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Introducéo

Hematogdnias séo precursores normais de linhagem B que apresentam caracteristicas
morfoldgicas e, algumas vezes, imunoldgicas similares aos linfoblastos das leucemias
linféides agudas (LLA). O objetivo desse trabalho é realizar analise comparativa por
citometria de fluxo, utilizando trés cores, entre sub-popula¢des de hematogdnias e
blastos da LLA-B, em criangas. O Grupo 1 constou de amostras de medulas dsseas,
ndo neopléasicas, que apresentaram hematogonias identificadas pela microscopia éptica
e 0 Grupo 2 de casos novos de LLA-B. O painel de anticorpos monoclonais utilizado
era direcionado para: CD19, CD10, CD45, CD34, IgM, TdT e CD22. A anélise das
hematogbnias, utilizando como parametro a intensidade de fluorescéncia de CD10 X
CD45, mostrou trés sub-populagées representando células imaturas, intermediarias e
maduras. A expressdo dos marcadores CD34, IgM, TdT e CD22 reforcou esses acha-
dos. Os blastos leucémicos se apresentaram formando uma Unica populacdo, com
expressdo de positividade apenas para antigenos de imaturidade. Considerando ndo
sO a presenca ou auséncia de um determinado antigeno, mas sim a sua intensidade de
expressao, verificamos que hematogdnias e blastos apresentam perfis imunofenotipicos
diferentes. Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(4): 258-263.

Palavras chaves: Hematogonia; citometria de fluxo; leucemia linféide aguda..

laresé geramente dificil, principa mente quando analisamos
amostras de medula dssea de criangas em uso de quimio-

Hematogbnias sdo células precursoras de linhagem B,
encontradas na medula 6ssea, sendo, portanto um constitu-
inte normal na hematopoese.*® Em individuos saudaveis
podem ser detectadas morfol ogicamente, em nimero reduzi-
do, em qualquer faixaetéria. E maiscomum em criancasevai
diminuindo com aidade. Aumentos consideréveis tém sido
descritos em casos de purpura, neuroblastoma e principal -
mente em criancas portadoras de leucemia, apos o uso de
quimioterapico ou pés-transplante de medula 6ssea.® Em
doencas tropicais como no calazar é possivel encontrar au-
mento destas células na medula 6ssea (observagéo pessoal,
2005). Apesar do seu carater benigno, as hematogbnias apre-
sentam caracteristicas morfol égicas similares as dos blastos
daLLA-L1, eadistincdo entre duas populagdes celu-

terépicos.®

Embora blastos e hematogbnias apresentem algumas
semel hangas imunol égicas, podendo vir aexibir os mesmos
marcadores, a imunofenotipagem por citometria de fluxo,
utilizando trés ou quatro cores, é umaferramentaelucidativa
na distingéo entre duas populacles celulares.’2

Utilizando esta metodologia estudamos estas duas
popul acBes objetivando umadefini¢éo mais criteriosae uma
conduta clinica mais adequada, evitando a administragéo
desnecessaria de quimioterapicos.

Casuistica e Métodos

O estudofoi realizado no Servico de Oncohematologia
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do Hospital Albert Sabin (Fortaleza-Ce) em amostras de me-
dulas 6sseas de criangas (idade variando de 24 dias a 08
anos), divididas em dois grupos: Grupo 1 —20 amostras de
medulas 6sseas livres de doenga neopl asica e que exibiam
hematogonias, detectadas pela analise morfol 6gica; Grupo
2 — 10 amostras de medul as ¢sseas de pacientes com diag-
nostico morfolgico eimunolégico de LLA tipo B, virgem
de tratamento quimioterapico. Os esfregacos medul ares fo-
ram corados pelo Leishmann e analisados por dois cito-
logistas.

A condicéo deinclusdo no Grupo 2 eraque, utilizando
critérios morfol dgicos e citoquimicos, essas medulas se en-
quadrassem naclassificacdo FAB comoLLA-L1ouLLA-L2
e que, levando em conta caracteristicas imunol dgicas, fos-
sem identificadas como delinhagem B, de acordo com aclas-
sficagdo EGIL.?

Naimunofenotipagem por citometriade fluxo, osdois
grupos foram submetidos aos mesmos procedi mentos técni-
cos efoi utilizado um painel com a seguinte distribuicéo de
anticorposmonoclonais: CD45F TC (1QP)/ CD10PE (Coulter)
/CD19Cy5PE (Pharmacia); migMFITC (DAKO)/ CD34PE
(Coulter)/CD19 Cy5PE ecy TATH TC (Cytognos)/mCD22PE
(Coulter) / CD19Cy5PE. A presencado anticorpo monoclonal
CD19 em todos os tubos tinha como objetivo a separacéo da
populacdo decélulasB. O material foi processado utilizando-
se lise dos eritrdcitos paramarcacao de membrana. No tubo
que continha TdT, apdsamarcacéo de membranaparaCD22
e CD19, foi dada continuidade com a técnica de marcacao
citoplasmatica.

A andliseimunofenotipicafoi realizadapor citometria
de fluxo de trés cores com contagem de 10.000 eventos na
subpopul aco com expressdo de CD19. A aquisicdo foi reali-
zada no citbmetro FACSCalibur e software CellQuest da
Becton Dickinson®. Foi realizadaoptimizagéo com apropria
amostra, utilizando CD45 marcado com astréscores (FITC,

PE eCy5PE).
Resultados

No Grupo 1, as células categorizadas como hemato-
gbnias apresentavam-se formando uma popul acdo celular com
grande heterogenei dade de tama-
nho. Namaioriadasvezes, afaixa
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citoplasméticaeraescassae, quan-
do presente, apresentava-se com
basofiliamoderadaou fracae des-
providadeinclusdes, granulos ou
vacuolos. A cromatinanuclear era
densaehomogéneacom nucléolos
ausentes ou pequenos e indistin-
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amostras avaliadas (100%) apresentavam uma
subpopulagéo de células expressando CD10(+) de atain-
tensidade com CD45(+) de baixa intensidade; seguido por
outra frac8o representada por CD10 e CD45 com posi-
tividade intermediéria e finamente uma porcentagem de
células representada pel a expressao negativa e/ou positiva
de baixa intensidade de CD10 com expressdo positiva de
alta intensidade de CD45 (Figura 2). Em nenhum caso foi
observada subpopulagéo que expressasse CD10(+) de alta
intensidade com CD45(-). Analisando a mesma associagdo
de anticorpos monoclonais no Grupo 2 verificou-se que a
expressdo dos blastos leucémicos se manifestou de uma
forma constante. Em todos os casos uma quase totalidade
das células (acimade 90%) formavam regides ou CD10(+)
dealtaintensidade com CD45(-) ou CD10(+) dedtaintensi-
dade com CD45(+) de baixaintensidade. Em 70% dos casos
foi identificada, além de uma das populacdes de células
acima citada, uma outra representada por pequena percen-
tagem de células expressando CD10(-) com CD45(+) dedlta
intensidade (Figura 3).

Fazendo uso dos mesmos anticorpos monoclonais, uti-
lizando como parametro de andlise CD45 X complexidade
(SSC), as hematogbnias se apresentaram como células de
baixa complexidade traduzida pel a baixa expressdo de SSC.
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Figura 1 - Hematogonias em medula éssea
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Figura 2 - Expresséo e intensidade de fluorescéncia de CD10 x CD45 em medulas ricas em
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Essa andlise mostrou os trés es-
tadios maturativos caracterizados
respectivamente pelabaixa, inter-
mediériaeataintensidade de ex-
pressdo de CD45 (Figura 4). Os
blastos se comportaram como
uma Unica populagdo de baixa
complexidade (SSC) com CD
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Figura 3. Expressao e intensidade de fluorescéncia de CD10 x CD45 em medulas de LLAs-B
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A associacdo de CD34 com
|gM demonstrou trés popul agdes
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medulares ricas em hemato-
gbnias, expressas imunologica
mente por CD34(+) com IgM(-);
CD34(-) com IgM(-) e CD34(-)
com IgM(+) (Figura 6). Nos
blastos, a forte expressdo de
CD34 se deu em 80% dos casos;
20% das amostras se mostraram
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Figura 4. Andlise de medulas ricas em hematogonias utilizando-se como parametro SSC x CD45
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Figura 5. Analise dos blastos de LLA-B utilizando-se como parametro
SSC x CD45
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10° negativas ou com fraca expres-
sd0 para esse antigeno. IgM era
negativo em 90% das medulas e
um caso isolado apresentou
positividade em um pequeno nd-
mero decélulas (Figura?).

Varias formas de expressdo foram observadas diante
da combinagdo de TdT com CD22, no grupo constituido
por hematogonias, estratificando as populagdesem: TdT(+)
com CD22(+) debaixaintensidade; TdT(+) com CD22 (-);
TdT(-) com CD22(+) de baixa intensidade; TdT(-) com
CD22(+) dedlta intensidade e TdT(-) com CD22(-). Verifi-
cou-se a expressdo de TdT, associado ou ndo com CD22,
em 80% das aquisicles. A expressdo de CD22, de altae/ou
baixa intensidade de fluorescéncia, estava presente em to-
das as amostras (Figura 8). Na populacéo constituida por
blastos, a expressdo de CD22 estava presente em todos 0s
casos, formando um Unico cluster. TdT erapositivo em 90%
dasamostras (Figura9).

Discussao
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Figura 6. Histograma representando a expressdo de CD34 x
hematogbnias
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peracdo de tratamento quimio-
terdpico ou apos transplante de
medula 6ssea podendo vir a
constituir até mais de 50% das
células medulares.” Esse fato
pode criar dificuldades diag-

10*

10°
migM FITC (DAKO)

108 104




Jorge FMG

Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(4):258-263

104
104

10°
10°

CD-34 PE (Coulter)
10?2

CD-34 PE (Coulter)
102

10*
10*

100
100

CD-34 PE (Coulter)

10° 102 10°
migM FITC (DAKO)

10° 10t 102 10° 100

migM FITC (DAKO)

104

10t

104
104

10°

10°

10?
102

CD-34 PE (Coulter)

10*
10t

10°
10°

10° 10* 102 10° 10°

migM FITC (DAKO)

104 10t 10? 10°

migM FITC (DAKO)

10*

Figura 7. Histograma representando a expressao de CD34 x IgM nos blastos da LLA-B.
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Figura 8. Histograma representando a expressao de TdT x CD22 em medulas ricas em hematogdnias
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Figura 9. Histograma representando a expressao de TdT x CD22 enos

blastos de LLA-B, em pacientes virgens de tratamento

nosticas, ja que tanto a morfologia como a imunofeno-
tipagem apresentam caracteristicas comuns com linfobl astos
malignos.>®

Devido as similaridades imunol dgicas entre hemato-
gbnias elinfoblastos, o uso dacitometria de fluxo, com uma
ou duas cores, ndo tem se mostrado confiavel paradistingdo
entre essas duas entidades celul ares.® Critérios morfol gicos
s80 sutis e subjetivos. Nosso estudo utilizou imunofeno-
tipagem por citometria de fluxo com trés cores, baseado em
conhecimentos de que técnica tem se mostrado uma
ferramenta elucidativa para diferenciacéo, levando em
conta ndo sO a presenca ou auséncia de um determinado
antigeno, mas sim a sua intensidade de expressdo.”

No presente estudo, 0 uso de CD19 em todos os tubos
permitiu realizar andlise exclusivamente das célulasdelinha-
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gem B. A combinagéo de CD10 com CD45 mostrou que as
amostras medul aresricas em hematog6ni as exibiam um tipi-
co espectro de antigenos que definem a evolucdo normal
dos precursores de células B. Essas etapas eram representa-
daspor trésregides: CD10(+) de altaintensidade com CD45(+)
debaixaintensidade; CD10(+) deintensidade intermediaria
com CD45(+) com intensidade intermediariae CD10(+) de
baixaintensidade e/ou (-) com CD45+ de dltaintensidade. As
trés regides correspondiam a células imaturas, células com
maturacdo intermediériae células maduras, respectivamente.
Na maioria dos casos (95%) predominou a populacéo de
células intermediarias seguida por células maduras e final-
mente célulasimaturas.

A combinagdo desses dois anticorpos monoclonais
(CD10 com CD45) permitiu, ainda, fazer outraandiserelacio-
nando CD45 com SSC. Osresultados obtidos mostraram trés
regides distintas de maturacdo (imaturas, intermedidrias e
maduras) traduzidas pela alta, média e intensa expressdo de
CD45 associado com SSC de baixacomplexidade (Figura4).
Esse tipo de expressdo reforga 0s nossos resultados, previa-
mente obtidos, quando analisamos CD10XCD45 ecom ades-
cricdo feitapor Vidriaeset al referente aos vari os estagios
do processo maturacional das células B.

A associacdo de anticorpos direcionados para CD34,
antigeno de imaturidade, com anticorpos direcionados para
IgM, antigeno de células B maduras, exibiu trés regioes
correspondendo a células imaturas, intermediarias e madu-
ras representadas pela expresséo de CD34(+) com IgM(-);
CD34(-) comIgM(-) e CD34(-) com IgM(+), respectivamente.
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A andliserealizadausando acombinacdo de CD22 com
TdT mostrou que aexpressdo de TDT estavapresenteem 16
das 20 amostras (80%). A negatividade de TdT em 20% dos
casosreforcam conhecimentos de que apesar desse antigeno
ser considerado de imaturidade das células linféides B e T,
sua presenca nao se faz obrigatéria.? A expressao de CD22
se deu em todos os casos confirmando 0 seu caréter de
antigeno de células B.® Muitas vezes foi observada uma du-
pla intensidade de expressdo, fraca e forte, demonstrando
que numa populacdo celular constituida por hematogbnias
existem células menos e mais maduras.

Diante das diversas combinacBes de anticorpos
monoclonais, nosso estudo evidenciou que as hema-
togbnias apresentam um padréo de maturag&o progressivo
onde sdo observadas células com caracteristicas de imatu-
ridade juntamente com outrasintermediariase aindacélulas
maduras.

Pesquisarealizada por Longacreet al.,® por citometria
defluxo com duas cores, em medul as de paci entes peditricos
ricas em hematogonias, revelou que células freqlien-
temente apresentavam expressdo aumentadade CD19, CD10,
TdT, HLA-DR elgM citoplasmética, assim como aL eucemia
Linféide Aguda de células B; entretanto, o padréo de fluo-
rescéncia para antigenos sugeria um espectro de est&
gios de maturacéo.

Rimszaet al,® realizando estudo, por citometriade flu-
X0, em amostras de medula éssea de criangas, ricas em
hematogbnias, encontraram um espectro de maturacéo de
células B. Em cada caso existiauma proporcao rel ativamente
pequena de células muito imaturas TdT(+) e CD34(+);
umafracéo predominante apresentando CD10(+), TdT(-)
e IgM(-) e uma outra composta por células B maduras
IgM (+). No presente estudo, embora usando uma outra as-
sociagdo de anticorpos, foram obtidos resultados semel han-
tes aos de Rimsza et al., ou sgja: uma populagdo rica em
hematogbnias é composta predominantemente por células
intermediarias, seguida por células maduras e finamente
célulasimaturas®

McKennaet al.,” também fazendo uso de citometriade
fluxo, estudaram uma populagdo constituida por criangas e
adultos e constataram que, em todos o0s casos analisados, a
popul acéo de hematogbni as exibiaum complexo espectro de
antigenos que definiam a evolucdo normal dos precursores
delinhagem B.

NaLLA-B, ofendtipo corresponde aos estagi os preco-
ces de maturacdo dacélulaB.®

Apesar de hematogbnias e blastosda L L A-B apresen-
tarem antigenos em comum, adistribuicéo eaintensidade de
expressdo observadas em histogramas se manifestam defor-
mas distintas.

Nesse estudo, em todos os pacientes portadores de
LLA-B os linfoblastos exibiram um amplo espectro matu-
racional incompleto, divergente do padréo de maturacdo pro-
gressivo observado nas hematogbnias.
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Diante da.combinac&o de marcadores direcionados para
CD10 e CD45, nos dez casos estudados verificou-se uma
quasetotalidade de células B (acimade 90%) formando regi-
0esCD10(+) dedtaintensidade com CD45(-) (expressdo ex-
clusivade células neoplasicas) ou CD10(+) dedtaintensida-
decom CD45(+) debaixaintensidade (expressdo comum em
células neopléasicas, porém ndo exclusiva), ambas, portanto
traduzindo comportamento de célulasimaturas. Em sete dos
dez casos, além de uma das regides acima descritas, existia
uma outra constituida por um ndmero reduzido de eventos
com comportamento de célulasmaduras CD10(-) com CD45(+)
(de alta intensidade). Na nossa interpretacéo, expres-
sdo corresponde a uma pequena populacdo de linfécitos B
maduros presentes em medul as de portadores de leucemia, ja
gue na maioria dos casos dessa patologia, a populacéo de
células neopl asicas ndo corresponde atotalidade das células
medulares.

A associacdo de CD34 com IgM reforgou o comporta-
mento deimaturidade caracteristico dosblastos, demonstra-
do pelaregi&o CD34(+) com IgM-. Apesar de CD34 ser um
antigeno de imaturidade e fregiiente nas leucemias agudas,
estudos tém demonstrado aexisténciade casosde LLA com
CD34(-).1** No nosso estudo identificamos um caso CD34 (-
) eum outro CD34(+) em somente 3,83% dascélulas.

CD22 estava presente em todas nossas as amostras de
LLA-B. N&ofoi observadaem nenhumaamostraduplainten-
sidade de expressdo, como encontrado nas hematogonias,
refletindo aparada de maturagéio em um determinado estégio
das células leucémicas. A expressdo de TdT nédo forneceu
recursos que favorecesse a distingéo entre blastos e hema-
togbnias, umavez que estava presente namaioria dos casos
nos dois grupos e variando a intensidade de expressdo nas
duas situacoes.

Concluséo

Hematogbniase L L A-B, apesar de expressarem os mes-
mos antigenos, possuem perfisimunol 6gicos diferentes, ba-
seado na distribuicdo e intensidade de expressdo desses
antigenos. Hematogoni as apresentam, dentro de umamesma
populacéo celular, um ampl o espectro maturacional compos-
to por célulasimaturas, intermediarias e maduras. O estagio
intermedi &rio aparece em maior proporgao, seguido por células
maduras e poucas células imaturas. Essa estratificagdo é
reproduzida com fidelidade diante da associacéo de CD45
com CD10. Linfoblastos exibem um espectro maturacional
incompleto, representado por células formando uma Unica
populacéo, com caracteristicas deimaturidade. Citometriade
fluxo com trés cores, utilizando um painel com poucos
anticorpos, nos permite distinguir hematogdnias de linfo-
blastos.

A andlise imunol dgica, associada com a morfolégica,
proporciona a distingdo entre hematogoénias e linfoblastos,
permitindo ndo s umamelhor definicdo diagnostica, como
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orientando a submissdo ou ndo do paciente ao adequado
tratamento quimioterapico.

Abstract

Hematogones are normal B-lineage cell precursors with morphologic
and sometimes immunophenotypic, similarities to neoplastic
lymphoblasts. The aim of this work is to compare using flow cytometry
sub-populations of B-lineage cells: normal bone marrow precursors
(hematogones) and lymphoblasts. Normal bone marrow from
patients with hematogones observed by optical microscopy and new
cases of acute lymphoblastic leukemia of B-cell precursors were
included in the study. Antibodies directed against CD19, CD10,
CD45, CD34, IgM and CD22 were used. Analysis of hematogones,
using CD10 x CD45 fluorescence intensity as a parameter, showed
three sub-populations: immature, intermediary and mature marker
expressions. CD34, IgM, TdT and CD22 marker expressions
reinforced these results. The leukemic blasts cells formed a single
population with positive expression for only immature antigens. In
conclusion, hematogones and blast cells demonstrated different
immunophenotypic profiles. Hematogones exhibit a broad spectrum
of immature, intermediary and mature cells in one sample and blast
cells have essentially immature features. Rev. bras. hematol. hemoter.
2006;28(4):258-263.

Key words: Hematogone; flow cytometry; acute lymphoblastic
leukemia.
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