desvantagens dos reagentes policlonais utilizados em muitos 

dos estudos iniciais.

A finalidade deste trabalho é a de estudar a freqüência 
dos diferentes subgrupos de LLA em crianças do nosso meio, 

utilizando anticorpos monoc1 onais, e assim, testar a hipótese, 

de que existe aqui uma freqüência maior de tipos de LLA cora 

pior prognóstico, e verificar se o uso de um painel de

anticorpos monoclonais associado às técnicas convencionais tem 

utilidade para uma melhor caracterização das células 

neoplásicas das leucemias agudas na infância.

2. Sistema Imune 

2.Í. Generalidades

A sobrevida de todos os seres vivos depende da
preservação do ambiente interno. Complexos mecanismos têm

evoluído nos mamíferos, para eliminar partículas 

potencialmente prejudiciais ao organismo. 0 sistema imune 

depende da presença de proteínas solúveis ou integrantes das 

membranas celulares. Essas proteínas podem ligar-se a 

estruturas moleculares existentes nos parasitas
mult icelulares, fungos, bactejrias e vírus. 0 repertório dessas 
proteínas, que funcionam como receptores, possibilita o 
reconhecimeno de aproximadamente Í0 milhões de estruturas 
diferentes, incluindo virtualmente qualquer configuração 

possível dentro do domínio do sistema imune A •1 3 .

12
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0 sistema imune é capaz de reconhecer todas as partículas 

dissolvidas em meio aquoso com dimensão variando entre Í0 e 

Í00 angstrons. Milhões de anos de evolução tornaram-no capaz 
de reconhecer milhares de determinantes antigênicos 
diferentes. Atualmente, com o desenvolvimento da biologia 
molecular, nossa capacidade de entendê-lo e caracterizá-lo 

aumentou consideravelmente s-'feV.

Os componentes do sistema imune, quando confrontados com 

determinantes antigênicos de peso molecular maior que 250 

daltons, devem ser capazes de distinguir essas substâncias 
como estranhas ao organismo e montar uma resposta, quer para 

eliminá-las, quer para tolerá-las *-fâ.

Desta forma, o sistema imune precisa distinguir o que ê 

estranho e o que é próprio do organismo. Esta distinção é 

feita por um sistema de reconhecimento específico que, em 

última instância, é realizado pelos linfócitos T e B, os 

únicos componentes do mecanismo imune que são imunologicamente 
específicos. Este sistema também tem mecanismos efetores não 

específicos, que usualmente amplificam as funções específicas. 

Eles incluem os fagócitos mononucleares, leucócitos 

polimorfonucleares & o siiut®ma de complemento .©ra, nor

Todas as células que compoem o sistema imune são 
derivadas de células hematopoét icas pluripotentes ("stear 

celIs”) ta*,l0a*. Estas células foram inicialmente 
reconhecidas em experimentos nos quais camundongos foram 
irradiados com doses subletais e posteriormente reconstituídos



com células autólogas de medula óssea *®. Atualmente, já se 
conseguiu isolar e caracterizar a stem cell em camundongos

através de ensaios de diluição limitada e»®,. A existência de

um precursor comum para células mielóides e linfóides é

indicada pelo achado de cariótipo anormal (induzido por 

radiação) em células de ambas as linhagens e também pela

habilidade das colônias de células esplénicas reconstituírem a 

resposta imunológica dos animais. Além disso, pelo trabalho de 

Spandgrude e cols.6"3® infere-se que a stem cell dá origem a 
células mielóides ou linfóides, conforme o microambiente no 
qual ela se aloja: baço, timo ou medula óssea.

Pelo fato do sistema imune necessitar ser efetivo contra 

uma grande variedade de substâncias, ele precisou desenvolver 

vários tipos de respostas. Existem basicamente duas divisões 
principais do sistema de defesa orgânica, que é o sistems 

imune inata (não adaptativo) e o sistema imune adaptativa, 

sendo que este último é por sua vez dividido em resposta 

humarã 1 e resposta atfdi&rfa par células xa.

0 sistema imune inato (não adaptativo ou fixo) consiste 

de uma série de barreiras, fatores solúveis e células, que o 

organismo sadio possui já ao nascimento e usa durante a vida. 
A primeira barreira de defesa do organismo é a pele e mucosas 
íntegras. Os cílios da árvore traqueobrônquica impedem a 
penetração de substâncias invasivas, assim como as secreções 

ácidas agem como barreira para microrganismos no estômago. 

Organismos não patogênicos também ajudam a prevenir infecções 
(intestino, vagina). A lisosima, uma enzima distribuída na

34
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maioria das secreções funciona como barreira bioquímica, que 

protege a superfície epitelial da nasofaringe, intestino, 

pulmão e trato gêniturinário. Dos fatores solúveis 

circulantes, alguns, como & © lisosima, estão
sempre presentes, enquanto outros têm a propriedade de serem 

induzidos quando a infecção ocorre, como a proteína C reativa 

e o interferon. Os fagócitos são células, que participam do 

sistema imune inato, embora alguns deles tenham ramificações 
no sistema imune adaptativo.

A entrada de uma partícula estranha com propriedades 

antigênicas 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 antígeno, dose e via de entrada no 

organismo. Existem dois tipos principais de resposta imune 
adaptativa. A primeira é a resposta humoral, que inicia com a 
ligação da imunoglobulina com o antígeno e continua com a 
síntese e liberação de anticorpos no sangue e secreções. A 

segunda é a resposta mediada por célula, que produz linfócitos 

efetores. Tanto a imunidade humoral como a mediada por célula 

têm três importantes características: í) o reconhecimento de

invasores estranhos; £> especificidade na direção da resposta 
no Invasor ; & 3) memória da interação com o antígeno.
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S.S. Participantes da resposta imune.

S.S.Í. Não específicos

Os linfócitos são os únicos componentes responsáveis pela 

especificidade imunológica, que depende de seus receptores 

antigênicos. 0 completo desenvolvimento e expressão da 
resposta imune, entretanto, requer componentes não 

específicos, para agir como amp 1íficadores e modificadores s e .

2.2.Í.Í. Células apresentadoras de antígeno

As células apresentadoras de antígenos são células 
fagocíticas, geralmente macrófagos. Primeiramente pensava-se 
que estas células eram limitadas a células do sistema 
mononuclear fagocítico. Recentemente, entretanto, foi mostrado 
que outros tipos de células, como as endoteliais e gliais, 

podem "apresentar" antígeno

A apresentação do material antig&nico pode ocorrer 

associada à estruturas existentes na membrana do macrófago.. 
que são codificadas pelo complexo maior de
histocompatibi1 idade (MHC) de classe I ou II. Quando os 

antígenos são apresentados na proximidade do HHC de classe II, 
a célula que reconhece este complexo é o linfócito T 
auxiliador ou "helper", enquanto que os antígenos apresentados 

na proximidade do MHC de classe I reagem com o linfócito 

T citotóxico w s .
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2.£.1.2. Leucócitos poliraorfonuc1eares

Estas células podem ser essenciais para o completo
desenvolvimento de reações inflamator ias mediadas por
mecanismos imunes. Assim como os macró-Fagos, são responsáveis

pela ingestão e digestão (fagocitose) de microrganismos. São

células não divisíveis e de vida limitada a horas, com

grânulos que contêm uma grande quantidade de fatores

bactericidas e reservas de glicogênio, que podem ser

utilizadas para produção de energia em condiçoes anaeróbias 
esita

As células fagocitár ias têm um grande potencial
antimicrobiano, mas quando um agente infeccioso entra no 

organismo, esse potencial mostra-se inútil até que seja 

encontrado um caminho que permita ao fagócito capturar o

microrganismo. 0 organismo tem solucionado esse problema 

através de milhões de anos de evolução, pelo desenvolvimento 

do sistema do complemento .

2.£.1.3. Complemento

A fagocitose é facilitada pela ativação do sistema de

complemento, que é um sistema formado por 9 proteínas (CÍ-C9) 

algumas delas com subfraçoes, que são ativadas em seqüência.
Quando o primeiro componente é ativado por um complexo imune
adquire a capacidade de ativar diversas moléculas do 
componente seguinte na seqüência, cada um desses torna-se 
então capaz de atuar sobre o componente seguinte e assim
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sucessivamente, produzindo um efeito de cascata com 

amplificação. Cada fator do complemento pode causar o 

processamento ou ativação de muitas moléculas do componente 

seguinte na seqüência. Os componentes terminais da cascata do 

complemento têm capacidade de 1isar células, presumivelmente 

por alguma perturbação da estrutura fosfolipídica da membrana 
celular.

0 sistema complemento, incluindo tanto m via clássica 
como alternativa, está intimamente envolvido na expressão 

completa de muitas reações imunológicas, incluindo atividade 

antimicrobiana e fenômenos auto-imunes ® i5>.

2.2.1.4. Mediadores solúveis

Os mediadores solúveis, substâncias semelhantes a 
hormônios, são pequenas moléculas através das quais as células 

do sistema imune se comunicam e são moduladas. Não são 

antígeno-específicas, embora sua produção esteja relacionada 

com o estímulo antigênico. Coletivamente, elas são chamadas de 

citoquinas, aquelas produzidas por linfócitos são chamadas de 

1infocinas, e alguns mediadores que agem entre leucócitos são 
chamados de interleucinas. A terminologia não está ainda 
padronizada, mas é evidente que estas substâncias desempenham 
um papel importante na imunorregulação .

A interleucina i (IL-Í) é uma linfocina que ajuda a 

iniciar a fase de indução da resposta imune (também chamada de 

fator ativador de linfócitos). Células apresentadoras de
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antígeno produzem IL-Í quando elas interagem coin o antígeno e 

a célula T apropriada. A IL-i tem um grande número de outras 

atividades, incluindo sua função como pirogênio endógeno, como 

estimulador de fibroblasto, e outras . á interleucina 8 
(IL-S), antes chamada de fator de crescimento da célula T, é 

essencial no desenvolvimento de células T citotóxicas (Tc). 
Ela é secretada por células T ativadas durante a blastogênese 
e é crucial para a expansão clonal de células T e também 

contribui com células B em sistemas colaborativos T-B 
*.*4 ,et.r, ba+ ' ^ interleucina 3 (IL-3) também é produzida por

células T ativadas e tem a habilidade de agir como um promotor 

do crescimento celular ou um fatcr estimulador de colônias. 
Promove o crescimento de muitas células, principalmente 
mastócitos. A interleucina 4 (IL~4) é produzida por células T 
ativadas e parece ser como o fator estimulador de células B. 

Outras interleucinas estão sendo descobertas rapidamente. 

Estas, incluem fatores de reposição de células T e fatores de 

diferenciação de células B. As duas linfocinas que afetam a

função de células B são o fator ote crescimento da célula B
(FCCB), que promove o crescimento e divisão celular destas

células, e o fator de diferenciação da célula B (FDCB), que
possibilita a diferenciação em células plasmáticas liberadoras 

de anticorpos <f*®.

Os interferons (INFs) são um grupo de citoquirias cuja 

natureza exata está sendo reconhecida atualmente. Eles foram 

descobertos no sobrenadante de cultura de células infectadas 
por vírus. Estes fluidos interferiam com a super infecção das 
células por outros vírus, por isso o nome, interferon. Desde



então, três classes principais de INFs foram reconhecidas: 

alfa, beta e gama. Entretanto, é sabido que existem várias 
espécies de IFN em cada classe. Estas moléculas têm muitas 

funções. Uma substância reguladora importante é o gama 
interferon, especialmente em infecções virais. Pode ser 

produzido por células infectadas com vírus e por linfócitos. 0 

interferon ativa as células "Natural Killer"(NK) e geralmente 

promove ativação de macróf&gos, células B e células T 

citotóxicas durante a resposta imune. Ele pode também iniciar 
a eliminação de organismos invasivos ligando-se diretamente à 
sua superfície e criando um imunocomplexo, que é lisado pelo 

complemento

2.5.2. Específicos

A base da especificidade imunológica é a configuração 
única de receptores em linfócitos T (timo derivados) s B 

(medula óssea derivados). Estes receptores (imunoglobuíina em
células B e o receptor de célula T) são heterodímeros

dissulfídicos, que podem reagir, cada um, com apenas um 

determinante antigênico.

2.2.2.Í. Linfócitos T

Os linfócitos T são primariamente responsáveis pela 
resposta mediada por célula. Células T progenitoras são 
derivadas da medula óssea, migram para o timo onde se

diferenciam e se tornam maduras 's*'5'• a®*”. pouco se sabe sobre a 

natureza precisa da célula T pré-t ímica progenitora re<a. Os

20



21

eventos intratímicos da diferenciação da célula T são

relacionados com a compart imentalização dos linfócitos em duas 

regiões distintas dos lóbulos tímicos, córtex e medula. Os 

timócitos corticais representam 85 a 90% dos linfócitos

tímicos, enquanto que os restantes estão na região medular
4  O S '  , SLBJ»  , « S O S '

Os linfócitos T foram inicialmente identificados por sua 

capacidade de ligarem-se espontaneamente a eritrócitos de

carneiro A5’®. Qs linfócitos T também são identificados por 

reagentes específicos. Estes foram, usualmente, obtidos pela

imunização de coelhos com timócitos humanos e submetidos a

adsorçoes extensivas com células não-T para torná-los mais

específicos 0 desenvolvimento da tecnologia dos
hibridomas para produção de anticorpos monoclonais e v #4«Q
tornou disponível vários reagentes monoclonais específicos

para componentes da superfície celular. Muitos destes

anticorpos reagem com células T em diferentes etapas da sua 

diferenciação. Alguns identificam antígenos encontrados em

todas as células T, enquanto que outros, somente em 

determinados estágios da célula T (Quadro í). Os anticorpos 
monoclonais têm provado serem mais sensitivos e 
discriminatórios que os chamados anti-soros heterólogos
r t s  , , S2SSG8

Com a utilização de um painel de reagentes tem sido 

proposto um esquema de maturação intratímica dos linfócitos T 

em 3 estágios, baseado nas alterações da expressão dos 
antígenos de superfície. De acordo com este modelo, três
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estágios podem ser reconhecidos: timócitos imaturos,

intermediário® © maduros *•«»,

Linfócitos imaturos expressam receptor para eritrócitos 
de carneiro e antígenos reconhecidos pelos anticorpos 

monoclonais Tí (CD5), TÍ0 (CD38) e T9. Nenhum destes 

marcadores, entretanto, é específico da linhagem T, pois os 

receptores para eritrócitos de carneiro (T11/CD2) também são 

encontrados em células NK, e T9 é detectado nas células em 

divisão de várias linhagens. Timócitos intermediários são 
identificados pela expressão dos antígenos T6 (CDí), T4 (CD4) 
e T8 (CD8) expressos simultaneamente. Estes últimos marcadores 
(T4 e T8), que são co-expressos pelas mesmas células durante a 
fase intermediária da maturação tímica, são subseqüentemente 

expressos individualmente por grupos de células T "helper” 

(Th/T4), supressoras <Ts/T8> ou citotóxicas (Tc/T8).

As células Th são as diretoras da resposta imune, 
reconhecendo o antígeno e iniciando a resposta. Elas têm 
moléculas de proteínas, na sua superfície, chamadas T4 (CD4>, 

qu® rteonh@c@m a ©at ruí: ura do complexo maior de 
histocompatibilidade (MHC) de classe II. Linfócitos T 
citotóxicos (Tc) também chamados de células efetoras ou 

ativadas, são os operadores na resposta mediada por célula e 

têm moléculas de proteína na sua superfície chamadas T8 (CD8), 
que reconhecem antígenos de classe 1. A célula T supressora 
(Ts> inibe ou reduz a resposta imune .



QUADRO i

ANTICORPOS MGNQCLONAIS QUE REAGEH COM LINFÓCITOS T HUMANOS 

Adaptado de K.A.Foon e cols.

ANTICORPO ESPECIFICIDADE CD

OKTi,ant i-Tí,anti-Leu-í Linfócitos Pan-T CD5

0KT3,ant i-T3,anti-Leu-4 Linfócitos Pan-T(mitogênico) CD3

OKTíi,ant i-Tií,anti-Leu-5 Linfócitos com receptor ER CD2

3Ai,ant i-Leu-9 Linfócitos Pan-T CD7

0KT4, a.nt i-T4, ant i-Leu-3 Linfócitos T helper CD4

GKT8,ant i-TS,ant í-leu -S Linfócitos T supressor ou

citotóxíco CD8

0KT6, anti-Leu-6 T imócitos CDí

OKTÍ0 Timócitos CD38

0KT9 Timócitos, 1 in fob 1astos NA

CD » clasier desígnatian ou designação de grupoj 

NA - não aplicável;

OKI “ Anticorpos da Ortho Systems, Inc., NJ.

anti-Leu- Anticorpos da Becton Dickinson Co., Calif. 

anti-T = Anticorpos da Coulter Immunology, Flo.
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Timócitos maduros também expressam o antígeno T3 (CD3) e
perdem alguns marcadores detectados em estágios mais precoces 

como o T6 <CDí>. Células T periféricas são similares aos

timócitos medulares no seu fenótipo. Uma possível diferença 

está no antígeno TÍ0 (CD38), não detectado na maioria das 

células circulantes e expressos pelos linfócitos medulares®*4. 

Timócitos maduros, indistinguíveis funcionalmente dos
linfócitos T periféricos, deixam o timo e dirigem-se aos
órgãos linfóides, onde eles se localizara nas zonas T- 
dependentes (paracórtex dos linfonodos), e constituem uma
população de células de vida longa, ativamente recirculantes.

Além das estruturas reveladas pelos reagentes acima 

descritos, as células T têm moléculas na sua superfície

denominadas receptores cíe células J, que são específicas para
cada antígeno. Intimamente associada com o receptor está outra 
molécula, chamada T3 (CD3), que participa do reconhecimento 

ant igên ico.

Diferentemente das células D, as células T precisam fazer 

um reconhecimento simultâneo, do antígeno e da molécula do 

complexo maior de histocompatibilidade (MHC). Devido ao fato 
de receptores de célula T e anticorpos terem sorolosicamente 
determinantes comuns (idiotipos), alguns imunologistas 
propuseram que a imunog1obulina (Ig) também é o constituinte 

químico do receptor da célula T. Os determinantes antigênicos 

do receptor da célula T são moléculas de duas cadeias 

distintas, alfa e beta. Ambas possuem regiões constantes e 

variáveis, estas últimas sendo específicas para cada clone de



células T t®?’. Estes genes têm seqüência homóloga com genes da 

Ig, mas são distintos destes. Assira, células T e B usam a 

estratégia comum de recombinação genética para diversidade da 

informação genética. Atualmente se descobriu mais duas cadeias 

para receptor de célula T, chamadas gama e delta, porém sua 
expressão é dispensável para o funcionamento dos linfócitos T 
citotóxicos convencionais e células Th, têm uraa função NK like 

e não são reafcritoa pelo MHC s®O A . Além disso descobriu-se que 

o repertório genético destes genes é limitado .

2.2.3.2. Célula K

A célula K ("killer") é um tipo especial de célula 
linfóide efetora, distinta da célula NK e da a célula Tc. Ela 

funciona entre a resposta mediada por célula e a resposta 

humoral. Tem a habilidade de reconhecer o fragmento Fc da 

imunog1obulina e é capaz de eliminar células que foram 

reconhecidas pelo anticorpo. Desta forma, é responsável pela 

resposta imune chamada de citotoxicidade mediada por célula 

dependente de anticorpo <CCDA> i E .

2.2.2.3. Célula NK

Uma célula que parece funcionar entre o sistema imune 

inato não-adaptativo e o sistema imune adaptativo é a célula 

"natural killer" (NK). Esta célula é um leucócito, que pode 
reconhecer, ligar-se, e destruir células infectadas por vírus 
e células neoplásicas. As células NK são ativadas por fatores 
derivados de linfócitos, entre èles, os interferons. São
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células de raor-fcl-ogia. 1 in-fcide». que não expressam marcadores 
específicos para células de linhagem B ou Y. Possuem grânulos 
azurófilos no citoplasma que são peroxidase negativos. Acha-se 

que os grânulos estão envolvidos no processo citofcóxico. As 

células NK expressam um marcador específico, que é o antígeno 

Leu~7. Além disso, uma proporção destas células tem 

marcadores i.nespecí f icos associados à célula T (T4/Leu-3, 

T8/Leu."S> e formam rosetas instáveis com eritrócitos de 

cavnssiro. A origem dam célula» NK não è conhecida •174.

£.£.2.4. Linfócitos B

A dicotomia entre o sistema imune humoral e mediado por 
célula foi primeiramente observado em aves, que possuem um 

órgão charnado bursa de Fabricius-, responsável pela produção tís 

células B. Em humanos e outros mamíferos, as células B são 

produzidas - em tecidos hemaíopoiéticos (fígado fetal e medula 
ó £>&©&) ®®**®®»4®*.

As células 3 se caracterizam pela expressão de 

imunoglobulina na superfície da membrana citoplasmát ica. 

(IgS), que serve como um receptor para o antígeno. A IgS é 

adquirida no final de um processo de diferenciação

independente de ant íseno 4®5r. Progenitoras de células B, 
comumente chamados de células pré-B são detectadas no fígado 
fetal de 8 semanas e posteriormente na, medula óssea 46,13. Estas 
células expressam somente a cadeia pesada da imunog1obulina 

intracitoplasmática (IgC).
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A diferenciaç&o da célui» 8 ocorre .em dois estágios. No 

primeiro, que é independente de antígeno, ocorre a ativação da 

expressão dos genes que codificam os aminoácidos para a 

síntese das cadeias da imunoglobul iria. Nesta fase, essas 

células podem ser reconhecidas por uma série de anticorpos 

monoclonais como o Ia (HLA-DR), B4 (CDÍ9), Bí (CÜ20), B2 
(CD2Í >, e por alguns outros que têm como antxgenos células de 
leucemias ou linfomasf como o CALLA (CBÍ0) e o p24/BA--2
s 'e s  » s»«r* ,  &

0 segundo estágio de diferenciação é marcado pelo 

encontro de uma célula B com o antígeno. Dessa forma, as 

células B, que são preferencialmente ativadas pela estrutura 

antigenica proliferam e diferenciam em células plasmáticas. 
Estas células secretam moléculas de anticorpos da mesma 
especificidade daquela expressa na superfície da célula B que 
reagiu com o antígeno.

Um número muito grande de anticorpos monoclorsais reagindo 

com estruturas de membrana de linfócitos B têm sido descritos 

(Quadro 2). Alguns destes anticorpos reagem com subpopulaçoes 
de células B, outros reagem com precursores destas células, e 
outros* ainda, com linfócitos B transformados em células 

neaplásicas.

Estruturalmente as imunoglobulinas são formadas por 4 

cadeias polipeptídicas, duas pesadas (H - "heavy") e duas 

leves (L - "light"). A molécula de Ig é também dividida em 
regiões funcionais. A região constante da cadeia H e L
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consiste de uma seqüência de aminoácidos que é & mesma em

todas as imunoglobulinas de uma mesma classe. A região

variável, entretanto, é feita de seqüências de aminoácidos que

são diferentes de molécula para molécula. Esta» regiões são os 
sítios de ligação com os antígenos.

Utilizando o método da digestão das imunoglobulinas pela 

pepsina, as cadeias podem ser seccionadas era dois fragmentos 

Fab, que são constituídos de áreas variáveis e parte da área 

constante de ambas as cadeias H e L, e em um fragmento F c , que 

é composto somente de regiões constantes da cadeia pesada,
sendo conhecido pela sua capacidade de se ligar ao complemento 
não ativado e iniciar a cascata de ativação.

Durante o processo de diferenciação dos linfócitos B a  

primeira classe de Ig a ser expressa na superfície da célula B 

é a IgM. Células com IgM estão presentes no fígado fetal a 

partir da semana de gestação Após a expressão da IgM,
as células B expressam outras classes (isctipos) de Ig, que 
têm as mesmas regiões variáveis, poréra cadeias constantes 
diferentes, desta forma possuindo a mesma especificidade 

antigênica da IgM expressa inicialmente . Os 1infócitos do feto 

humano expressam IgM e IgD na superfície da membrana a partir 

de í3 semanas de gestação, porém, uma minoria de subpopulaçoes 

de células B, ocasionalmente, expressam IgG concomitantemente 

com uma segunda, classe de IgG ou IsA 1,1BiP.

Além da IgS, a célula B possui outras estruturas na sua 
superfície. Ela expressa gIicoproteínas que podem ser de



importância funcional rta sua inferação com outras células e 
seus produtos solúveis. Em adiçao aos antígsnos HLA de cíasss 

I <HLA-A,B,C), que são expressos es« todos os tipos de células, 

a célula B tem também antigènes de classe J.I (HLA-D) . Estes 

isíío fâxpr<29i&Q$ pracocstnenfce nm di-Perænciaç&Q ds cëïuïm B Os 

antígenos h’LA de classe II são gl icoproteínas pol imór ficas, 

homólogas aos genes que codificam os antígenos Ia do

camundongo 8 'S8’,,i3fil e têm função importante na interação de
células B, I e macrófagos, resultando na ativação da célula B.
Eles não são encontrados exclusivamente na célula de linhagem 
B, mas também são expressos em monócitos, células dendríticas, 

células T ativadas e em células precursoras miolóides e

erit róides.

Células B também expressam receptores para complemento 

<C»t» e Cata > ■ 0 receptor Csb é expresso précocement e na
diferenciação da célula B e é encontrado e» muitas células 

pré-B e quase todas as células B de sangue periférico. 0 

receptor C»*» também é expresso em outras células -(monócitos, 
neutrófilos, eritrócitos, células renais, e algumas células 

T), enquanto que, o receptor Cac) parece ser restrito às 
células B *«*.****.

Receptores para a região Fc da imunoglobulina são 
expressos na diferenciação da célula B após o estágio pré-B. 

Têm sido relatados receptores Fc para IgM, IgG, IgA, IgD e 
IgE. Em adição a estes receptores, as células B podem exibir 

alguns outros receptores, que podem servir como marcadores 

celulares: receptor para erítrócito de camundongo e
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receptores para algumas aglutininas. As células B têm também a 

propriedade exclusiva, pelo menos dentro do sistema 1infóide, 

de expressar receptor para o vírus de' Epatein-Barr • A®5'’.

S.S.S.5. Células pl&smáticase células de memória

Quando uma, célula B madura liga-se ao antígeno, ela é 

ativada e estimulada a entrar no ciclo celular e proliferar 

(expansão clonal) Algumas células da progénie começam a
sintetizar Ig da mesma especificidade que a IgS que serviu 

como receptor de ant xgeno. Esta é a essência da teoria 

propostm por üurnet da "sei#«!© elsnal" Eventualmente,

estas células desenvolvem-se em células plasmát icas, que são 

células terminais de diferenciação e têm era média de 8 a 3 

dias de vida.

Nem toda a progénie clonal de uma célula B ativada se 

transforma em célula plasmática. Algumas células reverte® a 

linfócitos pequenos, e esta populaçao expandida de células de 
memória contribui, junto com as células T, para uma resposta 

rápida a um encontro futuro com um mesmo antxgeno. As células 

de memória após certo tempo geralmente perdem IgM e IgD 

expressando apenas IgG iB,tse0.

30
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QUADRO 2

ANTICORPOS HONOCLONAIS QUE REAGEM COM LINFÓCITOS B HUMANOS 

Adaptado de K.A.Foon e cols. ira

ANTICORPO ESPECIFICIDADE CD

BA-3, J5, Antígeno associada à LLA Comum,

anti“CALLA presente em alguns 1 infamas e raras

células normais CDiQ

BA-i CIgM) Linfócitos B, células B maligo as

granulares CD24

Anti-BKIgG«) Linfócitos B, células B malignas CB2©
Anti”“B2< IgH ) Linfésitos B, receptor para E.BM ©' „C®*. CP21 ,

Ant i-B4< IgCâ. > Linfócitos B, células B malignas CÜ22

MNMÓ, PL-13 Células B germinat ivas, alguraas

células B malignas CD 23
Ant i-BL3<IgG*) Subpopulaçoes de linfócitos B,çélu1.as

plasmáticas, células T at ivadas NA

Anti-PC-i(IgM) Células plasmáticas NA

CD =  Cluster designation} NA -  não aplicávelí 
EBO ** Ebstein-Barr virus-,
Anti-B e PC-i = Coulter Immunology, Hialeah, Flo. 
BA-Í =■ Hybricech, Inc., San Diego
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2.3. Arranjo - e rearranjo das imunoglobulinas e receptores de 

células T .

Até recentemente, ura dos maiores paradoxos da imunologia 

era explicar a capacidade quase ilimitada do sistema imune de 

produzir unidades de reconhecimento para aproximadamente í
milhão de diferentes antígenos s . * ^ solução para este
problema surgiu recentemente através de estudos empregando a 

tecnologia do DMA recombinante B 4 e . Estes estudos demonstram 
que os genes que codificam as imunoglobulinas e os receptores 

de células T estão organizados em segmentos descontínuos do 

DNA AS'®. Esta configuração é chamada de linha germinativa 

igerm line), e é encontrada em todas as células do organismo, 

exceto nos linfócitos 8 e T. Nestes, a configuração do DNA é 
diferente daquela que è observada nas células do resto do 
organismo, sugerindo que o DNA das células do sistema imune é 

resultado de recombinação somática, que ocorre quando uma 

célula tronco hematopoiét .ica diferencia-se no sentido da 

linhagem linfóide. A combinação desses segmentos de genes pode 

levar a milhões de diferentes células, cada uma com

especificidade para uma determinada estrutura antigênica 

diferente r .

Cada cadeia pesada é codificada por 4 segmentos de genes: 

V (variável), D (diversidade), J (junção) e C (constante). Os 
três primeiros segmentos codificam a região variável do 

polipeptídeo, enquanto que o segmento gênico C (um para cada 

classe ou subclasse de Ig.) codifica a região constante. Na
con f iguraçao "ge-rm U n e " , estes segmentos de genes estão
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separados por longos trechos de DNA e precisam rearranjar 

antes que um RNAm possa transcrever uma cadeia pesada.

A cadeia leve de Ig é codificada por 3 segmentos: V,J e
C, que, da mesma forma são rearranjados durante a

diferenciação da célula B *•. Os primeiros rearranjos ocorrem 

nas fases iniciais da diferenciação da célula B e resultam na 
justaposição, em um mesmo cromossoma homólogo, de segmentos de 

genes V , D e J. Embora o rearranjo genético possa ocorrer em 

ambos os cromossomas homólogos, rearranjo produtivo só ocorre 
em um deles. Isto resulta em exclusão slélica e previne a
produção, por urca única célula B, de cadeias pesadas contendo
duas regiões variáveis diferentes (figura í).

Em face da recombinação somática ocorrida nas células do 

sistema imune, o BNA destas células é diferente daquele de 

outras células do mesmo indivíduo. Essa diferença do "tamanho“ 

do BNA pode ser verificada laboratorialmente mediante o uso de 
encimas de restrição e sondas de DNA marcados com elemento 
radiativo

Ho homem o gene da cadeia pesada da imunog1obulina está 

localizado no braço longo do cromossoma 14, enquanto que os 

genes das cadeias leves kappa e lambda estão nos cromossomas 
2 e 22 respectivamente (figura 2).

As células precursoras dos linfócitos B, que expressam 
cadeia Hu (M), rearvanjam genes para cadeia leve. Primeiro 

acorre o rearranjo Vt_ —  Ju na família sênica- kappa- e então,
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1. Representação esquemática do rearranjo de
segmentos gênicos de cadeia pesada da Ig.
A. Rearranjo de segmentos gênicos V ,D e em 

um cromossoma homólogo, resultando em 
transcrição de RNAm.

B. Repi^esenta um possível mecanismo de recom- 
binação de regiões de cadeia pesada e subse­
qüente deleção do DMA.

43(Adaptado de CALVERT )
V=variável; D-diversidade; J-junção; C = constarrte .
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FIGURA 2. Representação esquemática da loca­
lização cromossômica das seqüência 
gênicas das cadeias leves e pesada 
da imunoglobulina. .
(Adaptado de CALVERT w ).
V=variável: C=constante; J=junção; 
D=diversidade.



©e não. resultar rearranjo produtivo, ocorre na --Família gên-ica 
lambda. Cada célula B produs somente um tipo de cadeia leve
OV

Como existem 6 segmentos gênicoo funcionai® Jw , íô a 20 

segmentos D, e centenas» de segmentos gênic-os Mm , o número de 

combinaçoes possíveis resultando em diferentes cadeias pesadas 

é muito grande. 0 potencial de diversidade de anticorpos 
aumenta com a combinação de uma cadeia pesada utilizando um 
determinado gene germ line V, com diferentes cadeias leves, 

resultando em especificidade de anticorpo diferente. 0 

potencial de diversidade pode também ser aumentado por mutação 

somática na região V, mas não está claro, em que fase ou 

eatásio da diferenciação dm célula B ítito ocorra

Da mesma forma que as imunoglobulinas, os linfócitos T 
possuem na membrana estruturas peculiares de reconhecimento 

imunológico que são específicos para cada clone de célula T e 

denominadas de receptores de célula T (RCT). Imunoprecipitados 

de estruturas de membrana de populaçoes clonais de células T, 

demonstraram que o RCT é um heterodímero composto de duas

subunidades, de 40 e 45 kilodaltons ligadas por pontes
sulfídicas, denominadas alfa e beta. Os genes que codificam
para essas cadeias apresentam significante homolosia com os 
genes que produzem as imunoglobulinas, mas são claramente 

distintas delas. Da mesma forma que os genes das Ig, os do RCT 

são organizados era segmentos descontínuas do DNA chamados V, 

J, C (para os da cadeia alfa) e V,D,J,C (para os tía cadeia 

beta). Os eventos moleculares que determinara a combinação dos
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segmentos V, D e  J do RCT sao provavelmente muito similares 

àqueles envolvendo os genes das imunoslobulinas. Essa premissa 

ê baseada na verificação de que os sinais para a iniciaçao da 

recombinaçao encontrados adjacentes aos sejjmentos V, D e J do 
RCT sao similares àqueles encontrados aios genes das 

imunoglobulinas. As células B e T, portanto, usam uma 
estratégia comum para eventos de recombinação com -Finalidade 

de estabelecer a diversidade do material genético herdado 
K!*»t, teta*» ^ similaridade da estrutura primária proteica das 

imunoslobulinas, receptores de células T e produtos dos genes 

do complexo maior de histocompatibilidade, sugere que esses 

genes originaram de um ancestral primordial comum

8.4. Fases funcionais da resposta imune íB

A resposta imune inicial básica, também chamada de fase 

indutiva ou aferente da resposta imune, começa com a 

fagocitose pelos macrófagos da partícula antigênica que foi 

previamente reconhecida pelas imunoglobuiinas. Uma vez que os 

anticorpos e clones de células efetoras Foram estabelecidos, a 
fase efetora ou eferente da resposta imune entra esn ação, 
causando a destruição ou inativação do antígeno. A resposta 

imune passa então para uma fase de declínio e certas células 

suprimem ou modulam a resposta (Figura 3).

S . 4 . i . Iridut iva

Após a ingestão do antígeno pelo macrófago ocorre o 
processamento do mesino e expressão na superfície celular de



parte da molélula, que será reconhecida pelos linfócitos 

específicos. Esfces estão preparados para reconhecer o antígeno 
estranho. Com a ligação da célula Th com o macrófago, a 
primeira interleucina, IL~1, é secretada pelo macrófago 

ativando a célula Th.

A célula T ativada secreta interleucinas que influenciam 

outros linfócitos a diferenciar. 0 fator de crescimento das 

células B(FCCB), sscretado pela célula Th, ativa as células B 
a proliferarem e o fator de diferenciação de células B (FDCB) 
estimula a diferenciação em células plasmáticas produtoras de 
anticorpos, produzindo assim a resposta humoral. 

Adicionalmente, a célula Th secreta IL-ê, que Faz com que 

outras células Th cresçam e proliferem. Isto ativa a célula T 

citotóxica (Tc) a produzir clones de células idênticas. As 

células Tc são restringidas pelas moléculas de classe I, tanto 
no reconhecimento, como na fase efetora. Isto é, para a célula 
Tc ser efetiva, o antígeno estranho precisa ser visto em 
proximidade com moléculas de ciasse I. Células T também 

secretam interferon gamá (INF), especialmente durante 

infecções virais. 0 interferon bloqueia viroses, ativa tanfco 

células B como T na sua fase efetora, mantém os macrófagos no 

sítio de infecção e ajuda na digestão de partículas estranhas.

2.4.8. Efetora

Os efetores principais da resposta imune são as células 

plasmáticas produtoras de anticorpos e células Tc. Na 
resposta humoral, os anticorpos estao na circulação para
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neutralizar vírus ou para formar complexos imunes cora 
antígenos que serão eventualmente fagocitados e eliminados. 0 

complemento pode também ligar-se ao complexo Ag/Ac para 

participar da eliminação do material estranho.

Na resposta celular, a célula T ativada vai ao sítio de 

infecção e cornbina com o antígeno, levando à eliminação de 
substâncias ou células. Suspeita-se, que a célula Tc reconhece 

o MHC de classe I e o antígeno, causa lesão na membrana da 

célula o que resulta em lise celular. Finalmente, céïuïas K 

podem eliminar células que já estão ligadas com anticorpo 

através da sua ligação com a porção Fc da imunoglobulina.

2.4.3. Terminal

Se a resposta imune foi efetiva, célu.las supressoras 

modulam os sinais para que células Tc e B retornem ao estado 

de inatividade. Com o passar do tempo, os anticorpos vão 

desaparecendo, mas células de memória, que são ura grande 

número de linfócitos T. e B circulantes no sangue e linfonodos 

iniciam uma nova resposta imune no caso do antígeno aparecer 
novamente no organismo (resposta secundária).
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2.5. Neoplasias do sistema imune

0 grupo de neoplasias do sisterna imune é extremamente 

variável e inclui as leucemias e os linfomas. Inicialmente as 

doenças neoplásicas do sistema imune foram classificadas com 
base na sua história natural, morfologia das células
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envolvidas, distribuição tecidûaï e resposta às medidas 

terapêuticas. Entretanto, estas classificações são limitadas, 

porque não podem acomodar as descobertas importantes no campo 
da imunologia em geral. Com a utilização de metodologia 
empregada na investigação de populaçoes 1 infocitárias normais, 
foi possível uma análise mais completa das leucemias e 
1 in Pomas BE • 7>T ' eíL ' l®*3 »â.a.4. a.«*» , s.e»«<, taisr. ecsA , ee*f

3. Classificação das LLA

Uma classificação mais completa das leucemias linfóides 

agudas e a confirmação de que esta é uma doença muito 

heterogenea foi possível utilizando a mesma metodologia 
empregada na identificação dos componentes do sistema linfóide 

normal J'** <“«*■. o desenvolvimento da tecnologia dos hibridomas, 
que resultou na produção de diferentes anticorpos monoclonais, 
e da genética molecular, que possibilitou a identificação de 

diferenças ao nível do DNA celular, permitiu o desenvolvimento 

de um modelo teórico de diferenciação dos linfócitos, no qual 

as células do tecido linfóide expressam de uma forma ordenada 

e sequencial uma série de estruturas de membrana que podem ser 

reconhecidas por esses anticorpos monoclonais B,,l!88,

Aplicando esta tecnologia ao estudo das leucemias, 

observou-se que para, praticamente, cada estágio de 
diferenciação de linfócitos normais existe um correspondente 

leucêmico. A identificação desses grupos diferentes de
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leucemia possui uma importância mais do que acadêmica devido à 

associação que existe entre o prognóstico e grupos 

particulares de leucemias.

Um dos mais importantes avanços na classificação das 
leucemias linfóides agudas foi a caracterização de que a
maioria das leucemias que não puderam ser classificadas como T 

ou B eram oriundas de linfócitos B imaturos *■**. Isto foi 

possível pelo estudo do DNA das células leucêraicas não-T/não- 

B, que evidenciou rearranjo do DMA idêntico àquele dos

linfócitos U 4 l 'A<sw. Alésn disso, a obtenção de anticorpos

monoclonais que reagem especificamenfce com células da linhagem 
B corroborou a informação de que a natureza celular desse
grupo de leucemias não-T/não-B pode ser atribuído a

precursores dos linfócitos D.

3.Í. l-LA não-T (precursores de células B, Pré-B, Comum e £).

A figura 4 mostra de modo esquemático a distribuição dos 
diferentes antígenos presentes nos linfócitos B. Além destes, 
está também caracterizada a seqüência de rearranjo do DNA afcé 

a produção da imunoglobulina completa

Huitos desses antígenos são detectados por anticorpos 

monoclonais (AcMo), embora a imunog 1 obul iria de superfície e 

citoplasma sejam demonstradas por anti-soros heterólogos.

Quando aplicados ao estudo das leucemias não-T, o padrão 
de reat ividade com os diferentes reagentes monoclonais permite
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FIGURA

P ré-B B Im aturo B Maduro E stág io  de  
desenvolv im ento

la

C D  19

C D  9

C D  2 0

C D  21

C D  10

R earran jo  R earran jo  
de IgH d e  IgL

Cu Slg

A n tigènes  d e  
d ife re n c ia ç ã o

im u n o g lc b u íin a

Representação esquemática da diferenciação 
do linfócito B normal mostrando a associação 
entre a expressão d.e antígenos de diferencia 
ção, rearranjos da .■cadeia pesada (IgH) e leve 
(IgL) da imunoglobulina e a expressão da imu- 
noglobulina intracitoplasmática (C|x) e de su­
perfície (Slg).
(Adaptado de We.inberg™ ) .
CD= Designação de grupo; Ia= HLA-DR.
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a classificação desse grupo de leucemias. 0 quadro 3 apresenta 

uma elassiíicação adaptada de Taon e cols.55'* para as LLA não- 
T. As leucemias classificadas como grupo ï expressam apenas 
antígenos codificados pelos genes da resposta imune (Ia) e 

detectados por anticorpos anti-HLA-DR. Esse tipo de leucemia 

inicialmente foi considerada indiferenciada, porém com a 

técnica que demonstra o rearranjo de DMA para a produçso de 

imunoglobulinas, muitos desses casos puderam ser classifiçados 

como dfí origem B o prognóstico desse tipo de leucemia
ainda não está completamente definido mas aparentemente está 
associado a uma menor sob revi da

0 grupo II inclui aqueles casos em que, além da presença 

do antígeno DR, também está presente o antígeno reconhecido 

pelo anticorpo monoclonal B4 (CDÍ9), que é provavelmente o 

anticorpo monoclonal mais sensível e específico para as 

células da linhagem B. A importância prognostica da presença 
desse antígeno em associação com o HLA-DR ainda não está bem 
definida.

Os grupos III e IV diferem apenas pela reatividade, no 

último, com o anticorpo monoclonal Bí (CD£$> além do CAL.LA 

(CD10). Esses dois grupos contêm usualmente pacientes com 

manifestações clínicas e biológicas associadas à melhor 
resposta terapêutica e têm sido chamados de leucemia comum tía 
in fânc ia.

A característica do grupo V é a presença da cadeia pesada 

da imunoglobul. ina M (Igfl) no citoplasma. Esse achado tem sido
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associado coro a translocação t < í ,• 19> que» acredita-se», lhe
confere pior prognóstico ôts.

Finalmente, o grupo VI inclui aquelas leucemias com 

células neoplásicas que expressam imunogiobulina na membrana 

citoplasraáfcica e apresentara consistentemente translocações 

envolvendo os genes das cadeias pesadas e leves das 
iraunoglobulínas como: t(8>í4>í■tC2#i4> é t<14»8S) s.-*ks,*.vs-_

Clinicamente, esses pacientes apresentara cora •freqüência massa 

abdominal e tendência à disseminação precoce para o sistema 

nervoso central e órgãos extraiinfáticos. 0 prognóstico desse 

grupo de pacientes, principalmente para aqueles cora doença 

envolvendo o 8NC é muito ruim '*8®.

3.8. LLA T

Da mesma Forma 'que- as" leucemias com marcadores de células 
E í as leucemias de células T são heterogêneas. Elas 

representara 15 a 85% dos casos de LLA. Foram originariamente 

identificadas pela presença de. receptores para eritrócitos de 
carneiro (ER). 0 marcador mais sensível para os 1infócitos T é  

provavelmente o antígeno pan-T identificado como Leu-9 .ou CD7. 
Este antígeno está presente na maioria dos tiraócitos e células 
T, mas não em células B ou - era leucemias ou linfomas não-T/não- 
B fr®. 0 antígeno identificado pelo AcMo Leu-i ou CD5 também é 

expresso pela maioria das células T, porém não está presente 

nas células I mais imaturas.
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QUADRO 3 

CLASSIFICAÇÃO DAS LLA NSO-T ^

GRUPO REAGENTES

DR(Ia) CDi9(B4) CDÍ0CCAL.LA) CD20CBÍ) IgC IgS

t  +  -  -  -

1 1 +  + _ ... _

III + + -5' - -
IV + + + + -
V + —

VI + + +/- + +

CD ® ciaster d&signatioa i DR ~ HLA-DR •,

IgC = Imunoglpbulina intracitoplasmáticaj
IgS = Itnunoglobul ina de superfície;

CALLA a Ant ígeno associado à LLA C o m u m .
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Mário s autores têm proposto uma
subclassificação da LLA-T de acordo com o nível de
diferenciação intratímica. Os timócitos mais primitivos (pré- 
T), referidos como grupo I, reagem com os anticorpos
monoclonais T9 e TÍ0 <CD38) e representam cerca de 10% das 
células tímicas. Ho próximo nível da diferenciação t ímica as 
células perdem 19, retêm T10(CD38) e adquirem os antígenos CDÍ 
<T6,leu-6), CD4 <T4, leu-3) e CD8 (18, leu~2>. Este tipo
inclui a maioria dos timócitos e é referido como grupo II ou 
comum. Aproximadamente 20% das LLA-T expressam este fenót ipo. 
No grupo III, mais maduro, os timócitos não expressam mais o 
CDí (T6,leu-ó) e expressam GD4 <T4,leu-3) e CD8 (TB,15,leu-2) 
de forma semelhante aos 1infócifcos T circulantes. 0 marcador 
comum para todos os subgrupos é o Leu-9 ou CD7, mas quase 
todas as células também expressam Tíí/Leu-5 ou CD2, que é o 
receptor para eritrócito de carneiro. Um marcador 
freqüentemente presente é o Leu-í ou C D 5 .

No quadro 4 são resumidos estes dados e é proposto um 
esquema de classificação das LLA-T. Ha figura 5 encontra-se a 
representação esquemática da diferenciação normal do 1infócito 
T mostrando a associação do estágio de desenvolvimento da 
célula T, expressão do antígenc de superfície e rearranjo e 
expressão do receptor de célula T (TCR).

A classificação das 1eucemias 1infoblást icas agudas 
passou por alterações de nomenclatura conforme se foi 
conhecendo melhor a superfície de membrana da célula 
leucêmica. Desta forma em 1975 a LLA era classificada em Hão-
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T/Kão-B (85%), T <í©%) e B (menos que 5 « > . Já em í?S® a LLA 
era subdividida em LLA Comum (70%), Não-T/híão-B (í.5%), T 
(i0%> e B (menos que 5íí> . Em 1985, quando já se dispunha da 

determinação de IgC e anticorpos monoclonais para células de 

linhagem T e B, a LLA foi separada em LLA de células pré-pré-B 

(65%), LLA de células pré-B <Í8%), LLA de células T (Í5%) e 

LLA de? células B (A*À) « < « • ■ * .

A figura ó é a representação esquemática da diferenciação 
linfóide normal associada com as leucemias de linhagem celular 

T e B.
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0UADRO 4 

CLASSIFICADO DAS LLA T

GRUPO REAGENTES

CD7* CDS CDS CDS CD4 CDS CD1

<L9) (Li,Tí) (L5,Tí1> <L4,T3> <L3,T4> <La,T8> <LÓ,TÓ)

l * +<90%> +<75K>

II + + + *(25%) +(90%) +(90X) +

III + + + +/-«# +/-##

a « observado em todas as células T normais*

** « não há expressão simultânea de T4 e T8 como no grupo II 

L = anti-Leu 

T a ÜKT

CD « ciaster desxgnation
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Intra -tím ic a

II

P ó s -íím ic a

III
Estág io  de  
desenvolvim ento

C D 2
CD7

C D 4
C D 8

CD1

C D 3

T C R -ß  ‘ C -TC R  S-TCR  
T C R - t fTC  

Rearranjo

C D 3-S  e CD3-<S m RNA

T C R -t  m RNA

T C R -ß m R N A

1

A n tíg en os  de  
d ife re n c ia ç ã o

R ecep to r d e  
C éiu la  T  
(T C R )

TCR-ot m RNA

FIGURA 5. Representação esquemática da diferenciação
do linfocito T normal mostrando a associação 
entre o estagio de desenvolvimento, expressãoS fvde antigenos de diferenciaçao e rearranjo e
expressão do receptor„de celula T (TCR).
/ i . 5 8(Adaptado de Weinberg ).
CD= designação de grupo; TCR= receptor de 
célula T.



FIG UR A 6 . REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DIFERENCIAÇÃO LINFOIDE HUMANA E LEUCEMIAS DA LINHAGEM B e T
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OBJETIVOS

Determinar a freqüência das leucemias linfdides agudas 

(LLA) do tipo T e na faixa etária de 0 a 20 anos com 

utilização de anticorpos monoc1 onais específicos.

Comparar a freqüência dos subtipos determinados com esta

metodologia com os resultados obtidos em trabalho

anteriormente realizado em nosso meio utilizando anti—so'"os

heterólogos .

Determinar o número mínimo de testes necessários para a 

idendifícaçáo de subgrupos de leucemias conhecidamente 

associados com características clínicas e biológicas e cora o 

prognóst ico.
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CASUÍSTICA

í. População de referência

A população de referência consistiu de pacientes com 

diagnóstico de L.LA, com idade igual ou inferior a 2Í anos.

2. População de estudo

Este grupo voi formado por 63 pacientes tíe ambos os 
sexos, cgs idade variando de ? a s s s s  .a 2? anos e 11 tssses,.. cara 
diagnóstico clínico e laboratorial de LLA, examinados no 

período de Harço de 1987 a Março de 1988.

•2.1. Fonte

Instituições da cidade de Curitiba que recebem este tipo 
de pacientes para tratamento: Hospital de Clínicas da UFP,

Hospital de Crianças Cesar Pernetta, Hospital Infantil Pequeno 

Príncipe, Hospital Nossa Senhora das Graças e Hospital Erasto 

Gaert n e r .



56

S.2. Critério de diagnóstico.

Presença de mais de 25% de células leucêtnxcas no aspirado 

de medula óssea.

£.3. Critério de exclusão dos pacientes.

Positividade das células leucêmicas à reação citoquímica 

da mieloperoxidase e medicação citostática prévia.

2.4. Critérios de definição dos subgrupos de LLA.

2.4.í. LLA T

Chamou-se leucemia 1infoblástica aguda de células T, 

quando 20% ou mais das células leucêmxcas de aspirado de 

medula óssea expressavam receptor para eri-trócito de carneiro 

(ER) a 4°C e 37“C e/ou, quando mais de 20% das células 

apresentavam imunofluorescência com pelo menos um dos 

anticorpos monocionais específicos para a célula T. Foram 
excluídos deste grupo os casos que apresentavam 
concomitantemente um dos marcadores celulares de célula B, com 

exceção do HLA-DR.

2.4.2. LLA não-T

Chamou-se leucemia 1infoblástica aguda não-T, quando as 
células leucêmicas de aspirado de medula óssea expressavam
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antígenos de linhagem celular B ou quando não expressavam 

qualquer antígeno pelos métodos utilizados.

£.4.2.í. LLA B

Denominou-se leucemia 1infoblástiça aguda de células B, 

quando 20% ou mais das células leucêraicas de aspirado de 

medula óssea expressavam imunog1obulina de superfície (IgS).

2.4.£.2. LLA Comum

Denominou-se LLA Comum, quando 20% ou mais das células 
expressavam o antígeno associado à leucemia ?. in Foblást ica 
aguda comum (CALLA), sem expressar IgS mas podendo expressar 

outros aritígenos de linhagem celular B.

2.4.2.3, LLA Pré-Pré-B

Benominou-se leucemia 1 in-Foblást ica aguda Pré--Pré--B, 
quando mais de 20% das células apresentavam imunofluorescencia 
com o anticorpo monoclonal CDÍ9 <B4>, sendo estas células 

negativas para ER, IgS, s para os outros anticorpos 

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

Denominou-se LLA Indiferenciada, aquela na qual 

células leucêmicas não apresentavam reação com nenhum 

testes ou anticorpos inonoclonais utilizados, ou quando 

células reagiam somente com o anticorpo monoclonal HLA-DR.

as
dos

as
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MATERIAL E MÉTODOS

í. Material

í. í. Equipamentos.

- Agitador magnético Mixtron, Toptronix, Ind. Brasileira.

~ Agulhas descartáveis.

-- Agulhas de metal para punção-aspirado de medula óssea.
- Balança Selecta Semi Mikro Í0ôg, Sartorius Werke, Germana. 
-Banho-Maria, Soc.Fabbe Ltda., Mou.í69, SP., Brasil,

- Câmara de Neubauer.

- Câmara de Suta.

- Centrífuga Excelsa 2, Modelo 205 N, Fanen L t d a .,In d .B r a s .

- Centrífuga Internacional tam. 2, Mod.V, International 

Equipment Co., Boston, Mass., USA.
- Contador automático de células sangüíneas, Coulter Counter 

Mod.S.Sr., Coulter Electronics, Inc.Florida, USA.

- Discos de papel de filtro quantitativo íí cm, Hellma 

Sularaericana Ltda., SP., Brasil.
-• Freezer - S ^ C  Indrel Mod . IULT 200, Brasil.

- Freeser -20°C Prosdócimo, Ind.Brasileira.
- Geladeira (~fía~8“C) Prosdóeimo, Ind . Brasi 1 eira .
~ Lâminas de microscópio e lamínulas.
- Microscópio óptico Olyirspus CBA--K, Tokio, Japao.



Microscópio de Imano-Fluorescência Olympus CBA, Tokio.

Pipetas de vidro de í a í® m l .

Pipetas Pasteur, Fischer Scientific Co.»Pittsburg,USA. 

Pipetadores automáticos com ponteiras descartáveis de 20,

25, 109 microlitros, Eppendorf 3Í30 (Germany), Gilson P200 

(France).

Placas de microtitulaçao de polivinil coib 96 escavações e 

fundo em V (Costar).
Placas de terasaki-Microtest 3.034, Falcon, Div. Beet on 

Dickinson, Oxnard, C ^ ., USA.

Selos auto-adesivos de acetato para placas (plate sealer), 

Linbro/Titer'cek , Flow Laboratories, Inc . , Virginia, USA. 

Seringas de precisão Hamilton de Í e 5 microlitros,
Hamilton Co., Reno,Nevada, USA.
Seringas plásticas descartáveis de 5 e 10 ml, Pl-astip’s-k BD 
Suportes de poliestireno para placas de microtitulação.

Tubos cônicos de plástico graduados com capacidade de 50ml 

Falcon 207©, Becton Dickinson, Ca, USA.

Tubos cônicos graduados de 15 ml, Corning, N Y .

Tubos de hemólise de vidro de 50xí0mm.

. 2. Reagentes e soluçoes.

Acetona 100Jí
4cido acético glacial 95%

Albumina bovina, Sigma Chemical Co., St.Louis, USA.

Azida sódica í% , Fischer Scientific Company.

61
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Azmi de Tripan i% (Trypan blue), K&K Laboratories, Inc., 

Plasmaview, NY, USA. Solução corante na proporção de 3:10 

com EDTA sódico a 2% em soro fisiológico.
Cloreto de sódio a 0,85 g%.
Corante de May-Grünwald-Giemsa.

Corante Ah u I de lietileno a 0,33 g% em PBS.

Eritrócitos de carneiro em meio Aíselver.

Etanol absoluto, Kerck S A ., In d .Químicas, RJ, Brasil. 

Glicerina tamponada (<£0% glicerol em PBS + 0,1% azida

sódica).
Heparina, Liquemine Roche - 5000 UI de heparina/ml.

Histopaque 1077 (Lymphocyte separation mediam), Sigma 
Diagnostics, St.Louis, MO, USA.

Heios:

HANKS

RPMI Medium 1.640, Grand Island Biological Co.,NY, USA.

PBS: Fosfato salino tamportado pH 7,2

Fosfato dissódico (Na«HPO^) 1,696 9

Fosfato monossódico (NaHeP C U .HeO) 0,315 9

NaCl 8,500 9

4gua de st ilada qsp. 1000 ml

(Staining media)-. HANKS ou PBS í 00 ml

Anida sódica 1% 1 ml

Albumina bovina 0,1% 0, 100 9
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- Soros:

Soro AB inativado por 30 minutos a 5ó°C, alatido.de doadores 

masculinos não transfundidos, junto ao Banco de Sangue do 

Hospital de Clínicas da UFP, distribuído em alíquotas de 3ml 

e preservado a ~Q0°C.

Soro AB adsorvido com eritrócitos de carneiro: Soro AB de
indivíduos adultos normais adsorvido com eritrócitos de 
carneiro na proporção de S volumes de eritrócitos para um 

volume de soro previamente inativado. Esta mistura foi 

mantida 8 horas em banho-maria e 8 horas a 4°C, sendo 

entSo centrifugada e separado o soro absorvido, que foi 

distribuído em alíquotas de 0,i ml e estocado a ~20°C.

Soro de coelho como fonte de complemento: adsorvido com

células leucêrfiicas na hora do uso (para retirar a provável 

reatividade .inespecí f ica do soro de coelho com as célulasv 

leucêmicas).

Paal de soro humano fresco, de no mínimo 3 a 5 doadores.

- Tris cloreto de amónio - Tampão Tris com pH 7,2-7,4 em 9 
volumes de cloreto de amónio, armazenado a 4 ° C .
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- Conjugados de Imunofluorescência:

-------- Anticorpo---------------------------Procedência
FITC*.Goat ant i-mouse IgG&IgM TAGO,I n c .,Bur1ingame,CA 

C o d .6253 Lote 533Í0Í
FITC .Goat ant i-human IgM Cedido pelo D r . Joseph

mu chain Mirro*»

FITC .Goat ant i-human F<ab ' )e Southern Biotechnology 
Associates.Inc.

* FITC -"fluorescein isothiocyanate"

** St.Jude Children's Research Hospital, Memphis,Tennessee.

Anticorpos monoclonais utilizados nas placas de

microtitulação para imunofluorescência indireta:

Anticorpo Monoclonal____________________Er.QC.edinc.ia________

CD* i (T6A) Coulter Clone

CD 2 (Leu 5b, Til) Becton Dickinson

CD a (Leu 4, T 3 ) Becton Dickinson

CD 4 (Leu 3a, T4) Coulter Clone

CD 5 (Leu í> Cedido pelo Dr.J.Mirro
CD 7 (T3-3AÍ) Cedido pelo Dr.J.Mirro

CD 8 (Leu 2a, T 8 ) Coulter Clone

CD Í0 (J 5 , CALLA) Coulter Clone

CD í 9 (B 4 ) Coulter Clone

HLA -DR (Ia) Cedido pelo Dr.J.Mirro

UPC -Í0 ...LconixaIs n eaatlyolL.. . Cedido pelo Dr.J.Mirro

#CD - "Cluster designation"
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Anticorpos monoclonais utilizados nas placas de Terasaki 

para o teste de microlinfocitotoKicidade:

________ún±ijc.ar.i-io..i-ÍDxm.c.Loii,a.L

Anti-HLA-DR : Da-ALL-i <D8)

Ant i~T : Du-SKW3-Í(Í6B2>

(Pan-T » CD 5) 

 iaO.t-lr.IL.. ____:_jL—í.fi—15__ Ixlialis..

i : ‘x.Q.c.e.d.£'.n.í:.i.B____

Duke University 

Duke University

8. Métodos-

2. i '. Colheita do material.

0 material para os estudos morfológicos, eit:oquímicos e 
de marcadores de superfície foi obtido por punção aspirativa 

de medula óssea, sendo que, para os estudes imunofenotípicos 

foi colhido em seringa heparinizada.

Como controle positivo dos anticorpos monoclonais e para 

a titulação dos conjugados anti-IsM, foram utilizados 
linfócitos de sangue periférico de indivíduos adultos normais 
e de pacientes com leucemia linfocítica crônica.
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2.2. Obtenção das células 1eucêmicas e ajuste da 

concentração .

0 material obtido por punção de fnedula óssea em 

quantidades que variaram de í a 5 ml foi diluído em Hanks ou 

SH (staining medis) até um volume de 24 ml em tubo conico de

plástico com capacidade de 50 ml . Ap ó s  homogeneização, esta
solução foi passada para dois tubos cônicos com capacidade de 
15 ml, contendo 3 ml de Histopaque. Estes tubos foram

centrifugados por 30 minutos a 1800 rpm. Com a centrifugação

ocorrei a formação de um anel de células mononuc1eares por

gradíente de densidade üs anéis de células mononucleares
foram separados em tubo de hemólise e lavados 2 vezes com SH

por í0 minutos a 1500 rpm. A concentração das células foi,
então, ajustada com SM para 2.10 a células/ml e 2.105'
células/rol em 8 tubos de hemólise separados. A suspensão de

células na concentração de £.Í0A cél./ml foi utilizada para as 

técnicas de ER, IgS, IgC e microlinfocitotoxicidade, descritas 

a seguir. A suspensão de células na concentração de 2. í0''

cél./ml foi diluída em igual volume com uma solução a 40% de 

soro AB, resultando uma concentração final de í . 10*'' cél./ml 
com 20% de soro A B .

2.3. Preparo das placas de inicrot it ul ação e de Terasaki.

As placas de microtitulação de polivinil com 96 

escavações foram lavadas com SH sendo, em seguida, 

acrescentado 25 microl ií:ros de cada um dos reagentes em
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escavações previamente definidas. Estas piácas foram 

recobertas com selos auto-adesivos e estocadas a ~7ÔWC até o 
u s o .

As placas de Terasaki são preparadas previamente com os 
anticorpos monoclonais relacionados anteriormente para o teste 
de microlinfocitotoKicidade colocados em escavações 

predeterminadas em sextupllcata c? então estocadas <a~~'70?‘C.

2.4. Titulação dos anti-soros anti-IgM conjugados com 

fluoresceína (utilizados nas técnicas de determinação de IgS e 

IgC) .

Foi colhido sangue periférico de 3 doadores voluntários 

adultos e realizada a separação das células mononucleares por 

gradiente de densidade em Histopaque. 0 anel de células 

separado foi lavado 3 vezes por í0 Minutos a 1500 rpm. As 

células foram ajustadas na concentração de 8.10* cél./ml e 

procedeu-se às técnicas para IgS e X‘gC nas seguintes 

diluições: 1:10, 1:20, 1:50, 1:100 e 1:200. Foi considerada

para uso a diluição em que houve melhor fluorescência.

2.5. Técnica de imunof1uorescência indireta em placas de 

microt itulação s®- í-:t3JI

Retira-se do freezer a -70°G a placa contendo os 
anticorpos monoclonais, permitindo o descongelamento na 
temperatura de geladeira (4°C). A suspensão de células na 
concentração previamente ajustada de Í.Í0T cél./ml (em 20% de
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soro AB> é incubada por 30 minutos à temperatura de 4°C. Após
este tempo as células são lavadas duas vezes com SM por 10

minutos a 1500 rpm e ressuspendidas em SM na concentração de
i.í!-òv cél/ml . Acrescenta-se-, então, 25 microlitros da 

suspensão de células <2,5.3.0® células) em cada escavação da 

placa de microtitulação, que contém os anticorpos monoclonais, 

e incuba-se esta placa em câmara úmida por 30 minutos a 4°C. 

Decorrido este tempo, cada escavação da placa com a mistura é

acrescida de 100 microlitros de SM gelado e a placa é
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm com auxilio de suporte
de poliestireno, repetindo-se esta etapa de lavagem por 3

vezes. Após isto, acrescenta-se a cada escavação 25 

microlitros de conjugado fluoresceinado (FITC, Gostè anti- 

que é um anticorpo secundário anti-Igli e IgG

previamente diluído e titulado. Incuba-se novamente em câmara 

úmida a 4"C por mais 45 minutos e, em seguida, lavasse as 
escavações 3 vezes com SM como mencionado anteriormente. Após 
a última lavagem acrescsnta-se 10 microlitros de glicerina 

tamponada <60% de glicerol em PBS e 0,1% de Az ida sódica) em
cada escavação, ressuspende-se as células e transfere-se o

conteúdo para uma lâmina de microscópio, que é recoberta com 

lamínula e vedada.

Procede-se, então, à avaliação da positividade de células 
em microscópio de imunofluorescência. Linfócitos positivos têm 
um anel fluorescente na sua superfície ou mostram um

pontilhado brilhante na membrana da célula. A avaliação da

positividade das células é obtida contando 100 a 200 células.

0. número de células obtidas é expresso como porcentagem do



69

número total de células da preparação. .Considerou-se o teste 

positivo quando mais de £<D% das células apresentavam 

imunofluorescência na membrana celular.

B . 6 .  T é c n i c a  d® f f l i c r o H n f o c i t o f e o x i c i d a é l «  -  T t í e n ic a  d©

Terasaki & McClelland ®s,a modificada.

Uti1iHando~se seringa de Hamilton, í microlitró da 

suspensão de linfócitos ou células leucêmicas na concentração 

ajustada de 2.Í0‘& cél/ml, é adicionada às escavações da placa

de Terasaki previamente preparada com os anti-soros anti-B,

anti-T e anti-HLA-DR, estocada e descongelada antes do uso. A 

placa é agitada para homogeneilação e, a seguir, a mistura é 
incubada por 30 minutos à temperatura ambiente. Decorrido este 
tempo, adicíona-se 5 inicrol itros de SM em cada escavação, 
deixando em repouso por 10 minutos. Após este tempo, o meio SH 

é desprezado por flicagem e adiciona-se 5 micro'1 itros de 

complemento de coelho previamente adsorvido com células

leucêmicas do paciente, sendo a mistura incubada por mais 40 

minutos à temperatura ambiente. Após este tempo o sobrenadante 

é desprezado e acrescenta-se uma gota da solução corante de 
Anui Tripan em cada escavação da placa, que é deixada em 
repouso por 10 minutos. 0 excesso da solução corante é

desprezado e acrescenta-se uma gota de SM em cada escavação.- 
deixando em repouso por mais í0 minutos para sedimentação das 

células antes da leitura das reações. A placa é lida em 

microscópio óptico e a reação é considerada positiva quando as 

células lisaram e incorporaram em seu citoplasma o corante, 
evidenciando coloração azulada.
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Toda» as reações são -Feitas era sextur- I icatas e é estabelecida 

a média aritmética dos escores baseado nas porcentagens de 
lise celular. Desse modo, é atribuído escore 6 quando mais de 
8Í% das células são lisadas; escore 5 quando a lise atinge 

entre 6í e 80%; escore 4 quando é de 4í a 50%; escore 3 

quando é de 2i a 40%; escore 2 quando é de í. 1 a 20% s escore 

í, quando a lise celular atinge menos do que 10% das células. 

Considera-se reação positiva quando a lise celular é superior 

a 40%

A toxicidade do comp1 emento de coelho e do meio ÍSK) é 
controlada ou testada incubando-se células leucêmicas apenas 

com o comp1emento e o meio.

£.7. Formação de rosetas espontâneas com eritrócitos de 

carneiro <ER> ■» Técnica d© tftsndfâs s c o l s . 
i i i o d  i  f . í c a d a .

Meio mililitro de uma suspensão de eritrócitos de 
carneiro (estocados não mais do que uma semana em solução 

Alselver a 4°C), é lavado 2 vezes em tubo de heinólise com 

solução salina a 0,85 g% e uma terceira vez com SM. Prepara-se 

uma suspensão de eritrócitos a 0,5% em SM antes do uso. Um 

décimo de ml desta suspensão é centrifugada por 3 minutos a 
Í000 rpm e descartado o sobrenadante. Sobre o botão de 

eritrócitos é acrescido 0,1 ml de soro AB previamente 
adsorvido com eritrócitos de carneiro e 0,5. ml da suspensão de 

células ajustada na concent;ração de 2. 10“* cél/ml.
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São preparados £ tubos de hemólise de forma idêntica. Um 

deles é incubado a 37°C em banho-maria por 30 minutos, em 

seguida centrifugado a 800 rpm por 3 minutos c incubado a 4°C, 

no mínimo por i hora. 0 outro tubo é incubado a 37°C por 5 

minutos, centrifugado a 800 rpm por 3 minutos para formar um 

botão de células no fundo do tubo, e então, deixado incubando 

a 37°C em banho-maria, por pelo menos mais í hora.

Para se fazer a contagem das rosáceas, ressuspende-se o 
botao de células suavemente com pipeta de Pasteur em uma gota 

de azul de metileno a 0,33 g% em P B S . As células sao contadas 

em câmara de Neubauer, 100 células de cada tubo, para 

verificar a porcentagem de rosáceas presentes. Define-se

rosácea a todo linfócito com 3 ou mais erxtrócitos de carneiro
aderidos. Os blastos com receptor para eritrócitos de
carneiro, ao contrário dos linfócitos I normais, formam

rosáceas estáveis a 37°C

£.8. Determinação das células com imunog1obulina de su­

perfície (IgS) pela reação de anti-soros anti- 

imunog1obulinas humanas conjugadas com fluoresceína - Técnica 

de Gajl-Peczalska modificada.

Lava-se 0,2 ml da suspensão de células com concentração 

ajustada em 2.10* cél./ml com SM, centrifugando por 10 minutos 
a 1500 rpm. Desprena-se o sobvenadante, acrescenta-se 50 

microlitros do anticorpo fluoresceinado previamente titulado e 

aliquotado, a incuba-se a 4"C por 45 minutos. Decorrido este
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tempo, lavam-se as células com SM ou F’BS acrescido de 0,4% de 

albumina bovina e 0,02% cie azida sódica centrifugando 3 vezes 

por 10 minutos a Í500 rpm. Após desprezar o sobrenadant© 
monta-se uma lâmina de microscópio colocando-se o sedimento e 
cobrindo com lamínula.

A leitura é feita em microscópio de irrmnofluorescência 

com objetiva de imersão. Contain-se 800 células e verifica-se a 

porcentagem de linfócitos com fluorescência. Considerou-se 

positivo o teste que mostrou mais de 20% de células com

fluorescência na membrana.

2.9. Determinação das células com imunoglobulina intra- 

citoplasmática (IgC) - Técnica de Pe&r-l © cols.*®®
laodi ficada.

Em tubo de hemólise é colocado 0,3 ml da suspensãc de 

células na concentração de 2. 10* cél . /ml e 0, 3 ml de uma

solução de albumina bovina a 4,5 g% em PBS (preparo diário).
Transfere-se a mistura para uma câmara de Suta, previamente 
montada com lâmina e papel de filtro, para se obter o

sedimento celular. Quando o sedimento está bem seco, ele é 
fixado por 15 minutos com etanol 95% + ácido acético glacial 

5% ou acetona e, em seguida, lavado com PBS. Deixa-se secar o 

sedimento fixado e d.istribui-se sobre ele 50 microlitros do 

anticorpo fluoresceinado. A lâmina assim preparada é, então, 

incubada por 30 minutos em câmara úmida a 4 ° C . Decorrido este 
tempo o sedimento é lavado 3 vezes com PBS gelado durante 10 
minutos sob -agitação constante. Após secar o excesso de PBS em
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torno do círculo formado pelo sedimento na lâmina, coloca-se 
uma gota de glicerina tamponada e cobre-se c c i ü  lamírrnla.

A leitura é realizada em microscópio de 

iinunofluorescência de forma semelhante a usada para IgS. 

Considera-se o teste positivo quando mais de 10% das células 

mostram imunofluorescência ««»«aes,

B.Í0. Citoquímica.

2.10.1. Reação do PAS

Consiste na demonstração da presença de glicogênio na 

célula leucêmica. Considerou-se PAS fracamente positiva ( + >, 

quando menos que 20% das células leucêmicas apresentavam 

grânulos ou blocos avermelhados no citoplasma; moderadamente 

positiva (++), quando esta porcentagem estava entre 20 e 5<ò%-3 
e fortemente positiva (+++>, quando a porcentagem era superior 
a 50%.

2.10.2, Reação da Peroxidase *••*»* .

Consiste na demonstração da atividade das enzimas 

peroxxdases da célula leucêmica. Considerou-se reação da 

mieioperoxidade positiva quando mais do que 5% das células 

leucêmicas apresentaram granulaçoes marrom-esverdeadas.

2.ÍÍ. Morfologia celular.
A caracterização morfológica das células foi realizada de 

acordo com as determinações do grupo colaborativo Francês- 

Airmricano-Britânico (FAB), que divide os 1 infob 1 astos em 3 
tipo©: L í , L£ 6 L3 í-•? . bso í •>»e , eí i , . t ©e , s. , s. «&<6 , <a 4 , «a*»»
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Para a diferenciaçao entre leucemia com blastos Lí ou L2 

•Foram utilizados os critérios do grupo FAB, através de um 
sistema de escores *••*».

Característica morfológica Escore*

Relaçao núcleo-citoplasmática alta*« em mais

de 75% das células. + A

Relaçao núc leo-c .itop lasmát ica baixa em mais

de 25% das células. -.1

Hucléolos ausentes em mais de 75% das células. + 1
Nucléolos presentes em mais de 25% das células. -í

Membrana nuclear irregular em menos de 25% das
células. V

Membrana nuclear irregular em mais de 25% das

células. --Í
Células grandes**« em quantidade menor que 50% 0

Células grandes em quantidade maior que 50% -í

* Totais possíveis: +2 a -4

Li= 0, +í, +2 L2= -ít -2, -3, -4
** Relaçao núc1eo~citq p 1asmática alta: quando o citoplasma 

ocupa menos que 80% da área da célula.

*** Célula grande: célula com tamanho maior que 8 vezes o 

diâmetro do linfócito pequeno.
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2.Í2. Outros exames complementares.

2.Í2.Í. Contagem de células sangüíneas.

0 sangue periférico dos pacientes foi coletado em vidros 

de 5 ml contendo EDTA potássico para a rotina de valores 

hematimétricos. A contagem de células sangüíneas e a 
determinação da hemoglobina foram realizadas com o Coulter 
Counter modelo S.Sr. A contagem diferencial das células do
aspirado de medula óssea e do sangue periférico foi realizada 

em lâminas coradas pelo May-Grünwa1d-Giemsa.

2.Í2.2. Líquido céfalorraquidiano íLCR).

A contagem do número total de células foi obtida em
câmara de Fuchs-Rosenthal e a diferenciai foi obtida em
lâminas sedimentadas em câmara de Suta e coradas pelo May- 
Grünwald-Giemsa.

2.Í2.3. Raio X de tórax e esqueleto.

0 Rx de tórax foi realizado em todos os pacientes, porém 
o RX de esqueleto somente foi realizado quando havia 
manifestaçao óssea importante.

2.Í3. Manifestações clínicas
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Considerou-se 1infonodomegalia generalizada, quando os 

linfonodos mediam mais do que 2 cm de diâmetro e pertenciam a 

mais de uma cadeia regional náo contígua.

Considerou-se viscev omegal ia acentuada, quando o -Fígado 

e/ou baço mediam mais dé 5 cm abaixo do rebordo costal direito 
e esquerdo respectivamente.

Considerou-se massa mediastinal, quando esta alteração 

Foi detectada mediante radiografia simples de tórax nas 

incidências ântero-posterior e perfil.

Considerou-se comprometimento de SNC ao diagnóstico, 

quando havia mais de 5 células por mm® com características de 
imaturidade no LCR.

£.5.4. Tratamento estatístico.

Para testar a diferença entre as médias dos grupos de LLA 

foi utilizada a análise da variância (ANÜVA) ou teste de 

hipótese F. Para variáveis dicotômicas foi utilizado o teste 

Qui-quadrado (Xa ) com correção de continuidade. Quando 
indicado, aplicou-se o teste exato de Fisher. Alguns 

parâmetros clínicos e laboratoriais foram submetidos ao 
cálculo da média aritmética, desvio-padráo da média e mediana. 

Foi considerado como estatisticamente significativo o limite 

de 5% (p (0,05>.



RESULTADOS



78

RESULTADOS

i. Caracterizaçao dos casos de LLA estudados

Os anexos í a 5 descrevem as características clínicas e 
biológicas dos pacientes estudados neste trabalho.

Foram estudados 63 pacientes com LLA, sendo 34 (54%)

pertencentes ao sexo masculino e 29 (46%) ao sexo -feminino. A 

idade dos pacientes variou de 9 ineses a £® anos e íi meses, 

cora uma idade média de 7 anos. Com rel&çao à cor d» 

observou-se 56 casos de pacientes de cor branca (89%) e 7 de 
cor negra ou parda (íl%).

Tamanho de linfonodos menor que 2 cm foi observado em 43 

pacientes (68%) e 1infonodomegalia generalizada maior que £ cm 

em 20 pacientes (32%). Hepatomegalia ausente ou inferior a 5

cm do rebordo costal direito (RCD) foi observada em 38

pacientes (60%) e hepatomegalia maior que 5 cm do RCD em 25 
pacientes (40%). Quanto ao tamanho do baço, observamos que, 3í 
pacientes (49%) apresentavam ausência de esplenomegalia ou
baço menor que 5 cm do rebordo costal esquerdo (RCE) e 3£ 

pacientes (5Í%> mostravam esp1enomegalia maior que 5 cm do

RCE. Massa mediastinal avaliada através de Raio X simples de 

tórax foi encontrada em 6 pacientes (Í0%). Envolvimento do SNC



79

ao diagnóstico foi observado em 3 pacientes (5%). Estes dados 

estão resumidos na tabela í.

Coiri relação aos valores hemat imétr icos, características 

citoquímicas e morfológicas, observamos que a taxa de
hemoglobina variou de 3,3 g/dl a 13 g/dl, com um valor médio

de 7,55 g/dl e desvio padrao (DP) de 2,09. A contagem de 

leucócitos ao diagnóstico variou de 1.100 por mm® a 288.000 

por mm®, com uma média de 44.550 por mm®, desvio padrao de 

66.710 por mm® e mediana de Í3.300 por mm5*. A contagem de 

plaquetas variou de 2.000 a 390.000 por mms9, com uma média de 

60.160 por mm3 , desvio padrão de 89.980 e mediana de 22.000 
por mm®. A porcentagem de blastos no sangue periférico ao
diagnóstico variou de 0 a 98%, com uma média de 48,5% e desvio 

padrão de 33,75%. Estes dados estão resumidos na tabela 2.

As células leucêmicas da medula óssea analisadas em

esfregados corados pelo May-GrUnwald-Giemsa foram agrupadas

segundo a classificação FAB, tendo sido encontrados 50 casos 

de LLA com o tipo celular Lí (79,4%), 12 casos com o tipo

celular L2 (Í9%) e i caso com L3 (1,6%). A coloração
citoquímica para PAS foi intensa ou moderada em 24 casos 
(38,1%), fraca em 16 casos (25,4%) e ausente em 23 casos

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

Para a caracterização dos marcadores imunofenotípicos, as 

células leucêmicas foram estudadas para ER 4“C e 37°C, IgS,
IgC, microlinfocitotoxicidade com anticorpos monoclonais 
(AcMo) para Anti-B, Anti-T e Anti-HLA-DR, e com
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TABELA í
CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS CASOS ESTUDADOS <N * 63).

Caracter istica clínica n %

Seno (M:F=í,17:í) masculino 34 54
feminino £9 46

Idade M «9m a 20aiim < 2 anos 7 íí
X a 7aim 2 - 6  anos 31 49

DP « 5a2m 6 -Í0 anos 9 í 4
M * 5a4m > Í0 anos 16 26

Cor branca 56 89
negra/parda 7 íí

Linfonodos < 2 cm 43 68
> 2 cm 20 32

Fígado < 5 cm RCD 38 60
> 5 cm RCD 25 40

Baço < 5 cm RCE 3Í 49
> 5 cm RCE 32 51

Massa mediastinal presente 6 10
ausente 57 90

Doença em SNC presente 3 5
ausente 58 92

sem informaçao 2 3

V“ variaçSo ; X= média ; DF'- desvio padrão ,• H« mediana
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TABELA 2
VALORES HEMATIMÉTRICOS E CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS 
E CITOQUíMICAS DAS CÉLULAS LEUCÊMICAS DOS CASOS DE LLA

ESTUDADOS (N=Ó3).

DADOS n %

Hemog1ob ina V = 3,3 a í3,0 ( 6 í 7 27
(g/dl) X = 7, 55 ó-í 0 40 63

DP" 2, 09 > Í0 6 Í0
H := 7,9

Leucócitos g í . í00-288.000 ( Í0.000 27 43
(/mm3 ) X ■= 44.550 i 0— 25.000 14 22

DP- 66.710 25-í 00.000 í 2 í 9
M - Í3.300 > í00.000 Í0 í 6

PIaquet as V = 2.000-390.000 ( 20.000 3í 49
(/mm3 ) X - 60.í60 20--Í00 . 000 20 32

DP= 89.980 > Í00.000 í 2 í 9
M =■• 22.000

Blastos (%> V 0-98 ( 50 28 44,4
(sangue per i -F . ) X == 48, 50 > 50 35 55,6

DP- 33, 75
PAS ( M O ) ++ + í 4 22,2

++ Í0 15,9
+ í 6 25,4
0 23 36,5

FAB ( M O ) L í 50 79, 4
L 2 12 19,0
L 3 1 í , 6

V- variação ; X- média ; DP-- desvio padrão da amostra ; 
M= mediana ; MO- medula óssea.
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imunofluorescência indireta utilizando os Aclio: CD1, CDS, CD3, 

CD4, CD5, C D 7 , CD8, CDÍ0, GDI?, HLÁ-DR (Anexo 5).

Com base nessa avaliação, os casos puderam ser 

classificados e separados em dois grupos principais, o maior, 

com 55 pacientes (87,31%) que denominamos LLA não-T, e um 

menor, com 8 pacientes (12,69%), que denominamos LLA T. Para 

os treze primeiros casos não possuíamos um CALLA (CD10) 

confiável, motivo pelo qual, onze destes casos (17,46%) 

puderam ser apenas classificados como LLA não-T e LLA T, já 
que os marcadores para a linhagem T tinham boa sensibilidade e 

especificidade. A partir do 14° caso, as LLA não-T puderam ser 

subdivididas de acordo com os achados imunofenotípicos em 4 

subgrupos: LLA Comum, com 33 pacientes (66%); LLA B, com í 

paciente (2%); LLA Pré-Pré-B, com 4 pacientes (8%); e, LLA 

Indiferenciada, com 6 pacientes (12%). Estes dados estão 
resumidos na tabela 3.

2. Comparação dos dados clínicos das LLA não-T com LLA T.

2.1. Sexo

A tabela 4 mostra a distribuição dos casos de LLA quanto 

ao sexo. No grupo das LLA não-T não foi observada 
predominância de sexo (11: F=1 : 1, 03) . Entretanto, quando 
considerado o subgrupo que denominamos de LLA Indiferenciada, 

foi observada uma freqüência discretamente maior do sexo 

masculino (M:F~ 2:1). 0 grupo LLA T mostrou também um

predomínio do sexo masculino em relação ao feminino (H:F~3:i).



83

TABELA 3
CLASSIFICAÇÃO IMUNOFENOTxPICA DOS PACIENTES COM LLA

ESTUDADOS.

GRUPOS SUBGRUPOS n %(N-63> %*«<N=50>

LL.A NSO-T 55 87, 3í
COMUM 33 52,38 66
INDIFERENCIADA 6 9, 52 12
PRá-PRÉ-B 4 6, 35 8
B í í ,60 2
OUTROS** í í 17, 46 —

LLA T 8 12, 69 12

TOTAL 63 100,00 100

Pacientes com LLA não-T cujo subgrupo n'áo foi definido 
por falta de marcadores adequados.
«w Porcentagens com a exclusão dos Í3 primeiros casos (N~50)
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TABELA 4
DISTRIBUIÇÃO DOS CASOS DE LLA CONFORME O SEXO DENTRO DOS

SUBGRUPOS (N-63)

CLASSIFICAÇÃO n MASCULINO FEMININO RELAÇÃO
IMUNOFENOTxPICA n<%) n(%) M : F

LLA NÃG-T 55 28(50,9) £7(49,1) 1,03:1
COMUM 33 17(51,5) 16(48,5) 1,06:1
INDIFERENCIADA 6 4(66,7) 2(33,3) 2:1
PRé-PRá-B 4 0 4 0 : **
B í © i 0:1
OUTROS íí 7 4 1,75:1

LLA T 8 6(75,0) 2(25,0) 3:1
LLA não-T x T - Xm~ 2,74 (não significativo ao nível



A diferença entre o grupo LLA náo~T e LLA T, quanto ao sexo, 

nlo é estatisticamente significativa (X<a~2,74).

2.2. Idade

A idade dos pacientes no grupo LLA não-T (55 casos) 
variou de 9 meses a 20 anos e Í1 meses, com uma média de 7 
anos e 2 meses, sendo 7 pacientes com idade igual ou inferior 

a 2 anos (12,7%), 25 pacientes com idade entre 2 e 6 anos 

(45,5%), 9 pacientes com idade entre 6 e 10 anos (16,3%) e 14 

pacientes com idade igual ou superior a 10 anos (25,5%).
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A idade dos pacientes no grupo LL.A T (8 casos) variou de
1 ano e 1 mês a 14 anos, com uma idade média de 6 anos e 10
meses. Quatro pacientes (50%) tinham idade entre 2 e 6 anos, 2
pacient es (25%) t inham idade entre 6 e Í0 anos e 2 pacient es

(25%) idade acima de 10 a n o s .

A análise da variância comparando a idade entre os grupos 

e subgrupos não evidenciou diferença estatisticamente 

significativa (Tabela 5).

2.3. Organomegalias

A tabela 6 mostra a freqüência de organomegalias nos 

grupos e subgrupos. Vinte pacientes apresentavam ao 

diagnóstico 1infonodomegalia generalizada, sendo 14 

pertencentes ao grupo LLA náo-T (25,5% de 55 casos) e 6 ao 
grupo LLA T (75% de 8 casos), portanto, existindo associação



86

DISTRIBUIÇÃO SEGUNDO A
TABELA 5 

IDADE DOS CASOS 
(N-63) .

DE LL.A NOS SUBGRUPOS

CLASSIFICAÇÃO 
IMUNOFENOTíPICA n

VARIAÇÃO
MÉDIA <2

IDADE ( anos) 
2-6 6-10 >10

IJ.E___
LLA N20-T

COMUM 33 1 a4m-20a5m 
7 a 2 m 
5a óm

3 15 5 10

INDIFERENCIADA 6 3al0m--20aí lm
8a i m
óaóin

0 4 1 í

PRá-PRá-B 4 í aí 0m-9a8in
5a7m
3a7m

í í 2 0

B í 4a3m 0 1 0 0
OUTROS 11 9m~15a

óaím
4a5m

3 4 1 3

SUBTOTAL 55 9m-20a.lím
7a2m
5a3m

7 25 9 14

LLA T 8 iaím-í4a 
6a í 0m 
4a9in

0 4 2 2

A N O V A  ( 4 9  c a s o s ) « F P R O B  .

C o m u i n  x  I n d i F . 0 , 0 3 3 8 0 , 8 5 7 0 ( n s )

C o m u m  x  P P B « « 0 ,  5 0 2 3 0 , 4 9 0 7 ( r s )

I n d i f . x  P P B 0 / 4 9 0 2 0 , 5 1 0 9 ( n  s )

C o m u m  x  I n d i f  : x -  P P B 0 , 2 7 8 3 0 , 7 5 8 5 ( n s )

C o m u m  +  I n  d  i  f . + P P B  x  T 0 , 1 8 9 5 0 , 9 0 3 0 ( n s )

A N O V A  ( 6 3  c a s o s )

L L A  N S O - T  >< T 0 , 3 1 1 4 0 , 8 6 2 4 ( n s )

« = excluídos os í3 primeiros casos e í caso de LLA B.
*k = Pré-Pré-B
ns - estatisticamente nao significativo
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TABELA 6
CLASSIFICACSO IHUNOFENOTí PICA RELACIONADA COM A PRESENÇA DE

ORGANQMEGALIAS <N=63> .

CLASSIFICAÇÃO 
I li U N O F E N O T i PICA

LINFONODOS
>2CM

FiGADO
>5CM

BACO
>5CM

LLA N80-T 55 Í4<25,5%)
COI1UM 33 6(í8,2%)
INDIFERENCIADA 6 3(50,0??)
PRÉ-PRé-B 4 0
B í 0
OUTROS íí 5(45,5%)

20(36,4%) 24(43,6%)
í0(30,3%) 
3(50,0%) 
0 
í
6(54,5%)

ÍB(36,4%)
4(66,7%)
0
í
7(63,6%)

LLA T 8 6(75,0%) 5(62,5%) 8(í 00,0%)

LLA N8Q-T >< LLA T •- Xa- 5 ,£(«■) i,i(ns) 6, 8 (•»«■)
■» r~ estatisticamente significativo ao nível de 5%
*«• - estatisticamente significativo ao nível de í% 
ns =  nao significativo.
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entre Iinfonodomegalia general izada e o grupo LLA T

<X6í-5,í72). Dentro do grupo LLA não-T havia 6 pacientes no 

subgrupo LLA Comum <í8,2%) e 3 pacientes no subgrupo LLA 
Indiferenciada (50,0%), não havendo diferença estatisticamente 
significativa entre estes dois subgrupos de LLA nao-T.

Vinte e cinco pacientes possuíam fígado medindo mais de 5 

cm do rebordo costal direito, sendo 20 pertencentes ao grupo 

LLA não-T <36,4% de 55 casos) e 5 ao grupo LLA T (62,5% de 8 

casos). Dentro do grupo LLA nao-T, í0 pacientes pertenciam ao 

subgrupo Comum (30,3% de 33 casos) e 3 ao subgrupo
Indiferenciado (50% de 6 casos). Hepatomegalia acentuada não 
esteve associada com qualquer tipo de LLA <X®=í,05).

Trinta e dois pacientes possuíam baço medindo mais de 5 

cm do rebordo costal esquerdo, sendo 24 pertencentes ao grupo 

LLA não-T. Dentro deste grupo, í2 pacientes pertenciam ao

subgrupo Comum (36,4% de 33 casos) e 4 pacientes ao subgrupo 
Indiferenciado (66,7% de 6 casos). Todos os 8 pacientes 
pertencentes ao grupo LLA T tinham esplenomegalia acentuada. 
Houve associação entre esplenomegalia acentuada e o grupo LLA 

T <X®~6,76) mas não houve diferença estatisticamente
significativa entre o subgrupo LLA Comum e Indiferenciada.

2.4. Hassa mediast inal

Seis pacientes em nossa casuística apresentaram massa 
mediast inal, -5 dos quais pertencentes ao grupo LLA T e í ao 
grupo LLA não-T. Dois pacientes eram ER negativos e 5 foram
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classificados morfologicamente como'Li. A reaçao citoquímica 
do PAS 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 manifestação clínica esteve

relacionada, portanto, com o grupo LLA T, porém não foi

possível considerar outras associações significativas quanto à 

morfologia celular ou idade dos pacientes. Ver tabela 7.

2.5. Doença em Sistema Nervoso Central (SNC)

Envolvimento do SNC ao diagnóstico foi observado em três 

pacientes, sendo dois casos no grupo LLA não-T (N" 7 e 52) e 

um caso no grupo LLA T <N° 4í). Um dos pacientes do grupo LLA 

não-T tinha 8 anos, morfologia dos blastos LI, PAS fracamente 

positivo e contagem inicial de leucócitos de 150.000 por mm® e 
o outro, 9 meses de idade, morfologia dos blastos L2, PAS 
fracamente positivo e 184.@00 leucócitos por mm3 ao 

diagnóstico. 0 paciente pertencente ao grupo LLA T tinha 14

anos de idade, morfologia dos blastos L3, PAS ausente e 14.100

leucócitos por mm3 ao diagnóstico. Este itltimo paciente 

apresentava também protrusão ocular, hipertrofia gengival e 

aumento de volume mamário (Tabela 7).

2.ó. Outros

Massa abdominal foi observada em £ pacientes <N° 29 e
42). No primeiro caso havia massa abdominal extensa com 

ecografia sugerindo envolvimento de órgãos intra-abdominais e 

infiltração do fígado. No segundo caso não havia alteração do
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TABELA 7
CLASSIFICAÇÃO IMUNOFENOTíPICA RELACIONADA COM PRESENÇA DE 

MASSA MEDIASTINAL, ENVOLVIMENTO DE SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
E INFILTRAÇÃO DE OUTROS ORGÃOS E TECIDOS.

CLASSIFICAÇÃO
IMUNOFENOTÍPICA

MASSA
MEDIASTINAL

SNC 
<N=6í>

OUTROS

LLA NÃO-T i/55 2/53 3

COMUM 0/33 í/32 í/íó*
INDIFERENCIADA 0/6 0/6 0
PRé-PRÉ-B 0/4 0/4 i W*
B 0/í 0/í i K#«
OUTROS í/íí i/í0 0

LLA T 5/8 í/8 i

tf Comprometimento de testículos + SNC ao diagnóstico. 
Massa abdominal - In f i11 r ação de o vár i o D .
Massa abdominal extensa infiltrando fígado. 
Protrusão ocular, hipertrofia gengival e aumento de 
volume mamário.
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hemograma, mas a criança apresentava também massa abdominal 

pequena em hipogástrio, devida à infiltração linfóide de 

ovário direito, além de infiltração de medula óssea (40% de 

blastos). Apenas um paciente de nossa série tinha infiltração 

testicular ao diagnóstico <N° 52). Este paciente pertence ao
grupo LLA Comum, e chama a atenção o fato de também ter 

infiltração de SNC e leucócitos acima de 100.000 por mm® 
(Tabela 7).

3. Relação entre os valores hematimétricos ao diagnóstico e 

á classificação imunofenotípica dos pacientes estudados.

3.1. Contagem leucocitária ao diagnóstico.

No grupo LLA não-T (55 casos) a contagem leucocitária ao 

diagnóstico variou de 1.100 a 214.000 leucócitos por mm3 .

Apenas 4 pacientes (7,3%) apresentaram leucócitos acima de

100.000 por mm®. No grupo LLA T (8 caso:-) a contagem

leucocitária variou de 7.400 a 288.000 leucócitos por mnr*. 
Apenas 2 . pacientes (25%) apresentaram contagem abaixo de

25.000 e os seis restantes (75%), valores acima de 100.000 por 

min®. A diferença entre os dois grupos pela análise da

variância foi altamente significativa, havendo portanto 

associação entre contagem leucocitária acima de 100.000 por 

mm3 e o grupo LLA T. Dentro do grupo LLA não-T não foram 
observadas diferenças significativas entre os subgrupos. Estes 
dados estão resumidos na tabela 8.
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TABELA 8
CLASSIFICAÇÃO IMUNOFENOTíPICA RELACIONADA COM VALORES 

HEMATIMÉTRICOS - CONTAGEM INICIAL DE LEUCÓCITOS EM SANGUE
PERIFÉRICO (N::"63 ) .

CLASSIFICAÇÃO VARIAÇSO LEUCÓCITOS . í0:Vmrn3
IMUNOFENOTíPICA n . 10®/mm3 <85

(%)
85-100
(%)

>100
C4'2_

L-LA NSO-T 55 í . í a 814 .0 39 18 4
(70,9) (81,8) (7,3)

COMUM 33 i . i a 814.0 84 7 8
(78,8) (81,8) (6,0)

INDIFERENCIADA 6 7.8 a 88.8 5 1 0
(83,3) (16,7)

PRÉ-PRÉ-B 4 3.6 a 39.0 8 8 0
B í 7 . í 1 0 0
OUTROS íi í .9 a 184 . 0 7 8 8

(63,6) (18,8) .(18,8)
LLA T 8 7.4 a 888 . 0 8 0 6

(85,0) (75,0)

ANOVA (49 casos) F PROB.
Comum >< Indif. 0,6017 0,4511 (ns)
Comum x PPB 0,0669 0,8001 (n s)
Indif.x PPB 1,1058 0,3839 (ns)
C o in u m x I n d i f . x P P B 0,3360 0,7166 (n s)
Comum + Indif.+ PPB x T 15,8681 0,0000 (•KM)

ANQVA (63 casos)
LLA N80-T x LLA T 34,0503 0,0000 (•**)
ns = não significativo ** estatisticamente significativo
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3.8. Dosagem de hemoglobina

No grupo LLA não-T (55 casos) a dosagem de hemoglobina ao 
diagnóstico variou de 3,3 a 13,0 g/dl, com uma média de 7,5 

g/dl e desvio padrão de 2,2 g/dl. Quatorze pacientes (25,5%) 

tinham hemoglobina abaixo de ó,0 g/dl, 34 pacientes (61,8%)

tinham hemoglobina entre 6 e Í0 g/dl e 7 (12,7%), hemoglobina

acima de Í0 g/dl. No grupo LLA T (8 casos) a variação foi de

5,5 a 9,5 g/dl, com uma média de 7,95 g/dl e desvio padrão de 

í,5 g/dl. Seis pacientes (75%) tinham hemoglobina entre 6 e 10 
g/dl e 2 pacientes (25%) abaixo de 6 g/dl. Chamaram atenção os 

pacientes dos subgrupos B e Pré-Pré-B, que, embora em pequeno 

número, apresentaram valores de hemoglobina mais elevados 

quando comparados aos subgrupos Comum e Indiferenciado e 

também ao grupo L.LA T. Esta diferença foi estatisticamente 

significativa. Estes dados estão resumidos na tabela 9.

3.3. Contagem do número de plaquetas

A tabela 10 mostra a classificação imunofenotipica das 

LLA relacionada com a contagem de plaquetas ao diagnóstico. No 

grupo LLA não-T (55 casos) a contagem variou de 2.000 a

390.000 por irim®, com uma média de 66.000 por rim®. Neste grupo 
25 pacientes (45,5%) apresentavam menos que 20.000 plaquetas, 
18 pacientes (32,7%) entre 20 e 100.000 plaquetas e 12 (21,8%) 
mais que 100.000 plaquetas por mm®. No grupo LLA T (8 casos) o 
número de plaquetas variou de 2.000 a 71.000 por mm®, com uma 

média de 20.700 por mmM . Cinco pacientes (62,5%) tinham menos 
que 20.000 plaquetas ao diagnóstico e 3 pacientes (37,5%)
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TABELA 9
CLASSIFICAÇÃO IMUNOFENOTíPICA RELACIONADA COM VALORES 

HEMATIMéTRICOS - DOSAGEM DE HEMOGLOBINA (q/dl) AO
DIAGNÓSTICO <N=63).

CLASSIFICAÇÃO VARIAÇÃO HEMOGLOBINA
IMUNOFENOTíPICA n MÉDIA <6 6~í0 >10

IlE_________________K.________%.______%.
LLA NÃO-T 55 3.3 a 

7.5
13.0 14

(25,5)
34

(61,8)
7

(12,7)
COMUM 33 4.0 a

7.28
2.04

11.3 9
(27,3)

20 
(60,6)

4
(12,1)

INDIFERENCIADA 6 6.6 a 
8 .02 
0.89

9.4 0 6 0

PRÉ~PRÉ-B 4 8.2 a 
10 . 48 
2.08

13.0 0 2 2

B 1 10.5 0 0 1
OUTROS 11 3.3 a 

6.51 
2.10

10.0 i::-U
(45,5)

6
(54,5>

0

LLA T 8 cr i::‘%J . \J ct
7.95
1.5

9 . 5 2
(25)

6
(75)

0

ANOVA (49 casos) F PROB.
Comum x Indi-F. 0,0761 0,7871 (n s )
Comum x PPB 8,7006 0,0056 (*#)
Indif., x PPB 5,1239 0,0534 (n s )
Comum x Indif.x PPB 4,2987 0,0204 <*-«)
Comum + Indi-f.+ PPB x T 3,0181 0,0395 ( )
Comum + I n d i f . x T 0,1627 0,8504 (n s)
ANGVA (63 casos)
LLA NÃO-T x LLA T 0,4587 0,5030 (ns)
ns= não significativo ; ** = estatisticamente significativo.
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CLASSIFICAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA RELACIONADA COM VALORES 
HEMATIMÉTRICOS ~ CONTAGEM INICIAL. DE PLAQUETAS (10:V m m 3 ).

TABELA 10

CLASSIFICAÇÃO
IMUNOFENOTÍPICA n

VARIAÇÃO
MÉDIA

.... ....

<20
%

PLAQUETAS
20-100

%
>100
%

LLA Na Q-T 55 2 a 390 
66
95 .6

25
(45,5)

18
(32,7)

12
(21,8)

COMUM 33 2 a 340 
42.30 
73 . 54

19
<57,6)

10
(30,3)

4
(12,1)

INDIFERENCIADA 6 22 a 280 
127.83 
100.68

0 3
(50,0)

3
(50,0)

PRÉ-PRÉ-B 4 11 a 270
170.25
118.44

1 0 3

B 1 390 0 0 1
OUTROS ií 2 a 146

35.45
42.39

5
(45,5)

5
(45,5)

/
J.

(9,1)

LLA T 8 2 a 71
20.7
23.2

5
<62,5>

3
(37,5)

0

ANOVA (49 casos) F PROB .
Comum x Inelif. 6,1415 0,0179 <*#)
Comum x PPB 9,5008 0,0040 ( M« )
Indif.x PPB 0,3724 0,5650 (n s)
Comum x Indif.x PPB 6,3906 0,0039 (*•«)
Comum + Indif.+ PPB x T 5,3435 0,0031 (««)
Comum x T 0,5060 0,4889 (ns)
ANOVA (63 casos)
LLA NSO-T x LLA T 1,7799 0,1871 (ns)
ns= não significativo; «« - estatisticamente significativo
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entre 20 e Í00.000. Nenhum paciente tinha mais que Í00.000 

plaquetas.

Da mesma -Forma como ocorreu para a dosagem da 

hemoglobina, a contagem do número de plaquetas não inostrou 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos LLA 

não-T e LLA T, entretanto parece haver uma associação entre 
contagem de plaquetas acima de Í00.000 por mm® e- os subgrupos 
de LLA Indiferenciada, Pré-Pré-B e B. Como o número de casos 

nestes subgrupos é pequeno, a importância dessa associação não 

pode ser completamente estabelecida.

4. Relação entre as características morfológicas, citoquí- 
micas e imunofenotíp icas das células leucêmicas dos 
pacientes estudados comparando as LLA não-T e LLA T.

4.Í. Reação citoquímica do PAS

A tabela íí mostra os resultados da reação citoquímica do 

PAS dendro dos diferentes grupos e subgrupos. Vinte e cinco 

pacientes apresentaram reação intensa ou moderada (+++/++) ao 
PAS. Destes, 22 eram do grupo LLA não-T e 3 do grupo LLA T, 
não se evidenciando diferença estatisticamente significativa 

entre os dois grupos (X®=0,i24>, assim como entre os subgrupos 
de LLA não-T.

4.2. Morfologia das células leucêmicas
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Observamos que 79,4% dos casos estudados mostraram 

morfologia dos blastos Li, Í9% morfologia L2 e 1,6% L3, de 

acordo com os critérios revisados do grupo FAB. A tabela 12 

mostra os achados morfológicos das células leucêmicas 
separados conforme a classificação imunofervotípica. No grupo 
LLA não-T observou-se que dos 55 casos, 44 (80%) tinham

morfologia Li e íi (20%), morfologia L2. Dos 33 casos de LLA 

Comum, 30 <9i%) tinham morfologia Lí e 3 casos (9%) morfologia 

L 2 . Dos 6 casos de LLA Indiferenciada 3 <50%) eram Lí e 3

(50%) eram L2. No grupo LLA T (8 casos) observaram-se 6 casos
<75%) com morfologia Lí, í caso (Í2,5%) com amor foi og ia L2 e i
caso <í2,5%) com morfologia L 3 . Hão ‘houve diferença 
estatisticamente significativa entre o grupo LLA não-T e LLA T 

(X^fl^S), porém houve associação ao nível de 5% de 

sigrtificância (Xa=4,94) entre os subgrupos de LLA Comum e 

Indiferenciada, este último mostrando um predomínio da

morfologia celular do tipo L 2 .

4.3. Microlinfocitotoxic idade

0 teste da microlinfocitotoxicidade foi realizado no 

material colhido de medula óssea de 58 pacientes com LLA. 0 

teste com o AcMO Anti~T foi negativo em todos os casos de LLA 

não-T, assim como o teste com o AcMo Anti-B foi negativo em 

todos os casos de LLA T. Entretanto, apenas Í0 em 3Í (32,3%) 
casos de LLA Comum e i  em 6 (Í6,6%) casos de LLA
Indiferenciada reagiram com o Actio Anti-B. Já em relação à LLA 
Pré-Pré-B, a positividade foi de 75% <3 em 4 casos). Quanto à 
LLA T, 4 em 6 casos mostraram reatividade com o AcMo Anti-T
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TABELA lí
RELAÇÃO ENTRE A CLASSIFICAÇÃO IMUNOFENOTíPICA DAS LLA Nm ü -T 
E LLA T E A  INTENSIDADE DA REAÇÃO CITOQUÍMICA DO PAS <N=63>.

CLASSIFICAÇÃO 
IMUNOFENOTíPICA

n
■i + +

PAS
++ + 0

L.LA NÃQ~T 55 12 10

CU
11

21.

COMUM 33 10 7 7 9
INDIFERENCIADA 6 0 1 í 4
PRÉ-PRé-B 4 í 0 3 0
B 1 0 0 0 1
OUTROS íí í 2 1 7

LLA T 8 2 í 2 3

Análise estatística comparando a reação +++/++ com + / 0 : 

LLA nSo-T >< LLA T •- Xa= 0,086 (ns).



TABELA iS
RELACÄO ENTEE A CLASSIFICAÇÃO IMÜNOFENOTíPICA E A MORFOLOGIA

DA CÉLULA LEUCÊMICA.

CLASSIFICAÇÃO
IMUNOFENÜTÍPICA Li (%)

MORFOLOGIA
L8(%> L3 ( % )

LLA NÃO-T 44(80,0) í i (E 0 ,0) 0

COMUM
INDIFERENCIADA 
PRÉ-PRÉ-B 
B
OUTROS

LLA T

33 
6 
4 
i 

í Í

8

30(? Í ,0) 
3(50,0) 
3 
Í
7(63,6) 

6(75,0)

3 ( 9 ,0 ) 
3(50,0) 
i 
0
4(36,4) 

1(12,5)

0
0
0
0
0

Í (i£

TOTAL 63 50(79,4) i 2(19,0) í ( Í ,6)

Co mum x I n d i f er en c :i. ad a 4,94 ( »« p =0, 05 )
Co mum X T X ,s~ 0,07 (ns)
LLA nao-T x LLA T X®== 0,75 (ns)
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u t i l i z a d o  no t e s t e  (56,7%) .  A r e a t i v i d a d e  com o AcMo Anti-HLA- 

DR f o i  de 45,2% para a LLA Comum, 50% para a LLA 

I n d i fe r e n c ia d a ,  75% para a LLA Pré-Pré-B e 33,3% para o grupo 

de LLA T. Estes dados es tã o  resumidos na ta b e l a  Í3.  Os 

a n t i c or p o s  monoclonais a n t i - T  e anti~B u t i l i z a d o s  neste  t e s t e  

são pan-B e pan~T. Um aspecto  que deve ser  lembrado é o de que 

o t e s t e  depende da v i a b i l i d a d e  das c é l u l a s ,  por i s s o ,  embora 

aparentemente e s p e c í f i c o ,  é de s e n s i b i l i d a d e  d i s c u t í v e l .

4 . 4 .  Imunof1u o r e s c i n c i a  I n d i r e t a  e ou t ro s  marcadores 

c e l u l a r e s .

0 anexo 5 mostra com de ta lh es  os r e s u l t a d o s  de todos  os 

t e s t e s  i m u n o f e n o t í p i c o s . Na t ab e l a  Í4 procuramos mostrar a 

p o s i t i v i d a d e  dos t e s t e s  de acordo  com a c 1a s s i f i c a c ã o  

imunofenot íp ica  em que as LLA foram i n c l u í d a s .  Pode-se

observar que no subgrupo de LLA Comum, além do marcador CDÍ0

(CALLA) indispensáve l  ao d i a g n ó s t i c o ,  69% dos casos  também 

mostraram o marcador CDÍ9 (B4) e nos 3í  caso s  em que f o i  

t es tado  o a n t i c or po  monoclonal anti-HLA-DR e s t e  f o i  p o s i t i v o  

em 27 (87%). Foram observados d o i s  cas o s  p a r t i c u l a r e s  (N° í8  e 

49) no subgrupo Comum. 0 pr imeiro  (N° i8)  é um p a c i e n t e  do sexo 

feminino,  com 3 anos e 4 meses, apresentando apenas

hepatomegalia , sem 1infonodomegal ia gene ra l i z ada  ou 

esp lenomegal ia ,  sem massa em mediast ino  ou comprometimento de 

SNC, 3.200 l e u c ó c i t o s  por mm® ao d i a g n ó s t i c o ,  m or f o l og i a  Li ,  

PAS f r a co  p o s i t i v o ,  ER a 4°C e 37°C nega t i vos ,  

m i c r o l i n f o c i t o t o x i c i d a d e  negat iva  para a n t i - B ,  a nt i -T  e a n t i -  

HLA-DR, a n t i c or p o s  monoclonais para a linhagem T negat ivos  com
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TABELA í3
RELAÇÃO ENTRE A CLASSIFICAÇÃO IMUNOFENOTíPICA E OS 

RESULTADOS DO TESTE DE MICROLINFOCITOTOXICIDADE (N=5S).

CLASSIFICAÇÃO 
IMUNOFENOTÍPICA

n MICROLINFOCITOTOXICIDADE 
ANTI-B ANTI-T ANTI-HLA-DR

LLA NÃO-T 52 15/52 0/52 27/52
(28,8%) (51,9%)

COHUli 31 10/31 0/31 14/31
(32,3%) (45,2%)

INDIFERENCIADA 6 1/6 0/6 3/6
(16,6%) (50,0%)

PRÉ-PRá-B 4 3/4 0/4 3/4
(75,0%) (75,0%)

B 1 0/1 0/1 0/1

OUTROS 10 1/10 0/10 5/10
(10,0%) (50,0%)

LLA T 6 0/6 4/6 2/6
(56,7%) (33,3%)
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TABELA í 4
MARCADORES CELULARES ENCONTRADOS NOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE

LLA T E NÃO "T.

MARCADORES
CELULARES

LLA N m O-T 
COM. INDIF. PPB B

LLA T
OUTROS

ER 4° C 
ER 37,;>C 
IgS 
IgC 
CDí
CD2 (Tí 1, ER)
CD o
CD4
CD5
CD7 (pan-T) 
CDS
CD10 (CALLA) 
CD19 (B4) 
HLA--DR

1/16

Í/ÍS

C. /  v

4/4
4/4

1/1
1/1
1/1

Ó/S
6/8

3/5
5/7
c/ o
3/8
0/4
3/3
5/8

7/11

COM.- Comum; PPE*-~ Pré--Pré~B; INDIF.™ Indiferenciada.
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exceção de CD4 que mostrou uma positividade de células com

imunofluorescência de 29%, CDÍ0 de 60%, CDÍ9 de 49% e Anti-

HLA-DR de 57%. 0 segundo caso (N°49) é tambésri um paciente do 

sexo feminino, com 3 anos e 6 meses de idade, apresentando

1infonodomegalia generalizada e hepato-esp1enomegalia maior

que 5 cm do RCD e RCE, sem comprometimento de mediastino ou 
SNC, £.400 leucócitos por mm3 ao diagnóstico, morfologia 

celular L2, PA8 fortemente positivo, ER a 4"C e 37°C 

negativos, microlinfocitotoxicidade negativa para anti~T,

anti-B e anti-HLA-DR, CD3, CD4, CD8 negativos, CD7 (Pan-T) de 

70%, CDÍ0 de 6í%, CDÍ9 de 52%. Portanto, apesar dos dados 

clínicos e hematológicos serem mais sugestivos de LLA Comum, 
apresentaram também positividade com um anticorpo monoclonal 
para célula T.

No subgrupo que denominamos de Pré-Pré-B e que

corresponde a 4 casos observa-se positividade com o anticorpo 

monoclonal CD i9 e anti-HLA-DR. Os demais testes foram 

negat ivos.

0 único caso de LLA B (N029) além da presença da 
imunoglobulina de superfície (IgS) em 49% das células, tinha 
CPÍ0 (CALLA) fracamente positivo (25%), CDÍ9 positivo (47%) e 

anti HLA--DR positivo (8í%). Clinicamente, caracterizava-se por 
ser uma criança do sexo feminino, com 4 anos e 3 meses de 

idade e no exame apresentava extensa massa abdominal de 

difícil delimitação. Apresentava uma hemoglobina inicial de 
Í0,5 g/dl, uma 'ieucometria de 7.Í00 por mm;B e 390.000 
plaquetas, sem blastos percebidos em sangue periférico. A



104

medula óssea estava infiltrada por 40% de células leucêmicas 

com morfologia Lí e a coloração citoquímica pelo PAS foi 

negativa. Os níveis elevados de hemoglobina e plaquetas, e a 
ausência de linfoblastos em sangue periférico, sugerem tratar- 
se de um provável 1 infama não-Modgkin derivado de linfócitos 

B, de apresentação primária abdominal, e com invasão 

secundária da medula óssea.

Os dados de marcadores imunofenotípicos referentes ao 
grupo LLA T estão mais detalhados na tabela Í5, onde se 
observa que 6 dos 8 pacientes com LLA T tiveram ER positivo 

(75%). Este dado correlaciona bem com o anticorpo monoclonal 

CD2 (Tíí), que corresponde ao receptor ER, e que foi positivo 

em 5 do 7 casos analisados (7Í%). Os marcadores CDS e CD7 são 

Pan-T. Não sabemos a razão de negatividade do CD5 nos quatro 

casos em que foi utilizado. Já o CD7 foi disponível em apenas 

3 casos e foi positivo nos três. Em três casos o CD8 foi 
positivo isoladamente (sem CD4), tendo concomitantemente ER , 
CD2 e CD7 positivos, indicando tratar-se de uma célula T mais 

diferenciada <N‘34 í , 54,62) . 0 paciente N"4Í caracterizou-se

clinicamente por ser do sexo feminino, com Í4 anos de idade, 

por apresentar organomegalias, protrusão ocular, hipertrofia 

gengival e aumento de volume mamário, infiltração do SNC, 

morfologia celular L3 e Í4.Í00 leucócitos por mma ao 
diagnóstico. Os dois outros, n° 54 e 62, são do sexo masculino 
com 3 anos e 6 meses, com organomegalias, ambos com massa de 

mediastino, leucometria acima de Í00.000 por mm®, morfologia 
dos blastos Li, reação do PAS moderada e fracamente positiva, 

respect ivamente.
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TABELA Í5
RESULTADO DOS TESTES IMUNOFENOTxPICOS DE MARCADORES CELULARES

NAS LLA T (N~ 8).

N® IDADE LEUCÓCITOS ER ER CD CD CD CD CD CD CD
<anos) . Í0''£sminía 4o 37° 1 2 3 4 5 7 8

X  X %.___ %___ X____ÍL___%___ X___ &
06 8a3m 7.4 45 40 - 39 - - ~ NA -
0? 2a 1 m Í44.8 45 60 - 38 “ - - NA -
í 4 6a8m í.88.0 - - 24 10 í £ 38 NA NA 75
es í4aím Í7Í.& - - 36 - - 68 - NA 34
34 3a4m ÍÓ9.0 85 68 24 30 37 2© „ NA -
4í Í3al0m í 4 . i 87 54 NA NA 27 i9 NA 32 37
54 3a6m 888.0 54 32 NA 73 - - NA 77 65
62 3a5iíi 205.0 85 7í NA 95 NA 86 éí

NA ” não analisado;
= <í% de células com imunofluorescência
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DISCUSSÃO

Progresso considerável tem sido obtido no tratamento 
global da leucemia linfóide aguda na infância. Embora poucas 

drogas novas tenham sido incorporadas à terapêutica nos 

Últimos dez anos, informações no campo da biologia celular ae* 

permitiram, que os quimioterápicos fossem usados de modo mais 

eficaz. Da mesma forma, avanços no controle de infecções e no 

tratamento suportivo foram importantes para a melhoria dos 

índices de cura at{s.

Entretanto, uma proporção significativa de pacientes 
ainda não são beneficiados pela terapêutica atuai e, 

eventualmente, Falecem em conseqüência da doença, ou de suas 

comp1icaçoes. Também deve-se considerar os efeitos colaterais 

do tratamento e aqueles pacientes, que considerados curados, 

poderão apresentar, no futuro, seqüelas decorrentes da 
intensidade ou do tipo de tratamento empregado i a i .

Conseqüentemente, existe grande interesse em caracterizar 
subgrupos de LLA, objetivando, por um lado, o aumento da 
intensidade do tratamento ou da experimentação de novas drogas 

e/ou novas estratégias para o controle da doença e, por outro 

lado, a administração de tratamento de menor toxicidade para
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aqueles pacientes, que tenham características clínicas e 

biológicas associadas à uma melhor resposta terapêutica <8°®.

■Infelizmente não existe nenhum dado isolado, que, por si, 
possa separar esses grupos de pacientes com prognóstico 
distinto. Porém, quando algumas caracterísfcicas clínicas e 

biológicas são analisadas em conjunto, a evolução clínica dos 

pacientes poderá ser antecipada com razoável nível de 

segurança Um grande número de estudos recentes têm

mostrado evidências de que o fenótipo imunológico da célula 
envolvida na transformação leucêmica tem significado 

prognóstico, independentemente de outras variáveis clínicas 
como idade e contagem inicial de leucócitos
7 8 ,  S.B)V , Bi. 4 , &Í.V , S&B

Para uma melhor caracterização das LLA, é essencial o 

conhecimento de certos marcadores exibidos pela célula 

leucêmica, pois a linhagem e o estágio de ünaturaçãc celular 
estão associados aos achados clínicos e ao prognóstico, e têm 
contribuído para a compreensão do desenvolvimento de 
precursores linfóides normais e a origem celular das doenças 

malignas linfóides

Como exemplo da importância de tais estados, a introdução 

de anticorpos monoc1 onais, que detectam antígenos expressos 
pela linhagem mielóide, permitiu a identificação de algumas 
leucemias anteriormente classificadas cosio linfóides ou 
indiferenciadas. Além disso, recentemente foi observado, qu.e 
certas leucemias cc-expressam antígenos de linhagem linfóide e
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mielóide, na mesma célula ou em duas populaçoes leucêmicas 
diferentes rto mesmo paciente k v  , , ±7». ,m&*>. irv ^

interessante observar, que a maioria apresentam uma doença 

mais resistente ao tratamento habitual, seja para leucemia 

linfóide ou mielóide, sugerindo que, uma estratégia

alternativa de tratamento utilizando uma combinação de 

modalidades terapêuticas ou transplante de medula óssea deva 
ser explorada para esse grupo de pacientes. Esses estudos com 

emprego de reagentes mais específicos têm, também,
possibilitado a resposta de muitas questões referentes à 

freqüência dos diferentes subgrupos de LLA em várias regiões 

geográficas, podendo haver uma melhor apreciação da história 

natural dessas doenças em grupos populacionais distintos.

Os resultados de nossa investigação, utilizando 
anticorpos monoclonais para a caracterização e classificação 
das leucemias agudas em pacientes até 21 anos de idade, 

revelaram que não há diferença na freqüência de leucemias de 

células T quando comparada àquela reportada pela maioria dos 

investigadores de diferentes países, que citam porcentagens 

de í£% 23% K<i>s, í 4,2% íí ,7% 16,5% 16% .

Foram observados 8 casos de LLA T (Í2,7%) entre 63 casos, 

consecutivamente estudados. Mesmo se outros dois pacientes 
(N"18 e 49), cujas células co-expressavam antígenos associados 
à linhagem B e T fossem incluídos neste grupo, ainda assim, a 

freqüência de casos (15,9%) estaria em concordância com os 

referidos pela maioria dos autores. Este resultado, 

entretanto, está em desacordo com aquele observado em trabalho
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anterior realizado em nossa instituição que verificou uma

freqüência de LLA T de 40%, e com outro investigador ** na 

Faculdade de Medicina de São Paulo, que encontrou uma 

freqüência de 30% na faixa etária até 15 anos. Resultados 
semelhantes aos encontrados em Curitiba e Sao Paulo, foram 

descritos por Borella e cols.3® em 1977, que observaram uma
porcentagem de LLA T de 33% em crianças tratadas no St.Jude
Children's Research Hospital.

0 grupo LLA nao-T corresponde, em nossa casuística, a 

87,3% dos casos. Cinqüenta pacientes puderam ser subagrupados, 

sendo 66 % classificados como LLA Comum, 2% LLA B, 8% LLA Pré- 
Pré-B, 12% LLA Indiferenciada. Onne pacientes (17,46%) do 
grupo LLA não-T não foram subclassifiçados, porque, para os 13 
primeiros casos de nossa série, náo dispúnhamos de anticorpo 

monoclonal confiável para a detecção do antígeno associado à 

LLA Comum.

Os nossos resultados referentes à classificação dos 

subgrupos de LLA não-T também concordam com os reportados na 
literatura. A LLA Comum é a mais freqüentemente encontrada em 
crianças, principalmente entre 2 e 10 anos de idade. A sua 

freqüência tem variado de 63 a 80 % nos diferentes estudos

 ...... Essa vav-iação pode decorrer do

fato de algumas instituições atenderem pacientes de várias 

faixas etárias. Este subgrupo está consistentemente associado 

a um melhor prognóstico.
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0 subgrupo de LLA, que não expressa o antígeno CALLA, mas 

possui marcadores de células B precursoras, denominado por nós 

de Pré-Pré-B, habitualmente não é considerado separadamente 
na maioria das classificações, onde se encontra normalmente 
incluído no grupo LLA não-T/não-B ou null. A freqüência de 8% 

observada em nossa casuística é semelhante à reportada pela 

maioria dos investigadores.

0 subgrupo LLA Pré-8 (presença da cadeia pesada da 
imunoglobulina H no citoplasma), embora também pertença à 
chamada L.LA não-T/não-B, em estudos mais recentes já é 

individualizado devido à sua possível associação com o 

prognóstico. Como não dispúnhamos de controle positivo para 

IgC, não incluímos o resultado dessa análise. Há relatos de 

que aproximadamente íi a 24% a«&, »s», s«i a*®

casos de LLA de linhagem B possuem -imunoglobul ina 

intracitoplasmática. A importância dessa verificação decorre 
da recente observação, de que isto implicaria em uma maior 

resistência da doença à quimioterapia convencional Pui

e cols.®°* observaram trans!ocação t (í ;í9)(q23;pi3.3) em 23% 

dos casos de LLA Pré-B por eles estudados, além de outras 

alterações citogenéticas em menor proporção. Isto explicaria, 

em parte, o mau resultado da terapêutica reportado para este 

grupo de pacientes.

Apenas um caso de nossa série foi considerado como 

leucemia de células B, freqüência semelhante àquela descrita 

em outras instituições, onde varia de 0,6 a 4%
, r et, ves. Via , it«v
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Hesmo aplicando uma série de reagentes, alguns casos não 

puderam ser classificados de acordo com modelo da 

diferenciação linfóide normal. Esses casos foram classifiçados 

como LLA Indiferenciada. Esta foi, também, em muitos 

trabalhos, incluída no grupo LLA não-T/não-B ou null, mas em 
estudos mais recentes, os quais diferenciam este subgrupo, 
encontramos porcentagens variando de 4 a íí% 

portanto, concordantes com o nosso resultado.

A discrepância dos achados referentes à freqüência de LLA 

T em trabalhos anteriores, pode ser devido à metodologia 

empregada ou à amostragem tendenciosa. No primeiro e terceiro 
estudos c it ados » a® f a técnica para d et ecção dos ant í genos
associados à linhagem de células T utilizou anti-soros 
heterólogos, o que pode ter superestimado a proporção de

pacientes com leucemia de células T. Estes anti-soros foram 

preparados por uma variedade de processos de imunização,

principalmente em coelhos. 0 reagente obtido requeria

procedimentos de adsorção extensivos coin uma variedade de 

células não-T, sem contudo haver garantia de especificidade, 

pois poderiam reconhecer antígenos diferentes e 
presumivelmente populaçoes de células diversas, por não serem 
completamente específicos i b b , i t b , íp-o » *e»o _ n 0 segundo

estudo citado *3 , a caracterização de leucemias de células T 
foi realizada empregando a técnica da formação de rosetas 

espontâneas em presença de eritrócitos de carneiro (ER),

algumas vezes com material para estudo proveniente de sangue 
periférico. Como é freqüente encontrar populaçoes de
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linfócitos T normais residuais circulantes, é possível que 

houvesse a inclusão de casos de L.LA não-T como sendo T. Além 

disso, foram incluídos no grupo LLA T pacientes com ER 
negativo a 37°C. Quando se utiliza esta metodologia para o 
estudo de células leucêmicas é aconselhável usar material de 
aspirado de medula óssea para evitar falsos positivos como 

salienta Lauer e cols.43*. Além disso, desde o estudo 

realizrado por Borella e Sen 31 e Ishii e cols.d-4V', ficou 

demonstrado que a temperatura de incubação da suspensão de 

células leucêmicas com eritrócifcos de carneiro também tem 

importância na contagem final das células que formam rosetas, 

pois estas são formadas tanto a 4°C como a 37C*C, enquanto que 
os linfócitos T circulantes perdem esta capacidade a 37°C.

Em nosso trabalho, procuramos incluir casos de várias 

instituições que assistem pacientes de diferentes grupos 

etários e todos aqueles com diagnóstico de leucemia aguda 

realizado no período desse estudo. Além disso, para todos os 
pacientes, a análise do imunofenótipo foi realizada em
material colhido de aspirado de medula óssea e a técnica

utilizada empregou reagentes monoclonais específicos

concomitantemente com as técnicas convencionais anteriorsnente 

usadas.

A caracterização morfológica e o estudo citoquímico da 
célula leucêmica têm sido utilizados, tradicionalmente, para a 

separação dos grupos de leucemia mielóide e linfóide. Para a 
distinção de subgrupos linfóides, entretanto, têm mostrado
resultados contraditórios. 0 grupo cooperativo FAB propôs
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os dois subtipos principais 

a reproduzibilidade das anál 

baixa. Com isto surgiu uin s 
permitiu uma melhor uni formi 
quanto aos tipos morfológicos

Vários autores têm ut 

modificada com o objetivo d 

relatos recentes, Head e cols 

à conclusão que, com um tr 

critérios de classificação, 
estudos citoquímicos da célul 

boa uniformização do diag 

consideravelmente a subjetivi 

concordância de até 92%.

das LLA, pois a 
dentificação de 

a c 1assificação 

o grupo FAB 

uir com precisão 

palmente, porque 

uiçoes era muito 

es que
da concordância 

o r e s .

ilizado essa c 1assificação FAB 

e estabelecer sua validade. Em 

tí»ta e childs e col s . chegaram 

einamento adequado, quanto aos 
bem como, com a associação de 
a leucêmica, pode-se chegar a uma 

nóstico morfológico e eliminar 

dade do método, obtendo níveis de

critérios morfológicos para a classificação 
uniformização desta, poderia resultar na i 

subtipos clinicamente relevantes 830. Como 

morfológica mostrou ser subjetiva na prática, 

encontrou dificuldades persistentes em disting

(Lí e L£>, princi 

ises entre instit 

istema de escor 
zaçáo e aumento 
entre investigad

Muitos estudos têm documentado a importância prognostica 

dos diferentes tipos morfológicos. 0 tipo Lí está associado 
com alto índice de remissão completa e sobrevida livre de 
doença prolongada. Em contraste, o tipo L2 está freqüentemente 
associado com duração da remissão mais curta »* , lea. ias”. i2-sss 

Entretanto, a análise concomitante de várias características 

clínicas e biológicas, que possuem um efeito negativo sobre o 
prognóstico (análise muitivariada) revelou, que os tipos
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morfológicos não são determinantes independentes do 

prognóstico, quando outras variáveis como leucocitose, sexo, 

massa mediastinal e idade superior a 10 anos, são consideradas

Em nosso estudo, utilizando a análise morfológica das 
células leucêmicas pelos critérios modificados do grupo FAB, 

verificamos que, de 63 pacientes com LLA, 79,4% eram do tipo

morfológico Li, 19% do tipo LS e 1,6% do tipo L 3 . Estes

resultados estão de acordo com aqueles relatados por vários

autores, que citam porcentagens.de leucemia com morfologia dos 

blastos Li variando de 60 a 86%, LS variando de 13 a 34% e L3

variando de 0,7 a 6%

De acordo, também, com dados já publicados, não houve 

associação entre tipos morfológicos e os marcadores 

fenotípicos das células leucêmicas. Dos 8 pacientes com LLA T, 

6(75%) apresentaram morfologia do tipo Lí, 1 paciente (IS,5%) 

do tipo LS, e 1 paciente (18,5%) com morfologia L 3 . No grupo 
LLA não-T (55 casos), 4.4 (80%) eram Li e 11 (50%) eram LS. Não 
houve diferença estatisticamente significativa entre o grupo 
LLA não-T e LLA T, o que concorda com o observado por outros 
autores 3®-43,iu,aii Entretanto, quando comparamos o 

subgrupo Comum com Indiferenciado, observamos, que este 

último, tem uma freqüência de morfologia L.2 proporcionalmente 

mais elevada (50% contra 9%) e que é estatisticamente 

significativa ao nível de 5%. Esse achado já foi descrito 
anteriormente e oferece uma explicação parcial para o pior 
prognóstico observado neste grupo de pacientes ai®.
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A morfologia conhecida como L3 tem sido classicamente

verificada em células leucêmicas que expressam imunog1obulina 
de superfície, característica do linfoma de Burkitt e da

chamada leucemia de células B 5”:a' “““ . Mas nem todos

os pacientes apresentam esta morfologia. Rugero e cols. tatA 

descreveram 2 casos de LLA B como sendo L2, e í-luhn e cols.

descreveram 2 casos de LLA T com morfologia L3. Em nossa

casuística* o único caso com morfologia L3 pertencia ao grupo 
LLA T. Por outro lado, apenas um paciente apresentava células 
com imunog1obulina de superfície (leucemia de células B), 

porém a morfologia não foi considerada L3, mas L í . Este

paciente também apresentava massa abdominal extensa ao

diagnóstico, níveis de hemoglobina e plaquetas próximos dos 

valores normais e infiltração medular de cerca de 40%. Os

dados sugerem que poderia ter havido progressão para a medula
óssea de um linfoma não-Hodgi<in primário abdominal, derivado 
de células B e provavelmente não-Burk it í: s a (?!r,sB»_

Apesar dos índices de remissão e tempo de sobrevida não 

terem sido analisados em nosso estudo, a falta de associação 

de tipos morfológicos com pacientes que possuíam variáveis 

clínicas que predizem uma determinada resposta ao tratamento, 

como leucocitose e idade abaixo de 2 anos e acima de Í0 anos, 
concorda com o conceito de que a morfologia celular não é uma 
variável independente do prognóstico
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Além da morfologia, marcadores b ioquxjnicos têm sido 

estudados em leucemias agudas com o objetivo de aprimorar a 

classificação ou indicar formas seletivas de tratamento.

As reações citoquímicas têm sido utilizadas para indicar 

a linhagem celular e uma possível relação coin o prognóstico. 

As reações da peroxidade, Sudan negro B e da esterase não 
específica são realizadas para a caracterização das leucemias 

não-1infóides e sao especialmente úteis nos casos de

LLA Indiferenciada . As reações citoquímicas do F'AS e da

•Fosfatase ácida identificam subgrupos de leucemia

linfoblástica aguda.

Em ncsso estudo, a positividade da reacão da peroxidade 
foi utilizada como critério de exclusão. A reação citoquímica 
do F‘AS tem sido considerada por alguns investigadores como 

tendo valor prognóstico * <SÊ<3 . Entretanto, Pesando e

cols. Bennett e cols.*24, Greaves e cols.'5“3 e Lanham e

cols.*3® verificaram, que não havia associação independente 

entre a positividade do PAS e características clínicas e 

biológicas classicamente relacionadas com o prognóstico.

Nos 63 pacientes estudados, £5 tiveram a. reação do PAS 
positiva <+++/++). Destes, 3 pertenciam ao grupo LLA T e 22 ao 

grupo não-T, não havendo diferença estatística entre os dois 
grupos. Dos 33 pacientes com LLA Comum, 17 (51,5%)

apresentaram reação positiva. Chamou a atenção, apenas, que de 

6 pacientes c 1assifiçados como LLA Indiferenciada, somente 1 
(16,7%) mostrou reação do PAS positiva. Em relação a outras
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variáveis como idade, sexo e contagem leucocitária ao

diagnóstico náo foram observadas diferenças que sugerissem que

a reação do PAS contribui para informaçoes clinicamente 
significativas.

A reação citoquímica da fosfatase ácida, que é descrita 

como sendo positiva em cerca de 75-90% dos casos de leucemia 

linfóide aguda de origem T «a®'-*®« aa:s, foi analisada

em trabalho anterior realizado em nossa instituição, sendo

positiva em 2 de 4 pacientes com células 1 eueêmicas 

expressando ER a 37aC. Crist e cols.8*5' estudando 76 pacientes 
com LLA T observaram positividade da reação da fosfatase ácida
em 50,8% dos casos. Devido a esta baixa sensibilidade e ao

emprego de outros métodos mais sensíveis para a caracter inação 

da leucemia de células T, não empregamos essa reação 

citoquímica em nosso estudo.

A comparação de dados clínicos com o h  marcadores

celulares mostra evidências de que uma c 1assificação
imunofenotípica detalhada tem importância biológica revelando 
diferenças clínicas significativas entre o grupo de leucemias 

T e não-T.

Em nossa série, o número de leucócitos ao diagnóstico 

variou de 1.Í00 a 288.000 por mm®. Setenta e cinco por cento 
dos pacientes com LLA T apresentaram leucometria superior a 
Í00.000 pcir mm®, enquanto que, apenas 5,4% no grupo não-T 
tiveram esta manifestação clínica. Estes dados concordam com 
os da literatura que menciona porcentagens de contagem de
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leucócitos superior a 100.000 por mm0* no grupo não-T, que 
variam de 2,7 a 11,3% e no grupo LLA T, que variam de 57,3% a
7P,7% 34,Ge,ae,at?,e4a

Com relação à contagem de plaquetas se verificou níveis 

mais elevados de plaquetas no subgrupo Pré-Pré-B, porém não 

existe diferença estatisticamente significativa quando se 
compara o grupo LLA não-T como um todo e o grupo LLA T, o que

também foi observado por Greaves e cols.V 3 .

0 nível de leucócitos tem sido consistentemente associado 

com a resposta ao tratamento e sobrevida. Pacientes com 

contagem de leucócitos maior que í00.000 por mm3 têm pior

prognóstico o * * • « ® ® . a contagem de plaquetas também.tem sido 

apontada, em alguns estudos, como tendo implicação
prognostica. Pacientes com contagem muito baixa (<25.000 por 

mm3 ) teriam pior prognóstico, enquanto que pacientes com 
contagem ac.iiria de 100.000 por mm3* teriam um prognóstico melhor

Valores de hemoglobina elevados têm sido observados em 

associação, tanto com sobrevida prolongada como diminuída, em 

pacientes com leucemia linfóide aguda . Níveis mais elevados 
de hemoglobina têm sido observados em associação com leucemias 
do tipo T 3,85 *<5>5S. Em nossa série observamos valores mais 

elevados de hemoglobina no subgrupo LLA Pré-Pré-B, porém, 

devido ao pequeno número de pacientes, não sabemos se esta 

observação tem algum significado clínico. Além disso, alguns 

pacientes foram transfundidos antes de serem encaminhados para
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receber tratamento específico, sendo portanto, uma causa de 

erro que não -Foi controlada nesse estudo.

A idade é uma das características mais consistentemente 

relacionadas com resposta ao tratamento e sobrevida e -Foi 
observada em quase todos os estudos sobre os -Fatores 
prognósticos. A sobrevida livre de doença parece diminuir nas 

crianças com menos de 2 anos e mais de Í0 anos, sendo a mais 

prolongada em crianças entre 3 e 10 anos ‘»o-®®®,

Muitos autores relatam, que, em crianças, a -Faixa etária 

para aparecimento da LLA T é superior a de aparecimento da LLA 

não-T 3<2>' .  Entretanto, em nosso trabalho não pudemos 
observar associação entre idade acima de Í0 anos e.a origem

celular. De 8 pacientes com LLA T apenas 2 (25%) tinham mais

de Í0 anos em comparação com Í4 (25,5%) pacientes com LLA não- 

T <55 casos).

Deve-se levar em consideração, naturalmente, o tamanho da 
amostra, que é pequeno, porém outros autores também não

encontraram esta diferença mesmo em casuística incluindo mais 

de Í00 casos Ressalta-se, entretanto, que a maioria dos

investigadores observou uma associação entre leucemia de

células T e idade superior a Í0 anos. Nos trabalhos realizados 

no Brasil 63,811 também se observou a ocorrência de LLA T em 
faixa etária significativamente mais baixa.

A associação entre freqüência aumentada de uma mesma 
neoplasia em determinada faixa etária e em diferentes regiões
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geográficas tem sido bem documentada na doença de Hodgkin. Foi 

observada uma maior freqüência desta neopxasia em crianças de 

baixa idade em países subdesenvolvidos, porém a incidência 
global em indivíduos com idade abaixo de 20 anos não é 

diferente, sugerindo uma provável interação entre fatores 

genéticos, que seriam comuns a todas as populaçoes, e fatores 

ambientais, que agiriam sobre o paciente em fases mais 

precoces do desenvolvimento, sugerindo, portanto, uma 

dependência de condiçoes sócio-culturais . ú possível que a 
maior freqüência de pacientes com leucemia de células T com 
baixa idade e a inexistência de associação dessa forma de 

leucemia com idade acima de í& anos, observada 

consistentemente em nossas séries, pode apenas significar um 

desvio do pico máximo da incidência para uma idade mais 

precoce sem, entretanto, interferir na incidência global.

Em nossa casuística observamos um discreto predomínio do 
sexo masculino (M:F~3:Í) no grupo LLA T, quando comparado com 
o grupo LLA nao-T. Entretanto, não há diferença 

estatisticamente significativa, o mesmo tendo sido observado 

pela maioria dos autores '9m • 4 . Com relação à

cor, não foi possível, em nossa casuística, estabelecer 

associação com o imunofenótipo porque a maioria dos pacientes 

era de cor branca.

A resposta ao tratamento de pacientes do sexo masculino e 
feminino é idêntica em vários estudos, com raras exceções 

*»,e>E50. Os resultados em negros foi consistentemente pior que 

em crianças brancas nos estudos realizados por Simone e cols.



meta A diferença de sobrevida nestes estudos Foi 

estatisticamente muito significativa em favor da raça branca.

A rasão para esta maior resistência da leucemia na raça negra 

ainda não está bem definida **■.

Com relação à presença de 1infonodomegalia generalizada e 
esp1enomegalia além de 5 cm do RCE, encontramos associação 
entre esta manifestação clinica e o grupo LLA T, o que 

concorda com dados de literatura . Com relação à 

hepatomegalia acentuada não observamos diferença significativa 

entre o grupo LLA T e não-T.

Em vários estudos, organomegalia, ou seja, fígado e baço 

bastante aumentados e 1infonodomegalia generalizada, foi 

relacionada com sobrevida mais curta *e o m .

Em nossa casuística, 5 dos 8 pacientes com LLA T (62,5%) 

apresentavam massa mediastinal. Apenas í paciente no grupo LLA 

não-T (í,8%) tinha esta manifestação clínica. Nossos achados 

concordam com os da literatura, onde se menciona que, entre 

46,2 e 86% dos casos de LLA T possuem massa mediastinal, 

contra & a 3,3% nos demais grupos

é interessante observar que em nossa série, de 6 

pacientes com massa mediastinal, 3 tinham idade inferior a 4 

anos, 2 com idade entre 5 e 6 anos e apenas í com Í4 anos. Na 

revisão de literatura ‘4 '1 M 'BEa não se evidenciou nenhum 

paciente com esta manifestação clínica e idade inferior a 3 
anos. Como este achado clínico é quase sempre associado à
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leucemia T , a sua presença em crianças de baixa idade está de 

acordo com a observação de uma maior freqüência em nosso meio 

de LLA T em crianças de baixa idade.

Considerável variabilidade também existe na composição 

fenotípica das células 1 eueemicas dos pacientes que apresentam 

massa mediast inal ao diagnóstico. Na série esfcsudada por Kaplan 

e cols.1K:!S, dos 4 pacientes que possuíam massa mediast inal, S 

não apresentaram ER acima de 20% e na de Bowman e cols. 

com 12 pacientes, apenas 6 expressaram células leucêmicas com 
ER positivo. Estes dados concordam com os encontrados em nossa 

série, onde 2 dos 5 pacientes do grupo LL.A T não expressavam 

ER (N° Í4 e 22).

Além disso, analisando o imunofenótipo das células 

leucemicas de pacientes com massa med iast ina.1, Ha e cols. 

Í.OÍ., i©(2 observaram não apenas uma heterogeneidade ao nível 

imunofenotípico, definido por anticorpos mon o c 1 onais, como 

também ao nível de rearranjo de DNA correspondente ao gene da 
imunoglobulina. Estes achados sugerem que existe 

heterogeneidade entre as leucemias que se apresentam com massa 

mediastinal, e que esta manifestação clínica, embora quase 

sempre associada à LLA T, não indica necessariamente a origem 

das células de linhagem T.

Os três casos da nossa casuística com comprometimento de 
SNC ao diagnóstico não mostraram relaç&o explícita com 
subgrupo de LLA. Dois deles <N“ 7 e 52), pertencentes ao grupo 
LLA não~T tinham leucócitos acima de 100.0©© por miti® e idade



de 9 meses e 8 anos respectivãmente. 0 terceiro, pertencente 
ao grupo LLA T <N° 4Í> tinha i4 anos,, não apresentava

leucocitose significat iva, mas organomegalias importantes e 

morfologia celular L 3 . Estes dados s&igerem que esta 

manifestação clinica está mais relacionada com o volume de 

tecido neoplásico presente ao diagnóstico. Entretanto, alguns 

autores sugerem que esta manifestação clínica seria uma 
propriedade biológica da célula leucêmicía independente da 

contagem leucocitária . Greaves e cols.9*3 observaram que 
mesmo afastando esta variável, ainda assim, existe associação 

entre a LLA T e o envolvimento de SNC, embora de forma menos 
sign i ficat iva.
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Muitos reagentes, procedimentos técnicos e protocolos 

para a manipulação da célula leucemica tim sido desenvolvidos 
nos últimos anos com o objetivo de caracterizar a linhagem 
celular das leucemias. Os procedimentos técnicos variam 
consideravelmente e é muito grande o número de reagentes 

empregados.

Até recentemente, os antígenos de superfície das células 

leucêmicas eram detectados com anti-soros heterólogos 

utilizando a técnica da microlinfocitotoxicidade ou de 

imunof luorescência ® '1A3S' . Neste trabalho utilizamos as
mesmas técnicas, porém, empregando reagentes inonoc 1 onais. A 
técnica da microlinfocitotoxicidade mostrou ser específica, ou 

seja, nenhum caso de LLA T reagiu com o AcMo Anti-B, assim 

como nenhum caso de LLA não-T reagiu com o AcMo anti-T. Já a 

sensibilidade é menor, pois se observa que a positividade do



teste nos casos definidos através de irsunof luorescência 

indireta é de 32,3% e 45,E% em leucemias da linhagem B

utilizando o AcHo anti-B e anti-HLA-DR respectivamente. Da 

mesma forma, apenas 56,7% de positividade é o-bservada no grupo 
LLA T com o AcMo anti-T.

A baixa sensibilidade deste teste já foi observada por 

outros autores. Mstssar «? Hohanakumar observaram um

patamar na lise das células em torno de 60-70%, mesmo quando o 

número de células leucêmicas viáveis era maior que 90%. Este 

fato poderia indicar diferenças na intensidade da expressão 

antigênica de células individuais ou falta de lise celular em 

presença do anticorpo quando as células estão em suspensão
(SÍB , i4«»

A técnica de imunofluorescência indireta * 4 43' • 88413
tem certas vantagens sobre a imunofluorescência direta usada 

para a determinação de IgS e IgC e sobre o teste de 

fflicrol infocitotoxicidacie. é mais sensível, pois o anticorpo 
não marcado serve como antígeno, oferecendo, desta forma, mais 
sítios de combinação com o anticorpo conjugado com
•Fluoresceína, e é mais facilmente controlada, já que mais 

reagentes são usados e suas concentrações são melhor

ajustadas. Como desvantagens há o fato de requerer mais tempo 

e mais reagentes.

A formação de rosetas espontâneas em presença de 
eritrócitos de carneiro (ER) tem sido aceita como marcador 
para linfócitos T. Todos os casos analisados neste trabalho
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foram testados em material de aspirado de medula óssea a 4 e 

37° C. Houve seis casos (75%) com ER positivo, todos 
pertencentes ao grupo LLA T. Em todos eles a porcentagem de 
rosetas foi superior a 32%. Também expressaram positividade 

com os anticorpos monoc'1 onais do grupo CB2 ou Tíí, que 

correspondem aos receptores para eritrócitos de carneiro. Nos 

dois casos com ER negativo, o CD2 também foi inferior a 20%. é 

interessante observar que estes casos com ER negativo 

mostravam simultaneamente CD4 e CD8, indicando tratar-se de um 
timócito intermediário (ou comum). Casos semelhantes, de LLA T 
ER'", confirmadas através de reagentes específicos anfci-T e/ou 
rearranjo do DNA que corresponde ao receptor de célula T, já 

foram relatados anteriormente por outros autores

Há mais de 5.5 anos surgiram os primeiros dados sobre a

heterogeneidade das leucemias linfóides agudas *SH2' *1A®.
Esses estudos iniciais demonstraram que aproximadamente ?.<ò% 

das leucemias 1infoblásticas agudas derivavam dos linfócitos 
T. Estudos subseqüentes revelaram que a grande maioria das 
leucemias originavam-se de precursores de linfócitos B 

o , aí. , io® Desde então, estudos mais refinados, caract er izando 

a célula leucêmica com anticorpos monoc1 o n a i s , cariótipo e por 

métodos de DNA recombinante permitiram a elaboração

de conceitos gerais sobre a fisiopatogenia das leucemias e a
utilização desses mesmos achados como discriminantes do
prognóst ico.

0 primeiro conceito é o de que a maioria das leucemias 

linfóides agudas originam de linfócitos T ou B durante a fase



de diversificação clonal e de rearranjo dos genes para 

produção das imunoglobulinas ou receptores de células T. 

Segundo, que um único clone celular é comprometido e, 

finalmente, que as células leucêmicas conservam e expressam as 

características próprias de células normais presentes no 

compartimento celular em que elas forami presumivelmente 
transformadas 7,9 • .

Estudos de marcadores imunofenotípicos de superfície em 

células leucêmicas de pacientes com LL/A têm revelado 

considerável heterogeneidade na expressão antigênica e na 

resposta ao tratamento ±A ♦ . ê bem conhecido

que células leucêmicas, que exibem propriedades de superfície 
de membrana semelhantes às das células T ou B diferenciadas, 

são mais resistentes à eliminação pela quimioterapia, em 
contraste com aquelas que têm marcadores de superfície 
detectáveis para células linfóides imaturas, as quais podem, 

em muitas situações, ser erradicadas

A análise sistemática dos nossos pacientes com um painel 

de anticorpos monoclonais e marcadores convencionais confirmou 
os resultados já publicados por outros autores sobre a extrema 
heterogeneidade das leucemias 1 infoblásticas agudas da 
infância. Contudo, a relação entre a expressão de marcadores 
da célula léucêmica e a possível origem baseada no modelo de 
desenvolvimento normal dos linfócitos T e 8 nem sempre está 

presente. A análise dos nossos casos revelo« que, pelo menos 

2 pacientes com leucemia T não obedecem a esse modelo, pois 
são ER negativos (confirmado com CD2 negativo) e têm
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concomitantemente CD4/CD8. Da mesma -Forma 2 pacientes com 

leucemia não-T apresentaram concomitantemente um marcador de 
linhagem T.

Três casos de LLA T mostraram marcadores compatíveis com 

timócitos mais diferenciados, pois além de CD2 e CD7, que

aparecem em quase todas as células T normais, expressaram 

também CD8. Dois dos três casos tinham massa mediastinal e 

1infonodomegalia generalizada e o terceiro, infiltração de 

SNC, organomegalia importante, protrusão ocwlar e hipertrofia 
gengival.

0 marcador CD7 foi utilizado no painel de 

imunofluorescência indireta somente a partir do caso N° 36, 

porém pode-se observar que nos três casos de- LLA T em que foi 

utilizado mostrou posit ividade, o que corícsrda com vários 

autores que sugerem que (este reagente é

sensível para este tipo de leucemia. Entretanto, outros
investigadores a-®'*® têm reportado casos ocasionais de LMA com 
CD7 positivo, sugerindo que ele não pode ser -utilizado isolado 

como critério de diagnóstico para classificar uma leucemia 

como sendo de linhagem T.

Cinco pacientes com LLA T foram analisados com o AcMo 

CDÍ(Tó), presente no estágio I e II da difertenciaçáo da célula 
T normal. Destes, 3 foram positivos e nenhum caso de LLA não-T 
expressou este marcador. Entretanto, Hut ch, ánson e cols. ííp> 

usaram este reagente em 6<d casos consecutivos de LL.A e 

observaram que ele foi positivo em 26% dos casos de LLA com



CALLA positive e em 57% dos casos comprcwadamente LLA T, 
concluindo que a expressão do antígeno T6<€D1) em células 

linfóides malignas não indica necessariamente a linhagem 

celular T.
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Vários outros autores têm reportado resultados de estudos 

com utilização de anticorpos monoc1 onais que sugerem que a LLA 
T é, também, um grupo heterogêneo. Estes estudos, de um modo 

geral, utilizaram os reagentes que contribuíram para a análise 
da diferenciação das células de linhagem T normais a ‘'1,8a9. A 

diversidade clínica, histopatológica e imunologica, sugere que 
a heterogeneidade das doenças malignas de células T está 

relacionada com sua origem e qualidades funcionais distintas 
d© célula T A a ‘ 1 ® i  '  x *>'* • i b * ,  S . S » ’ « * . ,  t e a r a

Em recente estudo realizado por Foa e cols.5"*, ficou 
estabelecida a importância do uso de um painel de reagentes 
para revelar os antígenos I, que possibilita a classificação 

dos casos de LLA T, principalmente aqueles com células T mais 

imaturas, que de outro modo seriam incluídos no grupo das LLA 

Indiferenciadas.

Portanto, devido à esta heterogeneidade do fenótipo da 
superfície das leucemias de célula T e da infidelidade de
expressão destes antígenos em relação ao modelo teórico 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 doença .
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Embora ainda não bem definido, é possível que as

leucemias agudas de linhagem B também expressem antígenos de 

membrana que não obedecem ao modeio normal de desenvolvimento 

da célula B 0 antígeno associado à LL^ Comum (CALLA ou
CD10) foi descrito inicialmente como um antígeno de superfície 
presente em células leucêmicas de pacientes com a -Forma comum 
de LLA ou na crise blástica da leucemia mielocítica crônica 

VA, porém precursores linfóides normais podem expressar o 

CALLA, principalmente durante a regeneração da medula óssea 

4 4 , M . Com a utilização de técnicas de imunoperoxidase foi 

observado em células normais de rim humano e intestino 

delgado, e mais recentemente foi demonstrado em granulócitos, 
fibroblastos, alguns linfomas de linhagem B, 1 infamas 
1infob1ásticos de linhagem T e algumas LLA T 4 0 ,1 3 4 ,4 » ^

Além de mostrar que o esquema de tfiferenciação dos 

linfócitos normais não é sempre seguido pelas células 

leucêmicas, a utilização sistemática de reagentes irionoc 1 onais 

no estudo das leucemias agudas, indicou a existência de casos 
com características imunofenotípicas de mais de uma linhagem 
celular.

A co-expressão de marcadores de linhagerre celular T e B já 

foi verificado por vários autores a».*-«* .«a* e

sugerem que a célula leucêmica poderia ter um programa de 

expressão genica aberrante, resultante d a  transformação 

leucêmica de uma stear cell comum ou, alternativamente , que a 
célula leucêmica teria ura fenótipo intermediário entre LLA T e 
LLA Comum (Não-T/não-B) . Bowell e cols.'4’’ encontraram 27% de



seus pacientes com LLA T expressando CALLA e HLA-DR, e 

observaram que estes pacientes tendiam a ter uma sobrevida 
livre de doença mais prolongada, embora clinicamente se 

assemelhassem à LLA T, ou seja, tinham, esi geral, idade 
superior a Í0 anos, contagem leucocitária elevada, 

esp 1 enomegal ia e 1 infonodomegalia importantes e,

■Freqüentemente, massa mediast inal . Por outro lado, San Miguel 

© colfó.aia<i!’ sugerem a necessidade de se determinar o rearranjo 

genético que predomina (dos receptores de células T ou das 
cadeias leves e pesadas da imunoglobulina) para se estabelecer 
o prognóstico.
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Cada vez mais -Freqüentes são os relatos de leucemias 

mistas ou bifenot ípicas, cujas células expressam antígenos de 

linhagem linfóide e mielóide ® * * 45>’í' * . Ludwig e cols.*-*5'

analisando as células leucêmicas de 50® pacientes com 

diagnóstico de LLA, realizado pelos critérios clássicos, com 
um painel de anticorpos monoclonais, tanto da linhagem 
mielóide como linfóide, observaram que 3,2% (íó pacientes) 

expressavam antígenos associados com ambas as linhagens. 

Mirro e cols. , na análise de í23 casos consecutivos de LLA 

em crianças observaram Í9% expressando concomitantemente 

antígenos associados à leucemia mielóide. lisser e cols».1AO na 

análise de 3i casos de LLA diagnosticados com base na 
morfologia e citoquímica, observaram, através de estudos 
imunofenotípicos, 8 casos que expressavam concomitantemente 

CALLA (CDÍ0), HLA-DR e antígenos mielóides (anti-OKMÍ e anti- 

Leu M-í).



132

Ainda existem controvérsias, se estes casos representam 

uma aberração da transformação neopiásica pela teoria da 

infidelidade de linhagem celular ou, por outro lado, se eles 

refletiriam a transformação leucêmica de progenitores 

hematopoiéticos multipotentes, que teriam certa promiscuidade 

de rearranjo genético . Isto decorre da observação de um
grupo de LLA, cujas células expressam estruturas antigênicas 
presentes em células primitivas ou stem cells a-®*6'®»* Está se 

tornando aparente que é importante identificar e reconhecer 

este tipo de leucemia para alterar os regises terapêuticos e 

identificar um grupo com prognóstico diferente .

A disponibilidade de reagentes específicos aumentou 

consideravelmente a possibilidade de classificação das 
leucemias. Porém, ainda existem situações em que os anticorpos 
monoclonais não esclarecem a origem celular. Já em 1980, 

Youness e c o l s . 62650 evidenciaram que, com os métodos 

diagnósticos da época, permaneciam cerca de 1 0  % de leucemias

não classificadas. Apesar das técnicas recentes, permanece

ainda um grupo de leucemias agudas, que não podem ser

classifiçadas com os reagentes atualmente disponíveis. Na 
maioria das vezes, estas leucemias parecem morfologicamente 
ser de origem linfóide 4Ats e são mais freqüentes em adultos do 

que em crianças (23% e 5% respectivamente) tâ °.

Nestes casos, a realização de estudos tía configuração do 

DNA ou as propriedades físicas e químicas do RNA poderão 

estabelecer a origem celular v , Assim, rearranjo do
gene da imunog1obulina e do receptor de célula T tornou-se um
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marcador preciso para os estágios precoces da diferenciação

1 infocitária, cujas células poderão estar envolvidas em alguns

casos de leucemia linfoblástica e na crise blástica da LMC,
que não puderam ser classificados com os métodos convencionais 
10>1

Da mesma forma, com essa nova metodologia foi possível 

verificar que muitas das LLA .Indiferenciadas, ou que não 

demonstravam nenhum marcador na superfície das células 

leucêmicas tinham rearranjo genético da imunogíobul ina, 

indicando a origem da linhagem B, ou expressavam receptor de 
célula T, indicando uma origem de linhagem T • s.«»».

Matute« © cols.ieiB estudando células leucêmicas 

indiferenciadas de um número de casos de difícil classificação 

por imunofenotipagem, verificaram, que estas são heterogêneas 

do ponto de vista imunológico, citoquímico e molecular, e 

concluíram que, no presente, parece ser necessária uma análise 
multiparamétrica para compreender a natureza das células 
neoplásicas pouco diferenciadas das leucemias agudas. Parece 

que, nestes casos, a aplicação de análise do BNA ao estudo das 

células mielóides e a expressão do gene da mielopercxidase ao 

nível do RNA mensageiro poderiam ajudar na determinação dos 

casos de linhagem mielóide, que muitas vezes são considerados 

como LLA Indiferenciada, assim como naqueles casos raros, em 
que somente a evidência de uma natureza granulocítica, foi a 
expressão de um antígeno mielóide.
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Dúvidas, sobre a utilidade da classificação 
imunofenotípica das leucemias surgiram, por uni lado, pela 

falta de associação independente com o prognóstico, no 

contexto de outras variáveis clínicas e biológicas vs , e por 

outro, pela ausência de estudos controlados demonstrando sua 

utilidade clínica. Além disso, o grande núsnero de reagentes 

monoclonais diferentes, com especificidade não completamente 
definida de alguns deles e com nomenclatura confusa, foram 
também fatores de desestímulo para seu uso mais amplo *a . 

Também, como já referido anteriormente, casos de leucemia 

aguda têiri sido relatados, nos quais as células leucêmicas 

expressam combinaçoes aberrantes de positividade, colocando 

dúvidas sobre a utilidade dos reagentes 1B A , Estas 

dificuldades estão provavelmente relacionadas com a 

heterogeneidade celular intrínseca tanto de populaçoes 
hematopoiéticas normais, como malignas, e da compreensão 
incompleta dos fenótipos das células progenitoras das quais 

algumas leucemias originam.

Apesar destas limitações, a melhor aplicação de várias 

metodologias e a utilização de um número considerável de 

marcadores celulares têm produzido contribuiçoes no 

entendimento da origem celular das leucemias e grupos de 
pacientes com prognóstico distintos. Os estados iniciais, nos 
quais os resultados de imunofenótipo foram comparados com 
aqueles de células normais do timo, tecidos fetais e células 

da medula óssea em regeneração, levaram à conclusão de que as 

células da leucemia são usualmente estacionadas em uma fase de 

desenvolvimento dos linfócitos T ou B. Essas conclusoes foram



corroboradas pela demonstração do rearranjo de imunoglobulinas 

e receptores de células T. Entretanto, o enorme número de 

reagentes e sondas de DNA aumentou a complexidade da

caracterização das leucemias e reduziu consideravelmente a 
disponibilidade de laboratórios em condicoes de realizar a 
classificação.

Por outro lado, as informaçoes geradas com essa 

metodologia mais elaborada, permitem deduções sobre o número 

mínimo de reagentes que podem ser utilizados para produzir 

informaçoes clinicamente relevantes. Nesse contexto, a

primeira etapa é a distinção entre a leucemia linfóide da não- 

linfóide. Muitas evidências sugerem que a morfologia é 
insuficiente para a separação destes dois grupos. A reação 

citoquífíiica da peroxidase, quando negativa, é aceita pela 

maioria dos investigadores como critério para a exclusão do 

grupo das não-1infóides. Contudo, casos de leucemia 

monob 1 ástica e megacarioc£tica poderiam ser iacluídas no grupo 

das leucemias linfóides se apenas a morfologia e reação 
citoquímica da peroxidase fossem utilizadas. &  positividade à

reação citoquímica da esterase não-específica poderá
caracterizar a leucemia com um componente monocítico ou

exclusivamente monocítica «»«. a inclusão dos anticorpos 

monoclonais na análise das leucemias contribui para a

definição dos subgrupos de leucemias linfóicSes agudas e da 

leucemia megacariocítica. Os AcMo CDÍ9 <B4), CD7<Pan-T>, CDÍ0 

(CALLA) e o anti-soro heterólogo para a caracterização da 
imunog 1 obulina de citoplasma ou de superfície possibilitam a 
caracterização das leucemias do grupo T, B* Pré-Ei e Comum,
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todas com implicações clínicas relevantes. A utilização dos 

anticorpos monoclonais do grupo CD2 (ER), CD5,CD3, CBi,CB4 e 
CD8 tem importância para a categorização das leucemias do 
grupo T em subgrupos conforme o estágio de diferenciação, 

porém até o presente não existe informação sobre o valor 

prognóstico desses subgrupos. Recentemente, o emprego de 

anticorpos monoclonais associados à linhagem granulocítica 

permitiu a caracterizaçãc de um grupo de leucemias linfóides 

chamadas bifenotípicas ou mistas com aparente mau prognóstico. 
0 número crescente de casos relatados deste tipo de leucemia 
sugere que uma análise, utilizando uma painel de reagentes 

tanto de linhagem linfóide como mielóide, deva ser realizada 

em pacientes pediátricos com leucemia aguda.

Considerando, portanto, as informaçoes obtidas na 

literatura e em nosso estudo pode-se sugerir uma seqüência na 

aplicação dos reagentes que permite classificar a maioria das 

leucemias linfóides da infância (figura 7).
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FIGURA 7. Modelo de seqüência na aplicação dos testes 
e reagentes para classificação das leucemias 
linfóides agudas na infância.

IgS- Imunoglobulina de superfície 
IgC== Imunoglobulina de citoplasma 
CD = Designação de grupo



CONCLUSÕES
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CONCLUSSES

Os resultados desta investigação em pacientes abaixo de 
2 0  anos, utilizando uma série de reagentes, revelaram que não 
há diferenças significativas na freqüência de subgrupos de 
leucemia linfóide aguda, inclusive do tipo T, quando 

comparados com os reportados em diferentes instituições de 

outros países.

Não foi observada associação entre os tipos morfológicos 

Lí, L2 c L3 s os grupos L.LA nãc-T e LLA T definidos por 
marcadores de membrana. Contudo, foi observada uma associação 

entre a LLA com o tipo morfológico L2 e o subgrupo 

indi ferenciado.

Não houve predominância de casos com positividade à 

reação citoquímica do PAS nos diferentes subgrupos.

0 nosso estudo confirmou a associação, observada na 
maioria de outros trabalhos, entre a leucemia de células T e 
um elevado número de leucócitos ao diagnóstico e presença de 

massa mediastinal.

Não foi observada associação entre idade acima de 10 anos 

e leucemia de células T, o que conjuntamente com a presença de
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massa mediastinal em crianças de baixa idade, sugere uma 

freqüência aumentada deste tipo de leucemia em crianças abaixo 
de Í0 anos.

Mesmo com o emprego de uma série de reagentes, um certo 

número de casos permanecerá não classificado, sugerindo a 

necessidade do uso de outras t é c n i c a s  para o esclarecimento da 

origem celular de algumas leucemias.

0 emprego de vários reagentes confirmou a heterogeneidade 
imunofenotípica das leucemias e a não concordância, em muitas 

circunstâncias, com o modelo teórico proposto para o 
desenvolvimento linfóide normal, sugerindo a necessidade de 

uma anális« muitiparamétrica para o esclarecimento da origem 

celular da maioria das leucemias.

A utilização coordenada e seqüencial de técnicas 

convencionais e resgentes monoclonais poderá esclarecer a 

origem da maioria das leucemias com importância clínica e 
prognóst ica.
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ANEXO. í. IDADE, SEXO E COR DOS PACIENTES COM L.LA.

N° IDADE SEXO COR

0 í 5a 04in M B
0 c' ía 09m F B
03 í a 0 1  m M B
04 1 0 a 06m F B
05 1 0 a 06m M B
06 8 a 03m M B
07 0a 09m M B
08 í5a 0 0 m M B
0 ? 2 a 0 ím M B
Í0 5a lim M B
1 1 . 5a 0 2 m F B
1 2 6 a 07in M B
13 5 a  00iri F B
14 6 a 0 2 m M P
í 5 3 a 03m M P
íó 20a 05m F B
17 3a Í0m M B
18 3a 04m F B
19 Í2 a 0 ím F P
2 0 3a 04m F B
2 í í 3a 0 9 !tí F P
2 2 Í4a 0 ím M P
23 4a 02m F B
24 í 3a 0óíTi F B
25 2 a 08m M P
26 Í9a 05ui M B
27 2a 03iii M B
28 Í6 a 1 0 m M B
29 4a 03m F B
3 0 í a  06m F B
3í í6 a 05m M B
32 5a 08iti M B
33 2 a 0 0 iTi F B
34 3a 04m F B
35 2 0 a íím M B
36 6 a 0 ím F B
37 2a 09m M B
38 2 a 1 1  in F B
39 2a 09iti M B
40 3a 06m F B
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ANEXO i . IDADE, SEXO E COR DOS PACIENTES

N° IDADE SEXO COR

41 Í3a 1 0 m F B
42 la 1 0 m F B
43 4a 1 irn li B
44 1 0 a 05m M B
45 7a 0 im H B
46 9a 09m F B
47 la 04m F P
48 6 a 10IYI F B
49 3a 06iri F B
50 16a 0 6 iíi li B
51 1 2 a 03m M B
52 8 a 0 2  m M B
53 5a 1 im F B
54 3a 06m li B
55 8 a 06ríi M B
56 9a 08m c1 B
57 5a 01 iíi F B
58 5a 0 2 m H B
59 6 a 04ií! M B
60 5a 0 0  m li B
61 3a 04m F B
62 3a 05m H B
63 7a 0 6 iti F B
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ANEXO 2. TAMANHO DOS LINFONODOS, FÍGADO, BAÇO E OUTRAS 
CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS.

Lin fonodos 
<2 ciri >2 cm

Fígado 
<5citi >5cm

Bato 
<5cm >5citi

Out ros

0 í X X X
08 X X X
03 X X X
04 X X X
05 X X X
06 X X X
07 X X X SNC
08 X X X
09 X X wA Massa Mediastinal
1 0 X X X
Í 1 X X X
í 2 X X X
í 3 X X X Massa Mediast inal
í 4 X X X Massa Mediastinal
í 5 X X X
í 6 X X X
.1.7 X X X
Í8 X X X
í 9 X X X
2 0 X X X
Sí X X X
2 2 X X X M a s s a Media s t i naI
23 X X X
24 X X X
25 X X X
26 X X X
27 X X X
28 X X X
29 X X X Massa Abdominal •
30 X X X
3í X X X
32 X X X
33 X X X
34 X X X
35 X X X
36 X X X
37 X X X
38 X X X
39 X X X
40 X X X
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ANEXO 2. TAMANHO DOS LINFONODOS, FÍGADO, BACO E OUTRAS 
CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS.

N° Lin fonodos Fígado Baço Outros
<2cm > 2cm < 5cui >5cm <5cm >5crn

4í X V/\ X SNC **
42 X X X Massa Abdominal***
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
5Í) X X X
51 X X X
52 X V

f \ X SNC+Testículo
53 X X X
54 X X X Massa Mediastinal
55 X X X
56 x X X
57 X X X
58 X X X
59 X X X
60 X X X
61 X X X
62 X X X Massa Mediastinal
63 X X X

50 Massa abdominal ext ensa i n f i 1 1 r an d o fígado.
** Protrusao ocular + hipertrofia gengival + aumento de 

volume mamário.
•k m *  Massa abdominal infiltrando ovário, sem outras viscero-- 

megalias.
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ANEXO 3. VALORES HEMATIMÉTRICOS ENCONTRADOS NOS PACIENTES 
ESTUDADOS.

N° HEMOGLOBINA
g/dl

LEUCÓCITOS 
>< 10:;Vmiri:i*

PLAQUETAS 
x 10a/mm®

BL.ASTOS
%

01 6.2 9.8 146 0
08 3.7 16 . 4 15 30
03 3.3 53.2 5 88
04 6.8 24 . 4 2 crer V J
05 5.6 2.9 23 4
06 9.5 7.4 35 82
07 8.0 184 . 0 68 90
08 5.9 1 . 9 20 49
09 8.0 144 . 8 8 85
í 0 8.1 2.8 57 1
í i 10.0 48.0 33 72
18 8.9 13.3 3 31
13 5.1 154.0 18 91
14 8.9 188.0 3 58
15 7.2 9.5 28 77
16 8.4 8.3 73 21
17 9.4 8.0 48 52
18 5.8 3.2 5 22
19 8.3 8.8 30 8
£0 4.9 34 . 5 2 92
21 6.9 4 . 0 15 84
88 8.8 171 . 0 12 98
23 7 . 9 9.0 880 36
24 6.9 22.9 2 74
25 4.0 71 .9 4 75
26 6.9 10.5 11 85
27 4 . 0 2.7 40 O ndo
28 11.3 1 . 1 10 57
29 10.5 7.1 390 0
30 10 .4 14.9 340 5
31 11.2 1 . 2 126 6
32 10.6 5.9 9 37
33 4.7 58.7 17 73
34 5.5 169 . 0 2 86
35 8.1 8 . 1 132 64
36 7.9 28. 2 210 42
37 8.9 10 . 4 140 71
38 7 . 1 9 . 0 cr 25
39 6.5 18.8 86 65
40 5.9 47 . 3 2 80
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ANEXO 3. VALORES HEMATIMáTRICOS ENCONTRADOS NOS PACIENTES 
ESTUDADOS.

N° HEMOGLOBINA LEUCÓCITOS PLAQUETAS BLASTOS
g/dl x 10:V m m ::* >< 10:Virim3 X

41 9.5 14. í 71 7
42 íí . 2 íí . 2 250 0
43 7.0 30.6 b 97
44 7.0 a í . í 4 92
45 7.4 í 7 . 0 4 80
46 8.5 8 . 2 27 79
47 7.2 95.5 2 91
48 8.9 4.5 2 0 1 2
4 9 4 4 2 . 4 40 2
50 8.3 3.5 250 Í0
51 5.0 27.6 8 62
52 9.9 Í50.0 34 81
53 7. í 3.8 15 í 4
54 8 . 0 288.0 25 87
55 6 . 6 2 0 . 8 2 2 62
56 8 . 2 3.6 íí 1 0
57 4.9 214.0 13 89
58 8 . 2 7.8 8 í 28
59 9.0 Í0.9 45 25
60 6 . 2 3.6 44 54
6 í 9.5 35.5 270 59
62 6 . 0 205 . 0 1 0 93
63 13.0 39.0 í 50 30
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ANEXO 4. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS E CITOQUÍMICAS DAS
CéLULAS LEUCiMICAS DOS PACIENTES ESTUDADOS <N=Ó3).

N° C L ASSIFICADO
FAB

SCORE* PÁS** CLASSIFICAÇÃO 
IMUNOFENOTxPICA

0 í LI + 8 0 N a Q-T
08 LI + 8 + 'NÍSO-T
03 L8 -3 NSO-T
04 LI + 8 +++ NSO-T
05 Li + 8 0 NSO-T
06 L8 - 1 •f T
07 1 . 8 ~3 + N80-T
08 LI + 8 0 NSO-T.
09 Li + 8 0 T
Í0 LI + 8 + + NSO-T
í i L8 n— o 0 NSO-T
iS LI M 0 NSO-T
13 L 8 -3 0 N2SO-T
14 LI + 8 + + "}* T
15 LI + 1 + COMUM
16 LI + 8 0 COMUM
17 LI + 8 0 INDIFERENCIADA
18 LI + 2 + COMUM
19 Li + 1 0 COMUM
80 LI + 8 + + COMUM
81 LI + 8 0 COMUM
8 8 LI + 8 0 T
83 L£ ....4 + INDIFERENCIADA
84 LI + 8 + + + COMUM
85 LI + 2 + COMUM
8 6 Li + 2 + COMUM
87 Li + 2 0 COMUM
8 8 Li ■u 0 COMUM
89 LI + i 0 B
30 L8 “3 + + COMUM
31 Li + 1 + + COMUM
38 LI + 1 •I- COMUM
33 LI + 2 + + COMUM
34 LI + 2 + + + T
35 Li + 2 ' 0 INDIFERENCIADA
36 L2 - 1 0 INDIFERENCIADA
37 LI + 2 4**4* COMUM
38 LI + 2 •f CQMUM
39 Li + 2 COMUM
40 Li + 8 •f + COMUM
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ANEXO 4. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS E CITOGUÍKICAS DAS
CÉLULAS L.EUCÍMICAS DOS PACIENTES ESTUDADOS <N=63).

N° CLASSIFICAÇÃO
FAB

ESCORE» PAS** CLASSIFICAÇÃO
IMUNOFENOTÍPICA

4í L3 T
42 Lí + 2 PRé-PRÉ-B
43 Lí + 2 + + + COMUM
A A Lí + 2 0 COMUM
45 Lí + 2 0 COMUM
A& Lí + 2 •f.*}..}. COMUM
47 Lí + 2 COMUM
48 Lí + 2 COMUM
49 L2 - 4 + + + COMUM
50 L2 -3 0 COMUM
51 Lí + 2 + + •{• COMUM
52 Lí + 2 •f COMUM
53 Lí + 2 COMUM
54 Lí + 2 + T
i::* ir' J J L 2 -3 + + INDIFERENCIADA
56 L.í + 2 + PRÉ-PRÉ-B
57 Lí + e +  + + COMUM
58 Lí + 2 0 INDIFERENCIADA
59 Lí + 2 0 COMUM
60 Lí + 2 COMUM
6 Í Lí +  í PRÉ-PRÉ-B
62 Lí + 2 + + T
63 L 2 -3 •I- PRé-PRÉ-B

SCORE : Lí= 0 a +2
L2---Í a -4

S K PAS : <ò~ ausência de reação
+= reação fraca 

++- reação moderada 
+++= reação intensa



ANEXO 5 -  MARCADORES IMUNOLÜGICOS DOS PACIENTES ESTUDADOS (N =6 3)

ER ER i g S I g C M i c r o l i n f o c i t o t o x i c i d a d e I m u n o f 1 u o r e s c i n c i  a I n d i r e t a S u b g r u p o
N? 4 9 C 3 7 9 C A N T I - B A N T I - T A N T I - D R CD 1 CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 CD10 CD1 9 DR d e

% ' % % + / - + / - + / - + / - % % % % % % % % % % L L A

01 *  1 < 1 < l - - - - 1 3 15 6 2 NA 3 <1 < 1 3 n ã o - T

02 < 1 < 1 6 - NA NA NA 1 < 1 3 1 11 NA < 1 68 4 2 8 n ã o - T

03 3 < 1 <1 - - - + 15' *  1 <1 <  1 1 NA 1 2 <1 5 n ã o - T

0 4 < 1 < 1 «c 1 - - - - < 1 < 1 4 ^ 1 < 1 NA *  1 2 < 1 4 0 n ã o - T

05 1 < 1 < 1 - - - + < 1 <1 8 ^ 1 1 NA < 1 12 <1 32 n ã o - T

06 45 40 *  1 - - + + 2 3 9 3 2 6 NA < 1 <1 ^ 1 8 T

07 < 1 2 < 1 - - - + ^ 1 < 1 <1 ^ 1 2 NA < 1 <1 < 1 57 n ã o - T

08 < 1 <1 < 1 - - - ■ + ^ 1 < 1 ^ 1 <1 <1 NA <1 <1 3 n ã o - T

09 45 60 < 1 - - + - 1 3 8 4 2 NA 5 NA NA < 1 T

10 2 6 *  1 - - - - 1 < 1 15 8 NA NA 3 18 12 22 n ã o - T

n <1 < 1 - + - + <1 <1 *  1 ^1 NA NA ^ 1 16 1 41 n ã o - T

12 13 12 ^ 1 - - - - 4 2 3 2 6 NA 5 <1 3 6 4 n ã o - T

13 <1 < 1 < 1 - - - - < 1 <1 <1 <1 <1 NA 1 NA *  1 n ã o - T

14 <1 ^1 <1 - NA NA NA 2 4 10 12 3 8 NA NA 7 5 17 1 2 T

15 1 * 1 ^ 1 - + - + <1 2 3 2 < 1 NA 1 85 12 7 9 C

16 * 1 < 1 ^  1 - - - + * 1 <1 ' «O ^ 1 NA ^ 1 51 < 1 50 C

17 < 1 1 < 1 - - - + *  1 <1 A*t <1 <1 NA <1 <1 <1 33 I

18 <1 <1 < 1 - - - - 4 17 11 29 9 NA o 60 49 57 C

19 - 1 ^1 - -  . - + 1 3 < 1 2 1 NA < 1 8 5 4 5 74 C

20 - 1 < 1 <-i - - - + *  1 <1 1 3 <■1 NA ^ 1 79 4 67 C

1
5

0



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

ER ER i g s I g C M i c r o l i n f o c i t o t o x i c i d a d e I m u n o f l u o r e s c ê n c i a I n d i r e t a S u b g r u p o
N9 4 9C 3 7 9 C A N T I - B A N T I - T A N T I - D R CD1 CD2 CD3 CD4' CD5 CD7 CD8 CD1 0 CD19 DR d e

• % % % + / - + / - + / - + / - % % % % % % % % % % L L A

21 O \ <1 - - - - 10 7 11 NA 3 7 2 3 4 8 C
22 6 5 < 1 - - - - 36 3 7 6 8 1 NA 3 4 *  1 ' N A < 1 T
23 1 ^ 1 <1 + - • - - - 2 3 1 1 4 NA 3 15 < 1 8 ' I
24 ^ 1 ^1 <1 - - - - ^1 <■1 <1 1 ^ 1 NA 49 4 73 C
25 * 1 ^1 - -  ■ - + ^  1 * 1 <1 *■] 1 NA <1 86 NA 8 9 C
26 *  1 * 1 ^1 - + - + ^  1 ^ 1 ^1 <̂ 1 * 1 NA <1 4 9 NA 73 C
27 *  1 <■1 ^ 1 - - - + ^ 1 ^ 1 ^1 M ^ 1 NA ^ 1 8 0 56 75 c
28 ^ 1 < 1 <1 -i. - + ^ 1 1 <-1 1 NA <1 6 6 NA 6 7 c
29 ^  1 *  1 49 4- - - - ' 2 2 NA 1 25 4 7 81 B
30 0u 1 - - - + 2 NA 7 0 65 7 4 c
31 1 2 1 - - - + ^  1 2 1 * 1 NA < 1 8 4 2 6 7 8 c
32 ^  1 <■1 ' - + - + 1 * 1 . * 1 NA <•1 8 8 4 6 8 0 c
33 ^  1 ^ 1 ^ 1 - - - + 1 4 8 5 6 NA 9 63 NA 73 c
34 85 68 ^  i - - + + 2 4 . 3 0 3 7 20 <1 NA 17 < 1 NA 2 T
35 < 1 8 V - + - + -í 1 - 1 ^1 ^1 ^1 NA ^1 18 19 8 9 I
36 ^  1 - - - NA NA NA NA NA NA 1 1 NA I
37 d  ] ^ 1 - - - + NA NA NA NA NA ^ 1 NA 4 5 7 5 NA c
3 8 * 1 ^ 1 ^ 1 - - - NA NA NA NA NA ^ 1 NA 25 *  1 NA C
39 ^ 1 ^-1 <1 - - - - NA NA NA NA NA ^ 1 NA 3 0 10 NA C
40 3 ^  1 <--1 - + - + NA NA NA NA NA ^ 1 NA 4 0 13 NA C



ANEXO 5 - MARCADORES IMUNOL ÜGI COS  DOS PACIENTES ESTUDADOS ( N = 6 3 )

ER ER I g S I g C M i c r o l i n f o c i t o t o x i c i d a d e I r o u n o f 1 u o r e s c i n c i a I n d i  r e t a S u b g r u p o j

N9 4<?C 3 7 9 C A N T I - B A N T I - T A N T I - D R CD 1 CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 CD 1 0 CD 1 9 DR de

% % % + / - + / - + / - + / - % % % % % % % ■% % % L LA

!i
141 87 54 . _ _ _ NA NA 27 19 NA 3 2 3 7 NA T*1

142 5 4 - + - + NA NA NA NA NA ^ 1 NA 10 3 8 NA PPB

h
1 ^ 1 ^ 1 - - - + NA NA NA NA NA ^ 1 NA 66 53 NA C

Iid 4 *  1 - - - NA NA NA NA NA 12 NA 54 61 NA C

45 1 ^ 1 <1 - + - + NA NA NA NA NA <1 NA 6 4 58 NA C

;46 < 1 < 1 - NA NA NA NA NA NA NA NA 12 NA 9 5 56 NA C

I47 1 <1 - - - - NA NA NA NA NA ^  1 NA 6 8 7 0 NA C

43 4 < 1 - + + NA NA NA NA . NA 4 NA 100 9 5 NA C

49 ^ 1 - - - - NA NA 2 <1 NA 70 <1 61 52 NA c

50 *  1 ^ 1 - - - + NA NA NA NA NA 3 NA 92 81 NA c

Í51 ^  1 ^ i ^ 1 - - j- NA NA NA NA NA 6 NA 58 70 NA c
1
52 5 2 < n - + - + NA NA NA NA NA 5 NA 93 8 8 NA c

!õ 3 *  1 *  1 3 - + - 4- NA NA NA. NA NA 15 NA 60 3 4 NA c

:54 54 32 1 - NA NA NA NA. 73 2 11 NA 77 6 5 < 1 <  1 NA T

:55 6 3 2 - - - o. NA NA NA NA NA 14 NA ^ 1 4 NA I

:56 1 ^ 1 ^1 - -t. - + NA ' N A NA NA NA 10 NA 16 82 NA PPB

:57 <̂ 1 * 1 < 1 - + - v NA NA NA NA NA < 1 NA 9 0 9 2 NA c
158 *  1 <■ 1 <  1 - - - - NA NA NA NA NA 1 5 NA <  1 ^ 1 NA

C
l

59 *  1 ^ 1 < 1 - NA NA NA NA NA NA NA NA 6 NA 72 4 8 NA c

60 ^ 1 < 1 - + - + NA NA NA NA NA <  ] NA 33 14 NA C 1,



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

ER ER I g S I g C M i c r o l i n f o c i t o t o x i c i d a d e I m u n o f 1 u o r e s c e n c i a I n d i r e t a S u b g r u p o

N<? 4 9 C 3 7 9 C A N T I - B  A N T I - T  A N T I - D R CDl CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 CD 10  C D l 9 DR d e
a'JO % % + / - + / -  + / -  + / - % % % % % % % % % % L L A

61 *  1 ^ 1 < } _ + -  + NA NA NA NA NA . 5 NA 1 43 NA PPB
62 3 5 71 1 - + NA 9 5 14 9 NA 8 6 61 2 NA T
63 * 1 5 + -  -  - NA NA NA NA NA NA NA ^ 1  3 0 .40 PPB

NA= n ã o a n a l i s a d o ; 1 = L L A  i n d i f e r e n c i a d a ;  C= LLA c o m u m ; T= L L A T ; B = L L A  B ;  PPB= p r e - p r ê - B

1
5

3
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