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Contribuicéo da citometria de fluxo para o diagnostico e prognostico das

sindromes mielodisplasicas

The application of flow cytometric analysis of bone marrow cells for the diagnosis and
prognosis of myelodysplastic syndromes

Irene Lorand-Metze

O diagnostico das sindromes mielodisplasicas (SMD) é baseado nos achados de
citopenias no sangue periférico, na morfologia (atipias) das células hemopoiéticas
na medula éssea e no cariétipo. Em uma proporcao consideravel de casos, porém, o
grau de atipias encontrado ¢ discreto e sujeito a interpretacdes subjetivas. Além
disso, alteragdes citogenéticas séo encontradas apenas em 30%-80% dos casos. A
citometria de fluxo multiparamétrica é uma técnica rapida, reproduzivel e relativa-
mente barata, capaz de objetivar altera¢es funcionais do clone SMD na maioria
dos casos, 0 que permite o diagnostico diferencial com patologias nao-clonais que
cursam com citopenias periféricas. Varias alterages tém sido descritas na expres-
sdo de antigenos ligados a linhagem e maturagéo celular nas trés séries hemopoiéticas.
Protocolos de trés ou quatro cores analisando-se as séries eritroblastica, mielo-
monocitica e blastos tém sido propostos e conseguem resolver o diagndstico diferen-
cial em praticamente todos os casos. A citometria de fluxo também é util para o
acompanhamento dos pacientes, ja que a progressao do clone neoplasico é acompa-
nhada por um aumento do nimero de alteragdes fenotipicas e de células CD34+
além da diminuicdo de marcadores pré-apoptdticos. Rev. bras. hematol. hemoter.
2006;28(3):178-181.
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O diagndstico das sindromes mi el odispl asicas (SMDs)
€ baseada nos achados do hemograma, citologiae histologia
de medula 6ssea e no cari6tipo.t? Estes achados sdo sufici-
entes para um diagnasti co inequivoco numa grande propor-
¢80 de casos. Porém, ha casos de citopenias periféricas em
que as atipias celulares na medula 6ssea (M O) néo sao exu-
berantes e o cariétipo € normal, ou ndo revelou mitoses.
Nestes casos pode ser dificil o diagnostico diferencial com
patol ogias ndo-clonais cursando com citopenias periféricas.
O achado de uma anormalidade citogenética seria a prova
mais importante da presenca de um disturbio clonal. S6 que
isto ocorre apenas em 30%-80% dos casos. Para o diagnés-
tico definitivo destes casos, tem-se langado mé&o de um pro-

tocolo clinico para exclusdo de distirbios néo clonais que
cursam com citopenias periféricas, MO celular com agu-
mas atipias.t3*

Neste contexto, a "imunofenotipagem"” tem sido usa-
da no sentido de: (1) detectar expressdes anormais de
antigenos celulares relacionados a linhagem e maturagéo
das diversas séries hemopoiéticas; (2) detectar aumento de
células CD34+ (correlatos dos blastos no mielograma); (3)
verificar aumento de marcadores pré-apoptoéticos ou mes-
mo células em apoptose na MO.5>%

A citometria de fluxo vem sendo usada para analisar
células do sangue e MO nos casos de SMD desde ha 15
anos. Inicialmente se usaram relativamente poucos anti-
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corpos monoclonais em marcagdo Unicaou de duas cores.®
O desenvolvimento dos citbmetros de dois lasers que per-
mitem uma andlise multiparamétrica, estudando-se simul-
taneamente seis ou mais parametros na mesmacélula, per-
mitiu o conhecimento da expressao destes antigenos nas
diversaslinhagens e no processo de maturacéo celular. Hoje
se conhece bem o perfil delas nas diversas linhagens da
hemopoiese normal e patoldgica.®*® Finalmente, abando-
nou-se a andlise de células positivas e negativas para um
dado antigeno com pontos de corte para "positivo" e "ne-
gativo". Atualmente se quantifica o nimero de células
positivas para cada antigeno (qualquer porcentagem) e se
pode medir a intensidade de fluorescéncia (IMF) que é
proporcional aintensidade de expressao de cada antigeno.
Porém, o fim principal da andlise multiparamétrica é ana-
lisar o perfil de expresséo de cada subpopulagdo presente
numa amostra de sangue, medula 6ssea ou outro material
biolégico. Além do mais, pode-se quantificar o nimero de
células com determinado perfil antigénico. Por ex. blastos
CD34+/CD+38/CD33-.1012

Hoje é possivel fazer-se um "mielograma’ por cito-
metria (Figura 1) se usarmos o anticorpo anti-CD45 e o
SSC (dispersdo a 90 graus — 0 que mede a complexidade
interna da célula), separando-se assm cada linhagem, que
pode ser estudada individualmente quanto ao seu perfil de
expressdo antigénica.
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Figura 1. Dot plot CD45/SSC de uma medula éssea normal. Os
eritroblastos sédo CD45 negativos e SSC baixo (populagéo a direita).
Os precursores granulociticos tém expressao de CD45 e SSC variavel
(R3). Os blastos s&o encontrados abaixo desta populagéo. A esquer-
da, embaixo (CD45 fortemente positivo), estdo os linfécitos. A popula-
¢ao monocitica se localiza entre os linfécitos e monécitos
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Durante estes 15 anos do desenvolvimento da cito-
metria de fluxo no estudo das SMDs foram publicados um
grande nimero de trabalhos.>%® Mas cada um deles usou
umaabordagem diferente, usando protocol os de duas a qua-
tro cores (ou mais). Desta forma, estudaram-se anormalida-
des de maturagéo,*® nimero e expressdes aberrantes nos
blastos®1*? e 0 aumento de proliferacéo e apoptose nas
células hemopoi éticas. >

Para o estudo da linhagem granulocitica, € importan-
te aandlise da expresséo de CD33, CD13, CD11b, CD117,
CD15, CD16 e CD10. Tem-se descrito perda parcial ou to-
tal de cada um deles durante a maturacéo, aém de assin-
cronismos de maturagdo.>1°1% A "hipogranularidade”, vista
no exame citol dgi co, pode ser objetivadamedindo-seo IMF
do SSC para toda a populagéo granulocitica ou para um
determinado tipo de célula (ex. células CD34+).

Além disso, conhecem-se as caracteristicasfenotipicas
do desvio aesquerdadurante arecuperagao dagranul opoese
normal apos quimioterapia ou o uso de fatores de cresci-
mento: expressdo anormalmente homogénea e blastos de
HLA-DR, CD33, CD34 e CD38; aumento do nimero de
células natransicéo entre o gate de blastos e granul écitos
(Figural); além do aumento do nimero de células com
expressdo fraca de CD16 e CD11b e alta expresséo de
CD33.°

S&o consideradas alteracOes especificas de SMD: (1)
perda parcial ou total de um antigeno em pelo menos 10%
das células em uma populacdo de interesse; (2) parada de
maturacdo (expressdo homogénea, sem a variacdo matu-
racional normal (ex. CD13); (3) expressdo assincrona de
dois antigenos durante a maturacdo; (4) expressdes aber-
rantes: presenca de CD5, CD7 ou CD56 (em mais de 10%
das células) na linhagem granulocitica (este achado é pou-
co frequente); (5) SSC diminuido nos granulécitos (hipo-
granularidade).®1618

Os mondcitos também tém sido estudados. E descrito
um aumento do seu nimero bem como perda parcia ou
total de CD13, CD14 ou CD15.%%18

A série eritroblstica € geralmente analisada pela ex-
pressdo da glicoforina A e do CD71 (receptor de trans-
ferrina). Embora vérios autores tenham descrito também
alteragdes nos megacaridcitos e plagquetas,>® estes sdo mais
dificeis de analisar, pelo seu tamanho, pegueno nimero e
dificuldades técnicas.

De modo geral, ha boa correlagdo entre o niimero de
células CD34+ na citometria de fluxo e a porcentagem de
blastos contados no mielograma.*>* Nestas células tem-se
descrito o fenotipo CD34+/CD38+/CD33+ bem como assin-
cronismos de maturac&o, mas raramente co-expressdes and-
malas.”1*12 Além disso, encontramos hiperexpressdo de Fas
(CD95) e FasL. nas SMDs de baixo risco.'*!* Esta expressdo
cal amedida que aumenta o nimero de blastos. Todas estas
alteracOes acima descritas sdo muito frequentes (70%-88%)
€ 0 seu tipo e nimero correlaciona com diversas aterages
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citogenéticas,” com o | PSS bem como com o recém-descri-
to WPSS®® que € um indice prognéstico baseado na classi-
ficagdo OMS, caridtipo e necessidade transfusional do pa-
ciente.8918

Por isso, andlise da medula Gssea pela citometria de
fluxo tem sido recomendada na rotina diagndéstica quando
ha dividas nacitologiae o cariétipo € normal ou néo forne-
ce mitoses.®8 E mais rapido do que a citogenética e mais
barato do que o FISH. Pode também ser usado sequien-
cialmente no mesmo paciente pararastrear a progresséo do
clone anormal (nimero de CD34+ e aumento do nimero de
anormalidades fenotipicas). Desta forma, a andlise celular
pela citometria de fluxo multiparamétrica se torna uma fer-
ramenta (itil no diagndstico e acompanhamento das SMDs,
a exemplo do que ja ocorre nas sindromes linfoproli-
ferativas® e nas leucemias agudas.®

No sentido de se racionalizar esta técnica poderiamos
recomendar um protocol o de quatro cores usando-se as com-
binagBes:

CD11b/CD34/CD45/CD33;

HLA-DR/CD14/CD45/CD3s3;

CD16/CD34/CD45/CD13;

CD71/glicoforina A/CD45/CD33.

Um protocolo de trés cores poderia usar as combina-

cles:
CD16/CD13/CD45 e CD16/CD11b/CD45 para

granul 6citos e monacitos;
HLA-DR/CD14/CD45 para mondcitos;
CD71/Glicoforina A/CD45 para eritroblastos,
CD15/CD34/CD45 para blastos.

A andlise deve, de preferéncia, ser quantitativa (ndo
s0 amorfologiados plots) e deve ser sempre correlacionada
com os achados microscépicos.

Para tal andlise se necessita de 1 ml de medula, que
pode ser conservada a temperatura ambiente por 24 horas
até o processamento, sem que haja perda de expressdo
antigénica. Apenas parao estudo daproliferacéo e apoptose,
0 material deve ser processado imediatamente. Isto permite
gue se enviem amostras paralaboratérios de referénciapara
andlise.

Para a andlise, em geral, devem-se analisar 30.000
células. Mas, se 0 objetivo é o estudo dos blastos, devem-se
adquirir até 100.000 células paraque aandlise sgja segurae
reproduzivel.

Abstract

The diagnosis of MDS is based on the presence of peripheral
cytopenias together with cell atypias in bone marrow precursors
and cytogenetic abnormalities. However, in several cases, the cell
atypias are discrete, and/or the karyotype is normal, precluding a
clear-cut diagnosis. Multiparametric flow cytometry is a fast,

reproducible and relatively inexpensive technique, which is able
to disclose changes in the expression of lineage and maturation
related antigens. Several of such abnormalities have been described
in MDS. Three or four-color protocols have been used to analyze
erythroblasts, granulocytes, monocytes and blasts, permitting, in
most of the cases, the differential diagnosis between MDS and
non-clonal disorders presenting pancytopenia. Flow cytometry is
also useful in the follow-up of the patients, since it has been
described that progression of the MDS clone is accompanied by
an increase in the number of phenotypic abnormalities and of
CD34+ cells, as well as the decrease in pro-apoptotic markers in
bone marrrow cells. Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28 (3):
178-181.

Key words: Myelodysplasia; cell maturation; antigen expression;
flow cytometry.
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