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A imunofenotipagem por citometria de fluxo (CMF) é atualmente uma ferramenta
indispensavel para o diagnostico hematopatologico. Nos ultimos anos muitos progres-
sos foram alcangados em instrumentagdo, novos anticorpos e fluorocromos e progra-
mas de analise. Consequentemente, houve um grande avang¢o no conhecimento da
patogénese das neoplasias hematologicas e novos marcadores diagnosticos e prog-
nosticos foram descritos. Revisamos aqui a contribui¢do destas novas técnicas no
diagnostico diferencial de pacientes com bi- ou pancitopenia e linfocitose. Sao apresen-
tados os achados mais frequentes e as dificuldades na interpretagdo dos resultados.
Além disto, a importdncia do uso concomitante de um conjunto de outras técnicas

diagnosticas é demonstrada. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
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Introducao

Tradicionalmente, o diagndstigo hematopatologico é
dependente de uma combinagdo de analise citomorfoldgica e
histologica.! No entanto, técnicas de imunofenotipagem como
a citometria de fluxo e a imuno-histoquimica (IHQ) revelam
informagdes relevantes ao diagndstico, como o estagio de
maturagdo das populagdes celulares analisadas, a presencga
de células com fenoétipo significativamente anormal, além de
avaliar a presenca de marcadores associados ao prognostico
ou até mesmo marcadores que sdo alvos terapéuticos.’
Vantagens e desvantagens da CMF como método de imuno-
fenotipagem sao listadas na Tabela 1.

A classificacdo da Organizacdo Mundial de Satude
(OMS) dos tumores dos tecidos hematopoético e linfoide
preconiza uma abordagem diagnodstica com énfase nos se-

guintes parametros: morfoldgico, fenotipico e genotipico.?
No entanto, ndo é necessario e tao pouco favoravel do pon-
to de vista custo-beneficio realizar multiplos testes em todas
as amostras.? Entdo, em quais situagdes clinicas esta indica-
do proceder com a citometria de fluxo? Em 2006, um grupo
internacional de especialistas reuniu-se em Bethesda, nos
EUA, a fim de formular um consenso de recomendagdes para
a analise imunofenotipica de neoplasias hematoldgicas. A
Tabela 2 apresenta as recomendagdes do Consenso Interna-
cional de Bethesda 2006 quanto as indica¢cdes médicas de
proceder com a CMF.*

Esta revisdo procurara focar na avaliagdo dos aspectos
mais relevantes da imunofenotipagem por citometria de fluxo
no diagnostico hematopatoldgico. Das indicagdes listadas
pelo consenso de Bethesda* serdo abordadas a bicitopenia e
pancitopenia, e a linfocitose.
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens da citometria de fluxo como método de imunofenotipagem

Vantagens
Método semi-automatizado que permite avaliar milhares de
células por amostra
Apresenta menor variabilidade dependente de operador quando
comparada a analise morfolégica
Informacdes diversas de cada célula como tamanho,
complexidade do citoplasma e imunofendtipo podem ser
obtidas
Método robusto para a imunofenotipagem de populagdes
celulares normais ou patologicas
Biopsia tecidual pode ser evitada em casos selecionados

Desvantagens

Condigdes patoldgicas que levam a uma medula dssea esclerética ou

hipercelular com empacotamento

Perda das relagdes de arquitetura da medula 6ssea ou outro espécime

utilizado

Nem sempre populagdes aberrantes do ponto de vista de imunofendtipo

indicam malignidade

Linfomas de células T que ndo apresentam aberrancia de imunofendtipo

nao podem ser detectados

Possivel falso negativo no envolvimento focal da medula 6ssea por linfoma

Tabela 2. Recomendagdes do Consenso internacional de
Bethesda de 2006 quanto as indicagdes médicas em
proceder com a citometria de fluxo (CMF)

CMF indicada CMF nao indicada
Bicitopenia e pancitopenia Neutrofilia

Linfocitose Hipergamaglobulinemia
policlonal
Monocitose Policitemia,
Eosinofilia Trombocitose
Blastos no sangue periférico, medula Basofilia

6ssea ou liquidos corporais
Plasmocitose ou gamopatia monoclonal

Imunofenotipagem por Citometria de fluxo (CMF)
em condig¢Oes associadas a bicitopenia ou
pancitopenia

Leucemias agudas

Na imunofenotipagem por CMF, um diagrama de SSC
(desvio lateral da Iuz) x CD45 ¢é habitualmente empregado
para a identificacdo inicial dos blastos visto que estas célu-
las possuem baixa intensidade de expressdao de CD45 e SSC
baixo.

Blastos diferem de células mais maduras por expressa-
rem marcadores de imaturidade e ndo expressarem marcadores
associados a maturagao celular. Por exemplo, mieloblastos
podem ser distinguidos de células mieloides em maturagio
por apresentarem marcadores de imaturidade como CD117,
CD34 e auséncia de marcadores de maturagdo como CD11b,
CD15eCD162

O método classico para estimar o porcentual de blastos
¢ amicroscopia (mielograma), embora, por analisar milhares
de células, a CMF seja um método muito preciso em estimar o
porcentual de células imaturas na amostra. No entanto, limi-
tagdes inerentes ao procedimento de coleta podem prejudicar
a interpretagdo dos resultados e pode haver grandes incon-
sisténcias se os métodos forem comparados para este fim.
As amostras enviadas a CMF frequentemente contém me-

nos espiculas 6sseas e sdo mais diluidas com sangue peri-
férico quando comparadas as amostras usadas para prepa-
rar a distensao da microscopia (mielograma). Por outro lado,
o denominador usado para determinar a porcentagem de
blastos ¢ diferente entre os métodos. Nas contagens por
microscopia, o denominador sdo as células nucleadas, e, na
CMF, sao todas as células analisadas, sendo que, usual-
mente, antes da imunofenotipagem ¢ feita a lise de eritrocitos,
o que leva a lise variavel de eritroblastos.! Devido a estas
limitagdes, a microscopia ainda representa o método de
escolha nos dias de hoje para a contagem de blastos. Porém,
¢ importante salientar que sempre que o mielograma nao
estabelece o diagnoéstico de leucemia aguda na situagdo de
pancitopenia ndo € possivel partir da premissa que o material
¢ adequado. Situagdes relativamente frequentes na vigéncia
de pancitopenia em que tanto o mielograma quanto a CMF
ndo avaliam adequadamente o porcentual de blastos sdo
uma medula Ossea fibrética ou liposubstituida.’ Nessas
situagdes, a bidpsia de medula dssea € o nico procedimento
diagnoéstico adequado.

Muito mais do que a enumeragao dos blastos, a identi-
ficagdo fenotipica destas células por CMF apresenta um pa-
pel central no diagndstico das doengas blasticas. O estabe-
lecimento da CMF para diferenciar leucemia linfoblastica agu-
da (LLA) de leucemia mieloide aguda (LMA) e definir a tera-
péutica apropriada representou um grande avanco no diag-
noéstico por ser um método bastante reprodutivel para este
fim especifico. Marcadores mieloides expressos na LMA:
mieloperoxidase (MPO), CD33 e CD13. Marcadores de célula
T expressos em LLA-T: CD3 citoplasmatico ou superficie,
CD7. Marcadores de célula B expressos na LLA-B: CD19,
CD22,CD79a. A positividade parao CD117 é um achado im-
portante devido a sua especificidade no contexto de leucemia
aguda, visto que é apenas expresso na LMA.® E preciso
lembrar que a CMF néo substitui as reagdes de citoquimica
realizadas com as amostras do mielograma, como a reagao de
peroxidase e estearase especialmente no objetivo de caracte-
rizar o estagio de maturagdo das LMAs. No entanto, a CMF
define o subtipo LMA-MO, que requer a expressdo de
marcadores mieloides como CD13 e CD33, doenga ndo
diagnosticada por citoquimica convencional,’ e colabora de



Rego EM et al

Rev. Bras. Hematol. Hemoter-

Tabela 3. Sistema de pontuagao para diagnéstico de
leucemia bifenotipica. A obtencao de 2 ou mais pontos
para duas linhagens diferentes qualifica o caso
como leucemia aguda bifenotipica

Linhagem celular

Pontos
Linfoide B Linfoide T Mieloide
2 CD22 cCD3 MPO*
1 CD10 CD2 CD13
CD19 CD5 CD33
0,5 TdT CcD7 CD14/CD15
TdT CD11b/CD11c

* A demonstragdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) pode
ser feita com qualquer método. Esta tabela é uma reprodugéo
autorizada pelo autor, de "Hematologia: Fundamentos e Pratica.”
Capitulo 42. Autor: Falcao RP.

forma central para o diagndstico de LMA megacariocitica
com expressdo de CD61, CD41 e CD42b, doenga de dificil
diagnostico diferencial com a LLA da infancia.!

A CMF ¢ de utilidade para diagnosticar leucemias agu-
das bifenotipicas e bilinhagem, doengas de progndstico re-
servado. Alguns marcadores especificos de determinada
linhagem na hematopoese normal sdo expressos de maneira
aberrante nas leucemias agudas sem, no entanto, configurar
leucemia bifenotipica. A Tabela 3 apresenta os achados com-
pativeis com doenca bifenotipica e os achados apenas de
aberrancia fenotipica. Porém, é necessario lembrar que o diag-
noéstico das doengas blasticas, especialmente quando ocor-
re expressao de antigenos de mais de uma linhagem, precisa
compreender uma abordagem com multiplas técnicas diag-
nosticas que incluem, além da CMF, a citogenética, morfologia
e citoquimica.

O exame de citogenética apresenta papel importante
no diagnostico, classificagdo e estabelecimento do prognos-
tico das leucemias agudas.® Alguns fenotipos de LMA estdo
associados com alteragdes citogenéticas recorrentes, como
¢ o caso da LMA com t(8;21)(q22;922) que, com frequéncia,
apresenta expressao anomala de CD19 e CD56 e menos fre-
quentemente TDT. A leucemia promielocitica aguda (LPA)
com t(15;17)(q22;q12) frequentemente apresenta o seguinte
fendtipo: CD34 e HLA-DR negativos ou parcialmente positi-
vos, CD11-b negativo, CD13 heterogéneo e CD117 e CD33
positivos.? Embora a imunofenotipagem por CMF possa ser
usada como uma ferramenta de investigagao inicial, o método
carece de sensibilidade e especificidade para a detec¢ao de
anormalidades citogenéticas recorrentes.’

A determinagao de fenotipos aberrantes por CMF cons-
titui-se em estratégia importante para o seguimento e detec¢ao
de doenga residual minima (DRM). Avangos consideraveis
na instrumentag@o e no processamento dos dados permiti-
ram que os laboratérios clinicos de CMF aumentassem sig-
nificativamente o nimero de eventos adquiridos nas amostras.
Atualmente ¢ possivel adquirir 500.000 ou 1 milhdo de even-
tos com quatro ou mais cores levando o ensaio a ser sensivel
o suficiente para detectar um evento especifico em 10.000

células.® O método esta bem estabelecido para a pesquisa de
DRM na LLA da infancia, com estudos demonstrando que a
presenga de DRM ¢ um marcador independente de pior prog-
nostico.” Na LMA, a pesquisa de DRM por CMF, embora
ainda menos estabelecida do que na LLA, também tem o seu
papel no seguimento, especialmente nos casos nao associa-
dos as anormalidades citogenéticas recorrentes. A presente
revisdo nao objetiva aprofundar o tema da DRM e os leitores
que desejarem encontrardo boas revisdes.!*!2

Tricoleucemia

A tricoleucemia € uma doenga linfoproliferativa de cé-
lulas B de comportamento indolente que afeta preponderan-
temente homens de meia idade. Os pacientes apresentam, em
sua maioria, os seguintes achados: pancitopenia, espleno-
megalia e pequena quantidade de células tipicas circulantes
(células pilosas).”* Com frequéncia as células apresentam
caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas e imunofenotipicas
especificas da doenga.'* A morfologia é caracteristica: o
tamanho ¢ de uma a duas vezes o do linfocito, o citoplasma
tem volume variavel, a membrana citoplasmatica é irregular e
apresenta projegoes citoplasmicas finas, que lembram fios
de cabelo; o nticleo ¢ geralmente excéntrico e o nucléolo esta
ausente.'> Comumente ndo ¢é possivel aspirar a medula 6ssea
(puncao aspirativa seca ou dry tap). Nestes casos, a biopsia
de medula dssea ¢ essencial para o diagnéstico. Os princi-
pais diagnosticos diferenciais sdo o linfoma esplénico de
células vilosas (LECV) e a tricoleucemia variante.

Em um contexto clinico apropriado, a visualizacdo de
células pilosas caracteristicas em distensdes de sangue peri-
férico ou no mielograma e a positividade das células neo-
plasicas para a reag@o de fosfatase acida resistente ao tartarato
constituem o eixo central do diagnostico da tricoleucemia. A
bidpsia de medula 6ssea (BMO) hipercelular e com infiltrado
difuso ou focal de células mononucleares com citoplasma
abundante (células espagadas) e aumento de fibras de reticu-
lina € um achado confirmatorio, porém, a BMO pode ser
hipocelular com infiltrados intersticiais. A CMF realizada no
sangue periférico ou no aspirado de medula 6ssea apresenta
papel confirmatério.'

O desenvolvimento das novas técnicas de CMF permi-
tiu a deteccdo de eventos raros, como a presenca de células
pilosas no sangue periférico (usualmente menos que 0,5%).'¢
Em um diagrama de CD45 versus SSC, as células pilosas nor-
malmente ocupam a regido dos mondcitos, células que estdo
ausentes ou muito diminuidas na tricoleucemia. Portanto, o
achado de linfécitos monoclonais na "gate" habitualmente
ocupada por mondcitos constitui um achado que demanda a
pesquisa de antigenos especificos.!” As células apresentam
positividade para marcadores de linhagem B, com forte ex-
pressdo de CD20, CD22 e imunoglobulina de superficie (IgSm)
com componente de cadeia leve monoclonal (ou kappa ou
lambda). Casos ocasionais podem ser negativos para [gSm.
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Raramente expressam CD5 e, em aproximadamente 10% dos
casos, podem expressar CD10.'

Trés marcadores sdo particularmente tteis no diagnos-
tico de tricoleucemia. As células pilosas apresentam forte
expressdo de CD11c e quase sempre sdo positivas para CD25
¢ CD103.” O LECV e a tricoleucemia variante praticamente
nunca apresentam coexpressdo desses trés antigenos.?

Sindrome Mielodisplasica

Tradicionalmente, a CMF tem sido considerada sem
utilidade no diagnodstico de SMD. No entanto, estabelecer
esse diagndstico na auséncia de displasia acentuada, sidero-
blastos em anel ou aberragdes cromossomicas pode ndo ser
uma tarefa simples. Recentemente, uma conferéncia interna-
cional de especialistas no tema sugeriu a inclusdo da CMF
na abordagem diagnostica destes casos.?! A expressdo de
CD7 e CD56 nos blastos de pacientes portadores dos subtipos
anemia refrataria (AR) e AR com sideroblastos em anel
configurou pior prognostico e tendéncia a dependéncia
transfusional e evolug@o para LMA.»

Deteccgéao de células com fenétipo tipo
Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN)

A deteccao por CMF de neutréfilos e eritrocitos com
deficiéncia em antigenos ancorados por glicosilfosfatidili-
nositol, como 0 CD55 e 0 CD59, ou ainda 0 CD16 € CD66,
tornou-se padrdo ouro para o diagndstico de HPN. No
entanto, com o avango nas técnicas de CMF mais sensiveis,
aumento de células com esse fenotipo (tipo HPN) tem sido
detectado na SMD e na anemia aplasica, embora habitual-
mente correspondendo a menos que 1% dos granulocitos ou
dos eritrocitos.?

Na HPN, a porcentagem de células com fenétipo ca-
racteristico esta relacionada com as manifestagdes clinicas
da doenga. Pacientes com mais de 20% de eritrocitos com
deficiéncia completa de CD55 e CDS59 invariavelmente apre-

sentam hemolise. Pacientes com mais de 10% de neutréfilos
CD55 e CD59 negativos possuem risco aumentado de trom-
bose.?

Nas formas de SMD sem aumento de blastos e na ane-
mia aplasica, a presenca de células tipo HPN indica melhor
progndstico, com menos chance de progressao para LMA
no caso da SMD e tendéncia de resposta favoravel a terapia
imunossupressora nas duas condigdes.? De fato, o aumento
de células tipo HPN nestas condigdes parece ser secundario
a uma capacidade dessas células de escapar a destrui¢ao
imune mediada pela doenga.”

Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo (CMF)
em condigdes associadas a linfocitose

Neoplasias de células linfoides maduras com frequéncia
sdo causas de linfocitose. Essas doencgas incluem as leuce-
mias linfoides cronicas e os linfomas ndo Hodgkin. Pela
identificacdo de antigenos associados a linhagem, as
neoplasias de células linfoides maduras podem ser divididas
em neoplasias da linhagem B, T ou NK.?

ATabela 4 apresenta a classificagdo das doengas linfoides
cronicas que podem apresentar-se com células circulantes
passiveis de caracterizagdo imunofenotipica por CMF.

Neoplasias linfoides maduras da linhagem B

A CMF permite identificar células com imunofenotipo
anormal dentro da populag@o de células maduras da linha-
gem B. Existem duas evidéncias a favor da presenga de doen-
¢a neoplasica que sdo pesquisadas neste contexto: a mono-
clonalidade para a cadeia leve da imunoglobulina de superficie
(ou kappa ou lambda) e aberrancias de expressao antigénica
relacionadas com doengas especificas.

Neoplasias da linhagem B habitualmente representam
um unico clone derivado de uma célula com IgS ou kappa ou
lambda. Esse fato esta em contraste com o padrao policlonal
que ocorre na extensa maioria dos casos de linfocitose reativa.

Tabela 4. Classificagdo das leucemias linféides cronicas, segundo a linhagem celular de origem

Células B

Células T ou NK

Leucemia linfocitica cronica

Leucemia prolinfocitica

Tricoleucemia
Classica
Variante

Linfomas nao-Hodgkin em fase leucémica
Linfoma esplénico de linfécitos vilosos
Linfomas foliculares
Linfoma linfoplasmocitdide/ Imunocitoma
Linfoma de células do manto
Qutros

Leucemia prolinfocitica
Classica
Variante de células pequenas
Doengca linfoproliferativa de linfécitos granulares
Ceélulas T
Células NK
Sindrome de Sézary
Leucemia-linfoma de células T do adulto
Linfomas T - periféricos

Esta tabela & uma reprodugao autorizada pelo autor, de "Hematologia: Fundamentos e Pratica."

Capitulo 51. Autor: Falcao RP.
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No entanto, embora a detecg¢do de populagdes monoclonais
para cadeia leve seja extensamente usada como sindnimo de
neoplasia, é necessaria uma avaliagdo cuidadosa. Existem
relatos raros desse achado em populacdes linfocitarias
reativas. Exemplos sdo a doenga de Castleman® e a hiperplasia
folicular florida associada ao HIV.?” Portanto, os resultados
da CMF devem sempre ser interpretados em conjunto com a
avaliacdo clinica, morfologica e, em alguns casos, a analise
genotipica. Por outro lado, a avaliagdo simples da razdo
kappa/lambda pode ser pouco sensivel para a deteccao de
populagdes clonais pequenas em amostras que contenham
populagdes reativas policlonais. Uma abordagem capaz de
superar essa dificuldade ¢ restringir a analise da clonalidade
de IgS a uma determinada populagdo celular com caracte-

risticas de imunofenotipo especifico. Esse tipo de abordagem
torna-se crucial na avaliagdo de amostras com suspeita de
neoplasia com grande numero de células reativas na amostra;
um exemplo tipico sdo os linfomas da zona marginal. Por outro
lado, a presenca de IgS afasta o diagndstico de doenca
blastica como a LLA e o linfoma linfoblastico B mediastinal,
bem como as doengas plasmocitarias.>

A presenca de baixa expressdo conjunta de IgS e ou-
tras moléculas relacionadas ao receptor de membrana de cé-
lula B, como o CD20, CD22 e CD79b, é um achado sugestivo
de LLC, embora correlacdo com a morfologia, apresentagao
clinica e, por vezes, citogenética seja importante para o diag-
néstico diferencial com o linfoma difuso de grandes células
B (LDGCB) e com a leucemia prolinfocitica (LP).2

Tabela 5. Abordagem de Citometria de Fluxo para o diagndstico e classificagdo das neoplasias linféides B maduras

DOENGAS A CONSIDERAR

ACHADOS FENOTIPICOS PECULIARES

INFORMAGOES DIAGNOSTICAS ADICIONAIS

CD5+ / CD10-
Leucemia linféide cronica (LLC)

Linforna do manto (LM)
Leucemia Prolinfocitica

Linfoma B da zona marginal

Linforma difuso de grandes células B

Linfoma linfoplasmacitico

Fendtipo tipico: CD20(+fr), CD22(+fr), Igs(+fr),
CD23+, FMC7-

Fendtipo variavel;, comumente CD20(+fo), Igs(+fo),
CD23+/~, FMCT7+/-

Fendtipo variavel pode sobrepor com LLC ou LM;
CD20(+fo), Igs(+fo), CD23+/—, FMCT+/—, CD5+/—
Fenotipo variavel, CD23-, CD11c+/—, CD103+/—
nao tipico de LCP, comum Igc apenas

Fenotipo variavel

Fendtipo néo tipico de LCC,
comumente CD23+fr/—, Igc+, lgs+/—

Morfologia caracteristica
Ciclina D1+ (IHQ), t(11;14), rearranjo envolve CCND
Células grandes com nucléolo proeminente

Grescimento dentro e peri-foliculos, pode haver
diferenciagao plasmocitaria. t(11;18), t(1;14), t(14;18)
| rearranjo envolve MALT-1

Células grandes, padréo de crescimento difuso;
considerar transformacao de Richier de LLC ou LM
Células pequenas, envolvimento priméario da MO e
sangue periférico

CD5-/CD10+
Linfomna folicular

Linfoma difuso de grandes células B
Linfoma de Burkitt

Leucemia de celulas pilosas (LCP)

Comumente bcl2+, CD43-

Fendtipo varidvel, bcl2+/—, CD43+/—
Comumente becl2-, CD10(+fo), CD43+

Fenétipo tipico: CD20(+fo), CD22(+fo),
CD11c(+fo), CD103(+), CD25(+), CD123(+), Igs(+)

Crescimento de padrao folicular, t(14;18) / rearranjo
envolve BCL2

Células grandes, padrio de crescimento difuso
Células uniformes de tamanho intermediario, rearranjo
envolve MYC, Ki-67+ 100%

Morfologia caracteristica; Anexina A1+

CD5+ / CD10+
Linfoma folicular

Linfoma difuso de grandes células B
Linforna do manto (LM)

Linfoma de Burkitt

Comumente bcl2+, CD43—

Fendtipo varidvel, bel2+/~, CD43+/-
Fenotipo variavel, comumente CD20(+fo),
Igs(+fo), CD23+/—, FMCT+/-

Comumente bel2—, CD10(+fo), CD43+

Crescimento de padrao folicular, t(14;18) / rearranjo
envolve BCL2

Células grandes, padrdo de crescimento difuso
Ciclina D1+ (IHQ), t(11;14), rearranjo envolve CCND

Células uniformes de tamanho intermediario, rearranjo
envolve MYC, Ki-67+ 100%

CDs-/CD10-
Leucemia de células pilosas (LCP)

Linfoma B da zona marginal
Linfoma difuso de grandes células B
Linfoma folicular CD10-

Linfoma do manto CD5-

Fenotipo tipico: CD20(+fo), CD22(+fo),
CD11c(+fo), CD103(+), CD25(+), CD123(+), lgs(+)
Fenotipo variavel, CD23—, CD11c+/—,

CD103+/- néo tipico de LCP, comum Igc apenas

Fendtipo variavel, bcl2+/—, CD43+/—
Fendétipo variavel

Fenotipo variavel

Morfologia caracteristica; Anexina A1+

Crescimento dentro e perifoliculos, pode haver
diferenciagao plasmocitaria. t(11;18), t(1;14), t{14;18)/
rearranjo envolve MALT-1

Células grandes, padrao de crescimento difuso
Crescimento de padrao folicular, t(14;18) / rearranjo
envolve BCL2

Ciclina D1+ (IHQ), t(11;14), rearranjo envolve CCND

+ indica comumente positivo; comumente negativo; +/ pode ser positivo ou negativo; (fr) intensidade fraca; (fo) intensidade forte; (i) intensidade intermediaria;
Igs, imunoglobulina de superficie; Igc, imunoglobulina citoplasmatica. Tabela traduzida integralmente de Craig e Foon2.

“This research was originally published in Blood. Authors Fiona E. Craig and Kenneth A. Foon. Title:Flow cytometry immunophenotyping for hematologic
neoplasms. Blood. 2008, 111; 3941-3967.© Americam Society of Hematology"
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Tabela 6. Abordagem por Citometria de Fluxo para o diagnéstico e classificagdo das neoplasias T maduras

DOENGAS A CONSIDERAR

ACHADOS FENOTIPICOS PECULIARES

INFORMAGOES DIAGNOSTICAS ADICIONAIS

CD4+ CD8-
Sindrome de Sezary

Leucemia Prolinfocitica-T

Leucemiallinfoma T do adulto
Linforna T anaplastico de células grandes

Linforna T angioimunoblastico

Linfoma T periférico ndo especificado

Geralmente CD7- , CD26-, CD25+/ -

(com intensidade de fluorescencia heterogénea).
Usualmente ndo tem aberrancia fenotipica.
CD16-, CD56~ CD57-.

CD7-, CD25+ (intensidade forte e uniforme).
Geralmente perda de muitos antigenos celulares pan-T.
CD30+ (forte e uniforme). Proteina Alk-1+/—, CD56+/—,
CD13+/-, CD15+/— , CD33+/—

Proteina citotdxica associado a granulo(+).

Geralmente fendtipo aberrante

(ex. diminuigao da intensidade CD7 e CD3) CD10+/,
Fendtipo variado, geralmente perda aberrante do

CD5 ef/ou CD7.

Morfologia e apresentagao clinica caracteristicas.
HYLV-1 negativo

80% t(14;14) (g11;q932) ou inv(14)(q11;932)
superexpressao protéica de TCL1.

HTLV-1+, endémico no Japao e Caribe.
Morfologia anaplastica, com excecio da
variante de células pequenas/maonomarficas.
Rearranjo envolve o gene ALK.

Morfologia caracteristica. CXCL13+,
células B EBV+ esparsas.
Diagnastico por exclusdo de outras doengas distintas.

CD4-/CD8+
Leucemia linfocitica granular de células
grandes-T

Linfoma T tipo paniculite subcutanea

Linfoma T hepatoesplénico

Frequéncia de expressdo aberrante CD5 efou CD7.
CD16+/~, CD56+/~, CD57+. TIA-1+, granzima-B+,
perforina+.

Usualmente com foco CD56, EBV-, TCRa/p, TIA-1+,
granzima-B+, perforina+,

Usualmente CD5 — e CD7+, CD16+/—, CD56+,
CD57-, TIA-1+, granzima-B-, perforina—.

Morfologia caracteristica. Usualmente curso
indolente, associado com artrite reumatoide e
citopenias. EBV-

Morfologia carcteristica. Diagndstico diferencial
com lupus profundus

Geralmente TCRy/d mas pode ser TCRa/f}, EBV-
Frequentemente isocromossomo 7q. Usualmente
curso clinico agressivo

CD4+/CD8+
Leucemia Prolinfocitica-T

Linfoma/ leucemia T do adulto
Linforna T periférico ndo especificado

Usualmente perda significante do fendtipo aberrante.
CD16-, CD56-, CD57-.

CD7-, CD25+ (sinal uniforme).

Fendtipo varidvel, geralmente perda aberrante do
CD5 e/ou CD7.

80% t(14;14)(q11,;932). Proteina TCL1
superexpressa

HTLV-1+ endémico do Japao e Caribe
Diagndstico por exclusdo de outras
doengas distintas.

CD4-/CD8 -
Linfoma T associado a enteropatia

Linfoma T hepatoesplénico

CD5-, CD3+, CD7+, CD103+, CD56+/—, TIA-1+,
granzima-B+, perforina+.

Usualmente CD5 — e CD7+. CD16+/-, CD56+, CD57-.
TIA-1+, granzima-B—, perforina—.

CD30+/—, EBV-. FISH para ganhos 9q33-34.
Histdria de doenga celiaca

Geralmente TCRy/é mas pode ser TCRa/[}, EBV-.
Frequentemente isocromoesomo 7q. Usualmente

Linfoma T /6 ndo hepatoesplénico
granzima-B+, perforina+.

CD5-, CD56+, maioria CD57-, TCRy/d. TIA-1+,

curso clinico agressivo.

Pele, mucosas e outros sitios extranodais.
EBV frequentemente positivo nas mucosas e
negativo nos infiltrados cutaneos.

+ indica comumente positivo; — comumente negativo; +/~ pode ser positivo ou negativo. Tabela traduzida integralmente de Craig e Foon”.
“This research was originally published in Blood. Authors Fiona E. Craig and Kenneth A. Foon. Title:Flow cytometry immunophenotyping for hematologic neoplasms.

Blood. 2008, 111; 3941-3967.© Americam Society of Hematology™

A expressdo aberrante de antigenos mieloides como o
CD13 ou o CD33, embora seja um evento relativamente
frequente na LLA, ndo ocorre com frequéncia nas neoplasias
B maduras.”

A presenca do marcador CD5 néo configura com pro-
priedade uma aberragdo fenotipica, visto que uma pequena
porcentagem de linfécitos B normais apresenta expressao
desse marcador (especialmente linfocitos B do sangue peri-
férico).** Populagdo normal CD5 positiva também ocorre na
medula 6ssea.’! Ademais, células B CD5 positivas podem ser
encontradas em linfonodos, especialmente em pacientes com
doenga autoimune.?? Portanto, a interpretagdo da expressdo
de CD5 em populagdes de células B depende da avaliagdo
conjunta de outros marcadores imunofenotipicos como o
CD20, CD22,CD79b e a analise de monoclonalidade de IgS,
bem como avaliagao clinica e correlagdo com o mielograma e
aBMO.

A CMF fornece informacdo importante para a clas-
sificagdo das neoplasias maduras de células B pela avaliacio
conjunta dos marcadores CD5 e CD10 além de marcadores
adicionais de acordo com o caso. Tabela 5.

Determinados imunofenétipos podem ter implicagdo
no prognoéstico, como a presenga do CD38,*** ou do mar-
cador ZAP-70% na LLC, ambos conferindo pior prognosti-
co. Porém, é necessario salientar que a pesquisa de ambos
os marcadores esta cerceada de dificuldades técnicas que
ndo devem ser desconsideradas para a correta interpreta-
¢do dos resultados. O marcador CD38 frequentemente apre-
senta uma distribuicdo bi -modal, com parte das células
neoplésicas negativas e parte positiva na mesma amostra,
além de apresentar variabilidade de expressdo associada a
origem da amostra (sangue versus medula dssea) e variabi-
lidade associada ao tratamento.**** Da mesma forma, a pes-
quisa do ZAP-70 apresenta as seguintes dificuldades: mar-
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cacgdo fraca, inespecifica e 1abil3*¥ e auséncia de consenso
no método para descriminar as células positivas para ZAP-
70naLLC.?

Neoplasias Linfoides maduras de
células T e NK

A CMF apresenta papel coadjuvante no diagnostico e
classificagdo das neoplasias linfoides maduras da linhagem
T /NK e ainda existem diversas dificuldades para o seu uso
corriqueiro. Em contraste com o que ocorre nas doengas da
linhagem B, ¢ dificil identificar imunofenétipos aberrantes
para essas neoplasias.’® Embora algum progresso tenha se
dado quanto a identificacdo de algumas entidades especifi-
cas, as fronteiras que distinguem as diversas doengas ainda
estdo sendo estabelecidas e muitas neoplasias continuam na
categoria de linfoma T periférico ndo especificado.’

Conforme revisado por Craig e Foon,” mais que efetuar
um papel decisivo na classificacdo das neoplasias maduras
T/NK, a CMF pode responder questionamentos especificos
que, quando colocados em conjunto com informagdes clinicas,
de morfologia, imuno-histoquimica e citogenética, auxiliam
no diagnostico definitivo. Seguem as perguntas mais fre-
quentes, que podem ser respondidas com a CMF.

As células neoplasicas sdo células T ou células NK? A
presenca de positividade no ensaio citométrico para o CD3 ¢
altamente especifica de célula T. Ja os anticorpos anti-CD3
usados em imuno-histoquimica usualmente detectam apenas
o componente epsilon do CD3 que também esta presente nas
células NK.?

Existe expressao dos componentes do receptor de célula
T (TCR)? ACMF é o método padrio ouro para determinar se
as células expressam a forma o/ ou ¥/ do TCR, diagnosti-
co dificil por imuno-histoquimica (IHQ) pela caréncia de
anticorpos para a forma /8. Vale lembrar que os linfomas
esplénicos Y/0 apresentam pior prognostico.®

As células apresentam proteinas de granulos citotd-
xicos? Tanto a CMF quanto a IHQ representam bons métodos
para este fim. A escolha dependerd do material a ser pes-
quisado. Positividade para granzima-B e perforina indica
fenotipo de célula citotoxica ativada.?

Existe expressdo de CD4, CD8 ou marcadores NK como
CD56,CD57 e CD16? ATabela 6 apresenta uma abordagem
diagnostica por CMF para a classificagdo das neoplasias
linfoides T e NK.

Conclusoes

A CMF esta estabelecida como ferramenta importante
no diagndstico hematopatologico. A qualidade da instru-
menta¢do melhorou muito nos ultimos anos e atualmente a
CMF multiparamétrica (com quatro ou mais marcadores na
mesma célula) e com analise de um niimero muito superior de
eventos (500.000 a 1 milh@o) € possivel na rotina dos

laboratorios clinicos. Por consequéncia, a técnica deixou de
ser limitada a analise de grandes populacdes celulares e
passou a ter importancia crescente na pesquisa de pequenas
populagdes, como na pesquisa de DRM ou de amostras mais
complexas. Os consensos realizados, como o Consenso In-
ternacional de Bethesda,****! auxiliam na uniformizac¢io de
escolha dos painéis de marcadores a serem utilizados e na
interpretagdo dos resultados. A técnica ¢ atualmente mais
robusta, mas o diagndstico hematopatologico permanece
dependente, na maior parte dos casos, de informagdes clinicas,
da morfologia celular no mielograma e BMO e da avaliacao
genética.

Abstract

The use of flow cytometry for immunophenotyping is currently an
essential tool in the diagnosis of hematological abnormalities. In
recent years, new equipment, antibodies, fluorochromes and
computer programs have become available. As a result, a better
understanding of the pathogeneses of hematological malignancies
has emerged and new markers with diagnostic and prognostic
relevance have been described. Here we review how this new
technology may contribute to the differential diagnosis of patients
with bi- or pancytopenia and of lymphocytosis. The common findings
as well as the difficulties in interpreting the results obtained by flow
cytometry will be discussed. The importance of the concomitant
analyses by different methods is also demonstrated. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter.

Key words: Immunophenotyping,; pancytopenia, lymphocytosis;
cytometry.
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