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RESUMO

As leucemias linfoides agudas s&o um conjunto de doencas linfoproliferativas malignas, que se
originam por desajustes na medula 6ssea vermelha e no timo. A leucemia linfoide aguda é uma
enfermidade que acomete preferencialmente individuos em idade infantil, pode ser classificada
em B ou T. Os sinais e sintomas podem se manifestar nos pacientes da seguinte maneira: Febre
como causa primaria ou segundaria a leucemia, fadiga, anemia, trombocitopenia, dores ésseas;
dentre outros sintomas frequentes, também estéo associados a adenomegalia, hepatomegalia e
esplenomegalia. Sabe-se que os 6rgaos linfoides tanto primarios (medula dssea e timo) quanto
secundarios (baco, tonsilas e adenoides) estdo diretamente ligados neste processo. A
imunofenotipagem por citometria de fluxo participa diretamente do diagnéstico e monitoramento,
auxiliando no manejo clinico dos pacientes. A citometria de fluxo € uma metodologia utilizada
para o estudo fenotipico e funcional de células que séo preparadas em suspensao. Devido a sua
capacidade impar de analisar véarios parametros simultaneamente numa Unica célula, a

citometria de fluxo se tornou a técnica de escolha para analises multiparamétricas celulares.

Palavras-Chave: leucemias, leucemia linfoides agudas, Citometria de fluxo, imunofenotipagem.
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1. INTRODUCAO

As leucemias linfoides aguda sdo um conjunto de doencas linfoproliferativas malignas,
que se originam por desajustes na medula 6ssea vermelha e no timo. As leucemias linfoides
aguda de linhagem do tipo B foram classificadas nos grupos: pr6-B, comum, pré-B e B maduro.
A LLA do tipo comum (Calla) expressa CD10, o que causa um impacto favoravel no progndstico
e expressa também CD22(c) no citoplasma e CD19 e/ou CD20; representando 75% dos casos
de leucemia infantil e 50% dos casos em adultos. A leucemia pré-B expressa cadeia pesada |
citoplasmatica, em adicao a expressédo de CD19, CD20 e CD10 e representa aproximadamente,

15% dos casos em criangas e 10% dos casos em adultos. (1)

Finalmente, a LLA do tipo pro-B representa 5% dos casos em criancas e 10% em adultos,
enquanto, a do tipo B maduro, esta presente em 2% a 5% de criancas e adultos, apresenta um
fendtipo incomum, caracterizado pela expressdo de cadeias leves de imunoglobulina na
superficie de membrana (Smig) (2,3). As LLAs de linhagem T dividem-se em trés subgrupos, de
acordo com os antigenos de diferenciacdo correspondentes aos niveis de diferenciacédo
intratimica normal: LLA pré-T, T-intermediario e maduro. Na LLA pré-T, as células expressam
CD3(c) no citoplasma, mas ndo na superficie celular, expressando caracteristicamente CD7,
CD2, CD5 e TdT. Na LLA do tipo T intermediario, as células passam a expressar fortemente
CD3(c), CD2, CD1l1a e podem co-expressar CD4 e CD8. A leucemia linfoblastica aguda tem como
caracteristica ser mais comum em criancas entre dois e cinco anos segundo os dados isso
representa cerca de % dos casos, manifestando em criangas do sexo masculino em maior
frequéncia. Com maior incidéncia em pacientes com sindrome Down, sindrome de Bloom,
neurofibromatose tipo | e ataxia-telangiectasia. Os fatores ambientais, a exposicao intrauterina a
radiacdo, exposi¢éo a pesticidas e solventes; também foram associadas ao risco de desenvolver

LLA na infancia. (4)

Para diagnéstico das leucemias sdo avaliados: a cito morfologia, o imunofenotipo e as
alteracbes genéticas dos linfoblastos. Inicialmente o paciente manifesta um processo de
producdo celular na medula 6ssea exacerbado, que se manifesta no sangue periférico como

leucocitose entre outros sintomas. (4,5)



Sendo a imunofenotipagem por citometria de fluxo uma das principais formas de diagnéstico das
leucemias, o objetivo deste trabalho sera demonstrar sua importédncia no diagnéstico e

monitoramento das leucemias linfoides agudas. (6)



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Evidenciar a importancia da citometria de fluxo no diagndstico e monitoramento das leucemias
linfoides agudas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Entender a atuacao da citometria nas doencas degenerativas hematolégicas com énfase nas
leucemias com foco na deteccado primaria dessas enfermidades.



3. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo narrativa sobre o tema proposto, a fim de aprimorar o
conhecimento referente aos aspectos relevantes sobre o uso da citometria de fluxo como
ferramenta para diagndstico e monitoramento nas leucemias linfoides agudas. Os artigos
utilizados foram de 1999 a 2019, o critério de escolha foi baseado em artigos cientificos
(experimentais ou revisdes), dissertaces e teses. A pesquisa foi realizada em bancos de dados
indexados (PubMed, Scielo, NCBI) usando as palavras chave: leucemia linfoide aguda,

citometria de fluxo, imunofenotipagem, diagnéstico e monitoramento no idioma inglés.



4. DESENVOLVIMENTO

4.1 Sintomatologia nas Leucemias Linfoides Agudas

Nas LLA linfoides agudas Os sinais e sintomas podem se manifestar nos pacientes da
seguinte maneira; Febre como causa primaria ou segundaria a leucemia, fadiga, anemia,
trombocitopenia, dores dsseas; dentre outros sintomas frequentes, também estdo associados a
adenomegalia, hepatomegalia e esplenomegalia. Sabe-se que os o6rgaos linfoides tanto
primarios (medula 6ssea e timo) quanto secundarios (bago, tonsilas e adenoides) estdo
diretamente ligados neste processo. Orgdos néo linfoides tais como o sistema nervoso central,

testiculos, 0ssos e pele também podem ser acometidos.(6)

A artrite pode ser crbnica ou recorrente, ocorrendo em poucas articulacdes e de forma
desregulada, podendo ser metastase. Obtém-se com maior frequéncia em criancas com LLA de

células B e leucometria baixa.(7)

Os pacientes com LLA-T podem manifestar também: sintomas respiratérios e derrame
pleural decorrente a massa mediastinal anterior. (8Est4 descrito que os principais parametros
para o diagnéstico das leucemias linfoides agudas séo: 1. Avaliacdo das células hematolégicas
(normais ou anémalas); Caso seja anémala, definir qual linhagem (linfoide ou mieloide) e
sublinharem (tipo B ou T) esté alterada; 2. Definicdo de fase maturativa das células: imaturas

(leucemias/ linfoma linfoblastico B ou T) ou maduras (linfomas B ou T). (8)

A imunofenotipagem por citometria de fluxo participa diretamente auxiliando no manejo

clinico dos pacientes tanto no momento do diagnéstico quanto do acompanhamento. 9
4.2 Aspectos gerais e fundamentos da citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma metodologia utilizada para o estudo morfolégico, fenotipico
e funcional de células suspensas em um fluido liquido. Devido a sua capacidade impar de
analisar varios parametros simultaneamente numa Unica célula, a Citometria de fluxo se tornou
a técnica de escolha para andlises multiparamétricas em células. Os citdmetros de fluxo séo
resultado do desenvolvimento de uma variedade de ferramentas e da aplicacdo de técnicas
desenvolvidas na &rea da computacao; da biotecnologia (producéo de anticorpos monoclonais e

de fluorocromos); da tecnologia da radiacdo LASER; e da eletrénica, possibilitando a avaliagdo
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de caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de varios tipos celulares (humano, modelos

experimentais, protozoarios, fungos, bactérias). (10)

4.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo nas Leucemias Linfoides Agudas

Nos dias atuais a imunofenotipagem por citometria de fluxo consiste em um mecanismo mais
relevantes para a definicdo de frequéncia das subpopula¢des celulares dentro de um conjunto
amostral heterogéneo, e permite principalmente, analisar o perfil de expressdo molecular nas
células, estabelecendo o fenétipo individual das mesmas, através da imunomarcacao de
antigenos de superficie celular ou intracitoplasmaticos com anticorpos monoclonais marcados
com fluorocromos. Estes antigenos de superficie sdo também conhecidos como grupos de
diferenciacdo celular (clusters designations -CD) e sdo classificados em grupos de linhagem,
sublinhagem, atividade funcional e grau maturativo das células que compdem as distintas
populacdes evidenciadas por citometria de fluxo. A imunofenotipagem auxilia fortemente na
execucdo de diagnésticos clinicos, determinacéo de progressao da doenca, monitoramento da
resposta e/ou eficacia de tratamento; separacdo de células com determinado fenétipo para
ensaios celulares funcionas in vitro, transferéncia celular autéloga ou adotiva para e analises de
expressdo génica, proteica e metabdlica de uma populacdo celular especifica. Estes CD sao
moléculas proteicas estudadas considerando a ontogenia das linhagens celulares hematolégicas
(eritrocitica, granulocitica, monocitica, linfocitica [T, B e NK] e megacariocitica). Desta forma, foi
demonstrado nos trabalhos selecionados, que ha grupos de diferenciacdo (CD) exclusivos a
determinada linhagem e grupos que podem ser expressos em linhagens diferentes de acordo
com o grau maturativo e funcional das mesmas. Segue abaixo as tabelas 1 e 2, referentes aos
CD da linhagem linhagem linfoide B e linhagem linfoide T (Tabela 1 e 2). (10,11)

Tabela 1- Grupos de diferenciacdo celular da linhagem linfoide B

Imunofenétipo dos Linfocitos B Funcéo

CD 20 Canal de célcio e ativacdo das células.B

CD19 Ativacao das células b

CD22 Molécula de adeséo celular.

CD79% MB-1 transducao de sinal da Ig de superficie para o
citoplasma

CD10 Endopeptidase neutra

IgSm Co-receptor celular

NTdT Caracterizagéo fenotipica das células leucemicas
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CD34

A expressdo da molécula CD34 identifica uma célula
CD34+ j& comprometida, enquanto um fendtipo
CD34+ e CD38+ identifica uma subpopulacdo de

células tronco hematopoeticas mais comprometidas.

Tabela 2 Grupos de diferenciacdo celular dalinhagem linfoide T

Imunofendtipo dos Linfocitos T

Funcéo

CD3

Pan linfocito T

CD2

Interage com outras moléculas de ades&o, como o
antigeno-3  linfocito-funcional  (LFA-3/CD58) em
humanos, ou 0 CD48 em roedores, o0 qual é expressado

na superficie de outras células

CD5

Serve para mitigar sinais do BCR de forma que as
células B-1 podem sem ativadas apenas por estimulos
intensos (como proteinas bacterianas) e ndo por

proteinas tissulares normais

CD4

Reconhecem os peptideos ligados as moléculas do
MHC de classe Il.

CDla

Células e fungbes Antigeno CD Células Funcdes CD1 a
Timécitos, células dendriticas, linfécito B (CD1c),
Células do epitélio intestinal (CD1d) Molécula
semelhante ao MHC de classe |, especializada na

apresentacao de antigeno.

CD8

Reconhecem seletivamente peptideos que sé&o ligados
as molécula s do MHC de classe |, e as células T CD4

reconhecem os peptideos s do MHC de classe |.

nTdT

Caracterizacao fenotipico das células leucemicas
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CD34 A expressao da molécula CD34 identifica uma célula
CD34+ ja comprometida, enquanto um fenétipo CD34+
e CD38+ identifica uma subpopulacéo de células

tronco hematopoeticas mais comprometidas.

5. CONCLUSAO

As Leucemias Agudas Linfoides sdo doencas graves e com sintomatologia bem definida na
literatura. Podem ocorrer em qualquer faixa etéria, tendo maior incidéncia em criancas e adultos
jovens. Sao entidades provocadas por alteracGes genéticas a nivel das células hematopoiéticas
linfoides precursoras, que provocam a proliferagdo descontrolada e assincrona destas células
com alteracdo do fendtipo. Sendo assim, o diagnéstico precoce e correto € de extrema

importancia para a sobrevida dos pacientes.

Por isso, a imunofenotipagem por citometria de fluxo é considerada ferramenta importante
para diagnostico e monitoramento destas doengas. A citometria de fluxo por ser uma técnica

multiparamétrica e com alta sensibilidade permite identificar com acuréacia o clone leucémico.

Porém, ressalta-se que é necessario a realizacdo do diagnéstico e acompanhamento das
LLAs, também por técnicas de citogenética e biologia molecular para classificacdo diagnostica
definitiva, escolha de protocolo de tratamento e progndéstico da doenca.
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