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RESUMO

As leucemias agudas compreendem um grupo heterogéneo de neoplasias clonais
que diferem quanto a etiologia, patogénese, historia natural e progndstico. A
proliferacdo, nesses casos, esta acelerada afetando a producdo de células
hematopoéticas, ocasionando insuficiéncia da medula O0ssea e acometimento
extracelular. Classicamente as leucemias dividem-se nas duas principais linhagens
leucocitarias: linféides e mieldides. A imunofenotipagem, realizada pela técnica de
citometria de fluxo, é util tanto no diagnéstico como na classificacdo, prognéstico,
estadiamento e monitoramento das leucemias através da caracterizacao fenotipica
das células hematopoiéticas patologicas. E um método multiparamétrico, que utiliza
anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos para analisar qualitativa e

quantitativamente padrées de expressao de antigenos. O tubo de triagem contendo
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8 anticorpos, foi idealizado para uma analise r4pida e eficiente de uma amostra, para
a identificacdo, enumeracao e caracterizagdo das populacdes de células suspeitas.

Palavras-chave: Leucemias agudas, Citometria de fluxo, Imunofenotipagem, Painel

de triagem.

ABSTRACT

Acute leukemias consist of a heterogeneous group of clonal neoplasms that differ in
etiology, pathogenesis, natural history and prognosis. Proliferation, in these cases, is
accelerated affecting the production of hematopoietic cells, causing bone marrow
insufficiency and extracellular involvement. Classically, leukemias are divided into the
two main leukocyte lines: lymphoid and myeloid. Immunophenotyping, performed by
the flow cytometry method, is useful both in the diagnosis and in the classification,
prognosis, staging and monitoring of leukemias through the phenotypic
characterization of pathological hematopoietic cells. It is a multi-parametric method
that uses monoclonal antibodies labeled with fluorochromes to qualitatively and
guantitatively analyze antigen expression patterns. The screening tube containing 8
antibodies was designed for rapid and efficient analysis of a sample to identifying,

enumerating and characterizing suspect cell populations.

Key words: Acute leukemias, Flow cytometry, Immunophenotyping, Screening

panel.
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INTRODUCAO

As leucemias agudas (LAs) compreendem um grupo heterogéneo de
neoplasias clonais que diferem quanto a etiologia, patogénese, histéria natural e
progndstico!, caracterizam-se pela proliferacédo clonal e pelo blogueio maturativo das
células hematopoéticas, com substituicdo difusa da medula 6ssea por células
neoplasicas®. A transformacdo maligna ocorre nas células imaturas que perdem sua
capacidade de maturacdo e diferenciacdo, passando a ndo exercer corretamente
suas funcgdes. A proliferacdo, nesses casos, esti acelerada afetando a producéo de
células hematopoéticas, ocasionando insuficiéncia da medula éssea e acometimento
extracelulars.

Classicamente as leucemias dividem-se nas duas principais linhagens
leucocitarias: linféides e mieldides. As células clonais podem apresentar-se
indiferenciadas ou pouco diferenciadas, dependendo do grau de maturacdo no
sangue periférico (SP) e/ou na medula 6ssea (MO)% Durante o processo de
diferenciacdo, ocorrem mudancas nos niveis de expressao de diversas proteinas
(antigenos), o que permite estabelecer compartimentos maturativos tanto na
linhagem mieldide e linféide, com padrao e critérios bem estabelecidos®.

A imunofenotipagem, realizada pela técnica de citometria de fluxo (CMF), é
atil tanto no diagndstico como na classificagdo, progndstico, estadiamento e
monitoramento das leucemias através da caracterizacdo fenotipica das células
hematopoiéticas patoldgicas®. E um método multiparamétrico, que utiliza anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos para analisar qualitativa e
quantitativamente padrdes de expressao de antigenos (CDs — do inglés, clusters
designations) em populacdes celulares de interesse’.

Em relacdo a microscopia convencional, a CMF apresenta inumeras
vantagens para a andlise de células hematopoiéticas, principalmente no que diz
respeito as limitagbes de interpretagcdo e resolucdo do microscopista. A CMF
apresenta alta sensibilidade, especificidade e precisdo, permitindo analises
multiparamétricas de um grande nimero de células em pequeno intervalo de tempo®.

Uma estratégia na etapa de triagem é uma combinacdo de anticorpos para a

avaliacdo inicial da natureza das células hematopoiéticas imaturas em amostras com
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suspeita de leucemia aguda. Um tubo Unico com anticorpos predefinidos que
permite a identificacdo da linhagem celular e orientacdo adequada prévia a um
painel de caracterizagdo completa®.

O objetivo do presente estudo € apresentar o tubo de triagem de LAs com
0s anticorpos para definicdo da linhagem celular e que posteriormente direciona 0s
painéis destinados a classificar os diferentes tipos de leucemias de acordo com as

categorias de doencas definidas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

CLASSIFICACAO DAS LEUCEMIAS

As leucemias agudas apresentam caracteristicas morfoldgicas, clinicas,
imunologicas e moleculares distintas e sua classificacao precisa € primordial para o
tratamento adequado e o0 seu progndstico. Inicialmente, em 1976, um grupo
cooperativo Franco-Americano-Britanico publicou a classificagdo denominada FAB,
gue era essencialmente morfolégica e que foi revisada no ano de 1985, tornando-se
referéncia no estudo das leucemias agudas?.

A classificagcdo FAB prop0s a divisdo das LAs nos subtipos L1, L2 e L3 para a
LLA-B e para a LMA que inicialmente foram classificadas em tipo M1 (minima
diferenciacédo), M2 (com maturacao), M3 (promielocitica), M4 (mielomonocitica), M5
(monocitica), M6 (eritroleucemia) e M7 (megacarioblastica). Posteriormente foi
acrescido o subtipo MO (sem maturacdo). Atualmente, sabe-se que a analise
morfolégica, mesmo utilizando coloragBes citoquimicas, torna-se muitas vezes
insuficiente para determinar, com exatidao, a linhagem celular sendo incorporados
outros métodos diagndsticos como a imunofenotipagem e analise molecular3.

Em 2008, a classificacdo dos tumores hematopoiéticos e tecidos linféides da
Organizacdo Mundial de Saude, incorporou avangos na compreensdo dos aspectos
moleculares, genéticos e clinicos das neoplasias hematolinféides, facilitando o
manejo de pacientes, bem como estudos de investigagéo futuras. A caracterizacéo
morfolégica e imunofenotipica continuam a serem cruciais para um diagndstico
preciso, bem como monitoramento da resposta a terapia'®. Um resumo esquematico
da classificagcdo da Organizacdo Mundial de Saude para a leucemia aguda é

apresentado no Quadrol.
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Leucemia Mieloide Aguda
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) com anormalidades genéticas
recorrentes
Leucemia Mieloide Aguda relacionada a transformacao de
mielodisplasia
Leucemia Mieloide Aguda, sem outra classificacdo especifica
Sarcoma Mieloide
Proliferacéo Mieloide relacionada com a Sindrome de Down
Neoplasia blastica plasmacitoide de células dendriticas
Leucemias Agudas de Linhagens Ambiguas
Leucemia Aguda nao diferenciada
Leucemia Aguda de fenétipo misto com t(9;22)(g34;q11.2);
BCR-ABL1
Leucemia Aguda de fenétipo misto com t(v;11g23); rearranjo
MLL
Leucemia Aguda de fenétipo misto, mieloide-B, NOS
Leucemia Aguda de fendtipo misto, mieloide-T, NOS
Leucemia/Linfoma Linfoblastico B
Leucemia/Linfoma Linfoblastico B, NOS
Leucemia/Linfoma Linfoblastico B com anormalidades
genéticas recorrentes

Leucemia/Linfoma Linfoblastico T

Quadro 1. Classificacdo da OMS para as Leucemias Agudas?®.

IMUNOFENOTIPAGEM

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é uma metodologia direcionada,
entre outras aplicacbes, a caracterizacdo fenotipica de células!® e revela
informagdes importantes ao diagndstico, como o0 estagio de maturacdo das
populacdes celulares analisadas, a presenca de células com fendtipo
significativamente anormal, além de avaliar a presenca de marcadores associados

ao progndstico ou até mesmo marcadores que séo alvos terapéuticos??.
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A classificacdo imunofenotipica das leucemias baseia-se na marcacdo de
células em suspensao incubadas com anticorpos monoclonais (AcMo) conjugados a
um fluorocromo. A deteccdo dessas células ocorre através de emissdo das
fluorescéncias através de um citometro de fluxo. Os sinais fluorescentes sé&o
decorrentes da presenca dos antigenos de membrana e intracelulares nas células
examinadas®.

A dinamica funcional dos citbmetros de fluxo é composta principalmente por
trés sistemas. O sistema fluidico, meio utilizado para transportar as células em
suspensao para o interior de uma camara especial, que através de um fluxo liquido
continuo, alinha as células uma a uma por diferengca de pressdo, para serem
interceptadas por um ou mais feixes de lasers. O sistema 6tico, composto por lasers,
filtros e espelhos, tem fungdo de incidir luz e direcionar os fétons emitidos pelos
fluoréforos e pela dispersédo (scatter) da luz de acordo com as caracteristicas fisicas
das células. A luz dispersa na linha do feixe retilineo denominado espalhamento
frontal (Forward Scatter - FSC) é equivalente ao volume celular e o feixe
perpendicular ou espalhamento lateral (Side Scatter — SSC) esté relacionado a
complexidade interna da célula, como exemplo, formato nuclear, quantidade e tipo
dos granulos citoplasmaticos e deformidades da membrana. Ha também a captacéo
das fluorescéncias emitidas pelos fluoréforos conjugados aos anticorpos ligados as
células que foram excitados pelo(s) laser(s). Todas essas informacdes sao
direcionadas através de filtros 6ticos e espelhos para entdo serem detectados por
fotossensores, os fotodiodos de silicio e os tubos fotomultiplicadores (PMTs — do
inglés, photomultiplier tubes). Por fim, o sistema eletrdnico capta os sinais 6ticos e
0s converte em sinais eletrbnicos intermediando do sistema anal6gico para o
sistema digital, e sdo direcionados a um software para as analises dos dados!*.

E possivel utilizar diversos tipos de amostras, como exemplo, SP, aspirados
de (MO), culturas celulares, entre outras. No primeiro passo do processamento, uma
aliquota da amostra € adicionada a um tubo, juntamente com o0s anticorpos dos
antigenos celulares a serem pesquisados, homogeneizada e incubada por 30
minutos a temperatura ambiente para proporcionar a ligacdo. Amostras de SP e MO
sdo submetidas a lise das hemacias com uma solucdo lisante, centrifugadas e

lavadas com salina tamponada. Por fim, a populacdo de leucdcitos marcados €
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ressuspendida em solugdo salina e as células sdo adquiridas pelo citbmetro de

fluxo1s.

PAINEL DE SCREENING

A lista de anticorpos clinicamente Uteis tem aumentado progressivamente,
conduzindo a definicdo de perfis imunofenotipicos complexos. Em paralelo, o
namero de antigenos que podem ser avaliados em uma Unica andlise tem
aumentado muito devido a disponibilidade de novos instrumentos digitais multicolor
e um maior numero de fluorocromos compativeis. Isto facilitou a identificacdo mais
precisa e caracterizacdo fenotipica de populacdes especificas de leucécitos?®.

O painel de anticorpos e o volume de amostra contribuem para a decisédo
sobre a quantidade pipetada de anticorpos a serem usados simultaneamentes e
analisados em um Unico tubo'’. A disponibilidade de clones ideais de anticorpos
conjugados com fluorocromos também determina a selecdo de combinacdes
especificas de reagentes em um painel*8.

A base estratégica da imunofenotipagem tem dados que se fundem e
ferramentas de célculos que sdo combinados para um melhor diagndstico e
classificacdo das neoplasias hematoldgicas, assim foi previsto um requisito minimo
de painéis de 8 cores para imunofenotipagem rentavel. Tais painéis devem permitir a
utilizacdo simultinea de marcadores destinados a identificacdo especifica das
populacdes de células de interesse e marcadores de anticorpos adicionais para uma
caracterizacdo mais detalhada das referidas populacdes celulares?®,

O tubo de triagem foi concebido para a avaliacdo inicial da natureza das
populacées imaturas de células hematopoiéticas em amostras de leucemia aguda, a
fim de permitir a orientacdo apropriada para o painel de anticorpos complementar.
Mais especificamente, o tubo de triagem para LAs (ALOT — do inglés, Acute
Leukemia Orientation Tube) contendo 8 anticorpos, foi idealizado para uma analise
rapida e eficiente de uma amostra, através da identificacdo, enumeracdo e
caracterizacdo das populagbes de células suspeitas quando os dados clinicos e
laboratoriais séo indicativos de leucemia, como por exemplo, nimero elevado de

glébulos brancos ou citopenias. Este painel de anticorpos de 8 cores é flexivel para
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a identificacdo e caracterizagdo multidimensional de células normais e anormais,
pois sdo adequados para o rastreio imunofenotipico e classificagdo de doencas

malignas hematolégicas?’. (Quadro 2)

| Pacific | Pacific Percp | PE- APC-
Fluorescéncia FITC PE APC
Bue | Orange Cy5.5 | CY7 H7
Anticorpo
cCD3 | CD45 | cMPO | cCD79a | CD34 | CD19 | CD7 | mCD3
Monoclonal

_Quadro 2. Tubo ALOT - tubo de triagem unico contendo 8 anticorpos em cada

fluorescéncia. c: citoplasmatico; m: membrana?.

O painel deve ser suficientemente abrangente para identificar o tipo de
leucemia para as circunstancias clinicas. Isto ndo obriga que o painel inicial
contenha todos o0s reagentes necessarios para caracterizar completamente todas as
possibilidades de diagndstico, mas que seja capaz de detectar a sua presenca com
um grau adequado de sensibilidade e sugira estudos adicionais que podem ser
realizados para a classificacéo, prognéstico e diagndstico definitivo??.

Com a amostra contendo células blasticas e definido a linhagem celular
mieldide, linfoide T, B ou NK com tubo unico (ALOT), complementa-se com um
painel multitubos desenvolvidos para a caracterizacdo completa da
malignidade. Portanto a escolha do segundo painel depende dos resultados obtidos
com o tubo de triagem?°,

A escolha do segundo painel requer uma selecdo cuidadosa de combinacdes
Unicas de marcadores individuais com base no seu grau de especificidade para a
identificacdo de uma determinada linhagem celular, estagio de maturacéo e fenotipo
aberrante, assim como a selecdo de clones de anticorpos e conjugados de
fluorocromos adequados para serem usados em combinacdes. O desempenho
destas combinacdes de marcadores € ainda mais relevante do que a dos
marcadores individuais. Por conseguinte, a selecdo cuidadosa dos reagentes é
essencial para a concepc¢ao de combinacdes de anticorpos multicolor padronizados
que fornecem padrdes de coloracdo Unicos para cada populacdo de células normal

ou aberrante numa dada amostra??.
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IDENTIFICACAO DAS CELULAS
A diferenciacdo de células hematopoiéticas tem como um padrao especifico o
CD45, antigeno panleucocitario sendo um importante marcador na identificacdo das

populacdes de células suspeitas?3. (Figura 1)

SSC-A Exp-55C Low

SSC-A Exp-55C Low
a

™ T T T T L2l T T T T
o 1E2 1E3 1E4 1E5 [1] 1E2 1E3 1E4 1ES

cp4as cpas

Figura 1: Exemplo do CD45 panleucocitario em amostras normal e patoldgica. A)
Amostra de MO normal, com todos os leucdcitos positivos e distinguidos pela
granulosidade (SSC) apresentada pelas células. B) Presenca de uma populacéo
clonal imatura na regido do CD45 fraco e com baixa complexidade.

Para refinar a selecdo e confirmar ainda mais a natureza da populacéo
imatura, o CD34 é selecionado, pois é o primeiro marcador a se expressar em
células progenitoras hematopoiéticas humanas, uni e multipotentes. Esta presente
em 1% a 2% das células normais da MO, em mais de 90% das células
hematopoiéticas imaturas e vai perdendo com a maturacado celular. Este marcador

esta presente em 60% das leucemias linféides e mieldides agudas?*. (Figura 2)
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A
i

SSC-A Exp-55C Low

S5C-A Exp-55C Low
[1]

cD4as
Figura 2: A) Selecdo da populagdo CD34 positiva. B) ldentificagdo simultdnea da
populacao clonal imatura na regido do CD45 fraco e com baixa complexidade.

A mieloperoxidase (MPO) reage com granuldcitos e mondécitos no SP e na
MO a MPO identifica leucemia mieldide através do percentual de blastos positivos.
Casos M1, M2, M3, M4 e alguns casos de M5 (classificacdo FAB) sdo MPO

positivos?®. (Figura 3)

| A

S5C-A Exp-55C Low

SSC-A Exp-55C Low
a

B2 O 1E2 1E3 1E4 1ES
cp4as cMPO

Figura 3: A) Selecéo da populacao clonal imatura na regido do CD45 fraco e com
baixa complexidade. B) Identificacdo simultinea da expressdo de MPO
citoplasmatico nesta populagéo.

O CD3 citoplasmaético (cCD3) é um marcador de linhagem T especifico, que
deve ser interpretado em combinacdo com o CD3 de membrana (mCD3), a fim de
identificar as células T imaturas (cCD3*/mCD3"), o fendtipo mais frequente no

Linfoma Linfoblastico T2°. (Figura 4)
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A
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Figura 4: A) Selecdo da populacao clonal imatura na regido do CD45 fraco e com
baixa complexidade. B) Identificacdo simultanea da expressdo de CDS3
citoplasmatico da populacgéo clonal. C) expressao negativa de CD3 de membrana na
populacdo clonal. Em vermelho as células T maduras positivas para CD3.

O CD19 foi selecionado como um marcador de linhagem B muito sensivel,
gue € expresso durante as fases iniciais do comprometimento das células B. No
entanto, o CD19 é pouco especifico, uma vez que também é expresso em subtipos
de casos de LMA como coexpressdao, embora em niveis mais baixos e mais
heterogéneos. Consequentemente, CD79a citoplasmatico melhora a atribuicdo da
linhagem B, pois esta em varios estagios de diferenciacdo de célula B, é detectado

somente no citoplasma e um importante marcador de LLA-B precoce?®. (Figura 5)

i-A B

SSC-A Exp-55C Low

SSC-A Exp-55C Low

™ T T T T
[ 1E2 1E3 1E4 1ES
cD45

Figura 5: A) Selecéo da populacao clonal imatura na regidao do CD45 fraco e com
baixa complexidade. B) ldentificagdo simultdnea da expressdo de CD19 nesta
populacao.

O CD7 foi selecionado, pois acredita-se que € o primeiro antigeno associado

a linhagem T, sendo positivo em praticamente todos os casos de Linfoma
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Limfoblastico T. Esta fortemente presente na maioria das células precursoras da
leucemia linfoblastica aguda, mas é consistentemente negativo em células B. CD7
distingue precursores de T e B na LLA e se expressa em pequena propor¢cao em

LMA, especialmente M4 e M52’. (Figura 6)

A

S5C-A Exp-55C Low

S5C-A Exp-55C Low
a

1]

Figura 6: A) Selecéo da populacao clonal imatura na regido do CD45 fraco e com
baixa complexidade. B) Identificacdo simultanea da expressdo de CD7 da populagéo
clonal. Em vermelho as células T maduras positivas para CD?7.

Uma relacao dos anticorpos, fluorocromos e especificidade é apresentada no

quadro 3.
Anticorpo Fluorocromo Especificidade
Leucdcitos humanos, incluindo linfocitos,
CD45 OC515 o o o
monacitos, granuldcitos e eosindfilos.
Precursores hematopoiéticos; Expresso nos
CD34 PerCP- Cyanine5.5 |blastos da maioria das leucemias agudas de

gualquer linhagem.

Linhagem miel6ide na fase inicial da maturacao

cMPO FITC _ _
onde as células estdo se diferenciando

cCD3 Pacific Blue ™ Fases iniciais de maturacéo das células T.

Superficie dos timocitos maduros e células T no

mCD3 APC-C750 o
sangue periférico.
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Superficie de células B, ambos em células

. normais ou fases iniciais leucémicas. E positivo
CD19 PE-Cyanine7 .
em quase todos os casos de leucemia

linfoblastica B.

Linhagem B, mas também pode ser expresso em
cCD79a PE algumas leucemias de diferentes linhagens

celulares, como LMA e linfoma linfoblastico T.

Linhagem linféide T e NK mas também é
CD7 APC

expresso em LMAs.

Quadro 3. Relacao Anticorpo, fluorocromo e especificidadeﬁ.
DESEMPENHO DOS ANTICORPOS

Muito mais do que a enumeracdo dos blastos, a identificacdo fenotipica
destas células por CMF apresenta um papel central no diagnéstico das doencas
blasticas. O estabelecimento da CMF para diferenciar leucemia linfoblastica aguda
(LLA) de leucemia mieloide aguda (LMA) e definir a terapéutica apropriada
representou um grande avan¢o no diagnostico por ser um método bastante
reprodutivel para este fim especifico?.

Uma vez que as células anormais foram identificadas e seu fenétipo descrito,
€ entdo necessario reunir as informacdes fenotipicas e fazer uma interpretacdo. A
interpretacdo de dados de citometria de fluxo ndo é baseada na aplicacéo rigida de
regras imunofenotipicas para diagnéstico?®.

A avaliacdo do desempenho de um determinado anticorpo conjugado pode
ser baseada em medidas absolutas (por exemplo, intensidade de fluorescéncia
obtido para uma dada populacdo de células de controle)®°, no entanto este
parametro pode ndo ser aplicado uma vez que o marcador € combinado com outros
reagentes em um tubo Unico ou em um painel de anticorpos multitubos. Portanto,
cada reagente tem de ser avaliado quanto ao seu padréo de coloracdo Unica obtida
para as populacdes de células distintas num espaco multidimensional definido por

todos os parametros do tubo multicolor recentemente concebido. Por conseguinte, a
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avaliacdo dos perfis imunofenotipicos de populagbes celulares de leucemia devem
preferencialmente ser baseada numa comparacdo detalhada dos fendtipos de
células individuais para todos os marcadores em conjunto, ao em vez da
interpretacdo subjetiva dos niveis de fluorescéncia média arbitrarios (por exemplo:
negativo vs positivo, fraca vs forte, homogénea em relagédo padrées heterogéneos)
de uma lista de marcadores individuais. Visualizacdo de tais espacos
multidimensionais e selecdo dos parametros importantes para a discriminacédo otima
entre as populagdes de células relevantes exigem novas ferramentas de softwares.
Essas ferramentas provam ser essenciais para a avaliagdo critica no desenho das
combinacgdes de anticorpos. Entre as ferramentas, arquivos de dados de referéncia
de entidades normais e distintas da doenca foram construidos os painéis avaliados
através de comparacdes estatisticas de arquivos de dados normais versus de
doencas especificas, bem como de arquivos de dados correspondentes a entidades
leucémicas. Desta forma, pode-se avaliar objetivamente o desempenho geral dos

painéis propostos para responder as perguntas clinicas especificas3!.

CONDUTAS CLINICAS E FATORES PROGNOSTICOS

A identificacdo da doenca em seu estagio inicial e o encaminhamento agil e
adequado para o atendimento especializado ddo a Atencdo Basica um carater
essencial para um melhor resultado terapéutico e progndstico dos casos®.

A cura é uma meta realizavel, tanto na LLA como na LMA, especialmente em
pacientes mais jovens. O primeiro objetivo € conseguir a remissdo completa, com
resolucdo de caracteristicas clinicas anormais, retorno a contagens sanguineas e
hematopoiese normais na MO e desaparecimento de clone leucémico. A terapia
especifica estd sendo constantemente melhorada®3.

Para o tratamento das LLAs varios esquemas enfatizam a introdugéo precoce
de um esquema intensivo de multidrogas. Na fase de inducéo a principal finalidade,
€ induzir uma remissdo completa, que é geralmente definida pela reducdo dos
blastos leucémicos e restaurar a hematopoese normal, em um periodo o mais curto

possivel, em geral de quatro a seis semanas®3.
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Na LLA B, os farmacos utilizados sdo a prednisona e a vincristina, pois atuam
rapidamente, apresentam atividade antileucémica sinérgica, sem toxicidade aditiva e
nao interferem em grau significativo com a regeneracdo da hematopoese, aspecto
essencial da remissdo completa®*. Os fatores progndsticos favoraveis para esta
patologia incluem a idade de 3 a 7 anos, um cariétipo com mais de 50
cromossomos, a translocagdo (12;21) e sem doenca do SNC no diagnostico. Os
fatores desfavoraveis sdo um caridtipo normal em numero, presenca da
translocacdo (9:22), morfologia anormal (pseudipléides), aumento de idade em
adultos e imunofendtipo de célula B com imunoglobulina citoplasmatica ou de
superficie®3.

De acordo com o Consenso Internacional, publicado em 1996, pacientes com
LLA B com menos de 50.000 leucécitos/mm?3 ao diagnéstico, por apresentarem
melhor progndstico, devem ser incluidos dentro do grupo de Risco Basico, enquanto
gue aqueles com leucometria superior sao classificados como Alto Risco e, portanto,
devem ser submetidos a tratamento mais intensivos®.

O tratamento da LLA T é baseado em esquema de quimioterapia, levando-se
em consideracdo as caracteristicas clinicas, imunoldgicas, citogenéticas e o
envolvimento ou ndo de outros 6rgaos para a escolha do protocolo mais adequado.
Por vezes ndo é possivel diminuir a sobrevida livre de doenca, sendo o transplante
de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) uma boa opcédo terapéutica na
consolidacéo da remissdo®®.

Portanto a imunofenotipagem nas LLAs é mandatéria para a definicdo da
origem celular T ou B, além de identificar os subtipos imunofenotipicos, que sao de
relevancia no prognéstico e no tratamento dos pacientes?’.

As caracteristicas prognésticas das LMAs mais importantes sao a idade, fase
mielodisplasica precedente, leucemia secundaria, caridtipo celular leucémico,
contagem de leucocitos e presenca de bastonetes de Auer. A classificacdo FAB
isoladamente néo prediz a resposta®3.

Com a melhora do tratamento da LMA, e consequente maior tempo de
seguimento clinico houve reconhecimento de alguns subtipos de LMA com melhor

resposta terapéutica e maior tempo de sobrevida. Estes subtipos de LMA possuem
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caracteristicas citogenéticas e imunofenotipicas especiais, importantes na pratica
clinica®.

O tratamento da LMA exige uma quimioterapia inicial de indugcdo com o
objetivo de atingir remissdo completa da doenca e consequente restauracdo das
células sanguineas normais. Apos, é seguida por uma terapia de pés-remissdo para
erradicar a doenca residual, fase de "consolidacdo" e a fase de "manutencéo”. Os
pacientes com mais de 50 anos sdo menos provaveis de conseguir a remissao. A
incapacidade de atingir a remissdo pode se relacionar a 6bito ou a resisténcia a
drogas decorrente de infeccdo ou sangramento durante o periodo de hipoplasia.
Geralmente, o tratamento resulta em mielossupressao significativa; assim, quase
sempre por periodos prolongados, clinicamente antes da recuperacdo da MO.
Durante este periodo, é vital o cuidado preventivo e de suporte.

A cura da LMA ocorre ainda numa minoria de pacientes adultos que se
submetem aos diversos protocolos de quimioterapia e, nos casos de progndéstico
intermediario ou desfavoravel, apesar do elevado potencial de morbidade, os
resultados do transplante de células-tronco hematopoéticas alogénico ou autdlogo

sdo melhores do que os obtidos com a quimioterapia padrédo32.

CONCLUSAO

A caracterizacdo das leucemias por imunofenotipagem € mandatéria
particularmente quando a morfologia é de dificil interpretacdo, permitindo a
identificacdo da linhagem e dos subtipos particulares de leucemias néo
reconhecidos pelos critérios morfolégicos, que podem ter significancia progndstica®.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo tem papel fundamental no
diagnéstico das Leucemias, uma vez que permite elucidar — de forma rapida e
inequivoca — as trés principais questdes que se impdem frente a um paciente com
suspeita clinica de leucemia, quais sejam:

1 - Se a populagéo de células predominante na amostra é normal ou anémala;

2 - Se for anébmala, a qual linhagem pertence (linfoide ou mieldide; se linfoide,

B, T ou NK);

3 - Se as células andmalas sdo imaturas ou madurass®.
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A identificacdo especifica de células leucémicas por sele¢cdo de populagéo,
forma a base para o diagndstico imunofenotipico, classificacdo, bem como avaliacéo
prognoéstica de pacientes com leucemias agudas. O desempenho do processo em
relacdo aos painéis de reagentes e 0s processos analiticos é necessariamente
diferente em leucemias linfoblasticas e mieloblasticas*®.

Além disso, em adicdo ao seu papel no diagndstico, a imunofenotipagem
pode dar outra grande contribuicdo: a avaliacdo da doenca residual minima, que
permite avaliar a resposta ao tratamento por meio de ensaios de elevadissima
sensibilidade, cujo emprego sistematico nos estudos clinicos tem dado origem a
novas estratégias terapéuticas que visam adaptar a intensidade do tratamento ao
grau de risco de recidiva da doenca®.

O objetivo principal de qualquer painel de reagentes utilizado para a avaliacao
da amostra deve ser suficiente para detectar a presenca ou auséncia de leucemia
aguda, e que o painel deve ser tdo eficiente quanto razoavelmente possivel para
fornecer a caracterizacdo completa da patologia??.

Em resposta a clara necessidade de uma abordagem mais eficiente e
padronizada para classificar doengcas malignas hematoldgicas, estudos realizados
para validar combinacdes de anticorpos multicolor, resultaram no tubo de triagem
inicial para amostras suspeitas de leucemia que contém combinacbes de 8
anticorpos pré-selecionados permitindo a orientacdo apropriada para uma linhagem
leucémica com precisdo e eficiéncia. Possui procedimentos operacionais
padronizados otimizados para a integracdo na citometria de fluxo. Desta forma
propde-se um unico tubo, extensivamente testado, para orientacao rapida e eficiente

de leucemias agudas?.
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