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RESUMO. A leucemia aguda, doenca maligna e progtressiva, é dividida em duas categorias
dependendo do tipo celular envolvido: a linfocitica (LLA) e a mielocitica (LMA), as quais sao
divididas em subtipos. Além destas, as leucemias agudas bifenotipicas e a indiferenciada sdo
também observadas em alguns pacientes. A LLA ¢é mais comum em criangas entre 3 e 7 anos
de idade, podendo ocorrer também em adultos, enquanto a LMA ¢é rara na infancia. No
Brasil, estima-se que a leucemia aguda corresponda de 95 a 98% dos casos de doencas
malignas em criangas e 70 a 80% dos casos de leucemia aguda sdo leucemias linfociticas. O
curso, o prognostico e o tratamento destas doencas sao dependentes do diagnéstico correto.
A classificagio das leucemias hoje ¢é baseada nos critérios morfologicos, métodos
citogenéticos, citoquimicos e imunolégicos como a imunofenotipagem. A imunofenotipagem
¢ uma técnica especial para classificacdo das leucemias indiferenciadas linféides ou mieldides,
subclassificagdo de leucemias, identificagdo de leucemias bifenotipicas, monitoracio de
terapias e de doenca residual minima ou recorrente. Com a utiliza¢io da citometria de fluxo e
de diferentes fluorocromos é possivel identificar os multiplos marcadores celulares presentes
nestas patologias. Para caracterizar e diferenciar os tipos celulares nas leucemias agudas
utiliza-se um painel minimo de anticorpos. Por exemplo, a deteccio de mieloperoxidase
(MPO), associada a CD13/CD33 (mielside), CD79, CD22 ¢ CD19 (células B), CD3 e CD7
(células T) identificam noventa e oito por cento das leucemias agudas. O objetivo deste
trabalho foi relatar o uso da imunofenotipagem no diagnoéstico diferencial entre as leucemias
agudas.

PALAVRAS-CHAVE: leucemia mieldide aguda; leucemia linféide  aguda;
imunofenotipagem.
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ABSTRACT. The acute leukemia, a malign and progressive disease, is divided in two
categories depending on the involved cellular type: the lymphocytic leukemia (LLA) and the
myelocytic leukemia (LMA), which are divided in subtypes. The acute biphenotypic leukemia
and the undifferentiated are also observed in some patients. LLA is more common in
children between three and seven years old, but can also attack adults, while LMA is rare in
the childhood. In Brazil, the acute leukemia corresponds of 95 to 98% of the malign disease
cases in children and 70 to 80% are lymphocytic leukemias. The course, the prognostic and
treatment of these diseases are dependent of the correct diagnosis. Nowadays the
classification of leukemias is based on the morphologic approaches, cytogenetics,
cytochemicals and immunologicals, as methods imunophenotyping. Imunophenotyping is a
special technique for classification of the undifferentiated lymphoid or myeloid leukemias,

*Farmacéutica responsavel pela farmdicia basica e pela farmacia do Hospital do Municipio de Doutor Camargo-PR;
**Professora de Imunologia Clinica — Departamento de Analises Clinicas, Universidade Estadual de Maringa, Maringa
~ PR ¥ Departamento de Analises Clinicas, Universidade Estadual de Maringa, Av. Colombo, 5790, Campus
Universitario; CEP: 87020-900; Mating4-PR. e-mail: smaaarraes@uem.br

Maringa, PR 5



Silveira NA, Arraes, SMAA. A imunofenotipagem no diagndstico diferencial das leucemias agudas: uma revisio.
Arq Mudi. 2008;12(1):5-14.

subtypes of leukemias, identification of biphenotipic leukemias, therapies and minimal
residual disease or its revival monitroing. The flow cytometry and different fluorochrome
have made it possible to identify several cellular markers present in these diseases. To
characterize and differentiate the cellular types in acute leukemias a minimum panel of
antibodies is used. For example, the myeloperoxidase (MPO) detection, associated to
CD13/CD33 (myeloid), CD79, CD22 and CD19 (B cells), CD3 and CD7 (T cells) can
identify ninety eight percent of the acute leukemias. The aim of this work was reporting the
use of the immunophenotyping in the differential diagnosis among the acute leukemias.

KEY WORDS: acute myeloid leukemia; acute lymphoid leukemia; immunophenotyping.

INTRODUCAO

As  leucemias agudas sao doengas
monoclonais caracterizadas pela proliferacio
de células hematopoiéticas anormais na medula
ossea, nos noédulos linfaticos, no baco e outros
6rgaos e no sangue. Acometem qualquer tipo
de célula sangtiinea, como hemacias, leucécitos
e plaquetas, prejudicando suas fungoes
normais (Kroetz, Czlusniak, 2003). A leucemia
resulta de uma anormalidade que ocorre em
uma  célula  progenitora do  sistema
hematopoiético na medula 6ssea e o tipo de

célula envolvido determinara o tipo de
leucemia (Ghaddar, Estey, 1996; Jacobs,
Wood, 2002).

Ha dois tipos de leucemias, a aguda ¢ a
cronica.  Hsta distincdo  é baseada no
comportamento de casos nido tratados, pois
nas leucemias agudas o  paciente
invariavelmente ird a Obito em meses,
enquanto que na cronica, o paciente podera
sobreviver por alguns anos (Del Vechio et al,,
2004). A leucemia aguda ¢é dividida em duas
categorias, a linfocitica (LLA) e a mielocitica
(LMA). Estas categorias sao classificadas em
subtipos (Quadros 1, 2 e 3), sendo o
diagnéstico diferencial de extrema importancia
na escolha do curso da terapia, melhor
resposta ao tratamento, bem
prognostico (Lackritz, 2003).

A etiologia da doenga nao esta clara.
Contudo, alguns fatores como exposicio a
irradiacdes e a  substancias  quimicas
carcinogenicas, drogas antineoplasicas
especificas, fator hereditario, anormalidades
cromossomicas constitucionais, crise blastica
(estagio terminal de leucemia mieldide cronica

como S€u

com desenvolvimento de leucemia mieldide
aguda), mielodisplasias, a sindrome de Down,
policitemias e viroses, podem aumentar o risco
de desencadear esta doenca (McKenna, 2000;
Quade, 2002; Colby-Graham, Chordas, 2003).

No inicio, a leucemia ndo apresenta
sintomatologia porque a quantidade de células
leucémicas ¢é insuficiente para causar qualquer
alteracao clinica. Quando a quantidade de
células anormais atingir 10" a 10", os
primeiros sintomas comegardo a manifestar-se
(http/ /www.labcorp.com/datasets/labcorp/ht
ml/chapter/mono/dp000100.htm). Quando o
clone de célula maligna se multiplica e se
infiltra na medula O6ssea e na circulagio
periférica, comegam a ocorrer infecgoes,
hemorragias, neutropenias, plaquetopenias,
palidez, fadiga, perda de peso, dor lombar,
edema glandular e abdominal, visao turva e
comprometimento do sistema nervoso central
(Quade, 2002).

No Brasil, estima-se que a leucemia aguda
corresponda de 95 a 98% dos casos de
doengas malignas em criangas e, que entre 70 e
80 % das leucemias agudas sejam leucemias
linfociticas, ocorrendo entre 3 e 7 anos de
idade (Mendonga, 2003). A LMA ¢ mais
freqiiente em adultos mais velhos (acima de 60
anos de idade) em mais de 50% dos casos,
representado 15 a 20% das leucemias da
infancia e 80% das leucemias dos adultos.
Apresenta um prognostico pobre,
especialmente em pacientes idosos. (Silva et al.,
2006). Se nao forem tratados, 95% dos
pacientes portadores de leucemia aguda
morrerao em um ano apdés o diagndstico

(Rothe, Schmitz, 1996).
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A classificagdo das leucemias é baseada
nos métodos diagnosticos morfolégicos e
imunolégicos. Esta classificagdo tem grande
importancia principalmente para definir a
terapéutica a ser empregada, pois sabendo da
origem, se linféide ou mieldide e os seus
subtipos, a conduta terapéutica  sera
completamente  diferente. A classifica¢ao
morfoldgica foi desenvolvida em 1976 por um
grupo de hematologistas franceses, americanos
e britanicos (classificagio FAB), para definir
cada tipo de marcador imunoldgico que estd
presente nas diferentes leucemias (Bennett et
al., 1976; Bennett et al., 1981; Bennett et al,,

1985;  Mendonga, 2003). Segundo a
classificagilo FAB, a LMA possui subtipos
diferenciados de acordo com o estagio de
desenvolvimento celulat, a saber: MO, M1, M2,
M3, M4, M5, M6 e M7 (Quade, 2002; Oliveira
et al., 2004) (Quadro 1).

As LLA sao primariamente classificadas
em linhagens T e B pelas caracteristicas
imunofenotipicas dos linfoblastos (Quadro 2),
detectando-se o nivel de diferenciacao do
processo leucémico. A LLA ¢ subdividida,
também pela classificagago FAB em: L1, L2 e
L3 (Meadows et al., 1995; Farias, Castro, 2004)
(Quadro 3).

Quadro 1. Classificagao das LMA conforme FAB e caracteristicas imunolégicas.

Ti Caracteristicas morfologic Classificagao
P% Definicio aracteristicas moriologicas imunofenotipica
MO Leucemia miel6ide ||Blastos muito indiferenciados, citologia e ||MPO;CD13;CD33;CD34;
de blastos muito imunocitoquimica nao definem dados CDw65; CD117;HLA-DR
indiferenciados especificos.
M1 Leucemia Blastos indiferenciados em alta % (>30%). [|CD13;CD33;HLA-DR
mieloblastica sem  ||Pouca maturacio para mieloblasto.
maturagao Bastonetes de Auer as vezes.
M2 Leucemia mieldide ||Blastos indiferenciados (> 30%) e MPO;CD13;CD15;CD19;
com maturacao diferencia¢io até promielécito (< 20%). CD33;CD34;CD56;CDCDwO65;
Citoplasma ¢/ granulos azuréfilos e CD117;HLA-DR
bastonetes de Auer.
M3 Leucemia Maiotia é promielécito ¢/ MPO; CD9Y;
promielocitica hipergranulagoes. Bastonetes de Auer sao |[CD13;CD15;CD33;CD064;
comuns e nucleo reniforme ou bilobado. |[CDw65;CD68;CD117
M4 Leucemia Assemelha-se a M2 e M5. > de 20% de MPO;CD2;CD11b;CD13;
mielomonocitica cels monociticas e > 20% de CD14;,CD15;CD33;CD34;
promondcitos e mondocitos na medula CD64;,CDw65;CD117;
Ossea e/ou sangue. HLA-DR
Mba  |[Leucemia Morfologia monoblastica (> 80%), porém [[MPO;CD11b;CD13;CD14;
mielocitica com diferenciacdo até monocitica. CD33;,CD64;CDw65;CD117;
diferenciada Quantidade de mondcitos no sangue é HLA-DR
maior que na medula.
M5b  ||Leucemia Morfologia promonocitica (> 80% sao CD15;CD33;CD64;CDw065;
mielocitica promondcitos); blastos grandes ¢/ HILLA-DR
indiferenciada cromatina delicada, citoplasma baséfilo e
volumoso e pseudopodos.
M6 Eritroleucemia > 50% sao eritroblastos (formas bizarras) ||Glycophorin A;CD33
e > 30% sio mieloblastos ou
promondcitos (associagao com blastos
M1, M2 ou M4).
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M7 Leucemia Células indiferenciadas (> 30%) "tipo CD13;CD33;CD34;CD41a;
megacarioblastica linfoblastos ou megacariécitos" no sangue. ||CD42;CD61;CD34;CDw65;
Expressao de antigenos de plaquetas. HLA-DR
Adaptado de http://www.meds.com/leukemia/facts/facts.html; Bennett et al., 1976; Bennett et al., 1981; Bennett et al.,
1985.

Quadro 2. Classificagdao imunofenotipica e as caracteristicas imunolégicas de LLA

Classificaciao L . . .
. Caracteristicas imunolégicas
Imunofenotipica
Pro-B:
LLA-B HLA-DR;TdT;CD34;,CD19;CD21 e CD22c (citoplasmatico)

(linfocitos B) Tipo comum (Calla):
Pré-B:

B maduro:

superficie)

HLA-DR;TdT;CD10;,CD19;CD20;CD21 e CD22¢
HLA-DR;TdT;CD10;,CD19;,CD20;CD21 e CD22¢

HLA-DR;TdT;CD10;CD19;CD20;CD22¢;CD79 e Smlg (imunoglobulina de

Pré-T:
LLA-T

(linfécitos T) Tipo intermediario:

T maduro:

HLA-DR;TdT;CD3c;CD5;CD7; e CD10
TdT;CD12;CD2;CD3c;CD7;,CD10 e CD4/CD8

TdT;CD2;CD3c;CD3;CD5;CD7; CD10 ¢ CD4/CDS8

Adaptado de Farias, Castro, 2004; Meadows et al., 1995.

Quadro 3. Classificagao FAB e as caracteristicas morfolégicas de LLA

Tipo |[Definigdo Caracteristicas morfologicas

L1 Leucemia linfocitica com  ||Maioria das células é pequena e homogénea, com cromatina fina ou
diametro celular pequeno [|aglomerada. Nucleo regular e citoplasma escasso.

L2 Leucemia linfocitica com  ||Células heterogéneas, com cromatina nuclear fina, nicleo irregular, com um
didmetro celular grande ou mais nucléolos e citoplasma abundante.

L3 Leucemia linfocitica com  ||Células homogéneas, com cromatina fina, nucleo regular podendo ser
didmetro celular grande redondo ou oval.

Adaptado de Farias, Castro, 2004; Bennett et al. 1976; Béné MC et al. 1995.

A leucemia linfocitica aguda tipo T (LLA-
T) freqiientemente pode causar organomegalia,
sendo que na infancia tem o pior prognoéstico
do que leucemia linfocitica aguda tipo B (LLA-
B), requerendo terapia mais agressiva. Em

adultos, a LLA-T tem melhor prognéstico que
a LLA-B (Pui et al., 1993; Pui et al., 1999).

Os tipos de leucemias aguda linfociticas B
e T podem ser identificados utilizando a

classificagio ~ imunofenotipica e suas
caracteristicas (Quadro 2), como também
podem ser diferenciados com seguranga
utilizando as  caracteristicas morfologicas

(Quadro 3).
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Os marcadores CD1, CD2, CD3, CD4,
CD5, CD7 e CDS8, estio altamente
relacionados a linhagem de células T. As
células B expressam em suas membranas
imunoglobulinas (Ig) que aparecem a partir da
segunda metade do estagio de diferenciagao. A
deteccido de  “terminal  deoxynucleotidyl
transferase” (TdT), HLA-DR e CD34 nio
identifica a linhagem B, mas definem o estagio
de maturagdo desta linhagem, pois estes
marcadores sao restritos aos estagios imaturos,
contudo, o antigeno HLA-DR ¢ encontrado
em todos os estagios de matura¢io destas
células. As moléculas CD10, CD22, Ig, CD20
e CD21 sdo expressos sequencialmente na
superficie das células B. Analogamente ao
antigeno CD3 em células T, os antigenos
CD22 e CD79 sao determinantes encontrados
no citoplasma e superficie celular e, portanto,
especificos para células B. O marcador CD5
que ¢ considerado marcador para células T,
pode também ser encontrado em tecidos
linféides B (Del Vechio et al., 2004).

Em leucemia linfocitica aguda do tipo T
pode apresentar co-expressio das moléculas
CD3 e CD7 citoplasmaticas ou na superficie
celular. Pode ocorrer também a expressio de
CD1a, CD2, e CD4/CD8 (Stasi et al., 1995),
sendo que a expressao de CD3 citoplasmatica
¢ altamente especifica para a linhagem T. Os
subtipos de LLA podem ser identificados
como L1, L2 e L3 em um microscopio e pela
semelhanca aos linfocitos T ou B. Na maioria
das criangas, as células mais frequentes sio de
I.1 e estdo relacionadas a linfécitos B,
enquanto em adultos sio mais freqientes as
L2. Os linfécitos B sio acometidos em 85%
das LLA e os linfécitos T em 15% dos casos
(Lackritz, 2003).

Para a diferenciacio de LMA e LLA e
seus subtipos deve-se levar em consideragao
que nas células T e células B (Quadro 2),
pesquisa-se CD3 citoplasmatico, presente em
células T, e CD22, presente em células B. A
molécula CD14 ¢ significante nas formas de
diferenciagio monocitica e a expressio de
CD15 esta presente na maioria dos casos de
M2 e M4 (Béné et al., 1999). Foi descrito em
leucemia aguda promielocitica ou M3 a co-
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expressio de antigenos CD9 e CDG68 e
auséncia de HLA-DR. Outros marcadores sao
menos freqientes em LMA, como o CD2,
encontrado apenas em criangas (Jean et al,
1995) ou outros muito raramente co-eXpressos
(CD10, CD19 e CD20) (Stasi et al, 1995).
Drexler et al. (1988) relataram que a analise de
CD13 ou CD33 (no citoplasma) é importante
para definir LMA indiferenciada e a presenga
de CD41, CD42 ou CD61 sio marcadores
importantes para megacariocitos.

Ap6s definir as linhagens das leucemias
agudas, uma analise adicional de CDw65 e
CD117 pode aumentar a sensibilidade para a
deteccao de células mieldides. A pesquisa de
mieloperoxidase ~ (MPO),  associada  a
CD13/CD33 (mieldide), CD79 e CD19
(células B), CD3 com CD7 (células T),
identificam  98% das leucemias agudas
(Yenerel, Sargin, 1991). Contudo, a expressao
de CD7, presente em LLA-T, foi relatada em
10% dos casos de LMA (Reilly et al., 1996). O
antigeno HLA-DR também ¢ encontrado em
outras linhagens de células e sugerem um
estagio de imaturidade ou ativagao de células
T, mas sio também encontradas em células B
(Béné et al., 1999). Em linhagem de célula B
(LLA-B), a expressiao de CD10 (CALLA) ¢ um
fator  prognostico  favoravel  (Lebien,
McCormack, 1989; Rego et al., 1999).

Além das leucemias agudas monociticas e
linfociticas, outras leucemias agudas também
sao observadas em alguns pacientes. A doenga
residual minima ocorre quando apds o
tratamento farmacologico, o paciente entra em
remissdo, e as células leucémicas residuais
presentes indetectaveis  pelo
morfolégico, ou seja, encontram-se em
numero abaixo de 5% das células da medula

S20 exame

Ossea, podendo multiplicar-se, causando
recidivas. Segundo Béné et al. (1999) e
Vidriales et al. (2003) para monitorar o

paciente, aconselha-se associar técnicas de
investigacoes cromossoémicas e
imunofenotipagem analise  multi-
paramétrica de citometria de fluxo envolvendo
amplo painel de anticorpos monoclonais, com
o objetivo de detectar possiveis células
malignas remanescentes. Béné et al. (1999)

com
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relataram também que a imunofenotipagem
(IFT) possui alta sensibilidade para detectar
baixo nimero de células anormais (<10*
células). A doenca residual minima ¢
considerada um fator prognéstico em LMA
(Drexler et al., 1988), pois a deteccio de
blastos leucémicos residuais tem alto valor em
recidivas.

A leucemia aguda bifenotipica é uma
transformacgao maligna de células progenitoras
pluripotentes hematopoiéticas que sao capazes
de diferenciar-se em mieléide ou linféide.
Caracteriza-se pela expressio de ambos
marcadores linféides e mieldides em uma
mesma célula que podem ser detectados
utilizando anticorpos monoclonais. Contudo, o

uso de anticorpos monoclonais  para
estabelecer a linhagem hematopoiética tem
sido freqientemente criticado, pois, sua

reatividade pode ndo ser restrita a uma dnica
linhagem. A leucemia bifenotipica corresponde
de 13 a 39% dos casos de leucemias agudas
(Khalil et al, 1995; Stasi et al, 1995). Foi
relatado que a freqiéncia de antigenos
linféides em LMA wvaria de 2 a 60%,
dependendo do  painel de anticorpos
monoclonais empregados e de fatores técnicos.
Além disto, alguns marcadores como CD7,
CD13 e CD33 nao siao totalmente especificos
para as linhagens miel6ide ou linféide durante
o estagio de maturagao (Stasi et al., 1995).

A leucemia aguda indiferenciada ¢ de
dificil diagnostico, em fungao da dificuldade
em identificar a linhagem celular envolvida,
pois as células mostram tragos morfolégicos e
citoquimicos semelhantes. Com a utilizacao de
técnicas  envolvendo  anticorpos,  esta
dificuldade diminuiu, mas nio o suficiente
(Stasi et al.,, 1995). Em 2 a 3% dos casos de
leucemias agudas em adultos e em 1% dos
casos em criangas, mesmo com o emprego de
um amplo painel de marcadores, ainda nao é
possivel determinar a linhagem celular
especifica (Bennett et al,, 1991; van’t Veer,
1992; Stasi et al., 1995).

Sio descritos também outros fenotipos

das leucemias agudas, como as formas que
afetam as células NK (CD2, CD7, CD19,

10

CD56), contudo sio doengas muito raras
(Basso et al., 2001).

DIAGNOSTICO
Segundo  Jacobs, Wood (2002) o
diagnoéstico  clinico das leucemias agudas

geralmente ¢é feito por acaso, em um exame de
rotina médico, quando o hemograma ¢
sugestivo pela apresentacao de linfocitose. O
hemograma apresentara contagem de plaquetas
diminuida e no esfregaco sangiineo (formas
das células) serao observados os sinais de
infeccdo que incluem neutréfilos multi-
segmentados, aumento na porcentagem de
linfécitos ou granulagbes toxicas nestas células,
e o nimero de células brancas por mm’ de
sangue esta freqientemente normal. Outros
exames como os de coagulacio sangliinea, os
testes quimicos de rotina  (eletrdlitos,
creatinina, etc.), o esfregaco da medula dssea e,
algumas vezes a biopsia da medula 6ssea
podem ser utilizados como complementares
para o diagndstico.

Nas ultimas trés décadas houve progresso
no diagnéstico em fun¢ao do desenvolvimento
de novas metodologias, e como conseqiiéncia,
a detecgao precoce das leucemias agudas, que
antes invariavelmente era fatal (Wang et al,
1995). Metodologias mais avan¢adas como a
imunofenotipagem, a citogenética e a biologia
molecular sio indicadas para o diagnostico
(Stasi et al, 1995; Reilly et al, 1996). A
imunofenotipagem para  99% o
percentual de casos corretamente classificados,
permitindo identificar a linhagem celular e os
diferentes estagios de maturagao da célula. A
citometria de fluxo é o método preferido para
a analise das linhagens e da matura¢ao das
células nas leucemias, pois a utilizagdo de
anticorpos monoclonais  conjugados com
fluorocromos permite determinar multiplos
antigenos co-expressos em uma unica célula.
Sendo assim, a imunofenotipagem multi-
paramétrica permite a detec¢do de antigenos
aberrantes co-expressos e a analise de clones e
da heterogeneidade de células leucémicas (Del
Vechio et al., 2004).

O tratamento adequado da doenca
dependera do diagnostico correto, pois a

eleva
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conduta médica a ser tomada como a escolha
do protocolo farmacolégico (que sio varios e
especificos para cada tipo celular envolvido), o
prognostico da doenga e a detecgao da doenga
residual minima dependem essencialmente da
definicdlo do tipo celular envolvido na
patologia (Pui et al, 2008). No Brasil o
tratamento de LMA ¢ realizado, de modo
geral,  segundo  normas  preconizadas
internacionalmente (Lorand-Metze, 2003).

IMUNOFENOTIPAGEM (IFT)

A imunofenotipagem, com a utilizagao da
citometria de fluxo, tem se tornado uma
importante ferramenta no diagnostico de
doengas malignas hematolégicas. A IFT
detecta antigenos de superficie, citoplasmatico
e nuclear, expressos por células leucémicas. A
citometria de fluxo é um método rapido e
objetivo que permite a determinagao
simultanea de multiplas propriedades fisicas de
particulas isoladas em suspensiao, como, as
c¢lulas (Mahnke, Roederer, 2007). Trata-se de
um método especial que detecta e identifica os
marcadores celulares expressos em cada tipo e
subtipo das leucemias agudas, mostrando em
que estagio de desenvolvimento encontra-se o
clone leucémico. A  caracterizacio das
leucemias por imunofenotipagem é
particularmente util quando a morfologia é de
dificil interpretagao, identificando os subtipos
particulares de leucemias nao reconhecidos
pelos critérios morfolégicos, que podem ter
significancia prognostica (Drexler et al., 1988;
Béné et al., 1999; Martins, Falcao, 2000).

A IFT também pode elucidar pontos
importantes para o prognostico e terapia das
leucemias agudas. A técnica ¢ indicada, por
exemplo, na classificagio das leucemias
indiferenciadas linféides ou mieldides, na
subclassificacio de leucemias, na identificacao
de leucemias bifenotipicas, na monitoragao de
terapias, na doenca residual minima ou
recorrente, na avaliacio da leucocitose, etc.
(Drexler et al., 1988; Béné et al., 1999). Mais
recentemente, muitos avancos na
instrumentacao, como o uso de “software” e a
disponibilidade de multiplos fluorocromos tém
facilitado a  imunofenotipagem  multi-
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paramétrica. As vantagens da IFT multi-
paramétrica sdao a analise diferencial de células
normais e anormais em espécimes de sangue
periférico ou medula Ossea
(http://www.meds.com/leukemia/flow/flow0
.html) e a detecgao simultanea de marcadores
multiplos em populagdes de células distintas.
Resultam assim, na detecgao rapida e objetiva
de antigenos aberrantes co-expressos, bem
como a capacidade para analisar a
heterogeneidade e a clonalidade das células
malignas (Perfetto et al., 2004).

A IFT baseia-se na reagao antigeno-
anticorpo, utilizando-se anticorpos
monoclonais conjugados a fluorocromos como
a ficoeritrina (PE), o isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e a aloficocianina (APC)
na identificagio dos diferentes marcadores
celulares, oS quais podem ser
intracitoplasmaticos e¢/ou de superficie celular
(Rothe, Schmitz, 1996; Wood et al., 2007).
Sugere-se um painel minimo de combinag¢oes
de anticorpos e fluorocromos para a
imunofenotipagem, capaz de identificar e
caracterizar as leucemias agudas com um
numero limitado de anticorpos (Perfetto et al.,
2004).

Algumas recomendag¢oes devem  ser
observadas para a execucao da IFT. A primeira
requer que as células (medula dssea, linfonodo
ou sangue) sejam recém coletadas, para que
desse modo produzam resultados em poucas
horas. A segunda é que o material coletado
deve ser cuidadosamente misturado com
anticoagulante (EDTA, heparina ou ACD) e
rapidamente transportado, em temperatura
ambiente, para o laboratério que realizara a
citometria de fluxo e preferencialmente, deve
ser analisado até 24 horas apos a coleta. Esse
material deve ser separado para analises pelo
gradiente de centrifugacao utilizando solugao
de ficoll hypaque (Basso et al, 2001; Béné,
2005).

O conhecimento do numero de células
patolégicas na medula sangue
periférico é importante para o diagnostico das
varias condi¢coes de leucemias. Por exemplo,
de acordo com a classificacio FAB, o
diagnostico  diferencial de LLA ou de

Ossea e
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sindromes mielodisplasticas e da LMA ¢
baseado na porcentagem de células blasticas na
medula 6ssea (Basso et al., 2001).

CONSIDERACOES FINAIS

O diagnostico especifico das leucemias
agudas requer sempre a citologia e,
freqientemente, a  citoquimica e a
imunofenotipagem. A importancia  da
imunofenotipagem  como  método  de
diagnostico rapido em leucemias agudas estd
estabelecido, permitindo defini¢do correta da
linhagem celular e subtipos em cerca de 99%
dos casos. O uso dos marcadores celulares tem
papel importante por ajudar na determinagao
da estratégia a ser utilizada no tratamento
farmacolégico, assim como na selecio de
células para o transplante. A utilidade da
citometria de fluxo depende do painel dos
anticorpos escolhidos, do entendimento desta
metodologia e do conhecimento dos
marcadores antigénicos necessarios para a alta
qualidade da IFT. A interpretacio dos
resultados deve compreender a historia clinica
do paciente e os outros testes diagnosticos
realizados. Pois, de um diagndstico correto e
preciso dependera a escolha do tratamento
adequado e o prognéstico da doenga.
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