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RESUMO

A utilizagdo da citometria de fluxo em laboratérios clinicos aumentou consideravelmente
nas Uultimas duas décadas. Esta técnica permite a rapida analise de diversas
caracteristicas celulares, tais como o tamanho celular, a complexidade citoplasmatica, a
expressao de antigénios celulares, assim como pode ser util no estudo do ciclo celular,
na determinacao da ploidia de DNA em neoplasias, na contagem absoluta de células e na
separacgao de populagdes celulares com fenétipos especificos (“sorting”).

O presente relatério descreve o estagio no Laboratério de Citometria de fluxo do Centro
Hospitalar do Porto — Hospital Geral de Santo Antonio, cujos objectivos foram: conhecer a
rotina do Laboratério de Citometria de fluxo; aprender nogbes basicas da citometria de
fluxo e compreender a aplicacdo desta técnica na area da hemato-oncologia.

O Laboratdrio de Citometria de fluxo esta inserido no Servico de Hematologia Clinica
diagnosticando diversas patologias, entre as quais, doencgas linfoproliferativas B, T e NK,
hemoglobinuria paroxistica nocturna, leucemias agudas, sindromes mielodisplasicos,
mieloma multiplo e gamapatia monoclonal de significado indeterminado, entre outras.
Durante o meu estagio tive a oportunidade de estudar as seguintes patologias
hemoglobinuria paroxistica nocturna, mieloma multiplo e gamapatia monoclonal de
significado indeterminado, linfoma folicular, linfoma do manto e leucemia linfocitica

cronica B.



ABSTRACT

Flow cytometry studies in medicine are being increased from last two decades
considering the large number of diseases and clinical problems in which it can be
successfully used. With flow cytometry several cellular characteristics can be rapidly
studied such as size, cytoplasm complexity, antigen expression, cell cycle, DNA content
and separation of several cellular populations with specific phenotypes - sorting.
Presented report describes the training stage occurred in the Flow Cytometry Laboratory
of Porto Hospital Centre - General Hospital of Saint Anténio whose main objectives were:
to know routine work in the Laboratory; to learn basic flow cytometry techniques; and to
understand the use and application of this technology in hemato-oncology.

Flow Cytometry Laboratory is included in the Service of Clinical Hematology and
contributes to the diagnosis of several diseases such as lymphoproliferative diseases B, T
and NK; paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; acute and chronic leukemia,
myelodysplastic syndromes; multiple myeloma and monoclonal gammopathy of
undetermined significance.

During the training stage | had the change to study the following diseases: paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria, multiple myeloma and monoclonal gammopathy of
undetermined significance, follicular lymphoma, mantle lymphoma and B-cell chronic

lymphocytic leukemia.
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Relatério de estagio em Citometria de fluxo

1. INTRODUGAO

Na minha licenciatura em Analises Clinicas e Saude Publica realizei um dos estagios
curriculares no Laboratério de Imunologia Celular, do Servigo de Imunologia do Instituto
Portugués de Oncologia do Porto Francisco Gentil - EPE (IPOPFG-EPE), cuja Directora é
a Dra. Gabriela Martins, onde tive a oportunidade de trabalhar pela primeira vez num
citometro de fluxo e de compreender a sua importancia no diagndstico de doencgas
hemato-oncologicas. A minha Monografia foi também realizada neste Servigo, devido a
minha curiosidade pela area de Oncologia e pelo interesse na citometria de fluxo. Foi
essa curiosidade que motivou a minha candidatura ao Mestrado em Oncologia.

Neste contexto, o presente relatério pretende descrever o meu estagio no Laboratério de
Citometria de fluxo (CF), o qual foi uma oportunidade de relembrar e desenvolver os
conhecimentos adquiridos no estagio da Licenciatura.

Com efeito, este Laboratério, tal como o Laboratério de Imunologia Celular do IPO- Porto,
dedica-se ao estudo das doencas do sangue, pelo que me pareceu interessante
conhecer outro Laboratério que utilizasse a CF como meio de diagnéstico.

O Laboratério de Citometria de fluxo, cujo responsavel é a Prof. Dra. Margarida Lima,
encontra-se incluido no Servigo de Hematologia Clinica, do Centro Hospitalar do Porto -
Hospital Geral de Santo Antoénio, cujo Director é o Dr. Manuel Campos, e esta inserido no

Departamento de Medicina, cujo Director € o Prof. Dr. Lopes Gomes.

2. OBJECTIVOS

Os objectivos deste estagio foram:

=  Conhecer a rotina do Laboratério de citometria de fluxo;
= Aprender nogdes basicas da CF;

= Compreender a aplicagdo desta técnica na area da Hemato-Oncologia.
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3. CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € um processo no qual sdo medidas caracteristicas fisicas e/ou

quimicas de células ou de outras particulas (Shapiro 2003).

3.1 CITOMETRIA DE FLUXO/ CITOMETRIA DE VARRIMENTO/ MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Antes do uso da CF, as células eram visualizadas com um microscoépio de fluorescéncia.
Embora os citdmetros de fluxo estivessem disponiveis no comércio desde do inicio dos
anos 70, o seu uso era em primeiro lugar para a investigagcado devido a raridade, ao
elevado custo e a complexidade do seu funcionamento. Além disso, eram necessarios
técnicos especializados para o seu manuseamento (Nicholson 2002).

Na altura, os anticorpos policlonais eram produzidos por coelhos ou cabras quando
injectados com células ou antigénios celulares. Os anticorpos produzidos reagiam com
um numero de epitopes contra os quais foram originados. Infelizmente, estes anticorpos
uniam-se sem especificidade as células, causando falsos-positivos. O desenvolvimento
de anticorpos monoclonais em meados dos anos 70 resultou em particulas que eram
altamente especificas e sensiveis, evitando as dificuldades de ligacées néo-especificas.
Os primeiros anticorpos monoclonais produzidos foram contra os antigénios celulares de
ratinho, mas no final dos anos 70 e inicios dos anos 80, os anticorpos monoclonais foram
desenvolvidos e utilizados para detectar os antigénios nos linfécitos humanos. Assim
foram utilizados no estudo de doentes com HIV, tendo-se verificado que com o evoluir da
doenga havia um decréscimo das células T CD4", imunodeficéncia grave e morte
(Nicholson 2002).

Ha varias técnicas que utilizam a fluorescéncia, entre os quais a CF, a citometria de
varrimento e a microscopia de fluorescéncia. Na Tabela 1 estdo descritas diferencas e

semelhancas entre cada uma destas técnicas.
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Tabela 1. Diferengas e semelhangas entre as tecnologias CF, citometria de varrimento e
microscopia de fluorescéncia (adaptado do Curso “Aplicagdes clinicas da citometria” — Curso de
Citometria para TDT, organizado pelo Laboratério de Citometria do Servico de Hematologia Clinica

do CHP-HSA, organizado pela Prof. Dra. Margarida Lima).

Tecnologias/ o Citometria de Microscopia de
Caracteristicas varrimento fluorescéncia
Células em : : n ) . .
- _ Células imobilizadas  Células imobilizadas
Alvo de analise suspensao em . .
o em lamina em lamina
meio liquido

Fonte de luz Laser Laser Lampada
Electronica Electrénica/ Visual Visual
Graficos Células e graficos Células

' Qualitativa e Qualitativa e L
Avaliagao L L Qualitativa
Quantitativa Quantitativa

Numero de
Centenas - Milndes Centenas Centenas

células

500-5.000 células/
Velocidade 100 células/ segundo 100 células/ minuto
segundo

Uma caracteristica comum entre a citometria de varrimento e a microscopia de

fluorescéncia é o facto da amostra se encontrar em Idmina. No entanto, na citometria de
varrimento a marcacao celular é realizada em tubo e depois uma pequena quantidade da
suspensao € colocada numa lamina (Kamentsky 2001), enquanto na microscopia de
fluorescéncia a marcacao é realizada na prépria lamina. Por outro lado, na CF as células
encontram-se em suspensdo em meio liquido.

Outra diferenca entre a citometria de varrimento e a microscopia de fluorescéncia é que
na primeira as células ndo sao fixadas, encontram-se a fresco.

Na citometria de varrimento a deteccéo € electronica ou visual. Quando for necessario
observar ao microscépio alguma célula com mais pormenor, isso € possivel devido ao
facto deste citdmetro gravar no computador as coordenadas de cada célula analisada,
permitindo a sua rapida localizacdo, caso seja necessario, no microscopio. Esta
caracteristica € uma vantagem desta tecnologia. Na CF este aspecto nado é possivel,
devido ao sistema de fluxo, pois a posi¢ao das células ndo € mantida (Kamentsky 2001).
Na citometria de varrimento, apds a analise, a lamina pode ser retirada do equipamento e

corada com as coloragdes convencionais (Giemsa, hematoxilina e eosina), para ser
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novamente analisada. Os dados das duas analises sdo atribuidas a mesma célula, visto
que as suas coordenadas sao conhecidas (Tarnok 2002).

A CF tem uma velocidade de analise superior as outras duas tecnologias, visto que
consegue ler entre 500 a 5.000 células por segundo. A microscopia de fluorescéncia € a
tecnologia mais morosa, uma vez que analisa 100 células por minuto.

Na CF e na citometria de varrimento, como tém um computador acoplado, os sinais vao
depois ser convertidos em dados digitais para serem representados através de graficos
monoparameétricos e biparamétricos. Na citometria de varrimento também ¢é possivel
observar as células através do microscopio. No entanto, na microscopia de fluorescéncia
os resultados obtém-se apenas pela observagcado das células coradas com fluorocromos

No microscopio

3.2 PRINCIiPIOS DA CITOMETRIA DE FLUXO

A suspensao celular é injectada no citometro, dirigindo-se para o nucleo central contido
na camara de fluxo. Nesta cadmara existe um liquido de envolvimento (Sheath fluid) que
nao se mistura com a suspensao celular (Figura 1). No nucleo central as células formam
um fluxo laminar que mantém, hidrodinamicamente, as células alinhadas de forma que
estas passem uma a uma em frente ao feixe luminoso (Research antibody division of

MorphoSys [http://www.abdserotec.com/]).

Central core

Single flow

Figura 1. A focagem hidrodindmica forma uma fila unica de células (adaptado de Research

antibody division of MorphoSys [http://www.abdserotec.com])
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A interacgao das células ou das particulas com o feixe luminoso origina sinais que vao
ser alcangados por detectores adequados. A informacao recolhida pode agrupar-se em
dois tipos fundamentais: a que é originada pela dispersao da luz e a que esta relacionada
com a emissao de luz por fluorocromos presentes na célula ou na particula, ao serem
excitados pela fonte luminosa (Figura 2). A dispersao da luz € um processo fisico em que
uma célula interage com a luz incidente e muda a direcgdo da luz. As caracteristicas
celulares que contribuem para a dispersdo da luz sdo o tamanho celular, a membrana
celular, o nucleo e o material granular do interior da célula. A luz ndo se dispersa de igual
forma em todas as direcgdes. A luz que dispersa para a frente (“forward scatter”, FSC) é
uma medida do tamanho celular, enquanto a luz que é dispersa em angulo recto (“side

scatter”, SSC) depende da complexidade celular (Orfao e Buitrago 1995).

Q&Q 3

'8%‘\‘67.
Ag’@g
e

1l

T Green photomultiplier
A tube (PMT)

Stream of fluid &)
containing antibody-
labeled cells

Red PMT
e CPU

Side scatter

.

Laser o Forward scatter

Figura 2. Esquema de funcionamento de um citémetro de fluxo (adaptado de Janeway 2001).

A fluorescéncia é indicada como a emissdo de energia luminosa pelos compostos
fluorescentes que se encontram ligados aos anticorpos monoclonais. Estes compostos
absorvem energia, fazendo com que um electrdo passe a um nivel energético superior.
No momento em que esse electrao regressa ao seu estado de repouso, emite um fotao e

liberta energia (Orfao e Buitrago 1995).
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Os sinais vao depois ser convertidos em dados digitais para serem representados atravées

de graficos monoparamétricos e biparamétricos (Orfao e Buitrago 1995).

3.3 IMUNOFENOTIPAGEM

A imunofenotipagem ¢é actualmente uma das maiores aplicagdes da CF. Este método
consiste na detecgao de células, que possuem antigénios celulares especificos, através
da sua incubacido com anticorpos marcados com fluorocromos e detectando a emissao
de fluorescéncia quando incide uma fonte luminosa. Se a intensidade de fluorescéncia for
a que é esperada, entdo é normal. Se houver qualquer alteracdo, quer seja aumento,
diminuicdo ou auséncia, ndo é uma situacdo normal (Orfao e Buitrago 1995; Nicholson
2002).

A imunofenotipagem ¢é utilizada para auxiliar no diagnéstico de doengas hemato-
oncologicas, nomeadamente linfomas e leucemias. Pode também acompanhar a eficacia

dos tratamentos clinicos (Orféo e Buitrago 1995; Nicholson 2002).

3.4 AREAS DE ESTUDO E APLICAGOES DA CITOMETRIA DE FLUXO

A CF tem utilidade em diversas areas como a Imunologia, a Hematologia, a Oncologia, a
Anatomia Patologica e a Biologia Celular.

Esta técnica permite a andlise de diversas caracteristicas, tais como o tamanho celular, a
complexidade citoplasmatica, a expressao de antigénios celulares, assim como pode ser
realizado o estudo do ciclo celular, a determinagdo da ploidia de DNA em neoplasias, na
contagem absoluta de células e na separacdao de populagbes celulares com fendtipos
especificos (“sorting”), e o estudo de diversos parametros celulares como a concentragao
do Ca®" intracelular, o pH intracelular e a apoptose (Brown e Wittwer 2000; Orfio e
Buitrago 1995).

3.5 APLICAGAO DA CITOMETRIA DE FLUXO NO ESTUDOS DE TUMORES SOLIDOS

Nos chamados tumores solidos o diagndstico é feito, normalmente, por diversas técnicas
que nao a CF. A aplicagdo da CF a este grupo de neoplasias, tem sido
fundamentalmente na deteccao de células metastaticas, por exemplo em géanglios

linfaticos ou na medula dssea, e na pesquisa de células tumorais circulantes (CTC) no
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sangue periférico. Estas informacdes sado importantes quer ao nivel do estadiamento,
quer na definicdo do progndstico. Para essa deteccdo a CF utiliza varios marcadores
especificos, tais como as citoqueratinas, moléculas de adesdo como as EpCAM, o
conteudo de DNA, de forma isolada ou combinando estes diferentes marcadores em
painéis multiparameétricos.

A grande maioria maioria das mortes por neoplasias € devida a metastizacdo do tumor
primario. A deteccdo das CTC tem sido considerada como uma forma de se avaliar a
agressividade do tumor e a resposta ao tratamento (Cruz e col 2005; Gerges e col 2010).
Um estudo realizado em 2005 por Cruz e colaboradores em doentes com cancro da
mama verificou que a analise combinada da expressao de citoqueratinas (CK18) e do
conteudo de DNA por CF é um método sensivel de identificacdo especifica de células
tumorais nesta neoplasia em amostras de sangue. Quando se trata de neoplasias da
mama em estadios iniciais os resultados ja ndo sdo tdo conclusivos. Krishnamurthy e
colaboradores (2010) correlacionaram a presenca das CTC com outros marcadores de
prognéstico, tais como a classificagdo do tumor (T1 ou T2), o grau histolégico, o receptor
de estrogénio, o receptor de progesterona, o HER2 (human epidermal growth factor
receptor 2) e a invasdo ganglionar. Estes autores concluiram que as CTC e as células
metastaticas ndo se correlacionaram com os marcadores de progndstico considerados no
estudo.

As CTC e as células metastaticas existem em pequena quantidade, e uma forma de se
conseguir detecta-las é utilizando métodos de enriquecimento da amostra. Estes podem
ser métodos de centrifugagdo por diferentes gradientes de densidade, como o Ficoll,
assim como procedimentos imunomagnéticos positivos ou negativos e esferas
imunomagnéticas (Riethdorf e Pantel 2008).

Garrig0s e colaboradores (2010) realizaram um estudo em doentes com cancro colorectal
nos estadios Il e lll, com o objectivo de avaliar dois métodos diferentes de isolamento de
células tumorais em circulagao e duas técnicas de contagem dessas mesmas células,
para determinar qual a combinagao mais eficiente. Os dois métodos de isolamento foram
a centrifugacdo diferencial e as esferas imunomagnéticas, e as duas técnicas de
contagem foram o real-time PCR e a CF. Os investigadores concluiram que as esferas
imunomagnéticas e a CF foram a combinagdo mais eficiente, e que alteragdes na
quantidade de CTC durante o seguimento dos doentes poderiam indicar a recidiva do
tumor.

Em 2007 num estudo efectuado em amostras de sangue periférico, de doentes com
neoplasias metastizadas do pulméo, da préstata, do pancreas, da mama e do célon,

Nagrath e col descrevem a separagdao das CTC através da marcagdo destas com o
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anticorpo EpCAM. Concluiram que esta técnica proporciona uma nova e efectiva
ferramenta de identificacdo das CTC nos doentes com esse tipo de neoplasia.

No que diz respeito a deteccdo de CTC através de painéis multiparamétricos, um estudo
em doentes com sarcoma de Ewing (DuBois e col 2010) foi realizado com base na
expressao celular de CD99 e de CD45. Estas células sdo CD99" e CD45". Este estudo
concluiu que a utilizagdo do CD99 e do CD45 proporciona uma estratégia alternativa para
a deteccdo de células do sarcoma de Ewing. Bozzi e restantes investigadores (2006)
realizaram um estudo com casos de neuroblastoma, utilizando um painel de marcacgéo de
trés cores combinando o CD56 e o CD45 com o anticorpo especifico intracelular anti-
NB84, para a detecgdo de CTC na medula 0ssea. Estas células tém o fendtipo NB84™,
CD56" e CD45". Os autores desenvolveram um ensaio rapido e fiavel.

A CF também pode ser util no estudo de populagcdes aneupldides e na imunofenotipagem
de efusdes para a deteccao de células malignas. Um dos anticorpos utilizados pode ser o
anti-Ber-EP4, especifico para as células epiteliais (Davidson e col 2007).

Outra area de aplicacdo da CF em grande desenvolvimento, € o estudo das células
endoteliais e seus progenitores endoteliais em circulagdo. Estas células desempenham
um papel diferente no desenvolvimento do cancro, representando um possivel marcador
de destruigdo vascular (células endoteliais em circulagdo) e na formagdo de novos vasos
(células progenitoras endoteliais em circulagdo). Dados clinicos sugerem que a
determinagdo da quantidade de células endoteliais em circulagdo € util para definir o
melhor tratamento, enquanto as células progenitoras endoteliais em circulagdo parecem
ter um papel catalitico em varias fases da progressdo do cancro e na renovagao apos a
terapia (Mancuso e Bertolini 2010). Tém sido desenvolvidas varias técnicas para a
deteccdo e quantificacdo das células endoteliais em circulagado, entre elas a CF, mas a
falta de consenso no fendtipo destas células, assim como o seu reduzido nimero no
sangue, nao permitiu ainda o estabelecimento de “guidelines” definitivas (Strijbos e col
2008).



Relatério de estagio em Citometria de fluxo

4. APRESENTAGAO DO LABORATORIO DE CITOMETRIA DE
FLUXO

O Laboratorio de CF esta inserido no Servico de Hematologia Clinica diagnosticando
diversas patologias, entre as quais, doengas linfoproliferativas B, T e NK (natural-killer),
hemoglobinuria  paroxistica nocturna (HPN), leucemias agudas, sindromes
mielodisplasicos, mieloma multiplo (MM) e gamapatia monoclonal de significado
indeterminado (MGUS), entre outras. Das amostras que me foram atribuidas para estudo
durante o estagio, tive a oportunidade de identificar doentes com as seguintes patologias,
HPN, MM, MGUS, linfoma folicular (LF), linfoma do manto (LM) e leucemia linfocitica
cronica B (LLC-B).

Neste laboratério é possivel encontrar quatro citémetros de fluxo diferentes: o EPICS-XL-
MCL™ o Cytomics FC 500, o FACSCalibur e o FACSCanto Il. Na Tabela 2 estdo

representadas as diferencas entre eles.

Tabela 2. Caracteristicas dos citdmetros de fluxo existentes no Laboratorio de CF.

Citometros de fluxo/ EPICS-XL- Cytomics FC
FACSCalibur FACSCanto Il

Caracteristicas MCL 500
Beckman Beckman
Casa comercial BD BD
Coulter Coulter
Numero de lasers Um Dois Dois Trés
Cores Quatro Cinco Quatro Oito

No decorrer do meu estagio todos os protocolos que realizei foram analisados nos
citbmetros EPICS-XL-MCL™ (Beckman Coulter) e FACSCalibur (BD).
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4.1 ESTRUTURA ORGANIZATIVA DO LABORATORIO

O Laboratério de CF é constituido por trés Médicas: a Prof. Dra. Margarida Lima, que é a
Responsavel pelo Laboratério, a Dra. Maria dos Anjos Teixeira e a Dra. Catarina Lau. E
constituido também por duas Técnicas Superiores, a Mestre Maria Luis Queirés e a Dra.
Marta Gongalves, e por trés Técnicas de Diagndstico e Terapéutica, a Dra. Ana Helena

Santos, a Dra. Marlene Santos e a Dra. Sénia Fonseca.

4.2 ORGANIZAGAO DO LABORATORIO

O Laboratério de CF é constituido pelas salas de recepcdo das amostras, de
processamento das amostras, de aquisicdo e analise de dados e pela sala de

computadores, onde se executam os relatérios.

5. TIPOS DE AMOSTRAS

- Sangue periférico;

- Aspirado de medula 6ssea;

- Liquidos de derrame (pleural, pericardico, ascitico);
- Liquido Cefalorraquidiano;

- Produtos de lavado (bronco-alveolar, vesical, etc);

- Bidpsias.

11
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6. RECEPGAO DAS AMOSTRAS

No Laboratério de CF é destacado um técnico para a recepgao das amostras.

Quando uma amostra chega ao laboratério, o técnico responsavel confere se 0 nome que
consta na requisicao coincide com o nome do doente colocado no recipiente com o
produto a analisar. De seguida, faz o registo na folha de Distribuicdo das amostras dando
um numero interno (por exemplo, 1000576), identificando o doente, colocando o tipo de
amostra, o técnico que ira processar esse mesmo produto e, apds realizar o hemograma,
0 numero de leucdcitos no sangue. Posteriormente, fazem-se trés esfregacgos, que depois
irdo ser corados, e 0 hemograma no contador automatico GEN-S (Beckman Coulter). Na
ficha do hemograma de cada doente o técnico insere os seguintes dados: o nome e
apelidos, o sexo, a data de nascimento, 0 numero do processo e o hospital de origem.
Neste laboratério é utilizado um programa informatico, o GlLab Soft, para dar a entrada
dos doentes e respectivos produtos, inserir os resultados e fazer os relatérios, permitindo-
Ihes ainda ter acesso aos resultados de eventuais estudos anteriores que tenham sido
realizados para cada doente.

Assim, o técnico procede a pesquisa de resultados de estudos anteriores de um
determinado doente e, em caso afirmativo, regista-os. De seguida, regista o novo
episodio do doente no programa GlLab Soft para a recep¢do de amostras. Se o doente
for de outro hospital as Administrativas terdo de atribuir um numero (LAB) do Centro
Hospitalar do Porto - Hospital Geral de Santo Antonio. Depois do registo do episddio,
insere-se o0 numero interno, o médico requisitante, o produto, o método de colheita e os
respectivos tubos de colheita, a informacao clinica, o estudo solicitado e o técnico
responsavel pela recepgao.

O estudo dos anticorpos anti-plaquetarios é realizado as tercas-feiras pelo técnico
destacado para tal efeito. Nos restantes dias semanais s6 sao aceites amostras de
doentes com trombocitopenias graves (abaixo das 30.000x10°ul plaquetas).

O hemograma e a informagéo clinica dada pelo médico requisitante sdo aspectos
fundamentais para a orientacao do estudo, pois sdo estes que dao a informagao de qual

o tipo de estudo que se ira realizar posteriormente.

12
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7. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

No Laboratério de CF existem dois tipos de marcacao celular: a marcagdo de membrana
€ a marcagao citoplasmatica.

A marcacado de membrana é realizada para marcar antigénios que existem na membrana
celular. Esta marcacéo pode ser directa ou indirecta. Na marcagao directa utiliza-se um
anticorpo que esta ligado a um fluorocromo. Esse anticorpo vai ligar-se ao antigénio que
se encontra na membrana da célula. A marcacéao indirecta é realizada em dois passos
porque o anticorpo primario ndo esta marcado. Assim o anticorpo primario liga-se ao
antigénio situado na membrana celular, e s6 numa segunda fase é que se adiciona o
anticorpo secundario, marcado com um fluorocromo, que por sua vez se liga ao anticorpo
primario.

A marcagao citoplasmatica € uma técnica para marcag¢ao de antigénios que n&o existem
na membrana, mas no interior da célula. Nestes casos, a membrana tem de ser
permeabilizada.

Durante o meu estagio neste laboratério tive a oportunidade de realizar algumas
marcag¢des de membrana e de observar uma marcacéao citoplasmatica.

Na sala de processamento das amostras os técnicos tém a sua disposicdo varios

protocolos de marcacao dependendo das células que se pretende estudar.

7.1 PROTOCOLOS DE MARCAGAO MEMBRANAR

Um conceito muito importante que me transmitiram no inicio do meu estagio em CF foi
que na CF é essencial conhecer o aspecto fenotipico das células normais para em

situagdes patoldgicas conseguir identificar as alteragcées apresentadas.

Ao longo do meu estagio pude realizar alguns dos protocolos para marcacédo de
membrana utilizados na rotina deste laboratério, entre os quais o Protocolo dos Minimos;
o Protocolo das doencas Linfoproliferativas B; o Protocolo das doencas dos Plasmdcitos;
o Protocolo de estudo do DNA; o Protocolo da HPN e o Protocolo de pesquisa de
anticorpos anti-plaquetas (AAP) nas plaquetas. A marcagdo de membrana utilizada é a
marcagao directa.

Todos os protocolos que realizei sdo descritos de seguida.

13
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7.1.1 PROTOCOLO DOS MINIMOS

Este protocolo é utilizado em casos de suspeita de doencas linfoproliferativas e inclui
diversas combinacdes de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos, os quais
estao descritos na Tabela 3. Este estudo € realizado com um painel de quatro cores no
primeiro tubo (FITC/PE/ECD/PC5) e de trés cores nos restantes (FITC/PE/PC5). A
aquisicdo dos dados e posterior analise foi realizada no citometro EPICS-XL-MCL™
(Beckman Coulter).

O protocolo de marcacdo comega com a adicdo de todas as combinacbes
anticorpo+fluorocromo e a amostra a cada um dos tubos. De seguida, incubaram a
temperatura ambiente e no escuro. Posteriormente, procedeu-se a lise dos eritrécitos,
através de um dos aparelhos automaticos existentes no laboratério: o Coulter TQ-Prep
(Beckman Coulter) ou o Multi-Q-Prep (Beckman Coulter). Os tubos foram depois
colocados no frigorifico durante uns minutos para estabilizar a marcagao. Posteriormente
procedeu-se a aquisicdo de dados no citdmetro.

No tubo 5 o primeiro passo foi a lavagem das ceélulas do doente (sangue periférico,
medula éssea, etc) com solugédo tampao fosfato com albumina sérica bovina a 2% (PBS-
BSA 2%), para eliminar as imunoglobulinas. Esta lavagem foi efectuada duas vezes. So
apés este passo €& que se procedeu a marcacdo com a combinacao

anticorpo+fluorocromo A-FITC/k-PE/CD19-PC5, e a lise dos eritrocitos.

Tabela 3. Combinagdes de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizadas no

painel do protocolo dos minimos.

Tubos Anticorpo + Fluorocromo

CD3-FITC/CD16+CD56-PE/CD45-ECD/CD19-PC5

CD20-FITC/CD5-PE/CD19-PC5
CD8-FITC/CD4-PE/CD3-PC5
CD38-FITC/CD10-PE/CD19-PC5
A-FITC/k-PE/CD19-PC5

14
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O tubo CD3-FITC/CD16+CD56-PE/CD45-ECD/CD19-PC5 fornece diversas informacdes,
entre as quais a percentagem de cada populagdo de células NK, de linfécitos B e de
linfécitos T; a percentagem total de linfocitos; o tamanho dos linfécitos B e T e a
distribuicdo das células de acordo com a sua complexidade (através do dot-plot
SSC/CD45-ECD).

No primeiro tubo, o anticorpo anti-CD19 marca os linfocitos B; o anticorpo anti-CD45 é
um marcador PAN-leucocitario, ou seja, marca todos os leucécitos; a combinacado do
anticorpo anti-CD16 com o anticorpo anti-CD56 marca as células NK; o anticorpo anti-
CD16 também marca os neutrdfilos; e o anticorpo anti-CD3 marca os linfocitos T (Figura
3).

2 3
a
2 2
:5 3
—_ .’I\ —
84,76 %
L - 'i.'.'.i'_
= 2
T o
5o ¥ 5
SRS S SN - SN N
100 10" 102 103 104

Figura 3 (a-b). Graficos biparamétricos demonstrando a populagédo dos linfocitos B (azul), dos

linfécitos T (verde) e das células NK (vermelho) num individuo saudavel.

No segundo tubo, o anticorpo anti-CD5 marca os linfécitos T enquanto o anticorpo anti-
CD20 marca os linfocitos B. Em situagdes normais, os linfocitos B marcam CD19 e CD20,
€ uma pequena quantidade destas células marcam CD5.

O terceiro tubo serve para se estudar as sub-populagdes dos linfécitos T. O anticorpo
anti-CD3 marca os linfécitos T; o anticorpo anti-CD4 marca os linfocitos T helper (CD4) e
o anticorpo anti-CD8 marca os linfocitos T citotéxicos (CD8). No sangue periférico é
normal encontrar-se uma maior quantidade de CD4 do que de CD8 (60% para 40%),

enquanto na medula éssea ha uma inversao da proporg¢ao (Figura 4).
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Figura 4 (a-c). Graficos biparamétricos representando as populagbées de linfocitos T CD4

(vermelho) e de linfocitos T CD8 (verde) num individuo saudavel.

O quarto tubo serve para identificar células precursoras de linfécitos e plasmdcitos na
medula éssea.

A presenca de linfécitos B monoclonais CD10 positivos no sangue periférico faz suspeitar
de um Linfoma folicular; a presengca de células imaturas no sangue periférico faz
suspeitar de uma Leucemia aguda.

O quinto tubo é de grande utilidade na deteccdo de monoclonalidade B nas amostras
biolégicas estudadas. Os anticorpos anti-k e anti-A marcam as cadeias leves das
imunoglobulinas. Em situagdo normal existem ambas as cadeias e a quantidade de kK &

superior a quantidade de A (Figura 5).
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Figura 5 (a-c). Graficos biparamétricos com a representagao das cadeias leves k (vermelho) e A

(verde) num individuo saudavel.
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Cada um dos tubos nao deve ser avaliado isoladamente, ou seja, todos os tubos tém de
ser considerados em conjunto, pois cada um deles da uma informagéao unica.

Consoante os resultados neste protocolo prossegue-se ou nédo o estudo. Se forem
encontrados linfocitos B monoclonais, continua-se o estudo dos linfécitos B; se forem
encontradas alteragdes nos linfocitos T ou células NK, procede-se com o Protocolo dos
Minimos das Neutropenias e/ou o Protocolo completo com o estudo dos receptores da

célulaT.

17



Relatério de estagio em Citometria de fluxo

7.1.2 PROTOCOLO DE ESTUDO DAS DOENCAS LINFOPROLIFERATIVAS B

Segundo a OMS a classificagdo dos tumores dos tecidos hematopoiéticos e linféides é a

seguinte (Jaffe e col 2001):

Tabela 4. Classificagéo dos tumores dos tecidos hematopoiéticos e linfoides, segundo a OMS.

Doencgas mieloproliferativas crénicas

Doencas mielodisplasicas/

mieloproliferativas

Sindromes mielodisplasicos

Leucemias mieléides agudas

Neoplasias da célula B

Neoplasias da célula T e da célula NK

Linfoma de Hogkin

Neoplasias dos histiocitos e das

células dendriticas

Mastocitose

Leucemia mieléide aguda com anomalias
citogenéticas recorrentes;

Leucemia mieldéide aguda com displasia
multi-linhagem;

Leucemia mieldide aguda e sindrome
mielodisplasico, relacionado com a terapia;
Leucemia mieldide aguda nao categorizada;
Leucemia mieldide aguda de linhagem
ambigua.

Neoplasias de precursores da célula B;
Neoplasias da célula B madura;
Proliferacbes da célula B de potencial
maligno incerto

Neoplasias de precursores da célula T;
Neoplasias da célula T madura e da célula
NK madura;

Proliferagbes da célula T de potencial

maligno incerto

Neoplasias dos marcéfagos/ histiocitos;

Neoplasias das células dendriticas
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LINFOMA

O linfoma é um tumor maligno do sistema linféide. Normalmente, o crescimento
neoplasico dos linfocitos ocorre nos ganglios linfaticos, que depois aumentam de volume.
Podem acumular-se na medula éssea, no sangue, no bag¢o, ou noutros locais como o
intestino, os pulmdes, ou o cérebro (Holman e col 2004).

Os linfomas dividem-se em dois tipos principais: doenga de Hodgkin e linfomas nao-
Hodgkin (LNH). O tipo especifico de linfoma depende da natureza dos linfocitos que
deram origem a doencga e o aspecto que apresentam para o patologista no momento que
os analisa ao microscépio (Holman e col 2004). Os LNH podem ser linfomas de células B
(LNH-B) ou de células T, conforme a respectiva célula afectada. Os LNH-B apresentam
diferentes caracteristicas celulares e manifestagcdes clinicas, tendo em comum uma
expansao clonal das células B malignas (Braylan 1993; Harris 2001). Para a sua distingao
e caracterizacao, contribuem dados clinicos, morfoldgicos, imunofenotipicos e, em alguns
casos, as caracteristicas moleculares e citogenéticas (Harris 2001).

Os LNH-B, em termos de prognéstico, podem ser classificados em tumores “indolentes”
(baixo grau) e tumores “agressivos” (alto grau). Os tumores “indolentes” geralmente
crescem mais lentamente e o seu diagndstico é feito com base na observagdo ao
microscopio. Os linfécitos que caracterizam o tumor sdo normalmente pequenos e
tendem a crescer em grupos circulares de células, denominados nddulos ou foliculos.
Alguns exemplos de LNH-B “indolentes” sdo o linfoma MALT, LF de grau 1 e grau 2,
linfoma linfoplasmocitico, entre outros (Holman e col 2004).

Os tumores “agressivos” sdo os linfomas de crescimento mais rapido e, por isso o
tratamento é mais urgente. Podem envolver apenas um ou dois locais na altura do
diagndstico, mas estao associados muitas vezes com sintomas eminentes (Holman e col
2004). Um dos tipos de linfomas pertencentes a este grupo € o linfoma difuso de grandes
células B, o linfoma mais comum a nivel mundial (Harris 2001).

Neste relatério irei abordar o LF e o LM, pois foram os tipos de LNH-B que tive a

oportunidade de observar durante o estagio.
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LINFOMA FOLICULAR

O LF ¢ o tipo de linfoma indolente mais comum. Este linfoma representa 22% de todos os
LNH e 80% dos linfomas de células B indolentes (Liu e col 2007), e esta associado com

uma sobrevivéncia média de 9 anos (Hoffbrand e col 2001a).

Caracteristicas clinicas

Os doentes com LF apresentam linfadenopatias (Armitage e Longo 2005; Liu e col 2007),
esplenomegalia, hepatomegalia. Aproximadamente 15% dos doentes tém febre, suores
nocturnos e perda de peso, e em 50% existe envolvimento medular (Liu e col 2007; Vitolo
e col 2008).

A maioria dos doentes encontra-se em fases mais avancadas da doenga no moneto do
diagnostico (estadios Il e IV) com linfadenopatias generalizadas (Hoffbrand e col 2001a;
Liu e col 2007).

Caracteristicas imunofenotipicas e moleculares

O LF é uma neoplasia de células B maduras (Liu e col 2007). A maioria dos LF de grau 1
e 2 expressam imunoglobulinas e marcadores das células B. Esta patologia expressa
também CD10, Bcl-6 e Bcl-2 (Fisher e col 2005; Harris e col 2008; Hoffbrand e col 2001a;
Liu e col 2007; Schwarting e col 2006; Vitolo e col 2008).

A proteina Bcl-2 pode ser util na distingdo entre a neoplasia e foliculos reactivos, visto
que estes ultimos n&o a expressam (Harris e col 2008).

A proteina Bcl-2 é sobrexpressa nos LF e protege as células da apoptose. A inibicdo da
apoptose prolonga a vida celular, resultando num nimero aumentado de células B com
um risco elevado de defeitos moleculares possivelmente envolvidos na transformacgao
maligna (Baliga e Kumar 2002).

Através da citogenética é possivel detectar a translocacao t(14;18)(q32;q21) em cerca de
80 a 90% dos casos (Liu e col 2007). Como resultado desta translocacdo ocorrem
rearranjos no gene Bcl-2. Este gene localiza-se no cromossoma 18g21 e € unido com a
regido do gene da imunoglobulina de cadeia pesada (IgH) no cromossoma 14g32. O

gene Bcl-2 fica sob a influéncia dos elementos reguladores do gene IgH (Liu e col 2007).
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Esta translocacao ocorre numa fase precoce do desenvolvimento das células B (Vitolo e
col 2008).

LINFOMA DO MANTO

O LM é constituido por células linféides pequenas. E um tipo de linfoma agressivo,
embora morfologicamente possa parecer um linfoma de células B indolente (Sneed e col
2007). E um linfoma que nao responde bem a quimioterapia (Dono e col 2004).

Esta neoplasia pode ocorrer em individuos de meia-idade e idosos (Dono e col 2004).

Caracteristicas clinicas

Nesta patologia, os locais atingidos incluem os ganglios linfaticos, o baco, a medula
Ossea (aproximadamente 60% dos doentes) e locais extra-ganglionares, tais como o
tracto gastrointestinal (polipose linfomatosa) (Fisher e col 2005; Sneed e col 2007,
Swerdlow e col 2008).

A maioria dos doentes na altura do diagndstico apresenta-se em fases mais avangadas
da doenga (estadios Il e IV) com linfadenopatias generalizadas (Fisher e col 2005;
Hoffbrand e col 2001a; Sneed e col 2007).

Caracteristicas imunofenotipicas e moleculares

Estudos imunofenotipicos demonstraram que o LM expressa imunoglobulinas, CDS5,
CD79b, FMC7, CD20, e nao expressa CD10, CD23 e Bcl-6 (Dono e col 2004; Sneed e
col 2007; Swerdlow e col 2008).

Estudos citogenéticos detectaram mutagdes nos genes p16, p53 e ATM (Sneed e col
2007). E demonstraram também que em cerca de 70 a 100% dos doentes tinham a
translocacgao t(11;14) que incluia o locus do Bcl-1 justaposto a regido da cadeia pesada
da Ig (Dono e col 2004).
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LEUCEMIA

A leucemia é uma neoplasia maligna do sistema hemolinfoide com envolvimento medular
e presenga de células neoplasicas em circulagdo no sangue periférico. Existem diversos
tipos de leucemia, e todas tém em comum o crescimento descontrolado de um dos tipos
de leucdcitos. Ha quatro grandes grupos de leucemia que sao a leucemia mieléide aguda
(LMA), a leucemia mieloide cronica (LMC), a leucemia linféide aguda (LLA) e a leucemia
linféide cronica (LLC) (Ball e Kagan 2008).

A LLA é uma neoplasia de células linféides que se inicia de uma forma rapida e
dramatica. Esta neoplasia € mais frequente em criangas, mas também aparece em
adultos. (Ball e Kagan 2008).

A LMA ocorre geralmente em adultos. A incidéncia aumenta com a idade, e varios
doentes desenvolvem a neoplasia como consequéncia do tratamento de outros tumores.
A LMA tem como sintomas: a fatiga, febre, infeccoes e hemorragias. Se esta doenca nao
for tratada é rapidamente fatal, no entanto, o tratamento com quimioterapia € altamente
eficaz levando a remissao completa (Ball e Kagan 2008).

A LMC ¢é o tipo de leucemia que se manifesta em adultos e é diagnosticada em exames
de rotina, pois € uma doenga cronica, de crescimento lento, que néo revela sintomas
prévios a elevacao da contagem leucocitaria. (Ball e Kagan 2008).

Neste relatorio irei mencionar apenas a LLC, pois foi o tipo de leucemia que tive a

oportunidade de estudar durante o estagio.

LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

A LLC é uma patologia hematopoiética monoclonal, de progresséao lenta, caracterizada
por uma expansao progressiva de linfécitos B. Estes linfécitos, pequenos e de aparéncia
madura, acumulam-se no sangue, na medula 6ssea, nos ganglios linfaticos e no bago
(Ball e Kagan 2008; Wierda e col 2008).

Caracteristicas clinicas

A maioria dos doentes com LLC, na altura do diagndstico, tem idade superior a 60 anos
(Ball e Kagan 2008; Borthakur e col 2007). Nos doentes assintomaticos a patologia é

diagnosticada em analises de rotina (Borthakur e col 2007). Nos doentes sintomaticos, a
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fadiga, as infecgbes e a linfoadenopatia estdo presentes (Borthakur e col 2007; Wierda e
col 2008).

Caracteristicas imunofenotipicas

A clonalidade da LLC é confirmada pela restricao das cadeias leves lambda ou kappa da
superficie da membrana celular (Wierda e col 2008).

As células de LLC expressam CD19, CD20, CD21, CD23 e CD24. Estas células
expressam também CD5, que é um antigénio normalmente encontrado nas células T. O
CD5 pode ser encontrado numa pequena percentagem de células B normais (Wierda e
col 2008).

Mutagao no gene variavel das cadeias pesadas das imunoglobulinas

Cerca de 30 a 40% dos doentes com LLC apresentam hipermutagcdes somaticas nas
regides variaveis das cadeias pesadas das Igs (IgVH) (Moreno e Montserrat 2008). Um
estudo realizado por Hamblin e colaboradores (1999) concluiu que a mutagédo IgVH
separa a LLC em duas formas clinicas distintas com progndsticos diferentes. Os doentes
com os genes IgVH ndo mutados tinham uma forma mais agressiva da doenca e uma

sobrevivéncia mais curta do que os que tinham mutacbes somaticas.

Caracteristicas laboratoriais

A linfocitose é uma caracteristica da LLC, que consiste em linfécitos maduros (Borthakur
e col 2007; Wierda e col 2008).

A infiltragdo medular pelos linfécitos € comum nesta patologia. A quantidade de linfécitos
vai aumentando com o tempo. Sao células pequenas e maduras, mas pode haver
variagao na sua morfologia, com algumas delas maiores ou atipicas (Wierda e col 2008).
A anemia e a trombocitopenia sdo também duas caracteristicas laboratoriais da LLC e

sao frequentes com a progressao da doenga (Wierda e col 2008).
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7.1.2.1 TECNICA

Este protocolo é realizado nos casos em que forem encontrados linfocitos B monoclonais
no Protocolo dos Minimos e ainda, nos casos em que na informacao clinica e/ou no
hemograma haja uma suspeita de doenga linfoproliferativa B.

O protocolo de marcacgao utilizado no estudo das doencas linfoproliferativas B encontra-
se apresentado na Tabela 5. E utilizado um painel de trés cores (FITC/PE/PC5). A leitura
dos tubos deste protocolo foi realizada no citometro EPICS-XL-MCL™ (Beckman
Coulter).

A realizagdo do protocolo comegca com a adigdo de todas as combinacdes
anticorpo+fluorocromo e a amostra a cada um dos tubos. De seguida, incubaram a
temperatura ambiente e no escuro. Posteriormente, procedeu-se a lise dos eritrdcitos. Os
tubos foram depois colocados no frigorifico durante uns minutos para estabilizar a
marcacao, e por fim foram adquiridos e analisados os dados relativos as células
estudadas no citometro.

Tal como no tubo 5 do protocolo dos minimos, nos tubos 5 € 6 o primeiro passo foi a
lavagem (duas vezes) das células do doente com PBS-BSA 2%. S6 apés este passo €
que se procedeu a marcagdo com a combinagédo anticorpo+fluorocromo IgG-FITC/IgM-
PE/CD19-PC5 e CD27-FITC/IgD-PE/CD19-PC5, e a lise dos eritrécitos.

Tabela 5. Painel de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizado no estudo das

doengas linfoproliferativas B.

Tubos Anticorpo + Fluorocromo

FMC7-FITC/CD23-PE/CD19-PC5
CD9-FITC/CD79b-PE/CD19-PC5
DR-FITC/CD11¢c-PE/CD19-PC5
CD103-FITC/CD25-PE/CD19-PC5
IgG-FITC/IgM-PE/CD19-PC5
CD27-FITC/IgD-PE/CD19-PC5
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7.1.2.2 ANALISE DE RESULTADOS

Com este protocolo podem ser identificadas diversas patologias dos linfécitos B maduros,
entre as quais a LLC-B, o LM e o LF, com base no seu perfil fenotipico.

A LLC-B corresponde a uma linfocitose B (Figura 6) que normalmente apresenta o
seguinte fendtipo: CD19 positivo; CD20 positivo fraco ou negativo; CD5 positivo; CD23
positivo; CD79b positivo fraco ou negativo; imunoglobulinas negativas ou positivas fracas;

CD38 positivo ou negativo; FMCY positivo fraco ou negativo.
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Figura 6 (a-c). Graficos biparamétricos representativos de um doente com LLC-B. A populagéo

azul corresponde aos linfécitos B e a populagéo verde aos linfécitos T.

O LM tal como a LLC-B, é CD19 e CD5 positivos no entanto distingue-se dela pelo facto
dos seus linfocitos B serem CD20 positivo forte, CD23 negativo, CD79b positivo, FMC7
positivo e imunoglobulinas positivas

Os linfécitos B do LF caracterizam-se por terem o seguinte fenétipo: CD19 positivo forte,
CD20 forte ou muito forte, CD5 negativo, CD10 positivo, CD38 negativo ou positivo; Igs
positivas.

A principal caracteristica que distingue esta patologia das acima descritas € o facto de o
CD10 ser positivo. Sempre que se suspeita de um LF prepara-se também o seguinte
tubo: Bcl-2-FITC/CD10-PE/CD19-PC5. Este tubo permite, em amostras da medula éssea,
a distincdo das células normais que marcam Bcl-2, das precursoras que ndo marcam, e

das células de linfoma que sobrexpressam Bcl-2.
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7.1.3 PROTOCOLO DAS DOENGAS DOS PLASMOCITOS

As gamapatias monoclonais constituem um grupo de doencas caracterizadas pela
proliferacdo clonal de plasmdcitos que produzem uma proteina homogénea de caracter
monoclonal (componente M ou paraproteina) que se detecta no soro e/ou na urina —
Figura 7 (McKenna e col. 2008).

Cada proteina M é constituida por duas cadeias pesadas da mesma classe: a y faz parte
da IgG, a a é encontrada na IgA, a u esta presente na IgM, a & constitui a IgD e a IgE é
caracterizada por €. O componente M é também constituido por duas cadeias leves do
mesmo tipo: kappa (k) e lambda (A). As Ig (imunoglobulina) policlonais sdo produzidas
por varios clones de plasmocitos e sdo heterogéneas no que diz respeito as cadeias
pesadas e tém também duas cadeias leves (Kyle e Rajkumar 2007).

O melhor método para a detecgao e quantificagdo do componente M é a electroforese.
Depois de se observar um pico na electroforese, € necessario recorrer a imunofixagao
para confirmar a presenca da proteina M e para determinar o tipo de cadeia leve e
pesada (Bladé 2006; Bladé e col 2008; Keren e col 1999; Kyle e Rajkumar 2006; Kyle e
Rajkumar 2007; Kyle e Rajkumar 2010).

Normal Gamapatia monoclonal

alb o4 Qo B ) 5

alb &y O B 2

Figura 7. Representacdo da electroforese das proteinas séricas. Na imagem da esquerda pode
observar-se a distribuicdo normal das proteinas séricas. A existéncia de varias Igs no soro traduz
numa diferente mobilidade destas num campo eléctrico resultando em diferentes picos. Na
imagem da direita esta presente a distribuicdo das proteinas séricas num caso de gamapatia
monoclonal (adaptado de Longo e Anderson 2005).

Estas gamapatias monoclonais podem ser classificadas em MGUS, MM, plasmacitoma,
doengcas de depodsitos de Ig e mieloma osteoclerético (Sindrome de POEMS -

Polyneuropathy, organomegaly, endocrinopathy, M protein, skin changes) — Tabela 6
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(McKenna e col 2008). O MM ¢ dividido em trés variantes, o mieloma assintomatico, o
mieloma nao secretor e a leucemia de plasmaocitos.
Neste ponto do relatério apenas irei referir a MGUS e o MM, pois foram as patologias que

estudei durante o meu estagio.

Tabela 6. Classificagdo das gamapatias monoclonais (adaptado de McKenna e col 2008).

Gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS)

Mieloma muiltiplo
Variantes:

Mieloma assintomatico
Mieloma n&o secretor
Leucemia de plasmacitos

Plasmacitoma
Plasmacitoma 6sseo
Plasmacitoma extramedular

Doencgas de depésitos de Ig
Amiloidose primaria

Depdsitos sistémicos de cadeias pesadas e leves

Mieloma osteoclerético (sindrome de POEMS)

MGUS

O termo gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) diz respeito a
presenca de uma proteina monoclonal em individuos sem qualquer caracteristica de MM,
macroglobulinemia de Waldenstrém, amiloidose primaria ou outras patologias associadas
(Bladé e col 2008).

Epidemiologia
A MGUS é encontrada em aproximadamente 3% dos individuos com idade superior a 50

anos e em 5% dos individuos com mais de 70 anos, sendo mais comum nos homens do

que nas mulheres (Kyle e col 2006; Kyle e Rajkumar 2007; McKenna e col. 2008).
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Quadro clinico

Os doentes ndo apresentam sintomas ou sinais relacionados com a gamapatia. E
encontrado o componente M na electroforese das proteinas séricas, em que
aproximadamente 70% séo IgG, 15% IgM, 12% IgA e 3% biclonais; 20% sao de cadeias

leves (McKenna e col 2008).

Critérios de diagndstico

Esta doenca é definida pela presenga de componente monoclonal no soro <30 gL,
plasmocitose medular <10% (Figura 8), auséncia de lesdes liticas e auséncia de sintomas
ou lesdes de orgéo relacionados com o mieloma - Tabela 7 - (Katzel e col. 2007; Kyle e
Rajkumar 2007; Kyle e Rajkumar 2010; McKenna e col 2008).

Figura 8. Medula éssea de um doente com MGUS. As setas indicam os plasmécitos (adaptado de
Bladé 2006).

Tabela 7. Critérios de diagndéstico da MGUS (adaptado de McKenna e col 2008).

Componente M no soro <30 g/L

Plasmocitose medular <10%

Auséncia de lesoes liticas

Auséncia de sintomas ou lesdes de orgdo relacionados com o mieloma (CRAB:

hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e lesdes 6sseas)
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Risco de transformag¢do maligna

A MGUS é uma condicdo pré-maligna que pode progredir para MM. A taxa de
transformagao maligna é de 1% por ano (Katzel e col 2007; Kyle e col 2002). A presenca
de uma paraproteina IgM (MGUS IgM) esta associada com um clone linfoplasmocitico
que pode progredir para linfoma linfoplasmocitico e/ou para macroglobulinemia de
Waldenstrom. A MGUS nao-IgM (IgG, IgA) esta associada com a presenca de clone de

plasmécitos e pode progredir para MM ou amiloidose (McKenna e col 2008).

Factores preditivos de transformagao maligna

Existem parametros que podem ser uteis na previsdo da progressdo de MGUS para MM.
Um dos parametros é a quantidade de paraproteina. Num estudo realizado por Kyle e
colaboradores (2002), o risco de progressdo para MM, ou para outra patologia
relacionada, 20 anos apés o diagnostico de MGUS foi de 14% para doentes com um
valor de proteina M <5 g/L, de 49% para um valor de 25 g/L, e de 64% para um valor de
30 g/L. Parametros como a idade, o sexo, a presenga de hepatoesplenomegalia, os
niveis de hemoglobina, a creatinina e a albumina séricas, o tipo e a quantidade de
cadeias leves na urina e a quantidade de plasmodcitos na medula dssea nao foram
factores preditivos de progressao maligna.

Outro parametro é o tipo de proteina M. E quanto a este mesmo parametro o referido
estudo (Kyle e col 2002) concluiu que os doentes com a MGUS do tipo IgM ou IgA tinham
um risco de transformag¢do maligna aumentado comparando com os doentes com MGUS
IgG.

A razao das cadeias leves livres no soro € também um factor preditivo de transformacéao
maligna. Esta razdo é medida através da nefelometria, tendo como valores normais o
intervalo 0,26-1,65 (Kyle e Rajkumar 2007). Uma razdo de cadeias livres anormal, seja
com valores abaixo de 0,26 (excesso de cadeias lambda) ou acima de 1,65 (excesso de

cadeias kappa), é considerado um marcador de expansao clonal (Bladé 2006).
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MIELOMA MULTIPLO

O MM é uma doenca caracterizada pela proliferacdo clonal de plasmoécitos na medula
ossea (Figura 9), e, geralmente, pela presenga de uma Ig monoclonal no sangue e/ou
urina (Singhal e Mehta 2006)

Figura 9. Medula 6ssea de um doente com MM, demosntrando plasmocitose (adaptado de

Singhal e Mehta 2006).

Os plasmécitos muitas vezes apresentam uma morfologia anormal, com mais
caracteristicas imaturas e uma variagdo de tamanho superior ao que normalmente é

encontrada nos plasmadcitos normais (Figura 10) (Hoffbrand e Pettit 2001b).

Figura 10 (a-c). MM: plasmécitos anormais na medula. Esta presente uma variacdo do tamanho
nuclear e citoplasmatico; uma das células apresentadas é multinucleada (c) (adaptado de
Hoffbrand e Pettit 2001b).
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Epidemiologia

O MM representa 1% dos tumores malignos, 10-15% das neoplasias hematoldgicas e
causa 20% das mortes por estas neoplasias. E mais comum nos homens do que nas
mulheres e 90% dos casos de MM ocorre apdés os 50 anos de idade (McKenna e col
2008).

Etiopatogénese

Foram identificados inumeros factores de risco para o MM. A predisposi¢cao genética é
um dos factores de risco, devido a maior incidéncia desta patologia nos parentes de
primeiro grau dos doentes de MM e por uma maior frequéncia da doenga em negros
(Schwarting e col 2006).

A exposicdo a certas substéncias toxicas ou radiagbes tem sido associada com um
aumento da incidéncia de MM (McKenna e col 2008).

A estimulagédo de um antigénio crénico pode constituir um factor de risco (McKenna e col.
2008; Schwarting e col 2006).

A maioria dos doentes ndo tem histéria de exposicdo a substancias toxicas nem de
estimulo de antigénio crénico (McKenna e col 2008).

A maioria dos casos de MM manifesta-se com a secreg¢ao de IgG ou IgA. Raramente se
observa a secregéo de IgD ou IgE. Em 85% dos casos sdo secretadas Igs completas,

porém em 15% sao produzidas apenas cadeias leves (Schwarting e col 2006).

Quadro clinico

As manifestagcbes clinicas do MM sao lesbes liticas, insuficiéncia renal, anemia,
hipercalcemia e imunodeficéncia. Os sintomas mais comuns sao a fatiga, as dores
Osseas e infecgdes frequentes (Katzel e col 2007).

O doente com MM apresenta sintomas de lesdes de 6rgao (CRAB: hipercalcemia,
insuficiéncia renal, anemia e lesbes dsseas), paraproteina monoclonal no soro ou urina
(50% 1gG, 20% IgA, 20% cadeias leves, <10% IgD, IgE, IgM e biclonal) e plasmdcitos

monoclonais na medula 6ssea (McKenna e col 2008).
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Em 70% dos casos o doente apresenta lesdes liticas (Figura 11), osteoporose ou
fracturas associadas a dor dssea e hipercalcemia a data do diagnéstico (McKenna e col
2008).

Figura 11. Les6es osteliticas no cranio de um doente com MM. Estas lesdes sdo provocadas pela

activacéo dos osteoclastos (adaptado de Caers e col 2008).

Critérios de diagndstico

O MM ¢é caracterizado pela presenca de componente monoclonal no soro ou na urina
superior a 30 g/L - Tabela 8 (Lust e Donovan 1998). Esta patologia possui plasmocitose
medular superior a 10%, presenca de sintomas ou disfungbes organicas (CRAB)
(McKenna e col 2008).

Tabela 8. Critérios de diagndstico do MM (adaptado de McKenna e col 2008).

Componente M no soro >30 g/L

Plasmocitose medular >10%

Presenca de sintomas ou lesdes de 6rgao (CRAB: hipercalcemia, insuficiéncia renal,

anemia e lesbes Osseas)

O MM assintomatico (ou indolente) € um tipo de MM que se caracteriza pela presencga de
proteina monoclonal IgG ou IgA no soro =230 g/L e/ou plasmocitose medular 210%, mas
sem evidéncia de lesbes de 6rgdao (CRAB). Os doentes com este tipo de MM tém um
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maior risco de progressao maligna do que os doentes com MGUS (Kyle e Rajkumar
2007).

A diferenciacéo entre o MM e a MGUS ou o MM assintomatico € baseada principalmente
na presenga ou na auséncia de lesdes de 6rgao relacionados com o mieloma (CRAB) —
Tabela 9. A MGUS e o MM assintomatico sao distinguidos pela quantidade de proteina M

sérica e pela plasmocitose medular (Kyle e Rajkumar 2007).

Tabela 9. Diferengas nos critérios de diagnostico de MGUS, MM assintomatico e MM.

MGUS MM assintomatico MM |
' Componente M no soro <30 Componente M no soro 230  Componente M no soro >30 |
gL g/L g/L
Plasmocitose medular Plasmocitose medular Plasmocitose medular
<10% 210% >10%
Auséncia de sintomas ou Auséncia de sintomas ou Presenca de sintomas ou
lesbes de 6rgao lesdes de 6rgao lesdes de 6rgao

As caracteristicas mais importantes que diferenciam a MGUS do MM s&o as lesdes
liticas, a osteoporose, a hipercalcemia e as fracturas patologicas (Kyle e Rajkumar 2006;
Kyle e Rajkumar 2007).

O desenvolvimento de lesdes dsseas, com a progressdao de MGUS para MM, é causado
pela activacdo dos osteoclastos assim como pela inibicdo da diferenciagdo dos
osteoblastos. A sobrexpressao de varias citoquinas, principalmente o RANK-L (receptor
activator of nuclear factor kappa-B ligand) e a MIP-1a (macrophage inflammatory protein
1-a), desempenham um importante papel no desenvolvimento das lesdes dsseas (Kyle e
Rajkumar 2006; Kyle e Rajkumar 2010).

A ligagdo do RANK-L com o seu receptor, o RANK (receptor activator of nuclear factor
kappa-B), exerce um importante papel na diferenciagdo dos osteoclastos e na reabsorgéao
do osso. O RANK-L esta também envolvido na activagdo de osteoclastos maduros para
aumentar a reabsorgao Ossea (Burgess e col 1999). Foi identificado um receptor
denominado OPG (osteoprotegerin), que se liga ao RANK-L, inibindo a sua interac¢ao
com o RANK e, desta forma, evitando a formagao de osteoclastos (Simonet e col 1997).
Em 2001, Croucher e colaboradores concluiram que o receptor OPG podera vir a ser

uma opc¢ao no tratamento da doenga éssea do mieloma (Croucher e col 2001).
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Diagnédstico

O diagnéstico e o estadiamento do MM requerem a realizagcado de certos exames, tais
como:
= Hemograma completo;
= Creatinina sérica, calcio sérico, microglobulina-f2, lactato desidrogenase;
= Electroforese de proteinas do soro e da urina;
= Imunofixa¢ao do soro e da urina;
= Quantificagdo dos plasmdcitos na medula éssea;
= Quantificacdo das cadeias leves livres;
= |munofenotipagem;
= (Citogenética;
= FISH (fluorescence in situ hybridization);

= Avaliacdo radiologica dos ossos (Kyle e Rajkumar 2009; Ribas e Colleoni 2005).

A CF apresenta algumas vantagens no diagnéstico e no acompanhamento dos doentes
com gamapatias monoclonais: o diagndstico do mieloma baseia-se na quantificagdo de
plasmocitos na medula 6ssea e na demonstracdo do seu fendtipo monoclonal; a
identificacdo de marcadores de prognéstico independentes, em especial aqueles que
conseguirem demonstrar o risco de progressdo dos doentes com MGUS e com MM
assintomatico, baseando-se na percentagem de plasmocitos normais e anormais. E, por
ultimo, avaliar a doenca residual minima para se ter conhecimento da eficacia da terapia
(Rawstron e col 2008).

7.1.3.1 TECNICA

Este protocolo é utilizado em casos de suspeita de doencgas dos plasmécitos: MM ou
MGUS.

No momento em que se suspeita de MGUS ou MM, realiza-se o tubo CD138-FITC/CD56-
PE/CD38-PC5 e o CD38-FITC/CD10-PE/CD19-PC5. O tubo CD138-FITC/CD56-
PE/CD38-PC5 é util para quantificar e avaliar a monoclonalidade dos plasmécitos. O tubo
CD38-FITC/CD10-PE/CD19-PC5 permite avaliar o perfil de maturagao dos linfécitos B,

distinguindo os precursores linféides, dos linfocitos maduros e dos plasmdcitos (estadio
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final de maturagédo dos linfécitos B) permitindo ainda suspeitar se os plasmdcitos séo
monoclonais ou ndo, com base na expressdo de CD19 e na intensidade de expressao de
CDa38.

Na Tabela 10 abaixo representada descreve-se o painel utilizado para o estudo das
patologias dos plasmdcitos. A aquisicdo e andlise dos dados obtidos foi efectuada no
citometro EPICS XL-MCL™ (Beckman Coulter).

A técnica de marcacao foi realizada da seguinte forma: adicionaram-se os diferentes
anticorpos e a amostra do doente. De seguida, os tubos incubaram a temperatura
ambiente e no escuro. Posteriormente, procedeu-se a lise dos eritrécitos, através de um
dos aparelhos automaticos: o Coulter TQ-Prep (Beckman Coulter) ou o Multi-Q-Prep
(Beckman Coulter). Os tubos foram depois colocados no frigorifico durante uns minutos

para estabilizar a marcacao, e adquiridos no citometro.

Tabela 10. Painel utilizado no estudo das patologias dos plasmacitos.

Anticorpo + Fluorocromo

CD138-FITC/CD56-PE/CD38-PC5
CD138-FITC/CD19-PE/CD38-PC5
CD57-FITC/CD45-PE/CD38-PC5
CD20-FITC/CD28-PE/CD38-PC5

O anticorpo anti-CD138 é um marcador especifico de plasmdcitos, por isso tanto as
células malignas como as normais marcam com este anticorpo. O anticorpo anti-CD38
marca praticamente todas as células, ndo é especifico para plasmocitos. No entanto é
possivel identifica-los porque este marcador tem um padrao de expressao caracteristico
para estas células, que corresponde a uma marcagao muito forte. Assim sendo, quando
se esta perante um caso de MM ou de MGUS esta marcagcdo esta diminuida. Os
plasmécitos normais ndo marcam com anticorpo anti-CD56, no entanto os plasmécitos
patolégicos de MM e MGUS marcam.

O anticorpo anti-CD28 é um marcador de progndstico, o que significa que quando é

positivo 0 caso € de mau progndstico.
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7.1.3.2 ANALISE DE RESULTADOS

O fendtipo mais frequente nos casos de MM é o seguinte: CD38 positivo/ positivo forte,
portanto com intensidade diminuida (em plasmécitos normais a marcagdo do CD38 é
muito forte), o CD138 positivo e 0 CD19 negativo (Figura 12), o CD56 pode ser positivo
ou negativo, o CD45 negativo, CD20 negativo, CD57 negativo.
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Figura 12. Gréfico biparamétrico correspondente a um doente com MM. A vermelho estédo

representados os plasmadcitos normais e a verde estao os plasmoéticos anormais.

Os doentes com MGUS geralmente tém duas populagdes de plasmodcitos, uma de

plasmécitos normais ou policlonais e outra de plasmdcitos anormais (Bladé e col 2008).
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7.1.4 PROTOCOLO DE ESTUDO DO DNA

Na analise de DNA através da CF, as células sao coradas utilizando um corante que se
liga ao DNA, o iodeto de propideo ou outro corante, que sob condi¢des adequadas
origina um sinal de fluorescéncia proporcional ao DNA existente ao cada célula (Shankey
e Rabinovitch 2002).

Numa populacdo homogénea, as células em fase S sido células com um conteudo de
DNA superior ao das células em fase G4, e menor ao das células em fase G,/M.

Uma das vantagens mais importantes da analise do conteido de DNA por CF & que esta
técnica nao inclui na andlise as células em metafase, e abrange as células em todas as
fases do ciclo celular (Shankey e Rabinovitch 2002).

A aneuploidia de DNA entende-se como todas as alteragcbes quantitativas de DNA nas
células. As células denominadas aneupldides, demonstram uma quantidade de DNA
diferente daquela que é detectada nas células normais dipléides, na mesma fase do ciclo
celular. A alteragdo pode ser por excesso ou por defeito, sendo designadas,
respectivamente, por hiperploidia ou hipoploidia de DNA. Para se avaliar o grau de
alteragao é utilizado o indice de DNA. Este representa o quociente entre a quantidade de
fluorescéncia detectada para a moda de células patolégicas nas fases Gy/G; e a moda de
fluorescéncia obtida para as células normais diploides nas mesmas fases do ciclo celular.
Desta forma, quando o indice de DNA é igual a 1 é considerada diploidia de DNA, e nos
casos em que o indice é diferente de 1 considera-se aneuploidia de DNA (superior a 1 é
hiperploidia, inferior a 1 é hipoploidia) (Orfao e Buitrago 1995).

A CF tem-se revelado nos ultimos anos, uma técnica fundamental nos estudos do ciclo
celular, tanto das células normais como de células patolégicas. Nestes estudos podem
ser avaliados diversos parametros, entre a distribuicdo de uma populacdo ao longo das
fases do ciclo celular, a duracado de cada uma das fases do ciclo celular, a determinagao
da fase proliferativa, o calculo do nimero de ciclos realizados por célula ou grupo de
células durante um determinado periodo de tempo, e a analise da expressao de proteinas
relacionadas com a proliferagéo celular (Orfao e Buitrago 1995).

A analise de DNA é uma aplicagao importante na CF, pois tanto as anomalias fenotipicas
como no DNA demonstraram vantagem no conhecimento da agressividade clinica e da
resposta ao tratamento, assim como na distingdo entre gamapatia monoclonal e mieloma.
Por este motivo, apds o diagndstico destas patologias é necessario o estudo do seu DNA
(Lima e col. 2000).
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7.1.4.1 TECNICA

Neste protocolo foi realizada uma dupla marcagdo: marcagao dos plasmodcitos com o
anticorpo anti-CD38 e marcagdo do DNA com iodeto de propidio.

O primeiro passo foi a colocagao de anticorpo anti-CD38-FITC num tubo e a adigao de
amostra do doente. Neste estudo fez-se em paralelo a marcacdo de DNA de um dador de
sangue periférico. Depois os tubos incubaram a temperatura ambiente e no escuro, e de
seguida realizou-se uma lavagem com solugao tampao PBS com azida, para eliminar as
ligacdes nao-especificas, e retirou-se o sobrenadante. Adicionou-se um revelador (lg
policlonais de coelho anti-ratinho-FITC); incubou-se e seguiu-se uma nova lavagem com
PBS com azida. De seguida adicionaram-se duas solugbes: uma solugio lisante de
eritrocitos e permeabilizante das membranas celulares, e uma solugcdo de marcagao de
DNA (iodeto de propideo) com RNAses para destruir o RNA; incubou-se novamente. De

seguida, foi feita a aquisicao no citometro EPICS XL-MCL™ (Beckman Coulter).

7.1.4.2 ANALISE DE RESULTADOS

No processo de leitura do DNA, em primeiro lugar, inseriu-se o tubo do dador no
citometro e foi ajustado o canal médio do pico Go/G dos linfocitos normais para 200 + 10.
De seguida, inseriu-se o tubo do doente e deixou-se a contagem atingir as 2500 células.
Os dupletos celulares foram excluidos, € no dotplot para o CD38, os plasmécitos
positivos e as restantes células de medula normais, foram separadas no histograma
SSC/CD38.

O conteudo de DNA e a distribuicdo no ciclo celular de cada populacao de células foram
analisados individualmente utilizando o programa Multicycle. O indice de DNA foi
calculado como uma razao entre o valor modal do pico Gy/G4 dos plasmécitos positivos
para CD38 e o valor modal do pico Go/G; da expressao de CD38 pelas restantes células
de medula normais (considerada populagao controlo ou de referéncia). Os plasmdcitos
foram considerados aneupléides quando o indice de DNA estivesse fora do intervalo
0,95-1,05; valores inferiores a 0,95 foram considerados hipoploides, e valores superiores

a 1,05 foram considerados hiperpldéides.
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7.1.5 PROTOCOLO DA HPN

A HPN é uma doenca clonal adquirida da “stem cell”, causada por uma mutagdo no gene
PIGA (phosphatidylinositol glycan complementation class A) (Hsi 2000; R6th e Duhrsen
2007; Rotoli e col 2006), localizado no brago curto do cromossoma X (Xp22.1). A célula
que sofreu essa mutagio € incapaz de formar a “ancora” GPI
(glycosylphosphatidylinositol), que é necessaria para a ligagdo de varias proteinas a
superficie da célula (Rotoli e col 2006), entre as quais o CD55 (DAF — decay-accelerating
factor) e o CD59 (MIRL — membrane inhibitor of reactive lysis). Estas proteinas regulam o
complemento; o CD55 actua numa fase mais precoce da activagdo do complemento,
através da inibicdo da C3 convertase de ambas as vias classica e alternativa. O CD59
blogueia a formacao do complexo de ataque a membrana, inibindo a agregacédo do C9
com esse complexo (Brodsky 2008a; Brodsky 2009; Luzzatto e Gianfaldoni 2006). A
auséncia destas proteinas nos eritrocitos é responsavel pela lise destas células pelo
complemento (Bessler e col 2001; Brodsky 2008a; Richards e col. 2007).

O complemento pode ser activado por trés vias: a via classica, a via da lectina e a via
alternativa. Os eritrdcitos afectados pela HPN encontram-se vulneraveis a activacdo do
complemento por qualquer uma destas vias (Brodsky 2008a).

A HPN pode ser dividida em dois tipos: a HPN hemolitica, caracterizada por episodios de

anemia hemolitica com hemoglobinuria, e com clones de HPN maiores; HPN hipoplasica,

com citopenias (neutropenia, trombocitopenia e/ou anemia), com auséncia de hemolise e,

normalmente com pequenos clones HPN (Hillmen e Richards 2000; Richards e col 2000).

Quadro clinico

As caracteristicas mais comuns na HPN sdo a anemia hemolitica, a trombose e as
citopenias devido a faléncia medular (Bunn e Rose 2005; Richards e Hillmen 2001;
Luzzatto e Gianfaldoni 2006; Richards e col 2007).

A anemia hemolitica pode ser explicada pela susceptibilidade aumentada dos eritrdcitos
HPN a lise mediada pelo complemento (Rotoli e col 2006).

O nivel de hemolise depende do tamanho do clone HPN e, por isso do numero de células
afectadas. A hemodlise que nao seja tratada geralmente torna-se cronica, com episodios
de crise hemolitica e a urina da manha fica com uma cor acastanhada devido a perda de
hemoglobina (Bessler e col 2001; Réth e Dihrsen 2007).
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Durante os periodos de hemdlise intravascular, a hemoglobina livre é libertada na
circulagao. A haptoglobina, uma proteina produzida pelos hepatdcitos no figado, liga-se a
hemoglobina e este complexo é degradado naquele érgéo. Este processo faz com que a
hemoglobina fique livre pelo que se liga irreversivelmente ao 6xido nitrico. O 6xido nitrico
desempenha um papel importante na manutencédo do aspecto vascular pelo relaxamento
do musculo liso que consequentemente causa a dilatagdo venosa (Kelly e col 2009). A
deplecao de éxido nitrico nos individuos leva a distonia do musculo liso que pode ser
responsavel por varios sintomas da doencga. Estes incluem espasmos esofagicos e
disfagia, dor abdominal, letargia severa e disfungao eréctil nos homens (Brodsky 2008b;
Moyo e col 2004; Kelly e col 2009).

A trombose, outra caracteristica desta doencga, ocorre principalmente nas veias
abdominais (esplénica, hepatica e portal) e nas veias intra-cranianas (Brodsky 2008a;
Luzzatto e Gianfaldoni 2006; Réth e Dihrsen 2007), e é a principal causa de morte
(Bessler e col 2001; Brodsky 2008a; Brodsky 2008b; Brodsky 2009; Hillmen e col 1995;
Kelly e col 2009; Luzzatto e Gianfaldoni 2006; Rotoli e col 2006).

O risco de trombose, assim como a hemolise, esta relacionado com o tamanho do clone
de HPN, sendo maior em doentes com o tipo hemolitico da doen¢a (Brodsky 2008a;
Brodsky 2008b; Luzzatto e Gianfaldoni 2006; Moyo e col 2004; Parker e col 2005; Rotoli e
col 2006).

Diagnéstico

Inicialmente, o diagndstico da HPN era realizado pelo teste de Ham (Brodsky 2009;
Krauss 2003), pelo teste da sacarose (Brodsky 2009; Krauss 2003) e pelo ensaio de lise
do complemento. Este ensaios centrados nos eritrécitos nao quantificavam as células de
HPN (Brodsky 2009), apenas determinavam a sensibilidade dos eritrocitos relativamente
a lise mediada pelo complemento (Dworacki e col 2005). Estes testes foram substituidos
pela CF. O teste de Ham apresentava algumas desvantagens relativamente a CF; era um
teste nao-especifico, pouco sensivel (Brodsky 2008a; Kelly e col 2009; Réth e Dihrsen
2007), nao detectava pequenas populagdes de eritrocitos (<5%), nao diferenciava os
eritrocitos tipo Il dos eritrécitos tipo Il e ndo permitia estudar outras linhagens celulares
além dos eritrécitos (Hillmen e Richards 2000).

A CF substituiu o teste de Ham passando a ser a técnica “gold standard” no diagndstico
da HPN (Kelly e col 2009; Krauss 2003; Luzzatto e Gianfaldoni 2006; Richards e Hillmen
2001; Richards e col 2000). Com este método € possivel avaliar a expressao reduzida ou

ausente de GPI em todas as células sanguineas (Dworacki e col 2005). E descrita como
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a técnica de diagnodstico de células sanguineas mais sensivel e especifica (Hsi 2000;
Richards e Hillmen 2001; Rotoli e col 2006). A sua analise multiparamétrica possibilitou a
deteccdo de pequenos clones de HPN nas diferentes linhagens celulares (Hillmen e
Richards 2000; Rotoli e col 2006).

A condicdo minima de diagndstico por CF € a auséncia de pelo menos duas proteinas
ligadas ao GPI diferentes em, pelo menos, duas linhas celulares (Brodsky 2008b;
Luzzatto e Gianfaldoni 2006; Réth e Dihrsen 2007).

Através da CF é possivel detectar eritrécitos tipo lll, que apresentam deficiéncia total de
DAF (CD55) e de MIRL (CD59); eritrécitos tipo Il, com deficiéncia parcial das mesmas
proteinas; e eritrocitos tipo I, com expressao normal das proteinas DAF e MIRL (Holguin
e col 1989a; Holguin e col 1989b; Kelly e col 2009; Luzzatto e Gianfaldoni 2006; Parker e
col 2005).

O diagndstico da HPN deve ser realizado com base na CF e também baseado noutros
parametros, tais como, o hemograma completo, a contagem de reticulécitos, a avaliagao
de LDH, a hemossiderina na urina, a hemoglobina na urina, a concentracdo de
eritropoietina no soro e o doseamento do ferro sérico (Luzzatto e Gianfaldoni 2006;
Parker e col 2005).

O hemograma completo informa a presenga de trombocitopenia, leucopenia ou ambos,
que sugere uma disfuncdo da “stem-cell”. A contagem de reticulécitos demonstra a
capacidade de resposta da medula éssea a anemia. Valores normais ou minimamente
aumentados de LDH n&o suportam a hemolise como um factor importante na anemia. A
presenca de hemossiderinuria indica hemdlise intravascular crénica, enquanto grandes
quantidades hemoglobinuria indica hemolise intravascular clinicamente significativa. A
concentragao de eritropoietina deve ser determinada, visto que a disfungao renal pode

complicar a HPN. A deficiéncia de ferro € comum (Parker e col 2005).

HPN e anemia aplasica

A HPN ocorre frequentemente em individuos com anemia aplasica e, alguns deles
apresentam na altura do diagndstico granulécitos HPN de pequeno a moderado numero.
Por este motivo a HPN e a anemia aplasica sao varias vezes confundidas (Brodsky
2008a).

Os doentes com anemia aplasica tém sintomas de anemia, trombocitopenia, e

neutropenia devido a produgéao insuficiente da medula éssea (Brodsky 2008a).
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7.1.5.1 TECNICA

O protocolo utilizado no laboratério onde decorreu 0 meu estagio, no estudo da HPN esta
apresentado na Tabela 11. A aquisicdo e analise dos dados obtidos foi realizada no
citometro FACSCalibur (BD).

O primeiro passo para a realizacdo desta técnica foi a colocagdo dos anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos e a amostra do doente nos tubos. De seguida,
os tubos incubaram a temperatura ambiente e no escuro. Posteriormente, adicionou-se
ao tubo dos neutréfilos e dos mondécitos uma solugdo de lise dos eritrécitos (FACS
lysing), e incubaram novamente. Apds a incubagao centrifugaram-se os tubos e retirou-se
o sobrenadante. De seguida realizou-se uma lavagem com PBS com azida, retirou-se o
sobrenadante e os tubos foram adquiridos no citdmetro. Quanto ao tubo dos eritrocitos,
apo6s a incubacao da amostra diluida com os anticorpos monoclonais, efectuou-se uma
lavagem com PBS e em seguida procedeu-se a aquisicdo e analise dos dados no

citdmetro.

Tabela 11. Protocolo utilizado no estudo da HPN.

Linhas celulares Anticorpo + Fluorocromo

CD66b-FITC/ CD87-PE/ CD16-PC5/
Neutrofilos
CD4-APC

CD48-FITC/ CD87-PE/ CD4-PercP/
CD14-APC

m CD59-FITC/ CD55-PE/ */ *

7.1.5.2 ANALISE DE RESULTADOS

Para ser considerado doente com HPN tem de apresentar deficiéncia ou auséncia de
proteinas ligadas ao GPl em pelo menos duas linhas celulares, e a percentagem de
células deve ser superior a 5%. Se o resultado for inferior a 5%, o individuo deve repetir o

estudo no periodo de seis meses.
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Estudo nos neutroéfilos:

Selecgdo da populagdo a estudar com base nas caracteristicas de dispersédo da luz (no
dot-plot FSC/SSC) e avaliagéo das proteinas ligada ao GPI nos neutréfilos: CD16, CD66b
e CD87. Os neutrofilos HPN caracterizam-se pela auséncia ou diminuicdo da intensidade

de expressao destas proteinas (Figura 13).

Estudo nos mondcitos:

A seleccao da populacdo e estudar é efectuada com base nas caracteristicas de
dispersao da luz (dot plot FSC/SSC) e também com base na expressao de CD4. Nestas
células é estudada a intensidade de expressado das proteinas ligadas ao GPI CD14,

CD48 e CD87, que nos mondécitos HPN esta diminuida ou ausente (Figura 13).

Estudo nos eritrécitos:

Tal como nos estudos das outras células a seleccao dos eritrécitos totais € efectuada
com base nas caracteristicas de dispersao de luz (dot plot FSC/SSC), sendo depois
avaliada a intensidade de expressao de CD55 e CD59, que nos eritrécitos HPN esta
ausente ou diminuida. No exemplo apresentado na Figura 13 o doente apresenta uma

HPN tipo Ill, uma vez que os erirtrécitos HPN ndo expressam nenhum CD59.

Eritrocitos
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Figura 13. Representacdo de dois histogramas correspondentes ao estudo dos eritrocitos (a
vermelho estdo os eritrécitos normais e a preto esta o clone HPN) e de dois graficos
biparamétricos um para o estudo dos neutrdfilos (populagédo vermelha corresponde aos neutrdéfilos
normais e a populagéo preta aos neutréfilos HPN) e outro para o estudo dos mondcitos (populagéo

verde corresponde aos mondcitos normais e a populagéo preta aos mondcitos HPN).
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7.1.6 PESQUISA DE AAP NAS PLAQUETAS

Os AAP podem condicionar a destruicao periférica das plaquetas e estao frequentemente
envolvidos na origem de trombocitopenias. Mais raramente, pode estar na base de
disfungbes plaquetarias adquiridas, ao interferirem com a fung¢ao das glicoproteinas (Gp)
plaguetarias para os quais sado especificos (Instrucdo de trabalho IT.SHC.LC.061/2 —
Plaguetas: Anticorpos anti-plaquetas do Laboratério de Citometria do Servico de
Hematologia Clinica).

Os ensaios para a pesquisa de AAP a superficie das plaquetas sdo mais correctamente
denominados por ensaios para avaliacdo das Igs associadas as plaquetas, ja que
permitem identificar todas as lgs associadas a superficie plaquetaria e ndo apenas auto-
ou alo-anticorpos (Instrucao de trabalho IT.SHC.LC.061/2 — Plaquetas: Anticorpos anti-
plaguetas do Laboratério de Citometria do Servigo de Hematologia Clinica).

As Igs a superficie das plaquetas correspondem, nos individuos normais a quantidades
inferiores a 1% do total de Igs das plaquetas. Os niveis de Igs em ambos os
compartimentos podem estar aumentados em doentes com trombocitopenias de outras
etiologias, reflectindo a presengca de plaguetas gigantes com mais grénulos alfa,
produzidas sob stress (Instrugcdo de trabalho IT.SHC.LC.061/2 — Plaquetas: Anticorpos
anti-plaquetas do Laboratério de Citometria do Servigo de Hematologia Clinica).

A pesquisa de AAP nas plaquetas tem particular interesse no estudo das purpuras
trombocitopénicas auto-imunes (Instrugdo de trabalho IT.SHC.LC.061/2 — Plaquetas:
Anticorpos anti-plaquetas do Laboratério de Citometria do Servico de Hematologia

Clinica).

7.1.6.1 TECNICA

A técnica para pesquisa de AAP nas plaquetas permite detectar a presenca de Igs (IgG e
IgM) a superficie das plaquetas a avalia-la de uma forma semi-quantitativa.

Nesta técnica utilizam-se amostras de sangue periférico de trés individuos normais e
sangue periférico do doente, colhidas em tubo de EDTA-K3. As amostras sao
centrifugadas para a obtengdo de plasma rico em plaquetas. Depois de trés lavagens
consecutivas, procede-se a marcagao dupla das plaquetas com anticorpos monoclonais
ligados a fluorocromos (Tabela 12). Utiliza-se o CD42b pois, além de ser especifico para

as plaquetas, permite realizar o despiste da Doenga de Bernard Soulier (Instrugéo de
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trabalho IT.SHC.LC.061/2 — Plaquetas: Anticorpos anti-plaquetas do Laboratério de
citometria do Servico de Hematologia Clinica).

Tabela 12. Marcagao utilizada para a pesquisa de AAP nas plaquetas.

Tubos Anticorpo + Fluorocromo

|gG-FITC/CD42b-PE
IgM-FITC/CD42b-PE

A aquisi¢ao é realizada no citometro EPICS-XL-MCL™ (Beckman Coulter), utilizando o
protocolo de aquisi¢ao especifico.

As amostras de individuos normais sao Uteis para definir o “cut-off”.

O critério de positividade é estabelecido por comparagdo com o resultado obtido nas

plaquetas normais.

7.1.6.2 ANALISE DE RESULTADOS

A leitura no citdmetro de fluxo deve ser iniciada com a selecg¢ao das plaquetas com base
nas caracteristicas de dispersao da luz (FSC/SSC) e na expressao de CD42b-PE.

Posteriormente, deve ser quantificada a intensidade média de fluorescéncia (IMF) das
imunoglobulinas, que por sua vez, traduz a ligagdo dos anticorpos anti-lgM-FITC ou anti-
IgG-FITC as plaquetas e, portanto, a quantidade de IgM ou IgG a superficie das mesmas.
O relatdrio clinico é realizado com base na comparagao da média aritmética dos dadores

com o valor obtido no doente.
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7.2 TECNICA DE MARCAGAO CITOPLASMATICA

Como ja foi referido anteriormente, a marcacao citoplasmatica é uma técnica para
marcagao de antigénios que se encontram no interior das células. Por este motivo, ndo
podem ter os mesmos procedimentos que as marcacbes membranares. Neste tipo de
marcacao as membranas tém de ser permeabilizadas de forma a deixarem o anticorpo
marcado entrar na célula.

O protocolo de marcacao citoplasmatica que observei durante o meu estagio foi a
marcacao de Bcl-2 nos casos de suspeita de LF (CD19-PC5/CD10-PE/Bcl-2-FITC).

As marcagdes CD10-PE/CD19-PC5 sao marcagbes de membrana, enquanto a marcagao
de Blc-2-FITC é uma marcagao citoplasmatica.

O primeiro passo deste protocolo foi a colocacdo dos anticorpos anti-CD10-PE e anti-
CD19-PC5 num tubo e a adicdo da amostra do doente. Os tubos foram incubados a
temperatura ambiente e no escuro, e de seguida realizou-se uma lavagem com PBS com
azida. Depois retirou-se o sobrenadante e colocou-se o reagente Fix & Perm Medium A,
cujo objectivo foi fixar as células. O tubo foi incubado novamente a temperatura ambiente
e no escuro. De seguida procedeu-se a uma nova lavagem com solugao tampéao, retirou-
se 0 sobrenadante, e adicionou-se o reagente Fix & Perm Medium B, para permeabilizar
as células facilitando o acesso do anticorpo monoclonal as estruturas intracelulares
simultaneamente com a adigdo deste reagente, procedeu-se a marcagao citoplasmatica
com anti-Blc-2-FITC. Posteriormente incubou-se o tubo a temperatura ambiente e no
escuro, e realizou-se uma lavagem com PBS com azida. A aquisigdo do tubo foi realizada
no citémetro EPICS-XL-MCL™ (Beckman Coulter).

A interpretacao dos resultados é feita com base na IMF nos linfocitos B e T. Na Figura 14

a IMF dos linfécitos B esta aumentada relativamente aos linfocitos T.
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Figura 14. Grafico biparamétrico relativo a marcagéo citoplasmatica de Bcl-2 num doente. A

populacao azul corresponde aos linfécitos B e a populagdo a verde aos linfocitos T.
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7.3 SEPARAGAO DE CELULAS COM “LINFOPREP”

O “linfoprep” é utilizado para separar as células sanguineas. Os linfocitos tém menor
densidade do que os eritrocitos e os restantes leucdcitos, por este motivo ndo depositam
no fundo do tubo.

A técnica utilizada para células mononucleares foi a seguinte: adicionou-se sangue
periférico a um tubo de centrifuga com “linfoprep”, tendo sempre o cuidado para nao se
misturarem as fases. Apds a centrifugacao (Figura 15) retirou-se o anel de células
mononucleares para um novo tubo e procedeu-se a lavagem das células com PBS-BSA

0,2%. Esta lavagem foi efectuada trés vezes.

Blood—
=3« | ymphocytes
Lympho-
prep
Bafore After

Before and afier centrifugation

Figura 15. Tubos antes e depois da centrifugacéo (adaptado de

http://www.freewebs.com/eldri123/Package%20insert/Lymphoprep.pdf).

No laboratério onde decorreu 0 meu estagio utilizam esta forma de isolamento de células
sanguineas para marcar as imunoglobulinas (Figura 16) ou para congelar para estudos

de Biologia Molecular.
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Figura 16. Grafico biparamétrico relativo as cadeias leves k (populacdo verde) e A (populagéo

vermelha) apds a separagéao celular através do "linfoprep".
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8.CONCLUSAO

A analise por CF tornou-se cada vez mais uma técnica indispensavel para a avaliagao
rapida e objectiva das caracteristicas da superficie celular e intra-celulares (Orfao e col
1995).

O estagio realizado no Laboratério de Citometria de fluxo do Centro Hospitalar do Porto —
Hospital Geral de Santo Anténio, no dmbito do mestrado que frequento, permitiu-me
relembrar, aprofundar e alargar os conhecimentos adquiridos durante o plano curricular
da minha licenciatura.

O laboratorio de Citometria de fluxo dedica-se ao estudo das doencas do sangue, tais
como, doengas linfoproliferativas B, T e NK, HPN, leucemias agudas, sindromes
mielodisplasicos, MM, MGUS, entre outras. Esta avaliagao é feita ao nivel do diagndstico,
da avaliagao da doenca residual minima, assim como da deteccao de eventuais recaidas,
enquanto nos tumores solidos se centra na detecgdo de células patolégicas em
circulagao e em células metastaticas, e no estadiamento.

Tal como era meu objectivo aprendi nogdes basicas da citometria, tais como o
funcionamento do citdmetro, o procedimento de preparacdo das amostras para a
posterior aquisicdo e analise no citdmetro de fluxo, a interpretacdo de graficos
biparamétricos, etc, 0 que me permitiu conhecer ndo sé o padrao de expressdo normal
das células como o imunofendtipo caracteristico de algumas patologias, como a LLC-B, o
LF, o LM, o MM e a MGUS. Conheci a rotina do laboratério, o processo de recepgao das
amostras, os procedimentos que utilizavam para as patologias B, para as gamapatias
monoclonais, para a HPN e para os AAP; efectuei marcagdes e interpretei os resultados
obtidos para atingir os objectivos dos estudos (diagnéstico, reavaliagao, etc).

Concluindo, os objectivos foram atingidos e este estagio foi uma mais-valia ndo sé para
me tornar uma melhor profissional no ambito da minha licenciatura, mas também como

candidata ao grau de Mestre em Oncologia.
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