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RESUMO

O diagnoéstico das neoplasias de células linfoides B maduras (NCBM) é
baseado na combinacdo das informacg6es clinicas, morfolégicas, genéticas e
imunofenotipicas. Nos dltimos anos, tem se investido cada vez mais na
imunofenotipagem por citometria de fluxo por essa metodologia fornecer
informagdes répidas e relevantes acerca do diagnostico dos pacientes. No
entanto, em algumas situagdes nas quais existe a sobreposicéo fenotipica o
diagnostico ndo pode ser concluido. O objetivo deste estudo foi investigar
alvos imunofenotipicos (CD80, CD86, CD163, CD210a, CD261, CD262,
CD264, CD358 e CD361) com possivel aplicabilidade no diagnéstico
diferencial entre as NCBM e novos alvos com possivel aplicabilidade para o
progndstico  (survivina, ABCB1/PgP e ABCC1/MRP1). Para a
caracterizacdo dos marcadores em células ndo neoplésicas foram utilizadas
amostras de medula éssea (MO) e sangue periférico (SP). Nas neoplasias,
foram utilizadas 195 amostras de pacientes com NCBM. O CD80
apresentou heterogeneidade de expressdo nas NCBM. A expressdo do CD86
foi moderada nas células neoplésicas de linfoma difuso de grandes células B
(LDGCB) e linfoma folicular e fraca nas células de linfoma de Burkitt,
leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma linfoplasmocitico, linfoma da
zona marginal e mieloma multiplo (MM). O CD361 permitiu diferenciar o
MM das demais NBCM. N&o houve diferenca na expressdo das proteinas
ABCC1/MRP1 e ABCB1/PgP entre as NCBM. J4 a survivina estava
expressa em todas NCBM com diferengas entre algumas e a superexpresséo
foi observada em células neopléasicas nos casos de LCM, MM, linfoma de
células B CD5 negativo CD10 negativo e LDGCB. Entre as neoplasias, 0
MM apresentou diferenca com todas as NCBM com relagéo a expressdo de
CD261. Além disso, os plasmdcitos ndo neoplasicos expressaram CD261
enquanto que os plasmdcitos clonais perderam a expressao desse marcador.
Dessa forma, a expressdo do CD261 pode ser utilizada como ferramenta
auxiliar no diagnostico imunofenotipico de MM. O CD262 foi util no
diagndstico diferencial entre neoplasias com necessidade de distin¢do
devido a sobreposicdo fenotipica pois permitiu diferenciar os casos de
LDGCB CD10 negativo com linfoma de células do manto (LCM) e casos
de LDGCB CD10 negativo e LLC. Dessa forma, o marcador com maior
utilidade no diagnostico diferencial foi 0 CD262 e o mais eficiente para a
distingdo entre células normais e neoplasicas foi o CD261. Assim, esses
marcadores podem ser utilizados como ferramenta auxiliar no diagndstico
imunofenotipico das NCBM.

Palavras-chave: citometria de fluxo. novos marcadores. neoplasias de
células B maduras. diagndstico diferencial.






ABSTRACT

The diagnosis of mature B-cell neoplasms (MBCN) is based on the
combination of clinical, morphological, genetic and immunophenotypic
information. In recent years, the interest for methods such as
immunophenotyping by flow cytometry has increased because this
methodology is able to provide fast and important information about the
patients’ diagnosis. However, there are some situations in which the
overlapping of cellular phenotypic characteristics hampers the diagnosis,
thus it cannot be properly concluded. Therefore, the investigation of
immunophenotypic markers is necessary so that the differential diagnosis
between some subtypes of MBCN can be performed. The aim of this study
was to investigate immunophenotypic targets (CD80, CD86, CD163,
CD261, CD261, CD262, CD264, CD358 and CD361) possibly applicable
as markers for the differential diagnosis of MBCN, and also targets possibly
useful for prognosis (survivin, ABCB1/PgP and ABCC1/MRP1). Bone
marrow (BM) and peripheral blood (PB) samples were used to characterize
the markers in non-neoplastic cells. In neoplastic cells, 195 samples from
MBCN patients were used. CD80 was heterogeneously expressed in
MBCN. CD86 expression was moderate in the neoplastic cells of diffuse
large B-cell lymphoma (DLBCL) and follicular lymphoma, and weak in the
cells of Burkitt lymphoma, chronic lymphocytic leukemia (CLL),
lymphoplasmacytic lymphoma, marginal zone lymphoma and multiple
myeloma (MM). CD361 expression differentiated MM from other MBCN.
There was no difference in ABCC1/MRP1 and ABCBI1/PgP protein
expression among the MBCN. Survivin was expressed in all MBCN with
some differences among then and overexpression was observed in CML,
MM, B-cell lymphoma CD5 and CD10 negative and DLBCL neoplastic
cells. Among the neoplasms, CD261 expression was significantly different
in MM when compared to all MBCN. In addition, the results showed that
non-neoplastic plasma cells express CD261, while clonal plasma cells do
not express this marker. Thus, CD261 expression can be used as an
auxiliary tool in the immunophenotypic diagnosis of MM. CD262 was
useful in the differential diagnosis between neoplasms requiring distinction
due to phenotypic overlap. This marker allows the differentiation between
CD10 negative DLBCL cases with mantle cell lymphoma (MCL) and cases
of CD10 negative DLBCL and CLL. Thus, the most useful marker in the
differential diagnosis of MBCN was CD262, while CD261 was the most
efficient market to differentiate normal and neoplastic cells. As a result,
these markers can be used as an auxiliary tool in the immunophenotypic
diagnosis of MBCN.

Keywords: flow cytometry. new markers. mature B cell neoplasms.
differential diagnosis.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que a incidéncia de linfoma ndo-Hodgkin (LNH) no
mundo para o ano de 2020 seja de 463.096 casos novos, dos quais
262.029 serdo em individuos do género masculino e 201.067 do género
feminino; e um total de 241.260 mortes (140.191 em homens e 101.069
em mulheres). No Brasil, para 0 mesmo ano, estima-se 11.267 casos
novos, desses 5.950 serdo em homens e 5.317 em mulheres, com
predominio em individuos com idade inferior a 65 anos (Figura 1).
Estima-se também que a taxa de mortalidade por essas doencas atinja
6.277 individuos, dos quais 3.379 do género masculino e 2.898 do
género feminino (Figura 2) (FERLAY et al., 2015).

Figura 1 - Estimativas de casos novos de LNH, no Brasil, para o ano de
2020.

Feminino
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Fonte: FERLAY et al., 2015.

De acordo com as estimativas disponiveis no Instituto Nacional
do Cancer (INCA) o nimero de casos novos de LNH estimado para o
Brasil no biénio 2016/2017 é de 10.240, dos quais 5.210 em homens e
5.030 em mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma,
na regido sul, o LNH em homens é o décimo primeiro mais frequente e
em relagdo as mulheres é o nono. Na regido Sul, o nimero de casos
novos de LNH estimado para o género masculino é de 1.090 e para o
feminino de 970 (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2016).
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Figura 2 - Estimativas de mortalidade por LNH, no Brasil, para o ano de
2020.
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Fonte: FERLAY et al., 2015.

Tanto os dados epidemiolégicos brasileiros quanto os mundiais
podem estar subavaliados devido & dificuldade de diagndstico em
muitos paises, e, também, devido a presenca de sintomas inespecificos
das neoplasias de células linfoides maduras, o que pode resultar no
atraso do diagnostico, e, consequente, aumento da mortalidade
(FERLAY et al.,, 2010; ROMAN; SMITH, 2011). Nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, a cada ano surgem novos casos de
cancer e essas doencas tem sido a segunda maior causa de morte na
populacdo. Esse aumento do nimero de casos relaciona-se, entre outros
fatores, com o aumento da expectativa de vida e com o estilo de vida
adotado atualmente, o que inclui aspectos relacionados ao tabagismo,
atividade fisica e dieta (JEMAL et al., 2011).

Esses dados mostram que a incidéncia de casos de LNH estd em
crescimento e que cada vez mais ha necessidade de investimentos em
pesquisa na &rea da saude que visam novos alvos de diagndstico para
esse tipo de neoplasia, visto que isso influencia na eficiéncia e rapidez
do diagnostico, o que viabiliza uma decisdo de tratamento rapida, que
resulta na reducédo das taxas de mortalidade.

Inicialmente, o diagnostico das neoplasias de células linfoides B
maduras (NCBM) era baseado na combinacéo das informac@es clinicas
e na observacao das alteragdes fisicas do paciente com as informagdes
acerca da morfologia celular e avaliacdo histologica do 6rgdo afetado
por meio de bidpsia (REGO; SANTOS, 2009; DELFA, 2011). No
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entanto, essas informagdes resultavam em conclusdes limitadas, pouco
sensiveis e, em muitas vezes, ndo especificas, tanto para detectar a
presenca da doencga quanto para definir o subtipo da mesma (DELFA,
2011). Nesse sentido, nos Gltimos anos tem se investido cada vez mais
em métodos como a imunofenotipagem (IMF) por citometria de fluxo
(CF), pois essa metodologia é capaz de fornecer informagdes réapidas e
relevantes, com alta sensibilidade e especificidade, acerca do
diagndstico do paciente, além de informar o estagio de maturacdo das
células analisadas, identificar a presenca de células com fenétipo
anormal ou neoplasicas e também de indicar a presenca de marcadores
associados ao progndstico ou até mesmo marcadores que possam ser
utilizados futuramente com alvos terapéuticos (REGO; SANTOS, 2009;
CHEN; LUU, 2017; RAJAB et al., 2017; SALES et al., 2017). No
entanto, apesar dessa metodologia fornecer subsidios excelentes para o
diagndstico na maioria dos casos, existem algumas situacGes, nas quais
a sobreposicdo das caracteristicas fenotipicas celulares dificultam o
diagndstico, e 0 mesmo ndo pode ser concluido. Sendo assim, a
investigacdo de novos marcadores imunofenotipicos se faz necessario
para que o diagnostico diferencial entre alguns subtipos de neoplasia de
células linfoides B maduras possa ser realizado.

Nesse sentido, o consoércio internacional Euroflow publicou uma
recomendacao de um painel de marcadores para investigacdo de NCBM,
no qual h4 uma combinacdo de anticorpos monoclonais (AcMo) que
contribuem para responder a maioria das questdes clinicas relacionadas
ao diagnostico das neoplasias hematolégicas. No entanto, apesar desse
painel apresentar uma grande quantidade de marcadores celulares
direcionados para alguns diagndsticos diferenciais entre os subtipos de
NCBM, ainda existem alguns casos que isso ndo esta completamente
esclarecido (VAN DONGEN; ORFAO, 2012a).

Dessa forma, vé-se a necessidade da busca por novos alvos
imunofenotipicos aplicados no diagnostico diferencial entre as NCBM,
para que cada vez mais o diagndstico dessas neoplasias seja realizado de
forma mais rapida, exata e segura, e, também, para que o tratamento seja
cada vez mais direcionado e especifico para cada paciente, de acordo
com o0s marcadores imunofenotipicos expressos pelas células
neoplasicas.

Os AcMo utilizados no diagndstico das neoplasias foram
desenvolvidos contra epitopos das particulas presentes na superficie dos
leucocitos denominadas Clusters of Differentiation (CD). A
nomenclatura dos CD’s foi proposta e estabelecida na primeira
Conferéncia e Workshop Internacional dos Antigenos de Diferencia¢éo
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Leucocitarios Humanos (Human Leukocyte Differentiation Antigens -
HLDA) que ocorreu em Paris em 1982. Até o momento, foram
identificados mais de 370 CD’s e muitos séo utilizados largamente na
area da pesquisa basica, no diagndstico de imunodeficiéncias e
neoplasias, € no monitoramento e tratamento de algumas doencas (ZU;
SHAHJAHAN; CHANG, 2009). Em 2010, foram submetidos na nona
edicdo do Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens 67
novos anticorpos monoclonais (Quadro 1). Estudos demonstraram 0s
padrdes normais de expressdo desses marcadores em amostras de sangue
periférico (SP), medula dssea (MO) e ¢érgdos linfoides secundarios
(linfonodos e amigdalas). No entanto, como algumas células neoplésicas
podem apresentar alteracbes na expressdo fenotipica de alguns
antigenos, esses marcadores foram apontados como possiveis novos
alvos para pesquisa e, principalmente, como novas ferramentas para o
diagnostico diferencial entre as neoplasias de células B maduras
(LLINAS et al., 2011; MATESANZ-ISABEL et al., 2011).

Quadro 1 - Alguns dos anticorpos monoclonais submetidos ao nono
Workshop HLDA.

JAML CD63 CD152 CD255 @ CD274 @ CD319 | CD358
CXCR7 CD80 CD170 CD257 CD275 @ CD328 CD360
CLEC4A CD83 CD184 CD258 CD283 @ CD329 CD361
DcR3 CD84 CD185 CD261 CD289 @ CD338 CD362
CLEC7A CD86 CD19%6 CD262 CD305 @ CD351 CD363
Galectin-3 = CD124 CD200 CD264 CD307a CD352
GITRL CD126 = CD210a CD267 CD307b CD353
IL-23R CD130 CD212 CD268 CD307c CD354
TNFRSF3 = CD148 CD215 @ CD270 CD307d CD355
CD48 CD150 CD229 CD272 CD314 @ CD357

Dos anticorpos monoclonais submetidos na nona edi¢do do
Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens, em 2010,
foram escolhidos oito (CD80, CD86, CD210a, CD261, CD262, CD264,
CD358 e CD361) para a realizacdo deste trabalho. A escolha baseou-se
nas informagdes presentes em artigos cientificos e nas bulas dos
fabricantes no que diz respeito a positividade dos marcadores para
células hematopoiéticas. Dessa forma, foram escolhidos marcadores que
apresentaram positividade para células linfoides B ndo neoplésicas.

Em células neoplasicas € comum a presenca de marcadores de
outras linhagens celulares (infidelidade de linhagem), como, por
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exemplo, a expressdo de marcadores de linfocitos T em células B de
Leucemia linfoblastica aguda B (LLA) (HUSSEIN et al, 2011) ou de
linfomas (HUSSAINI et al., 2016). Nesse sentido, 0 CD163 foi incluido
na pesquisa, por estar disponivel no Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias (LOEH), na tentativa de se observar células
linfoides B com infidelidade de linhagem caso apresentassem
positividade para esse marcador.

Além da procura por novos marcadores de diagnostico, é
necessaria a obtencdo de novos alvos capazes de fornecer informacdes
acerca do prognostico desses pacientes. Nesse sentido, incluiu-se na
pesquisa a avaliacdo de proteinas como a survivina e as proteinas
relacionadas a resisténcia a maultiplos farmacos (ABCB1/PgP e
ABCC1/MRP1). A expressdo dessas proteinas foi investigada por
citometria de fluxo para que se estabelega o perfil de expressdo em
linfomas, para que posteriormente esses dados sejam associados a outros
clinicos e laboratoriais e para que o valor prognostico possa ser
investigado e estabelecido.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar novos alvos imunofenotipicos com  possivel
aplicabilidade como marcadores para o diagndstico diferencial entre as
neoplasias de células linfoides B e com possivel aplicabilidade para o
prognostico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os padrles de expressdo normal dos novos marcadores
(CD80, CD86, CD163, CD210a, CD261, CD262, CD264, CD358 ¢
CD361) em células de amostras de sangue periférico e de medula dssea
de individuos considerados saudaveis por meio da comparacdo da
intensidade de fluorescéncia média das células marcadas e das células
ndo marcadas (controle negativo);

- Determinar os padrdes de expressdo dos novos marcadores (CD8O0,
CD86, CD163, CD210a, CD261, CD262, CD264, CD358 e CD361) em
células de pacientes com diagndstico de NCBM por meio da
comparacdo das células marcadas e das células ndo marcadas (controle
negativo);

- Comparar a intensidade de fluorescéncia média dos novos marcadores
(CD80, CD86, CD163, CD210a, CD261, CD262, CD264, CD358 e
CD361) entre as células de pacientes com NCBM (células maduras) e
com leucemias linfoblasticas agudas de células B (células imaturas);

- Avaliar o perfil de expressdo da proteina survivina e das proteinas de
resisténcia a maltiplos farmacos (ABCB1/PgP e ABCC1/MRP1) por
citometria de fluxo nas células de individuos considerados saudaveis e
nas células de pacientes com diagndstico de NCBM.

- Identificar os marcadores celulares mais eficientes na distin¢do entre
células normais e neoplasicas;

- ldentificar os marcadores celulares mais Uteis na classificacdo e
diagnostico diferencial das neoplasias de células linfoides B maduras;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CLASSIFICAGAO DAS NEOPLASIAS DE CELULAS B
MADURAS

As neoplasias de células linfoides maduras (linfomas)
compreendem um grupo heterogéneo de neoplasias, das quais
aproximadamente 90% s&o de células B e o restante derivam das células
T ou de células Natural Killer (NK). Esse grupo de doencas
normalmente se desenvolve nos linfonodos, no entanto, podem ocorrer
em quase todos os tecidos (sitios extranodais). Ao longo do tempo,
foram propostos diversos sistemas de classificacdo para as neoplasias de
células linfoides maduras, os quais agruparam essas doengas de acordo
com as caracteristicas histologicas e fenotipicas (SWERDLOW et al.,
2017; SHANKLAND; ARMITAGE; HANCOCK, 2012). Em 1832, o
médico inglés Thomas Hodgkin foi o primeiro a relatar uma série de
casos de pacientes portadores de uma doenca que, posteriormente, foi
reconhecida como Linfoma de Hodgkin (LH) (HODGKIN, 1832;
STEIN, 2008; SWERDLOW et al., 2008; KUPPERS et al., 2012). A
partir desse momento, 0s outros subtipos de linfomas que nédo
apresentavam as mesmas caracteristicas histologicas do LH foram
agrupados na categoria linfomas ndo Hodgkin (LNH) (HOFFBRAND et
al., 2004). No entanto, atualmente, essa nomenclatura esta em desuso
(SWERDLOW et al., 2017).

Alguns estudos fenotipicos demostraram que as células B
normais apresentam caracteristicas fenotipicas semelhantes as células B
presentes nos linfomas (PEREZ-ANDRES et al., 2010; DELFA, 2011).
Como a maioria dos linfomas mimetizam os estdgios normais de
maturacdo das células B, um dos critérios de classificacdo se baseia na
expressao fenotipica, no estdgio de diferenciacdo e na localizagdo no
linfonodo das células B neoplasicas (Figura 3) (SWERDLOW et al.,
2008; DELFA, 2011).
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Figura 3 - Origem das neoplasias de células linfoides B maduras.
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Fonte: Adaptado de DELFA, 2011.

Nota: LLC/LLPC: Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico de pequenas
células; LF: linfoma folicular; LB: linfoma de Burkitt; LDGCB: linfoma difuso
de grandes células B; LCM: linfoma de células do manto; LZM: linfoma da
zona marginal; LPL: leucemia prolinfocitica; TL: tricoleucemia; MALT:
Linfoma da zona marginal extranodal do tecido linfoide associado a mucosa;
LLPL/MW: Linfoma linfoplasmocitico/ Macroglobulinemia de Waldestrom;
MM: mieloma multiplo.

Atualmente, o sistema de classificagdo aceito mundialmente foi o
proposto pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), em 2001, (com
atualizacdo em 2008 e 2017) o qual divide as NCBM em 39 subtipos
com aspectos clinicos, morfoldgicos, moleculares e imunofenotipicos
distintos (Quadro 2) (SWERDLOW et al., 2008; SWERDLOW et al.,
2017). Apesar da OMS agrupar essas neoplasias na categoria “NCBM”,
os dados epidemioldgicos do INCA e do Globocan ainda dividem essas
neoplasias em duas categorias: linfomas ndo Hodgkin e mieloma
maltiplo.

Medula Ossea

MALT
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Quadro 2 - Classificagdo das neoplasias de células B maduras segundo a
OMS 2017 (Continua).

Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico de pequenas células (LLC/LLPC)

Linfocitose B monoclonal, tipo LLC

Linfocitose B monoclonal, tipo ndo-LLC

Leucemia prolinfocitica B (LPL)

Linfoma da zona marginal esplénica (LZME)

Tricoleucemia (TL)

Linfoma/leucemia esplénico de células B, inclassificavel
Linfoma esplénico difuso da polpa vermelha, de linf6citos B pequenos
Tricoleucemia variante (TLv)

Linfoma linfoplasmocitico (LLPL)
Macroglobulinemia de Waldestrom (MW)

Gamopatia monoclonal de significado indeterminado IgM

Doengas da cadeia pesada
Doenga da cadeia pesada alfa
Doenga da cadeia pesada gama
Doenga da cadeia pesada mu

Neoplasias de células plasmocitarias

Gamopatia monoclonal de significado indeterminado nédo IgM

Mieloma de células plasmaticas (MM)

Plasmocitoma solitario do 0sso

Plasmocitoma extra 6sseo

Doenga de depositos de imunoglobulinas monoclonais
Amiloidose primaria
Doencas de dep6sitos de cadeias leves e pesadas

Linfoma da zona marginal extranodal do tecido linfoide associado & mucosa
(MALT)

Linfoma da zona marginal nodal (LZMN)
Linfoma da zona marginal nodal pediatrico

Linfoma folicular (LF)
Neoplasia folicular in situ
Linfoma folicular tipo duodenal
Linfoma folicular testicular
Linfoma folicular pediatrico

Linfoma de grandes células com rearranjo IRF4

Linfoma centro folicular primério da pele

Linfoma de células do manto (LCM)
Neoplasia de células do manto in situ
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Quadro 2 - Classificagdo das neoplasias de células B maduras segundo a
OMS 2017 (Conclus&o).

Linfoma difuso de grandes células B, ndo especificado anteriormente (LDGCB)
Tipo células B do centro germinal
Tipo células B ativadas

Linfoma de grandes células B rico em células T e histiocitos

Linfoma difuso de grandes células B do sistema nervoso central

Linfoma difuso de grandes células B da pele, tipo "da perna"

Linfoma difuso de grandes células B EBV-positivo ndo especificado

Linfoma B EBV-positivo tipo ulcera mucocutanea

Linfoma difuso de grandes células B associado com inflamagéao cronica
Linfoma difuso de grandes células B associado a fibrina

Granulomatose linfomatoide grau 1 e 2

Granulomatose linfomatoide grau 3

Linfoma de grandes células B do mediastino (timico)

Linfoma de grandes células B intravascular

Linfoma de grandes células B ALK-positivo

Linfoma plasmablastico

Linfoma primério de efusdes

Linfoma de grandes células B com origem na Doenca de Castleman
multicéntrica associada ao HHV-8

Desordem linfoproliferativa germinotrépica HHV8-positiva

Linfoma de Burkitt (LB)

Linfoma Burkitt-like com aberracéo 11q

Linfoma B de alto grau
Linfoma B de alto grau com rearranjo MYC e BCL2 e/ou BCL6
Linfoma B de alto grau ndo especificado

Linfoma de células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre o
LDGCB e o Linfoma de Hodgkin

Fonte: Adaptado de ZERBINI et al., 2011; SWERDLOW et al., 2017.

3.2 CARACTERISTICAS DAS NEOPLASIAS DE CELULAS B
MADURAS

Nesta revisdo foram abordados os principais subtipos de
neoplasias de células B maduras encontradas no estudo.

3.2.1 Leucemia linfoide crénica/linfoma linfocitico de pequenas células
A leucemia linfoide crénica (LLC) é uma neoplasia

caracterizada pela proliferacdo clonal e acimulo de células linfoides B
maduras no SP, MO, linfonodos e baco. A mediana de idade ao
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diagndstico é entre 67 e 72 anos com discreto predominio em individuos
do género masculino (1,7:1). Devido a crescente avaliacdo laboratorial
hematoldgica na populacdo geral, tem se observado um aumento no
diagndstico em individuos jovens assintomaticos em estagios precoces
da LLC (HALLEK, 2015). Como a LLC geralmente ndo apresenta
sintomas, o diagnoéstico normalmente é estabelecido em exames de
rotina. Em geral, as células patoldgicas séo identificadas primeiramente
no hemograma seguidas da avaliacdo por IMF por CF (NABHAN;
ROSEN, 2014; HALLEK, 2015). Para concluir o diagnostico deve ser
observado no SP a presenca de, no minimo, 5.000 células
patoldgicas/pL durante pelo menos 3 meses uma vez que individuos que
apresentem células B clonais com contagem inferior a 5.000 células/pL
sem linfoadenopatias, organomegalias ou outra manifestacdo
extramedular sdo considerados portadores de linfocitose B monoclonal
(SWERDLOW et al., 2017). Para definichio do diagnostico, a
clonalidade das células neoplésicas (avaliacdo das cadeias leves de
imunoglobulinas (Ig)- Kappa e Lambda) precisa ser confirmada por IMF
por CF (NABHAN; ROSEN, 2014; HALLEK, 2015). A analise
morfol6gica e imunofenotipica de bibpsias ou aspirados de MO e
linfonodos ndo sdo sempre realizadas (NABHAN; ROSEN, 2014). No
SP sdo visualizadas células pequenas, com aspecto maduro, cromatina
nuclear condensada, nucléolos inconspicuos e citoplasma escasso sem
granulos azurdfilos, os quais séo indistinguiveis dos linfocitos normais.
Na LLC tipica podem ser observados prolinfocitos (células maiores com
nucléolos e citoplasma mais abundante) em quantidade inferior a 10%.
Na LLC atipica, os prolinfocitos podem totalizar entre 10 a 55% do total
de células, acima de 55% considera-se o diagndstico de leucemia
prolinfocitica (LPL). Tanto na forma tipica quanto na atipica é comum a
presenca de restos celulares (manchas de Gumprecht) (LORAND-
METZE, 2005; HALLEK, 2015). Fenotipicamente as células da LLC
sdo identificadas pela co-expressao do marcador CD5 com os antigenos
de superficie de células B, CD19, CD20 e CD23 (NABHAN; ROSEN,
2014; HALLEK, 2015). A intensidade de expressdo da imunoglobulina
IgM (ou IgD) e do CD20 s&o mais fracas quando comparadas as células
B normais e a outros tipos de neoplasias de células B maduras
(HALLEK, 2015). As células também podem expressar CD22, CD43 e
CD11c (fraca expressdo). O CD10 geralmente é negativo, 0 CD79b e o
FMC?7 usualmente sdo negativos, ou quando positivos, apresentam uma
fraca intensidade de expressdo. Os casos de LLC atipica podem
apresentar CD5 ou CD23 negativos, FMC7 ou CD11c positivos ou
ainda CD79b ou IgM com forte expressdo (SWERDLOW et al., 2017).
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Na década de 1990, utilizava-se o escore da Matutes para a confirmacao
fenotipica dos casos de LLC. Esse escore utilizava a positividade dos
marcadores CD5, CD23, FMCY7 e a negatividade ou fraca expresséo dos
marcadores CD79b e da IgM para classificar os casos de LLC.
Considerava-se LLC tipica quando a pontuacdo era superior ou igual a
quatro e LLC atipica ou outra neoplasia de células B maduras quando as
células eram CD23 negativas ou com escore inferior a quatro
(MOREAU et al., 1997). Atualmente, esse escore pode ser utilizado,
mas existem novos marcadores capazes de auxiliar no diagndstico
diferencial das neoplasias de células B maduras, como o CD200, que ¢
expresso nas células dos pacientes com LLC e ndo é expresso em outras
neoplasias, como 0 LCM (SANDES et al., 2015).

O linfoma linfocitico de pequenas células (LLPC) apresenta
morfologia e imunofenotipo idénticos aos encontrados na LLC, no
entanto, é definido pela presenca de células B neoplésicas no SP em
quantidade inferior a 5.000 células/uL, além disso, requer envolvimento
nodal, esplénico ou extramedular (SWERDLOW et al.,, 2017). O
diagndstico deve ser confirmado pela avaliagdo histopatoldgica de
bidpsia de linfonodo, sempre que possivel (HALLEK, 2015).

3.2.2 Mieloma Multiplo

O mieloma multiplo (MM) é uma NCBM caracterizada pela
proliferacdo de mais de 10% de plasmdcitos clonais na MO tipicamente
acompanhado pela secregdo monoclonal de imunoglobulinas (proteina
M) detectadas no soro ou na urina e lesdes 6sseas. A média de idade ao
diagndstico é de 69 anos com predominio do género masculino (PAIVA
et al., 2010; ROLLIG; KNOP; BORNHAUSER, 2015;
CHAUFFAILLE, 2016).

A identificacdo dos plasmacitos baseia-se na forte expressdo de
CD38 e CD138 juntamente com as caracteristicas de dispersdo de luz
(FSC e SSC). No entanto, a intensidade de expressdo do CD38 pode
estar discretamente reduzida quando comparada a plasmdcitos nédo
neopléasicos. A andlise da auséncia expressdo do CD45 e do CD19
permite um refinamento no processo de identificacdo das células
plasmocitarias neoplasicas. A natureza clonal dessas células ainda pode
ser confirmada pela restricdo citoplasmatica das cadeias leves de
imunoglobulinas. Além desses marcadores, ainda podem ser avaliadas
as expressdes de outros antigenos nos plasmaocitos neoplasicos como
expressao fraca ou ausente de CD27 e presenga ou superexpressdo de



39

CD28, CD33, CD56 e CD117 (SHAJI-KUMAR; KIMLINGER,;
MORICE, 2010; JEONG et al, 2012; CHAUFFAILLE, 2016).

3.2.3 Linfoma Folicular

O linfoma folicular (LF) é uma neoplasia composta por células B
do centro germinal tipicamente centrécitos e centroblastos. Os
centrdcitos sdo células de pequeno a médio tamanho, com contorno
nuclear irregular ou clivado e citoplasma escasso, nucléolo inconspicuo,
cromatina condensada e os centroblastos séo células grandes (cerca de 3
vezes o tamanho de um linfdcito), com cromatina reticular fina, diversos
nucléolos (1-3) e quantidades moderadas de citoplasma (SWERDLOW
etal., 2017). O LF pode ser dividido em graus (1, 2, 3A e 3B) de acordo
com a quantidade de centroblastos por campo pois a agressividade da
doenca aumenta com o aumento do numero de centroblastos
(SWERDLOW et al., 2017; FREEDMAN, 2014).

Essa neoplasia representa cerca de 20% de todos os linfomas
(NOGAI; DORKEN; LENZ, 2011; SWERDLOW et al., 2017), afeta
predominantemente  individuos idosos (mediana 60  anos)
(FREEDMAN, 2014) e apresenta um discreto predominio no género
feminino (1,7:1) (SWERDLOW et al., 2017). Fenotipicamente as
células expressam slg positivo (IgM, 1gG ou raramente IgA),
monoclonalidade para cadeias leves de imunoglobulinas (Kappa ou
Lambda), CD19, CD20, CD22, CD79a, BCL2, BCL6, CD10, FMC?7,
CD79%b e CD38 e geralmente ndo expressam CD5, CD43, CDllc,
CD23, CD103, CD200 e ciclina D1 (SWERDLOW et al., 2008;
FREEDMAN, 2014). Em cerca de 85% dos casos de LF é possivel
observar a t(14;18)(g32;921) que resulta na superexpressao da proteina
BCL-2 (NOGAI; DORKEN; LENZ, 2011; FREEDMAN, 2014).

3.2.4 Linfoma de Células do Manto

O linfoma de células do manto (LCM) compreende de 3 a 10%
dos casos de NCBM (NOGAI; DORKEN; LENZ, 2011; ANSELL,
2015; SWERDLOW et al., 2017), afeta individuos de meia idade até os
mais idosos, com mediana de idade de 60 anos, e é predominante no
género masculino (2,4:1) (MATUTES et al., 2004; VOSE, 2015;
SWERDLOW et al., 2017).

O diagnéstico é realizado em amostras de bidpsia de linfonodo,
tecido, MO ou SP nas quais sdo observadas células com morfologia
tipica, com tamanho de pequeno a médio, nidcleo com contorno
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irregular, cromatina dispersa e nucléolo inconspicuo (SWERDLOW et
al., 2008, VOSE, 2015; SWERDLOW et al., 2017). A IMF ¢
frequentemente utilizada para a identificacdo dessas células, as quais
expressam CD19, IgM/IgD com forte intensidade, FMC-7, CD43, CD5,
CD20, CD22, CD79a, Bcl2 e ciclina D1. Essas células ndo expressam
CD10, Bcl6, TdT, CD11c (VOSE, 2015; SWERDLOW et al., 2017). A
expressdo de CD23 pode variar de negativo a positivo com fraca
intensidade (HALLEK, 2015). A monoclonalidade pode ser evidenciada
para expressao das cadeias leves de imunogloblina, com um predominio
de restricdo de cadeias Lambda. Existem variantes morfoldgicas do
LCM, e esses casos podem apresentar fenotipos atipicos, como a
auséncia de expressdo de CD5 ou ainda a expressao de CD10 e Bcl6
(SWERDLOW et al., 2008). Em um estudo realizado por Matutes e
colaboradores (2004) foi demonstrada a possibilidade dessas variantes.
Nesse trabalho, do total de pacientes diagnosticados como portadores de
LCM, 68% apresentaram fendtipo tipico (CD5 positivo CD23-)
enquanto que 17% e 15% apresentaram fendétipos atipicos, com CD10
negativo CD23- e CD5 positivo CD23 positivo, respectivamente
(MATUTES et al., 2004). A presenca da t(11;14) (g13;932) define o
LCM, pois é observada na grande maioria dos casos. Essa translocacao
leva a expressdo aberrante da ciclina D1, a qual ndo é expressa
tipicamente em linfécitos normais (SWERDLOW et al., 2008; VOSE,
2015).

O LCM apresenta uma variante blastica, que é fenotipicamente
semelhante a forma classica do LCM (positividade para CD19, CD20,
CD22 e CD24 e co-expressdao de CD5 e CD43). Entretanto, as células
neoplasicas dessa variante blastica geralmente apresentam tamanho
maior, o qual é evidenciado pelas caracteristicas de dispersdo da luz na
imunofenotipagem por citometria de fluxo (alto FSC e alto SSC), além
da positividade para o marcador CD10 (DELFA, 2011).

3.2.5 Tricoleucemia

A tricoleucemia classica € uma neoplasia indolente e rara que
compreende cerca de 2% das leucemias linfoides (WOTHERSPOON;
ATTYGALLE; MENDES, 2015; SWERDLOW et al., 2017). A
mediana de idade dos pacientes acometidos é de 55 anos, com
predominio do género masculino (4:1) (QUEST; JOHNSTON, 2015;
TADMOR; POLLIACK, 2015; SWERDLOW et al., 2017).

As células neoplésicas sdo encontradas predominantemente na
MO e no bago. Tipicamente podem ser evidenciadas em menor nimero
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no SP e podem infiltrar o figado, os linfonodos e a pele
(WOTHERSPOON; ATTYGALLE; MENDES, 2015; SWERDLOW et
al., 2008). Frequentemente se observa pancitopenia e variado grau de
esplenomegalia (QUEST; JOHNSTON, 2015). Morfologicamente trata-
se de células linfoides B maduras de médio tamanho com nucleo oval ou
identado (forma de feijdo), cromatina reticulada, nucléolo ausente ou
inconspicuo e citoplasma abundante e azul palido com proje¢des, que
envolve o SP e infiltra difusamente a MO e a polpa vermelha esplénica
(SWERDLOW et al., 2017).

A presenca da mutacdo BRAFVG600E é observada em 100% dos
casos de tricoleucemia, e estd relacionada com a ativagdo constitutiva
das proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) (SWERDLOW
etal., 2017).

O imunofenétipo da tricoleucemia cléssica consiste em
monoclonalidade da cadeia leve de imunoglobulina, co-expressdo de
CD20, CD22, CD79a e CD1l1c de forte intensidade e expressdo de
CD103, CD25, CD123, Anexina Al (marcador mais especifico),
DBA.44 (CD72), FMC7, CD200, CD305 (LAIR-1) e ciclina D1 (fraca
expressdo). Auséncia de CD10 e CD5, na grande maioria dos casos, e
negatividade para o CD27 (SWERDLOW et al.,, 2008; QUEST;
JOHNSTON, 2015).

A tricoleucemia variante ndo é mais considerada uma desordem
biologicamente relacionada a tricoleucemia classica pois possui
caracteristicas distintas como a presenca de leucocitose, monocitose,
células com nucléolo proeminente, resisténcia ao tratamento
convencional e imunofen6tipo variante (auséncia de expressdo de CD25,
CD123 e anexina Al, por exemplo). Essa neoplasia afeta individuos
com mediana de idade de 70 anos, também apresenta predominio do
género masculino e compreende cerca de 10% dos casos de
tricoleucemia classica e 0,4% de todas as neoplasias linfoides que
evoluem com linfocitose (QUEST; JOHNSTON, 2015; MATUTES;
MARTINEZ-TRILLOS; CAMPO, 2015; SWERDLOW et al., 2017).

3.2.6 Linfoma de Burkitt

O linfoma de Burkitt (LB) pode apresentar-se como leucemia
aguda (envolvimento da MO e do SP) ou em sitios extranodais, cuja
localizagdo difere de acordo com as variantes clinicas. As variantes
clinicas apresentam diferencas na sintomatologia e na morfologia e séo
divididas em: forma endémica, forma esporadica e forma associada a
imunodeficiéncia (geralmente em individuos soropositivos para HIV)
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(JAFFE; PITTALUGA, 2011; SWERDLOW et al., 2017). A forma
endémica ocorre predominantemente na Africa, sendo a neoplasia mais
comum na infancia (pico de incidéncia de 4 a 7 anos), com predominio
masculino e acometimento principal da maxila e demais ossos da face.
Ja a forma esporéadica, tem distribuicdo mundial, mas apresenta baixa
incidéncia (1 a 2%), afeta tanto criancas quanto adultos, com
predominio de adultos jovens (30 anos) do género masculino, com
acometimento principal em sitios abdominais sendo o ileo-cecal mais
frequente (FREITAS; BARROS; QUINDERE, 2008; SWERDLOW et
al., 2017). Morfologicamente as células sdo de tamanho médio, com
nucleos redondos e cromatina finamente agregada e presenca de 2 a 5
nucléolos, citoplasma profundamente basofilico e geralmente com
vactolos lipidicos (SWERDLOW et al., 2008; JAFFE; PITTALUGA,
2011). Fenotipicamente, as células expressam IgM, CD19, CD20,
CD22, CD10, CD77, Bcl6, CD38 e CD43 e ndo expressam Bcl2, TdT,
CD5 e CD23 (SWERDLOW et al., 2017).

3.2.7 Linfoma Difuso de Grandes Células B

O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) compreende um
grupo heterogéneo de linfomas agressivos nos quais geralmente €
observada a presenca de células com grande tamanho. Essas neoplasias
correspondem a aproximadamente de 30% a 40% dos linfomas em
adultos, afetam individuos idosos (mediana 70 anos) mas também pode
ocorrer em criancas e adultos jovens (NOGAI; DORKEN; LENZ, 2011;
DELFA, 2011; SWERDLOW et al., 2017). O LDGCB pode ser
subdividido em variantes morfoldgicas (centroblastico, immunoblastico,
anaplasico e variantes morfoldgicas raras) e moleculares (tipo células do
centro germinal e tipo células B ativadas) (SWERDLOW et al., 2017).

As células podem expressar os marcadores pan-B CD19, CD20,
CD22, CD79a e imunoglobulinas de superficie ou citoplasmaticas
(IgM>1gG>1gA) em 50-75% dos casos. O CD30 pode ser expresso em
10 a 20% dos casos, especialmente na variante anaplasica. O CD5 pode
estar presente em 5 a 10% dos casos, 0 CD10 é expresso em 30 a 50%
dos casos, BCL-6 em 60 a 90% dos casos, MUM-1 em 35% a 65% dos
casos, o BCL-2 em 47 a 84% dos casos. Tem sido adotada uma
subdivisdo imunofenotipica considerando-se 0s marcadores CD10,
BCL-6 e MUM-1. Casos com expressdo de CD10 em mais de 30% das
células patolégicas sdo classificados como LDGCB tipo células B do
centro germinal bem como casos CD10 e MUM-1 negativos com BCL-
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6 positivo. No entanto, essa subdivisdo imunofenotipica ndo se
correlaciona bem com a expressdo génica (SWERDLOW et al., 2008).

3.2.8 Linfomas B da Zona Marginal

De acordo com a classificagdo da OMS (2017), existem trés
entidades distintas de linfomas da zona marginal (LZM): o linfoma B da
zona marginal esplénica (LZME), o linfoma da zona marginal
extranodal do tecido linfoide associado a mucosa (Linfoma MALT) e o
linfoma da zona marginal nodal (LZMN) (ANGELOPOULOU et al.,
2014 SWERDLOW et al., 2017).

Os LZM sdo raros, visto que 0 LZMN e o LMZE compreendem
menos de 2% das neoplasias de células B maduras e o linfoma MALT
aproximadamente 7 a 8%. A mediana de idade ao diagnostico
predomina aos 60 anos (ANGELOPOULOU et al., 2014; SWERDLOW
etal., 2017).

A distingdo entre os tipos LZMN e LZME pode ser dificil e
geralmente necessita de integracdo entre os dados clinicos e
laboratoriais. Fenotipicamente, comparados a outros linfomas, as células
dos LZM ndo expressam nenhum marcador especifico, por isso o
diagnostico € realizado por exclusdo. As células do LZME expressam 0s
antigenos pan-B (CD19, CD20, CD22 e CD79a), IgM positivo e IgD
(usualmente) e tipicamente ndo expressam CD5, CD10, CD43, CD103,
CD25, Bcl6, anexina Al e ciclina D1 (REID; FRIEDBERG, 2013;
SWERDLOW et al., 2017). As células do LZMN apresentam fen6tipo
semelhante as células do LZME, com excecdo da expressdo positiva
para 0 CD43, presenca de Bcl2 e expressdo de IgD na minoria dos casos
(SWERDLOW et al., 2017). Aproximadamente 75% dos casos
apresentam expressdo de IgM e a co-expressdo de IgM e IgD ¢é
observada em 30% dos casos, enquanto que a expressao de IgG é rara.
Geralmente ndo expressam CD5 e CD23, no entanto, foi observado a
presenca desses marcadores em 17% e 8%, respectivamente. A
expressdo do CD11c é negativa, assim como a do DBA-44, porém pode
ser observado em 20% dos casos (ANGELOPOULOU et al., 2014). As
celulas do linfoma MALT sdo positivas para os marcadores pan-B
(CD19, CD20 e CD79a) e frequentemente expressam IgM, mas podem
apresentar com menor frequéncia a expressdo de IgA e IgG. Também
apresentam expressao do CD43, CD11c, CD21 e CD35. N&o expressam
CD5, CD10 e CD23 (SWERDLOW et al., 2017).
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3.2.9 Linfoma Linfoplasmocitico e Macroglobulinemia de Waldenstrém

O linfoma linfoplasmocitico (LLPL) afeta individuos adultos
(mediana 63-68 anos) e possui um discreto predominio do género
masculino (MERCHIONNE; PROCACCIO; DAMMACCO, 2011;
SWERDLOW et al., 2017). E uma neoplasia de células linfoides B
pequenas, linfécitos plasmocitoides (com citoplasma basofilico
abundante) e plasmoécitos que geralmente envolve a MO e algumas
vezes (15% a 20% dos casos) linfonodos, baco, figado e as vezes o SP, e
gue ndo preenche os critérios para nenhuma outra NCBM que pode
apresentar  diferenciacdo plasmocitaria. Embora frequentemente
associada a paraproteinemia do tipo IgM, esse critério ndo é essencial
para o diagnostico (BERGER et al., 2005; LIN et al., 2011;
SWERDLOW et al., 2017).

A macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) representa menos
de 5% de todas as neoplasias de células B maduras e aproximadamente
1% a 2% das neoplasias hematol6gicas com predominio em caucasianos
(VITOLO; FERRERI; MONTOTO, 2008; KAPOOR et al., 2015). E
encontrada em significativa quantidade de pacientes com LLPL, e, €
definida como um LLPL com envolvimento da MO e uma gamopatia
monoclonal do tipo IgM de qualquer concentracdo (LIN et al., 2011;
SWERDLOW et al., 2017).

De acordo coma revisdo realizada por Swerdlow e colaboradores
(2016), 90% dos casos de LLPL/MW apresentam a mutagdo MYD88
L265P (SWERDLOW et al., 2016).

O envolvimento da MO ¢é caracterizado por um padrdo de
infiltracdo nodular, difuso efou intersticial usualmente composto
predominantemente por linfocitos pequenos misturados com um ndmero
variavel de plasmocitos e linfécitos plasmocitoides. Essas células
também podem ser observadas no SP, mas a leucometria ndo é tdo alta,
como aquela observada nos casos de LLC (SWERDLOW et al., 2017).

Fenotipicamente, a maioria das células linfoides B expressa
imunoglobulina de superficie e as células plasmocitarias
imunoglobulinas citoplasméticas. A monoclonalidade é evidenciada
pelas cadeias leves de imunoglobulina com predominio do tipo Kappa.
A maioria dos casos sdo do tipo IgM, algumas vezes do tipo IgG,
raramente do tipo IgA e tipicamente IgD negativas. Nas células B h4 a
expressdao de CD19, CD20, CD22, CD79a, CD52, CD79b, CD1lc,
CD25, CD38, FMC-7, BCL-2 e auséncia de CD10 e CD103. O CD5¢e 0
CD23 sdo expressos em uma minoria de casos (com fraca intensidade) e
a co-expressdo desses dois marcadores é rara. Os plasmocitos expressam
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CD38 e CD138 e a mesma cadeia leve de imunoglobulina monoclonal
dos linfdcitos patoldgicos. No entanto, a expressdo positiva de CD19 e
de CD45 ajuda no diagnostico diferencial com o MM, pois nesse caso 0s
plasmécitos podem perder a expressdo desses marcadores (BERGER et
al.,, 2005; MERCHIONNE; PROCACCIO; DAMMACCO, 2011;
KAPOOR et al., 2015; SWERDLOW et al., 2017).

3.3 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DAS NEOPLASIAS DE
CELULAS B MADURAS

As informag0es obtidas referentes as analises celulares pela IMF
por CF prové dados relevantes no que diz respeito ao diagnostico,
classificacdo e monitoramento das neoplasias hematoldgicas, e, em
conjunto com a morfologia e a analise molecular e genética sdo cruciais
para a identificacdo e caracterizacdo das neoplasias de células B
maduras (VAN DONGEN et al., 2012a).

O diagnéstico laboratorial pela IMF tem inicio com marcadores
de triagem baseado num numero limitado de anticorpos monoclonais
(tubo Unico) direcionados a identificacdo de todas as subpopulacdes
celulares relevantes na amostra (VAN DONGEN et al., 2012a). O grupo
Euroflow sugere que os marcadores utilizados na triagem das neoplasias
linfoides maduras sejam: CD3, CD4, CD5, CD8, CD19, CD20, CD38,
CD45, CD56, slgLambda, sigKappa e TCRyd. Essa combinagdo permite
distinguir as principais subpopulacBes celulares e definir as células
fenotipicamente aberrantes e clonais. Resumidamente, o CD45, em
combinacdo com o CD19 e o CD20, permite distinguir linfocitos B
maduros (CD19 positivo, CD20 positivo positivo e CD45 positivo
positivo) dos imaturos (CD19 positivo, CD20-/ positivo fraco, CD45
positivo fraco). Ja a clonalidade desses linfocitos é avaliada pela
expressdo das imunoglobulinas de cadeia leve Kappa e Lambda. Os
linfécitos T sdo identificados pela positividade para o CD3 e suas
subpopulagdes, T auxiliar CD4 positivo, T citotoxico CD8 positivo e
TCRy3 positivo. As células NK séo reconhecidas pela auséncia de CD3
e CD19 e pela positividade para 0 CD56. O CD38 é util na identificacéo
de células B precursoras e das células plasmocitarias e proporciona
informac0es relevantes referentes a desordens de células plasmocitérias,
como o mieloma multiplo e outras neoplasias com presenca de
diferenciagdo plasmocitaria. O CD5 tem valor na avaliagdo das células T
e NK e também na identificacdo das células B patoldgicas, como nos
casos de LLC e LCM (FLORES-MONTERO et al., 2012).
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Apo6s a identificacdo das células patolégicas na triagem, é
necessario a utilizacdo de um painel com diversos anticorpos
monoclonais para a classificagdo fenotipica das células neoplésicas. Para
a identificacdo dessas células utiliza-se marcadores comuns em todos o0s
tubos denominados “backbones”. A combinacdo de cada um dos
marcadores no painel tem fungdo de responder uma ou mais questdes
clinicas relevantes em relacdo a identificagdo, enumeracdo e
caracterizacgdo das populacdes celulares da amostra (BOTTCHER et al.,
2012; VAN DONGEN et al., 2012A). O painel de anticorpos proposto
pelo grupo Euroflow (Quadro 3) apresenta como marcadores
“backbones” o CD19, o CD20 e o CD45. Os marcadores presentes no
primeiro tubo, em combinagdo com os marcadores do tubo de triagem,
permitem a identificacdo dos casos de LLC. Por outro lado, o0s
marcadores presentes nos tubos dois, trés e quatro permitem a
subclassificacdo dos outros casos de NCBM, ndo-LLC, como
tricoleucemia, linfoma folicular, linfoma de células do manto, linfoma
da zona marginal, linfoma difuso de grandes células B, entre outros
(BOTTCHER et al., 2012).

Quadro 3 - Painel de anticorpos monoclonais utilizado na classificagdo das
neoplasias de células B maduras, publicado pelo grupo Euroflow.

Tubo FITC  PE Perch- = Pe- APC  APC- PB PO
Cy55  Cy7 H7

1 | CD23 CDI0 CD79%b CD19 CD200 CD43 CD20 CD45

2 CD31 LAIRL CDllc CD19 |IgM  CD8L CD20 CDA45

3 | CD103 CD9  CD22 CD19 CXCR5 CD49d CD20 CD45

4 CD62L CD39 HLA-DR CD19 CD27 - CD20 CD45

Nota: FITC: isotiocianato de fluoroceina; PE: ficoeritrina; PerCP-Cy5.5:
complexo proteina piridina de clorofila cianina 5.5; Pe-Cy7: ficoeritrina cianina
7; APC: aloficocianina; APC-H7: aloficocianina-Hilite 7; PB: Pacific Blue; PO:
Pacific Orange.

A avaliacéo dos marcadores CD5 e CD10 nas células neoplésicas
permite restringir as possibilidades diagndsticas entre os varios subtipos
de neoplasias de células B maduras, pois divide os linfomas em quatro

grupos (

Quadro 4). Apds essa analise é necessaria a avaliacdo dos outros
marcadores imunofenotipicos ou de outros métodos para a concluséo do
diagndstico (CRAIG; FOON, 2008; SANDES et al., 2014).
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Quadro 4 - Grupos para diagnéstico diferencial

Grupo 1: CD5 positivo CD10 negativo

LLC LCM
LPL LZM
LDGCB LLPL
Grupo 2: CD5 negativo CD10 positivo
LF LDGCB
LB TL
Grupo 3: CD5 positivo CD10 positivo
LF LDGCB
LCM LB
Grupo 4: CD5 negativo CD10 negativo
TL LZM
LDGCB LF
LCM LLPL

Fonte: Adaptado de CRAIG; FOON, 2008
Nota: LLC: Leucemia linfoide crénica; LCM: linfoma de células do manto;
LPL: leucemia prolinfocitica; LZM: linfoma da zona marginal; LDGCB:
linfoma difuso de grandes células B; LLPL: Linfoma linfoplasmocitico; LF:
linfoma folicular; LB: linfoma de Burkitt; TL: tricoleucemia.

O Grupo 1 compreende as neoplasias CD5 positivo, CD10
negativas cujos representantes sdo a LLC, LCM, LPL, LZM, LDGCB e
LLPL. Dos representantes desse grupo, a LLC é a doenca que apresenta
o fendtipo mais caracteristico, porém nado especifico (CRAIG; FOON,
2008). De acordo com o estudo de Barna e colaboradores (2008) &
possivel distinguir a LLC do LCM pela intensidade de expressdo do
CD23. A grande maioria dos casos de LLC expressam CD23 positivos
com forte intensidade, enquanto que os casos de LCM ndo expressam.
Nos casos de positividade para o0 CD23 no LCM, geralmente a
intensidade é fraca; quando o CD23 é positivo com média a forte
intensidade é possivel analisar outros marcadores como o FMC-7
(geralmente negativo para LLC e positivo nas células do LCM)
(BARNA et al., 2008). Recentemente, identificou-se que o marcador
CD200 prové uma excelente distincdo entre a LLC e 0 LCM, visto que é
positivo na primeira neoplasia e negativo na segunda (SANDES et al.,
2014). A distin¢do entre LDGCB CD5 positivo da variante blastoide do
LCM, da LLC, da LPL e do LLPL com o LCM pode ser feito
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analisando-se a ciclina D1, visto que essa proteina é expressa apenas nos
casos de LCM (ABSI; HSI; KALAYCIO, 2005; BARNA et al., 2008;
NADERI; YANG, 2013; SWERDLOW et al., 2017). A metodologia
padrdo ouro para a deteccdo da ciclina D1 é a imunohistoquimica,
porém como é método laborioso e demorado, alguns trabalhos avaliaram
a possibilidade de avaliar por CF, mas ndo foram conclusivos e sugerem
mais compara¢gdes com resultados de imunohistoquimica para
determinar o valor diagnostico do ensaio por essa metodologia
(ELNENAEI et al., 2001; JAIN et al., 2002). A avaliacdo histoldgica da
MO é importante para o diagndstico diferencial entre a LLC e 0 LLPL
CD5 positivo, pois no LLPL a caracteristica morfoldgica é geralmente
intersticial, acompanhado de intensa neoformacédo de vasos e fibrose. O
diagndstico diferencial mais dificil e controverso é o do LLPL
leucemizado. Em um estudo realizado por Konoplev e colaboradores
(2005) foi observado que em 75 casos analisados de LLPL, 100%
apresentaram expressdo de CD19, CD20 e CD52 na IMF por CF. O
CD79b foi positivo em 85% dos casos, 0 CD23 em 61%, o CD38 em
48% e apenas 5% dos casos apresentaram expressio de CD5
(KONOPLEV et al., 2005; LORAND-METZE, 2005), porém outros
autores referem que o CD5 pode ser expresso em até 20% dos casos
(OWEN et al., 2001; LORAND-METZE, 2005).

As células dos pacientes com LZM podem expressar CD5 em
cerca de 5% dos casos e nessas situacdes pode ser dificil diferenciar dos
casos de LLC atipica (por exemplo, com CD23 negativo). O LZM
também pode demonstrar diferenciacdo plasmocitaria 0 que leva a
necessidade do diagnostico diferencial com o LLPL (CRAIG; FOON,
2008). O diagnostico diferencial da LPL deve ser realizado com a
variante blastoide do LCM (ABSI; HSI; KALAYCIO, 2005;
DUNGARWALLA; MATUTES; DEARDEN, 2008), com o0 LZM e
com casos de LLC com aumento de prolinfocitos (ABSI; HSI;
KALAYCIO, 2005).

O Grupo 2 compreende as neoplasias CD5 negativo, CD10
positivo cujos representantes sdo o LF, o LDGCB, o LB e a TL. Pode
ser dificil distinguir o LDGCB CD10 positivo do LF de alto grau devido
a presenca de centroblastos (células de maior tamanho), além disso,
também existe sobreposicdo genética dessas duas neoplasias visto que
20% dos casos de LDGCB apresentam a t(14;18)(q32;921) e de 70% a
95% dos pacientes com LF apresentam a translocagdo. A expressao de
CD10 em pacientes com TL néo é frequente, mas ocorre. Nesses casos,
a analise de outros marcadores, como CD25 e CD103, sdo Uteis para a
conclusdo diagnostica (CRAIG; FOON, 2008).
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O Grupo 3 compreende as neoplasias CD5 positivo, CD10
positivo cujos representantes sdo o LF, o LDGCB, o LCM e 0 LB. A
variante blastoide do LCM, fenotipicamente, é semelhante a forma
classica do LCM, entretanto, as células neoplasicas da forma variante
geralmente apresentam maior tamanho, o que é evidenciado na CF pelas
caracteristicas de dispersdo da luz (alto FSC e alto SSC); além da
positividade para o marcador CD10. Dessa forma, € necessario o
diagndstico diferencial entre a variante blastoide do LCM com o
LDGCB, pois também séo encontradas células com grande tamanho que
podem co-expressar CD5 e CD10 (DELFA, 2011; SWERDLOW et al.,
2017).

O Grupo 4 compreende as neoplasias CD5 negativo, CD10
negativo cujos representantes sdo a TL, o LZM com ou sem linfécitos
vilosos, o LLPL, o LDGCB, o LF CD10 negativo e 0 LCM CD5
negativo. A anexina Al é o marcador mais especifico para o diagndstico
da TL, e, é usado para distinguir TL do LZM e da forma variante da TL
(GOLDANIGA et al., 2008; SWERDLOW et al., 2008). A auséncia de
CD103 e CD25 no LZM também ajuda a distinguir dos casos de TL
(REID; FRIEDBERG, 2013). Recentemente, o estudo de Mason e
colaboradores (2017) mostrou que a analise do CD200 e do CD1d
permite distinguir os casos de TL, TL variante, LZM e LLPL. Nesse
trabalho, a TL apresentou forte expressao para CD200 juntamente com a
positividade para CD1d, enquanto que TL variante mostrou fraca
expressdo para ambos marcadores. Ainda, os casos de LLPL mostraram
positividade para CD200 em combinagdo com expressdo fraca a
negativa de CD1d, em contraste do LZM que apresentou expressdo tanto
para CD200 quanto para CD1d (MASON et al, 2017).

3.4 NOVOS MARCADORES IMUNOFENOTIPICOS

Apesar de ja existirem marcadores imunofenotipicos
preconizados em painéis de diagndstico para as NCBM, ainda ha
necessidade do estudo de novos marcadores para serem incluidos na
rotina com o objetivo de realizar o diagndstico diferencial entre algumas
neoplasias. E possivel verificar na literatura alguns dados referentes a
funcdo e expressdo em células neoplasicas e ndo neoplasicas dos
marcadores utilizados nesse estudo.

O CD80 e 0 CD86 pertencem a superfamilia das imunoglobulinas
(ACUTO; MICHEL, 2003), e ambos sdo estruturalmente e
funcionalmente relacionados (BHAT; CZUCZMAN, 2010). Esses
antigenos sdo moléculas co-estimulatérias cujas vias sdo bem



50

caracterizadas e envolvem os receptores CD28/CTLA-4, os quais estdo
presentes nas células T (GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005).
A expressdo de CD80 e CD86 em células apresentadoras de antigenos
esta aumentada na presenca de patdgenos e pela secrecdo de citocinas
produzidas em resposta a esses micro-organismos, 0 que resulta na
ativacdo dos linfocitos T (SHARPE; ABBAS, 2006). A expressdo de
CD80 e CD86 foi descrita inicialmente em células apresentadoras de
antigenos, no entanto, posteriormente, observou-se expressdo desses
marcadores em células T cuja funcionalidade ainda ndo é bem
compreendida (TAYLOR et al., 2004). De acordo com a literatura, o
CD80 estd ausente em células dendriticas ndo ativadas (ACUTO;
MICHEL, 2003) e é expresso em mondcitos, somente ap0s ativacao
(VASILEVKO et al., 2002). Por outro lado, o CD86 é expresso
constitutivamente em mondcitos (VASILEVKO et al., 2002) e em
células B do centro germinal e B maduras (LLINAS et al., 2011). A
capacidade das células B para transmitir o sinal coestimulador as células
T por meio do CD80 e do CD86 estd muito bem estabelecida. No
entanto, a forma como a relagéo entre 0 CD80 e 0 CD86 com o0 CD28 e
0 CTLA-4 afeta a funcdo das células B estd muito pouco documentada.
Além disso, pouco se sabe sobre a proliferacdo e diferenciacdo de
células B em relagdo a essas moléculas. Um estudo realizado por Mir e
colaboradores (2015) avaliou a interferéncia desses marcadores nas
células de linfomas B e evidenciou que a sinalizacdo por meio do CD80
inibiu o crescimento das células neoplasicas dos linfomas de células B
por elevacdo da expressdo das proteinas pro-apoptéticas (caspase-3,
caspase-8, Fas, FasL, Bak e Bax) e regulacdo negativa da expressao da
proteina antiapoptética Bcl-x. Ou seja, a sinalizacdo de estimulagdo
através do CD80 em linfomas de células B pode retardar a proliferacdo
mediante a regulacdo positiva da expressdo de proteinas proapoptéticas
e antiapoptdticas, e, dessa forma, induzir a apoptose. Por outro lado, o
CDB86 aumentou a quantidade de proteinas antiapoptéticas (Bcl-w e Bcl-
X) e diminuiu a concentracdo de caspase-8. Dessa forma, a co-
estimulacdo por meio do CD86 pode aumentar a taxa de proliferacdo das
células dos linfomas e secretar anticorpos que podem ajudar os linfomas
a evadir a vigilancia imunoldgica. Assim, os sinais emitidos por
anticorpos anti-CD80 e anti-CD86 podem regular diferencialmente a
atividade de células B nos linfomas (MIR, 2015).

O CD163, também denominado de proteina M130, € um membro
da superfamilia classe B de receptores tipo scavenger com dominios
extracelulares ricos em cisteina com cinco isoformas distintas
(BUECHLER et al., 2000). Sua func¢do imunoldgica é essencialmente
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homeostatica relacionada com a ligacdo desse receptor a complexos
hemoglobina:haptoglobina. A hemolise intravascular, originada de
eritrdcitos malformados ou senescentes, ocasiona a liberacdo de
hemoglobina livre toxica e oxidativa que pode ser complexada a
haptoglobina por meio dos macrofagos teciduais do figado, baco ou
MO. Nesse processo, macrofagos que expressam CD163 internalizam o
complexo hemoglobina:haptoglobina, o que leva a protecdo do tecido
contra um dano oxidativo causado pela hemoglobina tdxica. Além disso,
0 CD163 possui outras funcdes, pois participa na adesdo de células
endoteliais, na inducédo a tolerancia e regeneracao tecidual (VAN DEN
HEUVEL et al., 1999; ONOFRE et al., 2009). Os dados da literatura
apontam que a expressao do CD163 parece estar restrita a células da
linhagem monocitica (mondcitos/macréfagos) (BUECHLER et al.,
2000).

A interleucina 10 (IL10) atua na estimulacdo da sobrevivéncia,
proliferacdo e diferenciacdo das células B. No entanto, as fungdes
principais da IL-10 na imunidade é a imunossupressdo, inibicdo da
sintese de citocinas pro-inflamatdrias, regulacdo do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) e de moléculas coestimulatérias. Essas
funcbes sdo mediadas pelo receptor da interleucina 10 (IL10R), que
consiste em duas subunidades IL10Ra e ILI0RB (BEGUELIN et al,
2015) e a subunidade IL10Ra também ¢ conhecida como CD210a, cuja
regido extracelular contém dois dominios de fibronectina tipo IlI
(MATESANZ-ISABEL et al., 2011). Estudos apontam que o CD210a
estd expresso na maioria das células hematopoiéticas (MOSSER,;
ZHANG, 2008; MATESANZ-ISABEL et al., 2011).

A apoptose pode ser controlada por duas vias, a via extrinseca
(mediada por receptores) e a via intrinseca (mediada pela mitocéndria).
Existem diversos ligantes da superfamilia do fator de necrose tumoral
(TNF) envolvidos na apoptose. Alguns membros dessa familia séo
TRAIL/Apo2L/TNFSF10. A falha na apoptose tem sido considerada
como fator para o desenvolvimento de tumores e na resisténcia a terapia
das neoplasias. O ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de
necrose tumoral (TRAIL) é um poderoso ativador da apoptose em
células tumorais com a vantagem de ndo apresentam toxicidade contra
os tecidos normais. O TRAIL pode se ligar a cinco receptores: quatro
proteinas transmembranares do tipo I: TRAIL-R1 (CD261, DRA4),
TRAIL-R2 (CD262, DR5), TRAIL-R3, TRAIL-R4 e um receptor
soltvel (SZLISZKA et al., 2009). A familia de receptores TRAIL esta
relacionada a varios eventos celulares, como inflamagéo, choque séptico
e apoptose. O CD261 e 0 CD262 séo proteinas transmembrana do tipo 1
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relacionadas a inducdo de apoptose (CORALLINI et al., 2006) pois
contém dominios de morte pelos quais o TRAIL transmite um sinal
apoptdtico. O TRAIL desencadeia a apoptose por meio da interagdo com
0s receptores de morte TRAIL presentes nas células alvo. Estes
dominios de morte intracelulares do CD261 e do CD262 s&o
considerados essenciais para a inducdo da apoptose apés a ligagdo com
0 receptor (SZLISZKA et al, 2009). Com relacdo a expressao em células
normais o estudo de Llinas e colaboradores (2011) observou fraca
intensidade de expressdo de CD261 e de CD262 em células B de
memoria em amostras de amigdalas (LLINAS et al., 2011). O CD264
(DcR2) é uma proteina transmembrana (TRAIL-R4) cuja funcdo esta
relacionada com a inibi¢do da apoptose (CORALLINI et al., 2006). Por
falta de um dominio de morte funcional, 0 CD264 atua como receptor
antagonista que compete com 0s receptores de morte TRAIL-R1
(CD261) e TRAIL-R2 (CD262) para a ligagdo ao TRAIL. Portanto, esse
receptor esta envolvido na regulacdo negativa da apoptose ao sequestrar
0 TRAIL e estimular os sinais de sobreviéncia (SZLISZKA et al., 2009).
Com relagdo a expressdo celular, no estudo de Llinas e colaboradores
(2011) foi observada expressdo de moderada intensidade de CD264 em
células B de memoria unswitched (CD19 positivo, CD27 positivo e 1gD)
e também em células B pré-centro germinal (CD19 positivo, CD38
positivo positivo e IgD positivo) (LLINAS et al., 2011).

Os membros da familia de receptores do fator de necrose tumoral
(TNF) sdo moduladores cruciais na resposta inflamatéria e resposta
imune celular. Esses receptores medeiam uma variedade de fungdes
biologicas que vdo desde a proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e a
sobrevivéncia celular (PAN et al., 1998). O CD358 (DR6) é um receptor
transmembrana tipo 1, membro 21 da superfamilia de receptores do
fator de necrose tumoral (TNFRSF21). A super expressdo do CD358
permite que o seu dominio de morte citoplasmatica induza a apoptose
por meio das vias do NF-kB e da quinase c-Jun N-terminal (JNK)
(TUTE, 2011; BENSCHOP; WEI, 2009). Também pode promover a
apoptose mediada por BAX e pela liberacdo do citocromo ¢ das
mitocondrias no citoplasma (ZENG et al., 2012). De acordo com
estudos este receptor €é amplamente expresso em células
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas, inclusive em células tumorais
(MATESANZ-ISABEL et al., 2011; LLINAS et al., 2011).

O CD361 (EVI2b: ectopic viral integration site 2B) é uma
proteina transmembrana tipo 1 (MATESANZ-ISABEL et al., 2011)
encontrado em células envolvidas ou ndo com o sistema imune, pouco
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caracterizado, cuja funcdo permanece desconhecida (CABEZON et al.,
2011).

As proteinas relacionadas a resisténcia a mdaltiplos farmacos
(multi-drug resistance- MRD) néo sdo alvos de diagnostico, mas sim
marcadores promissores relacionados a falha terapéutica. De modo
geral, essas proteinas funcionam como bombas de efluxo como
resultado do transporte ativo do farmaco para fora da célula, fazendo
com que as concentracdes citotdxicas desejadas ndo sejam atingidas, o
gue ocasiona a falha terapéutica (NORGAARD; OLESEN; HOKLAND,
2004). As principais familias de proteinas implicadas neste fenémeno
sdo a superfamilia das transportadoras ABC (ATP-binding cassette) e a
familia das proteinas do grupo Vault. Dentre as proteinas do primeiro
grupo, as mais estudadas sdo a Proteina Associada a Resisténcia a
Multiplos Farmacos 1 (ABCC1/MRP1) e a Proteina de Resisténcia a
Multiplas Drogas 1 (ABCB1/PgP/MDR1). De acordo com estudos
prévios a expressao da ABCC1/MRP1 varia entre os diferentes tecidos e
individuos pois pode ser expressa nos pulmdes, cérebro, testiculos, rins,
esqueleto, musculo cardiaco e esquelético, placenta, intestinos, figado e
células hematopoiéticas (SUGAWARA et al., 1997; BORST et al.,
2000; DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001; LESLIE; DEELEY; VAN
DER DEEN et al, 2005; COLE; DEELEY, 2006; DEELEY;
WESTLAKE; COLE, 2006). A ABCB1/PgP foi o primeiro membro da
familia de transportadores de efluxo detectado (1972) e é o0 mais bem
caraterizado (STAUD et al., 2010). Essa proteina possui papel
fisiolégico na defesa das células contra estimulos externos sendo
encontrada em tecidos normais envolvidos em processos de absorcdo e
excrecdo de compostos (como o figado, os rins e o intestino), na
glandula adrenal e em 6rgdos com fungdo de barreira (como a barreira
hematoencefalica, o endotélio capilar e a placenta). Além disso, essa
proteina também ¢ detectada nos precursores hematopoiéticos e
linfocitos e apresenta papel fundamental na regulacéo da proliferagéo e
diferenciacdo dessas células (DUHEM; RIES; DICATO, 1996;
SUGAWARA et al., 1997; GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002;
MARZOLINI et al., 2004; VAN DER DEEN et al., 2005). A cerca de
trés décadas atrés, os estudos com a ABCBL/PgP ganharam evidéncia
devido ao seu papel no fendmeno de resisténcia a maltiplos farmacos
em células tumorais (STAUD et al., 2010).

A survivina é uma proteina que atua na regulagdo da divisdo
celular e na inibicdo da apoptose e aumento da proliferacdo e
angiogenese (MAZUR et al., 2004; HE et al., 2015). Essa proteina é
normalmente expressa durante o periodo embrionario e o
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desenvolvimento fetal devido as altas taxas de diviséo celular, e, dessa
forma, torna-se praticamente indetectavel nos tecidos dos adultos que ja
atingiram a fase final de diferenciacdo. A expressdo de survivina é
regulada pelo ciclo celular de forma que a expressdo maxima ocorre na
fase G2/M. Assim, a superexpressdo de survivina tem sido relacionada a
um potencial oncogénico, visto que essa proteina se encontra
abundantemente expressa na maioria dos canceres, incluindo as
neoplasias hematolégicas (MAZUR et al., 2004). Foi relatado que
existem diferencas na expressdo da survivina entre células normais e
neoplésicas (HE et al., 2015).

Apos essa revisdo, realizou-se a caracterizacdo desses marcadores
em células consideradas normais e em células neoplasicas.
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4 METODOLOGIA
4.1 AMOSTRAS DOS PACIENTES

Para a avaliacdo dos novos marcadores imunofenotipicos e das
proteinas (survivina e proteinas de resisténcia a multiplos farmacos) por
citometria de fluxo, foram analisadas as amostras de aspirado de MO e
SP coletados com EDTA e as amostras de aspirados (pungdo aspirativa
por agulha fina- PAAF) e bidpsias de linfonodos e de outros sitios
anatémicos conservadas em solucgdo fisiolégica 0,9%, de pacientes com
suspeita clinica de neoplasias de células linfoides B maduras
referenciados a Divisdo de Analises Clinicas (DACL) do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC) e
do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina
(HEMOSC), no momento do diagndstico, entre os meses de novembro
de 2013 e maio de 2017, e que assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), conforme o Comité de Etica de Pesquisa
em Seres Humanos da UFSC (CEPSH-UFSC n° 913/2010 e CEPSH-
UFSC 1.691.983/2016). A inclusdo das amostras foi realizada pela
andlise do perfil imunofenotipico dos pacientes de acordo com os
critérios de classificacdo recomendados pela OMS (2008) utilizando-se
0 painel de AcMo proposto pelo grupo Euroflow (Quadro 3) (VAN
DONGEN et al., 2012B). Dessa forma, foram incluidas no estudo
amostras cujo diagnostico tenha sido NCBM (linfomas e mieloma
multiplo). Foram excluidas do estudo as amostras que apresentaram
coagulos, hemdlise e baixa viabilidade celular (inferior a 60%).

Para a determinacéo do nimero minimo de casos a ser analisado
em cada grupo, foi realizado o célculo amostral para a estimacao de uma
média em populacgdes finitas com auxilio da ferramenta disponivel no
site do Laboratério de Epidemiologia e Estatistica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (http://www.lee.dante.br/). Para
0 calculo amostral, adotou-se um nivel de confianca de 95% e um erro
maximo da estimativa de 100. O desvio padréo esperado foi calculado a
partir dos dados provenientes das amostras do proprio estudo coletadas
entre 0s meses de novembro de 2014 a outubro de 2015. Assim, o
desvio padrdo utilizado para o calculo amostral foi de 708. De acordo
com o célculo amostral, para 36 meses de coleta de amostras, 0 nimero
de casos a ser analisado em cada grupo de NCBM sera conforme
apresentado na Tabela 1. Os demais grupos de neoplasias nao
contemplados na tabela apresentaram uma frequéncia muito baixa, dessa
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forma, ndo foi realizado o célculo amostral e foram avaliados todos os
casos que diagnosticados durante a realizacdo do estudo.

Tabela 1 - Calculo amostral para os grupos de neoplasias de células B
maduras

Neoplasias de células B maduras n

Leucemia linfoide cronica 26

Linfoma difuso de grandes células B 17

Linfoma folicular 10

Linfoma de Burkitt 10

Tricoleucemia 10
4.2 AMOSTRAS CONTROLE

O grupo controle para obtencdo do perfil imunofenotipico das
células normais foi constituido por 10 amostras de sangue periférico
(cinco do género masculino e cinco do género feminino) coletadas com
EDTA de individuos sadios que assinaram o TCLE referente ao projeto
submetido ao CEPSH-UFSC n° 746.486/2014. Também foram
utilizadas como controles oito amostras de MO de individuos sem
neoplasias hematoldgicas (cinco do género masculino e trés do género
feminino) coletadas com EDTA. Além disso, foram incluidas no estudo
amostras de pacientes com Leucemia linfoblastica aguda B de células B
(LLA-B) para a comparacao da intensidade de fluorescéncia média entre
as células B imaturas presentes nessas doencas com aquelas observadas
em células B maduras presentes nos casos de neoplasias de células
linfoides B maduras. Esses pacientes também assinaram o TCLE
conforme o CEPSH-UFSC n° 913/2010 ou CEPSH-UFSC
1.691.983/2016.

4.3 IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

A imunofenotipagem por citometria de fluxo ¢ um método
multiparamétrico que avalia as caracteristicas de dispersdo de luz
(tamanho e granulosidade) e a intensidade de fluorescéncia das células a
medida que essas passam por um feixe de laser (MACEY, 2007). Para a
realizacdo da imunofenotipagem por citometria de fluxo foi utilizado
100uL de amostra bioldgica cujo protocolo de marcacdo estava de
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acordo com as informagdes constantes na bula dos fabricantes dos
reagentes. Os anticorpos monoclonais utilizados no estudo eram
conjugados aos fluorocromos: isotiocianato de fluoroceina (FITC),
ficoeritrina (PE), complexo proteina piridina de clorofila (PerCP),
complexo proteina piridina de clorofila cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5),
ficoeritrina cianina 7 (Pe-Cy7), aloficocianina (APC), aloficocianina
cianina 7 (APC-Cy7), aloficocianina-Hilite 7 (APC-H7), V450, Pacific
Blue (PB), Pacific Orange (PO) ou V500. A informacdo do
fluorocromo, do clone, do volume utilizado e do fabricante pode ser
visualizada no Quadro 5.

Quadro 5 - Caracteristicas dos anticorpos monoclonais para a avaliagao

imunofenotipica

AcMo e

Volume

Volume

Fluorocromo Codigo Clone daBula | Utilizado Fabricante
CD86 PE 1P-531-T100 BUG63 20 pl Tul Exbio, CZ
CD210a PE 556013 3F9 20 pl Tul BD Biosciences, USA
CD261 PE 1P-403-C100 DR-4-02 5ul 3ul Exbio, CZ
CD262 PE 1P-461-C100 DR5-01-1 Sul 3ul Exbio, CZ
CD264 PE 1P-519-C100 TRAIL-R4-01 3ul 3ul Exbio, CZ
CD358 PE 1P-404-C100 DR-6-04-EC 10 pl 5ul Exbio, CZ
CD361 PE 1P-643-T100 MEM-216 20 pl Sul Exbio, CZ
CD163 PE 556018 GHI/61 20 pl Tul BD Pharmingen, USA
PgP PE 557003 17F9 20 pl 10 pl BD Pharmingen, USA
Survivina PE 1C6472P 91630 10 pl Sul R&D Systems, USA
CD19 Pe-Cy7 557835 SJ25C1 5ul 3ul BD Pharmingen, USA
CD20 APC 340941 L27 20 pl 3ul BD Biosciences, USA
CD38 APC-H7 656646 HB7 5ul 3ul BD Biosciences, USA
CD38 FITC A0778 T16 20 pl 7ul Beckman Coulter, USA
CD80 APC-H7 561134 L307.4 5ul 25ul BD Pharmingen, USA
CD10 APC 340923 HI110a 5ul 3ul BD Pharmingen, USA
CD3 PercP PC-514-T100 UCHT1 10 pl 4.ul Exbio, CZ
CD34 PercP Cy5.5 | T9-664-T100 581 4ul 1ul Exbio, CZ
CD8 FITC AO7756 B9.11 Sul Sul Beckman Coulter, USA
MRP1 FITC 557593 QCRL-3 20 pl 10 pl BD Pharmingen, USA
CD3 PB PB-514-T100 UCHT1 4ul 1ul Exbio, CZ
CD4 PB PB-359-T100 MEM-241 4ul 1l Exbio, CZ
CD45 PO PO-684-T100 HI30 4ul 3l Exbio, CZ
CD20 V450 642274 L27 5ul 3ul BD Biosciences, USA

Legenda: AcMo: anticorpo monoclonal; FITC: isotiocianato de fluoroceina; PE:
ficoeritrina; PerCP: complexo proteina piridina de clorofila; PerCP-Cy5.5:
complexo proteina piridina de clorofila cianina 5.5; Pe-Cy7: ficoeritrina cianina
7; APC-H7: aloficocianina-Hilite 7; PB: Pacific Blue; PO: Pacific Orange.
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O painel de anticorpos monoclonais utilizados para a marcagédo
de membrana nas amostras dos pacientes com neoplasias de células
linfoides B maduras pode ser visualizado no Quadro 6. Para casos com
suspeita de mieloma multiplo foi adicionado o0 CD38 em FITC.

Quadro 6 - Painel de anticorpos monoclonais utilizados para a marcacdo de
membrana celular nas amostras dos pacientes com NCBM

FITC PE PE-CY7 = APC-H7 PB PO

CD38* X CD19 X CD3 CD45
CD38* CD86 CD19 CD80 CD3 CD45
CD38* CD210a CD19 X CD3 CD45
CD38* CD261 CD19 X CD3 CD45
CD38* CD262 CD19 X CD3 CD45
CD38* CD264 CD19 X CD3 CD45
CD38* CD358 CD19 X CD3 CD45
CD38* CD361 CD19 X CD3 CD45
CD38* CD163 CD19 X CD3 CD45

Legenda: FITC: isotiocianato de fluoroceina; PE: ficoeritrina; Pe-Cy7:
ficoeritrina cianina 7; APC-H7: aloficocianina-Hilite 7; Pacific Blue (PB);
Pacific Orange (PO).

Nota: *adicionado apenas nos casos com suspeita de MM e LLPL.

O painel de anticorpos monoclonais utilizados para a marcacéo
intracelular direta nas amostras dos pacientes com NCBM pode ser
visualizado no Quadro 7.

Quadro 7 - Painel de anticorpos monoclonais utilizados para a marcagéo
intracelular direta

FITC PE PE-CY7  APC-H7 PB PO
ABCC1/MRP1 = ABCB1/PgP CD19 CD38* CD3 CD45
X Survivina CD19 CD38* CD3 CD45

Legenda: FITC: isotiocianato de fluoroceina; PE: ficoeritrina; Pe-Cy7:
ficoeritrina cianina 7; APC-H7: aloficocianina-Hilite 7; Pacific Blue (PB);
Pacific Orange (PO).

Nota: * adicionado apenas nos casos com suspeita de MM e LLPL.

O painel de anticorpos monoclonais utilizados para a marcagao
das amostras controle de SP e de MO podem ser visualizados no Quadro
8.
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Quadro 8 - Painel de anticorpos monoclonais utilizados para a marcagéo de
membrana células nas amostras controle de SP e MO

Material FITC PE @ PercP/PercP Pe- APC APC- PB/V450 PO

Cy5.5 Cy7 H7
SP cDg  * CD3 CD19 CD20 CD80 CD4/CD20 CD45
MO X o * CD34 CD19 CD10 CD38 CD20  CD45

Legenda: FITC: isotiocianato de fluoroceina; PE: ficoeritrina; PerCP: complexo
proteina piridina de clorofila; PerCP-Cy5.5: complexo proteina piridina de
clorofila cianina 5.5; Pe-Cy7: ficoeritrina cianina 7; APC: aloficocianina; APC-
H7: aloficocianina-Hilite 7; PB: Pacific Blue; PO: Pacific Orange.

Nota: *no fluorocromo PE foram adicionados os anticorpos monoclonais
utilizados no estudo (CD86, CD210a, CD261, CD262, CD264, CD358, CD361
e CD163).

4.3.1 Técnica de marcacéo direta na membrana celular

Para a pesquisa dos antigenos presentes na membrana celular foi
realizada a técnica de marcacdo direta na qual os anticorpos
monoclonais ja estdo conjugados aos fluorocromos. As amostras foram
incubadas com os anticorpos monoclonais por 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apos esse periodo, os eritrocitos foram
lisados com a solucdo lisante (BD FACS Lysing Solution diluida 1/10) e
incubados novamente a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por
mais 10 minutos. Depois desse periodo, as células foram centrifugadas
por 5 minutos a 300g e o sobrenadante foi desprezado. Depois, 0 pellet
foi suspendido com solucdo salina (PBS) (Laborclin, Brasil) para ajustar
a suspens&o celular em 1 x 10° células/500pL e foi realizada a aquisicdo
no citdmetro de fluxo BD FACS Canto Il (Becton Dickinson- BD, San
Jose, USA).

4.3.2 Técnica de marcacao direta intracelular

Para a marcacdo intracelular da survivina e das proteinas de
resisténcia ABCB1/PgP e ABCC1/MRP1 o protocolo foi semelhante, no
entanto, primeiramente as células foram fixadas, e, posteriormente
permeabilizadas para que os anticorpos consiguissem atingir os sitios de
ligacdo localizados no interior das células. Para isso, foi utilizado o kit
de fixacdo e permeabilizagdo (ADG Van Der Grub Bio Research
GmbH). Foram adicionados 100puL de amostra aos tubos com os
volumes indicados dos marcadores de membrana (CD3, CD19 e CD45).
As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a
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temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Depois foi adicionado 100uL
do reagente de fixacdo (Reagente A) e a amostra foi incubada
novamente por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Passado esse tempo, foram adicionados 4 mL de PBS, procedeu-se a
homogeneizacdo e a centrifugacdo por 5 minutos a 300g. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi suspendido com
100pL do meio de permeabilizacdo (Reagente B), e, entdo adicionados
0s anticorpos monoclonais com sitio de ligagdo intracitoplasmatico
(survivina, ABCB1/PgP e ABCC1/MRP1). As amostras foram
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Apos esse periodo, foram adicionados 4mL de PBS aos tubos, procedeu-
se a homogeneizacdo e a centrifugacdo por 5 minutos a 300g. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido com
500uL de PBS, e procedeu-se a aquisi¢do das amostras no citbmetro de
fluxoBD FACS Canto Il (Becton Dickinson- BD, San Jose, USA).

4.3.4 Aquisicdo das amostras e estratégia de analise dos dados

A aquisicdo das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo BD
FACS Canto Il (Becton Dickinson- BD, San Jose, USA) utilizando-se o
programa BD FACS Diva versao 6.1.2 (BD, San Jose, USA) e a analise
dos dados foi realizada utilizando-se o programa Infinicyt versdo 1.7.1
(Cytognos, Salamanca, Espanha). Na aquisicdo das amostras foram
salvos 50.000 eventos (células) em cada um dos tubos. Para que
houvesse 0 minimo de perda de células e que ndo fosse adquirida uma
grande quantidade de restos celulares, células mortas ou hemécias ndo
lisadas, o threshold (ponto de corte) foi ajustado em 33.000 no
parametro Foward Scatter (FSC) referente ao tamanho celular. Para a
andlise, cada arquivo referente a um tubo de cada um dos individuos foi
analisado individualmente, posteriormente, o0s arquivos foram
unificados na op¢do merge files do programa Infinicyt para ser possivel
sobrepor os pardmetros de interesse e gerar os histogramas com as
médias das intensidades de fluorescéncia média (IFM) dos pacientes e
controles. Na analise foram eliminados os restos celulares por meio dos
dot plots FSC-H versus FSC-A, SSC-A versus FSC-A x SSC-A e SSC-
A versus CD45 (Figura 4).
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Figura 4 - Estratégia de analise para eliminagéo dos restos celulares

A B C

| | selegio3

Selegdio 2
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FSC-H
SSC-A

Selegio 1

Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A: Selecdo 1, sele¢do das células com FSC-H e FSC-A
divergentes; Painel B: Sele¢do 2, Restos celulares identificados pelo pequeno
tamanho (baixo FSC-A) e pouca granulosidade (baixo SSC-A); Painel C:
Selegdo 3, restos celulares identificados pela auséncia de expressdo de CD45

(marcador pan-leucocitério).

Fsca

Ap0s esta etapa, as células foram selecionadas da seguinte forma:
- Células linfoides B: positividade para CD19 no dot plot SSC x CD19
(Figura 5 - A); forte expressdo de CD45 no dot plot SSC-A x CD45
(Figura 5 - B). Cada caso foi analisado individualmente devido as
particularidades de cada neoplasia. Por exemplo, no diagnostico de
mieloma multipo cujas células geralmente ndo expressaram CD19 e/ou
CD45 foram avaliados pela localizagdo das células plasmocitarias no dot
plot FSC-A versus SSC-A (Figura 6- Selecdo 1); pela negatividade de
CD45 no dot plot SSC-A versus CD45 (Figura 6 - Selecdo 2) e pela
positividade para CD38.
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Figura 5 - Figura ilustrativa da estratégia de reconhecimento das células
linfoides B pela analise do CD19 e do CD45

HA iB

CD19:PE-Cy7-A CD45:V500-A
Fonte: A autora, 2016.

Nota: Painel A: selecdo das células CD19 positivas no dot plot SSC-A versus

CD19; Painel B: selecdo das células com forte expressdo de CD45 no dot plot

SSC-A versus CD45.

SSC-A
‘SSC-A

Figura 6 - Figura ilustrativa estratégia de reconhecimento das células
plasmocitarias CD19 negativas
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A: Selecédo 1, Identificacdo das células plasmocitarias pelo grande
tamanho (alto FSC-A) e grande complexidade citoplasmatica (alto SSC-A);
Painel B: Selecédo 2, Identificagdo das células plasmocitarias no CD45 (células
negativas em vermelho); Painel C: Selecdo 3, Visualizacdo das células
plasmocitarias no CD19.

- Ainda com relacdo as células B, analisou-se nas amostras de MO o0s
diversos estagios de maturacdo (Figura 7) utilizando-se o marcador pan-
B CD19, que é bem estabelecido para a analise da diferenciacdo das
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células B, em combinacdo com os marcadores CD20, CD10 e CD34,
separando-as em quatro subpopulacdes de acordo com a perda de CD10
e a aquisicdo de CD20. Dessa forma, as células pré-Bl apresentaram
expressao de CD34, forte expressdo de CD10 e auséncia de CD20; as
células pré-Bll ndo expressavam CD34, mas expressavam CD10 e
CD20 (de forma heterogénea); as células B imaturas (BlIl) néo
expressavam CD34, porém expressavam CD10 com fraca intensidade e
CD20 com forte intensidade; e as células B maduras (BIV) nédo
expressavam CD34 nem CD10, e apresentam CD20 com forte
intensidade (VAN LOCHEM et al., 2004).

Figura 7 - Estagios de maturacdo das células linfoides B nas amostras de
MO dos individuos sem neoplasias

1ES 262457
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CD10 APC

BIV

300 0

AE2 § 1E2 1Ea 1Es 262457

1E3
€D20 Pacific Blue

Fonte: A autora, 2017
Nota: B-I: pré-Bl; B-II: pré-Bll; B-I1l: imaturas; B-1V: maduras.

- Células linfoides T: positividade para CD3 no dot plot SSC-A versus
CD3 (Figura 8-A); forte expressdo de CD45 no dot plot SSC-A x CD45
(Figura 8- B);

- Eosinodfilos, neutréfilos, mondcitos e basofilos: pela localizagdo de
acordo com as caracteristicas de dispersdo de luz nos dot plots SSC-A x
CD45 (Figura 9- A) e FSC-A x SSC-A (Figura 9- B);
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Figura 8 - Figura ilustrativa da estratégia de reconhecimento das células
linfoides T pela analise do CD3 e do CD45
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A: selecdo das células CD3 positivas no dot plot SSC-A versus
CD3; Painel B: sele¢do das celulas com forte expressdo de CD45 no dot plot
SSC-A versus CDA45.

Figura 9 - Figura ilustrativa da estratégia de reconhecimento dos
eosinofilos, neutrdéfilos, mondcitos e baséfilos pela analise do CD45 e das
caracteristicas de dispersao de luz

Ha B

Eosindfilos

Eosindfilos

Neutrofilos
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A: Identificagdo dos eosinéfilos, neutr6filos, mondcitos e basofilos
de acordo com a expressdo de CD45; Painel B: Identificacdo dos eosinofilos,
neutréfilos, mondcitos e basofilos de acordo com as caracteristicas de disperséo
de luz (SSC-A e FSC-A).
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- Células NK: negatividade para CD3 e para CD19 no dot plot CD3 x

CD19 e na localizacdo no CD45 no dot plot SSC x CDA45;

Figura 10 - Figura ilustrativa da estratégia de reconhecimento das células
NK pela analise do CD3, do CD19 e do CD45
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A: selecdo das células negativas para CD3 e para CD19 no dot plot
CD3 versus CD19; Painel B: selegdo das células com forte expressdo de CD45
no dot plot SSC-A versus CD45.

Os dados referentes aos novos marcadores imunofenotipicos e as
proteinas (survivina e proteinas associadas a resisténcia a multiplos
farmacos) foram expressos de forma qualitativa como negativos ou
positivos. A expressao foi definida como negativa quando as células B
neoplasicas apresentaram localizacdo semelhante e/ou sobreposicdo
completa com o controle negativo (células ndo marcadas). A presenca
de expressao foi definida como intensidade fraca (-/+), moderada (+),
forte (++) ou intensa (+++) também em relacdo as células ndo marcadas
(Figura 11). Além disso, avaliou-se a intensidade de fluorescéncia média
(IFM) das células B neoplésicas. Para evitar vieses, a anélise estatistica
e os gréaficos foram elaborados subtraindo-se a IFM das células B
neoplasicas marcadas da IFM das células B ndo marcadas. O valor
gerado pelo célculo tem a finalidade de minimizar as varia¢Ges inerentes
a metodologia como alteragdes nas voltagens dos canais de
fluorescéncia e as diferencas nas configuragdes das compensacoes.
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Figura 11 - Padrao de expressao qualitativa dos resultados
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Fonte: Adaptado de Auat, 2017

4.3.5 Controle de Qualidade

A calibracdo do equipamento BD FACS Canto Il foi realizada
diariamente utilizando-se o sistema de particulas do reagente CS&T -
Cytometer Setup and Tracking Beads (BD Biosciences, EUA), que tem
como fungdo otimizar as voltagens e permitir que o software caracterize
automaticamente e relate as medidas do citbmetro. Também foi
utilizado o controle positivo de processos Immunotroll Cells®
(BeckmanCoulter, USA), o qual possui valores percentuais conhecidos
de linfocitos, mondcitos e granuldcitos e apresenta caracteristicas de
dispersdo de luz (FSC e SSC), intensidade de fluorescéncia e densidade
antigénica semelhantes aquelas observadas em amostras de sangue
periférico. Além disso, a compensacdo dos fluorocromos foi
padronizada e checada periodicamente seguindo as informacGes do
Consoércio Euroflow (KALINA et al., 2012).

Em todas as amostras de pacientes e controles, a presenga de
autofluorescéncia foi avaliada por meio de um tubo contendo apenas
células ndo marcadas com anticorpos monoclonais, mas que passaram
pelo mesmo método de preparacdo das células marcadas. De acordo
com o National Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS
(1998) a autofluorescéncia das células ndo marcadas é causada por
pirimidinas e nucleotideos de flavina, e este controle é importante para
identificar interferéncias de fatores ndo relacionados aos anticorpos
como, por exemplo, medicamentos que podem afetar a
autofluorescéncia celular. Além disso, esse controle foi utilizado para
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definir a regido considerada negativa e a considerada positiva para a
avaliacdo dos novos marcadores (NCCLS, 1998).

Também foi realizado o controle de fluorescéncia menos um
(FMO, do inglés Fluorescence-minus-one). Nesse tipo de controle, a
amostra é marcada com todos os anticorpos monoclonais presentes
naquele tubo, exceto um (Quadro 9). A anélise desse tipo de controle
permite a definicdo precisa das células que apresentam fluorescéncia
acima do sinal de ruido (background) e a distingdo entre as células
positivas e  negativas (PERFETTO; CHATTOPADHYAY;
ROEDERER, 2004). Isso ocorre porque esse controle avalia a
fluorescéncia intrinseca da célula e a fluorescéncia devido a ligacdo do
anticorpo monoclonal no canal de detec¢do, o que permite fixar o limite
superior de positividade para as células marcadas (TUNG et al., 2007).

Quadro 9- Exemplo de tubos para a avalia¢éo do controle FMO

Tubo PE PE-CY7 PB V500
A X X X X
B X CD19 CD3  CD45

C CD210a CD19 CD3  CD45

Legenda: FITC: isotiocianato de fluoroceina; PE: ficoeritrina; Pe-Cy7:
ficoeritrina cianina 7; PB: Pacific Blue.

Nota: Tubo A: Tubo sem fluorocromos (células ndo marcadas) para avaliagéo
da autofluorescéncia celular; Tubo B: Controle FMO, contendo todos os
fluorocromos exceto o marcador de interesse; Tubo C: tubo teste contendo
todos os fluorocromos.

No presente estudo, foi realizado o controle FMO com o0s
anticorpos monoclonais CD86 (APENDICE A), CD163 (APENDICE
B), CD210a (APENDICE C), CD261 (APENDICE D), CD262
(APENDICE E), CD358 (APENDICE F), CD361 (APENDICE G),
ABCC1/MRP1 (APENDICE H) e survivina (APENDICE I).

4.3.6 Analise Estatistica

A avaliacdo da distribuicdo Gaussiana dos parametros foi
realizada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. A avaliacdo das células
presentes no SP dos individuos considerados saudaveis foi realizada por
meio do Test T ou Mann-Whitney. A comparacao entre 0s subtipos de
neoplasias de células B maduras foi analisada com o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn-Bonferroni (ndo paramétricos).
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Todos os testes foram aplicados considerando-se um nivel de
significancia de 5% (p<0,05) e utilizando-se o programa SPSS, versdo
22.0. Os graficos foram elaborados com o programa GraphPad Prism
versdo 6.01.

4.4 ATIVACAO DE MONOCITOS in vitro

Para a validar a utilizacdo do CD80, analisou-se a expressdao em
mondacitos apos ativacdo in vitro. Para isso, foram utilizadas amostras de
SP de individuos saudaveis coletadas com anticoagulante heparina e o
agente mitogénico fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris, PHA
(GIBCO). O estudo de Nowell (1960) sugere que o PHA ndo atua
estimulando a mitose por si nos leucocitos, mas inicia a conversdo de
monacitos e linfocitos a um estado capaz de divisdo pois as células
provenientes de amostras de SP normais ndo sdo mitoticamente ativas.

Para a ativacdo, a cultura celular foi realizada em fluxo laminar
utilizando-se 0,5 ml de amostra de SP e 4 ml de meio de cultura RPMI
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml de
penicilina 59 e 100 pg/ml de estreptomicina. Em seguida, foram
adicionados 100 pl de PHA (GIBCO) e a suspenséo celular foi incubada
por trés dias a 37°C, numa atmosfera com 5% de CO,.
Concomitantemente, foi processada uma cultura de mondcitos, nas
mesmas condicdes, contudo sem a adi¢do da fitohemaglutinina (controle
negativo). A seguir, a suspensdo de células foi centrifugada e o
sobrenadante desprezado. Uma aliquota de 300 ul de PBS foi adicionada
ao sedimento e, em seguida, foram pipetados 100 ul dessa suspenséo
para a marcacdo imunofenotipica (AUAT, 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 195 amostras (Tabela 2) de individuos
adultos, 113 do género masculino (58 + 18 anos) e 82 do feminino (61 +
18 anos), nas quais a porcentagem de células B neoplasicas variou entre
0,8% e 96,0%. Para cada marcador o nimero total de amostras variou
devido ao volume de amostra (para amostras com pouco volume néo foi
possivel realizar a marcacdo para todos 0s marcadores); ou quantidade
de cada anticorpo monoclonal (o volume de uso foi diferente para cada
marcador devido a titulagdo, dessa forma, o nimero total de testes
variou). Para analise estatistica, foram considerados como “grupos” as
neoplasias que continham mais de trés amostras de pacientes, dessa
forma, aquelas que continham uma ou duas amostras de pacientes
também foram incluidas nas Figuras, porém nenhum teste estatistico foi
aplicado para a comparagé&o.

Tabela 2 - Distribuicdo de géneros e de tipos de amostras nas diferentes
neoplasias de células B analisadas.

Neoplasia M F Total Amostra
Linfoma intermediério entre LCM e LZME 0 1 1 1sP
Leucemia prolinfocitica 1 0 1 1SP
Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo 1 0 1 1 MO
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo 1 0 1 1 MO
Linfoma da zona marginal 1 2 3 3 MO
Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo 4 2 6 3Bx, 1 MO, 2 PAAF
Linfoma linfoplasmocitico 3 4 7 1Bx, 5MO, 1SP
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo 6 1 7 5 Bx, 1 Lig Asc, 1 SP
Linfoma de Burkitt 6 2 8 6 MO, 1 PAAF, 1 Bx
Tricoleucemia 7 1 8 7 MO, 1 SP
Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo 3 7 10 3 MO, 7 SP
Linfoma de células do manto 10 5 15 1Bx, 1 Lig Asc, 8 MO, 5 SP
Linfoma folicular 4 12 16 4 Bx, 7 MO, 3 SP, 2 PAAF
Leucemia linfoblastica aguda B 10 7 17 12 MO, 5 SP
Mieloma mdaltiplo 23 11 34 34 MO
Leucemia linfocitica cronica 33 27 60 6 Bx, 9 MO, 1 PAAF, 44 SP

Nota: LCM: Linfoma de células do Manto; LZME: Linfoma da Zona Marginal
Esplénica; M: Masculino; F: Feminino; SP: Sangue Periférico; MO: Medula
Ossea; Bx: Biopsia; PAAF: Puncdo Aspirativa por Agulha Fina; Lig Asc:
Liquido Ascitico.
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Do total de casos, 11 ndo foram classificados em nenhum
subtipo de neoplasia de células B maduras, um caso de linfoma de
células B CD5 positivo CD10 negativo e 10 casos de Linfomas de
células B CD5 negativo CD10 negativo. O caso CD5 positivo CD10
negativo tratava-se de uma amostra de MO com 28% de células B
maduras e monoclonais (slgKappa positivo), cujo fendtipo era
semelhante ao observado em uma amostra de SP, coletada no més
anterior. O escore de Matutes para LLC foi igual a dois: CD5 positivo
(um ponto) e slgM negativo (um ponto); CD23 negativo e CD79B
positivo ndo somaram pontos. De acordo com Sandes e colaboradores
(2015), o escore de Matutes inferior a quatro associado & expressdo
fraca ou negativa de CD23 e positividade para CD200 sugere o
diagndstico diferencial entre LLC atipica, leucemia prolinfocitica e
outros linfomas. A IFM das células patolégicas com os marcadores
presentes no painel Euroflow foi comparada com a IFM obtida com
amostras das seguintes neoplasias: linfoma de Burkitt, LGDCB, linfoma
folicular, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de células do manto,
linfoma da zona marginal, LLC e tricoleucemia. De acordo com 0s
resultados, 10 dos 17 marcadores analisados sugerem o diagndstico
diferencial entre LLC e linfoma de células do manto.

Os 10 casos de linfomas de células B CD5 negativo CD10
negativo compreendem um grupo imunofenotipico que até os dias de
hoje continuam sendo um desafio para o diagnostico. Embora, de acordo
com a literatura, a maioria dos casos sejam referentes a linfoma
linfoplasmocitico ou linfoma da zona marginal o diagndstico correto s6
pode ser determinado se for realizada a andlise do linfonodo ou outra
bidpsia tecidual, no entanto, isso hem sempre é viavel ou necessario
clinicamente (HANSON; MORICE, 2008). No presente estudo, néo
foram coletadas bidpsias de tecidos linfoides para a avaliacdo
histopatoldgica nesses pacientes. Os diagndsticos mais provaveis desse
grupo sdo linfoma da zona marginal ou LDGCB, pois a maioria desses
pacientes apresentou o seguinte fenétipo: negatividade para CD5, CD10,
CD23, CD11c, CD43, positividade forte para CD20 e pontuacdo no
escore de Matutes entre 0 e 2.

A dificuldade em identificar linfomas de células B CD5 negativo
CD10 negativo ndo ocorreu apenas neste trabalho. Goldaniga e
colaboradores (2008) analisaram 56 casos de pacientes com diagnostico
de linfoma com fené6tipo CD5 e CD10 negativos de acordo com as
caracteristicas citomorfolégicas, achados laboratoriais (como proteinas
monoclonais séricas) e aspectos clinicos como a presenca de
esplenomegalia, desses, somente 49 foram adequadamente classificados.
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O restante permaneceu em uma categoria ndo especificada, como no
presente estudo.

No presente estudo, obteve-se seis casos de LLC atipica com
pontuacdo no escore de Matutes inferior a dois. Todos 0s casos
expressavam CD5 e CD200, no entanto, em um dos casos a expressdo
para CD23 era negativa. Porém, como foi demonstrado pela imuno-
histoquimica auséncia da expressdo da proteina ciclina D1, foi excluido
o diagnostico de LCM.

Das dez amostras de SP de individuos considerados saudaveis,
cinco eram do género masculino (27 + 4 anos) e cinco do género
feminino (31 + 8 anos), e a porcentagem de células linfoides B variou
entre 2,5% e 6,2% (4,2 £ 1,2%). Das oito amostras de MO de individuos
sem neoplasias hematoldgicas, cinco eram do género masculino (36 +
25 anos) e trés do género feminino (23+ 5 anos), e a porcentagem de
células linfoides B variou entre 1,9% e 18,4% (7,7 £ 5,3%).

5.1 CARACTERIZACAO DO CD80 E DO CD86

Conforme dados da literatura apresentados anteriormente,
observa-se expressdo de CD80 e CD86 em células neoplasicas e ndo
neoplasicas. Assim, a expressdo desses antigenos foi analisada nas
células de SP e MO com auséncia de neoplasias hematologicas e
posteriormente nas células de pacientes com neoplasias de células B.

5.1.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Analisou-se o perfil de expressdo do CD80 e do CD86 nos
eosinofilos, neutréfilos, mondcitos, linfocitos (B e T), células NK e
baséfilos nas amostras de SP de individuos considerados saudaveis
(controles). A representacdo grafica do perfil de expressdo nessas
células pode ser observada na Figura 12 (A e B) e a média das IFM nos
dez individuos bem como a significancia estatistica pode ser observada
na Tabela 3. A expressdo de todos os marcadores, utilizados neste
estudo, foi analisada em células normais e neoplésicas. Em ambos os
casos, foi comparada @ média das IFM das células ndo marcadas
(controle negativo) com aquele das células marcadas. Embora alguns
marcadores em certos tipos celulares apresentassem diferencas
estatisticas em relagdo ao IFM do grupo controle (células ndo
marcadas), essa diferenca ndo foi visualizada nos histogramas. Por
exemplo, a expressdo do CD86 nos eosindfilos: no histograma a
intensidade de expresséo coincide com o grupo controle, porém quando
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a IFM ¢é avaliada, a mesma é estatisticamente diferente. Porém, na
maioria das outras células a expressdo dos marcadores a diferenga
estatistica é consistente com os resultados observados nos histogramas.

Figura 12 - Histogramas da caracterizacdo do CD80 e do CD86 nas células
do SP dos individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Células marcadas com CD80 e CD86 em cores e células ndo marcadas
(controle negativo) em cinza. Para o0 CD8O0 foi realizado Teste t em neutrofilos e
linfocitos T e teste Mann-Whitney em linf6citos B, mondcitos, eosinofilos,
basdfilos e células NK. Para o CD86 foi realizado Teste t em mondcitos,
eosindfilos e neutréfilos e teste Mann-Whitney em linfécitos B, linfécitos T,
basofilos e células NK. * p < 0,05

Como pode ser observado Tabela 3, de todas as células do SP
analisadas, somente os mondcitos apresentaram expressdo de CD80,
porém ao analisar o histograma (Figura 12-A) ndo foi possivel
considerar 0s mondcitos como células positivas para o CD8O0.
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Tabela 3 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com CD80 e do CD86 nos diferentes tipos celulares do SP dos
individuos saudaveis

Tipo Celular Média da IFM p Meédia da IFM p
CNM  CD80 CNM CD86
Eosindfilos 3 4 0,393 523 602 0,016*
Neutrofilos 55 57 0,565 121 113 0,517
Mondcitos 36 132 <0,001* 94 1046 <0,0001*
Basofilos 1 1 0,853 57 53 0,353
Linfécitos B 12 16 0,481 37 168 <0,0001*
Linfocitos T 25 26 0,674 43 43 0,739
Células NK 4 4 0,247 47 45 0,912
Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05

De acordo com a literatura, 0 CD80 é expresso em mondcitos
ativados (VASILEVKO et al.,, 2002). Dessa forma, realizou-se a
ativacdo dos monécitos com fitohemaglutinina e observou-se fraca
expressdo (-/ positivo) de CD80 validando-se assim o uso desse
anticorpo nesta pesquisa (Figura 13).

Figura 13- Expressdao de CD80 em mondcitos sem e com ativagdo com
fitohemaglutinina

" cpso”
Fonte: A autora, 2017
Nota: em preto mondcitos ndo ativados, em vermelho mondcitos
ativados com fitohemaglutinina

Os resultados demonstrados na Figura 12-B mostram que 0s
eosinoéfilos, mondcitos e linfocitos B do SP de individuos considerados
saudaveis expressam CD86. Esses resultados vdo ao encontro daqueles
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descritos na literatura, onde estd demonstrado que o CD86 é expresso
constitutivamente em mondcitos (VASILEVKO et al., 2002) e em
células B do centro germinal e B maduras (LLINAS et al., 2011).
Apesar de apresentar diferenca estatistica, ndo é possivel observar
expressdo para os eosindfilos nas amostras de SP dos individuos
saudaveis.

5.1.2 Células de medula dssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

A expressdo do CD86 foi analisada nos plasmacitos, eosindfilos,
mondcitos, linfécitos (B e T/NK) e células da série neutrofilica nas
amostras de MO dos individuos sem neoplasias hematoldgicas. A
representacdo gréfica do perfil de expressdo nessas células pode ser
observada na Figura 14 e a média das IFM da expressdo do CD86 nas
células dos oito individuos bem como a significancia estatistica, pode
ser observada na Tabela 4.

Tabela 4 - Médias das IFM do CD86 nas amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD86
Eosinofilos 580 1136 0,038*
Série Neutrofilica 166 242 0,038*
Mondcitos 135 1598 <0,0001*
Plasmacitos 228 597 <0,0001*
Linfécitos B 87 131 0,208
Linfécitos Bl 54 84 0,096
Linfécitos Bl 86 122 0,310
Linfécitos BIlI 97 148 0,111
Linfécitos BIV 100 177 0,161
Linfécitos T/NK 51 84 0,010*
Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05

Na analise dos histogramas (Figura 14) e da IFM (Tabela 4), foi
possivel observar que os monécitos expressam CD86 com intensidade
moderada. Esses resultados corroboram com o relatado na literatura
(VASILEVKO et al., 2002). Além disso, pode-se verificar que 0s
plasmécitos também expressam CD86, porém de forma fraca, e nos
eosinofilos a expressdo é parcial. Além disso, foi possivel observar
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positividade muito fraca nos estagios Bl, BIl e BIV ndo sendo
significativa (Figura 14). Ndo foram encontrados estudos que avaliaram
a expressdo nos estagios de maturacdo das células B para efeitos de
comparacao.

Figura 14 - Histogramas da caracterizacdo do CD86 nas células de MO dos
individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Células marcadas com CD86 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (eosinofilos, linfécitos B, linfécitos BI, Bll e BllI) e
Mann-Whitney (série neutrofilica, mondcitos, linfécitos T/NK, plasmécitos e
linfocitos BIV). * p < 0,05

5.1.2 Células de pacientes com neoplasias hematoldgicas
A andlise do CD80 e do CD86 foi realizada em células de 147

pacientes com neoplasia de células B (Tabela 5), dos quais 63 (42,8%)
eram do género feminino (60 £ 20 anos) e 84 (57,2%) do género
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masculino (58 = 18 anos). Com relacdo ao tipo de amostra, uma era
bidpsia de boca (palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um liquido
ascitico, um aspirado de mandibula, dois aspirados de linfonodo, 15
bidpsias de linfonodo, 50 SP e 76 aspirados de MO.

Tabela 5 - NUmero de casos de cada neoplasia para o CD80 e para o CD86.

Neoplasia NUmero de casos
Linfoma com caracteristicas intermediarias entre LCM e LZME 1
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo 1
Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo 1
Linfoma da zona marginal 2
Linfoma linfoplasmocitico 4
Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo 4
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo 5
Linfoma de Burkitt 5
Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo 6
Tricoleucemia 6
Linfoma de células do manto 10
Leucemia linfoblastica aguda B 13
Linfoma folicular 13
Mieloma multiplo 26
Leucemia linfocitica cronica 47

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal
esplénica.

Como pode ser visualizado na Figura 15, a expressao de CD80 é
fraca nas células B do paciente com diagnostico de linfoma de células B
com caracteristicas intermedidrias entre LCM e LZME e muito fraca nos
grupos LDGCB e LLPL. A expressdo desse marcador ndo apresentou
diferencas estatisticas entre os grupos (p = 0,247). Na andlise da Figura
16 é possivel observar uma heterogeneidade de expressdo do CD80
principalmente nos pacientes com LDGCB, nos quais a intensidade de
expressao variou de fraca a forte (IFM variou de 0 a 2214). A expressdo
de CD80 nas amostras dos pacientes com LF variou de negativa a
positiva com fraca intensidade (IFM entre 0 e 381), ja nas amostras de
LLC a IFM variou entre 0 e 880 e nas amostras de TL variou entre 0 e
752.
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Figura 15 - Histogramas representativos da comparacéo da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD80.
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplasicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZME: linfoma da zona marginal esplénica; LZM:
linfoma da zona marginal; TL: tricoleucemia; MM: Mieloma Multiplo.
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Figura 16 - Comparagdo da expressdo de CD80 entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LB: Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B CD5 negativo
CD10 negativo; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma
folicular; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica
cronica; LCM: Linfoma de células do manto; MM: Mieloma Mdltiplo; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; TL: tricoleucemia.

Dorfman e colaboradores (1997) demonstraram que todas as
células neoplésicas dos linfomas B do centro germinal, incluindo LF e
LDGCB, expressam CD80, embora com fraca intensidade. No entanto,
naquele foi observado uma discrepancia entre os resultados obtidos da
CF com a imuno-histoquimica ou imuno-citoquimica. Na época,
concluiu-se que, devido a diferenca de sensibilidade, a expressdo de
CD80 ndo podia ser detectada por citometria de fluxo, tanto por
protocolos de marcacdo direta quanto indireta. Além disso, foi
observado que o CD86 foi expresso em uma pequena porcao de casos de
linfoma analisados (6 em 20 casos). Diferente do que foi descrito por
Dorfman e colaboradores (1997), neste estudo, pode-se observar a
expressdo de CD80, embora fraca, nas células neoplasicas dos casos de
LDGCB por CF.

O estudo de Dogan e colaboradores (1998) evidenciou por
imuno-histoquimica, positividade para CD80 em células de pacientes
com LF, embora a expressdo tenha sido fraca. A desregulacdo da
expressdo CD80 nas células neoplasicas foi referenciada como um
possivel mecanismo desenvolvido pelas células do linfoma folicular
para escapar da vigilancia imunolégica (DOGAN et al., 1998).

Anos depois, com 0 aprimoramento da citometria de fluxo, no
estudo realizado por Dakappagari e colaboradores (2012) foi possivel
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observar a expressdo do CD80 em células B patoldgicas provenientes de
bidpsias de pacientes com diagndstico de NCBM. Nesse estudo, 0 CD80
foi expresso em 97% dos casos de LF, 91% de LZM, 90% de LDGCB,
75% de LCM e 43% de LLC/LLPC.

O estudo de Faure e colaboradores (2011) analisou por CF a
expressdo do CD80 em 46 casos de LLA-B e encontrou expressdo fraca
desse marcador em apenas um dos casos (FAURE et al., 2011). No
presente estudo, ndo foi observada positividade para o CD80 em
nenhum dos casos de LLA avaliados.

Com relagcdo ao CD86, a andlise dos histogramas (Figura 17)

demonstrou expressdo heterogénea para as células neoplasicas dos
pacientes com LDGCB e LF, as quais variaram de negativa a positiva
com moderada intensidade. J& para os pacientes com LB, LLA, LLC,
LLPL, LZM e MM observou-se fraca (-/ positivo) intensidade de
expressao. A avaliagdo estatistica com o teste Kruskall-Wallis mostrou
significancia (p <0,0001) entre os grupos de neoplasias avaliados. As
diferencas foram observadas entre TL e MM (p = 0,043), LCM e MM (p
- 001@uacl1’CB Clr?alé) ggﬁgggsg’%lg %%a%\l/é)g%o |co(pd|feoréor§c§2ﬂ en re
eshab/hgoplagiad £)ok nasetsioko Mb/lacordo com o

Na Figura 18, é possivel observar a heterogeneidade de expressao

principalmente nos grupos LB, LDGCB e MM nos quais a IFM variou
de 53 a 5870, de 10 a 4199 e de 88 a 4271, respectivamente.
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Figura 17 - Histogramas representativos da comparacdo da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD86.
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplésicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica crénica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZME: linfoma da zona marginal esplénica; LZM:
linfoma da zona marginal; TL.: tricoleucemia; MM: Mieloma Multiplo.
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Figura 18 - Comparacdo da expressdo de CD86 entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LB: Linfoma de Burkitt; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B;
LF: Linfoma folicular; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia
linfocitica crbnica; LCM: Linfoma de células do manto; MM: Mieloma
Mudltiplo; TL: tricoleucemia; LCB: Linfoma de Células B CD5 negativo CD10
negativo; LLPL.: linfoma linfoplasmocitico.

Em 1993, Ranheim e Kipps demonstraram que a expressdo de
CD86 por CF em células de LLC é de fraca intensidade (RANHEIM,;
KIPPS, 1993), o que corrobora os dados do presente estudo.

Em 1997, Dorfman e colaboradores demonstraram que todos 0s
linfomas B do centro germinal incluindo LF e LDGCB expressam
CD86, embora com fraca intensidade corroborando os dados
visualizados no presente estudo, nos quais os linfomas do centro
germinativo (LB, LDGCB e LF) tambhém expressaram CD86.

O estudo de Dogan e colaboradores (1998) evidenciou por
imuno-histoquimica, positividade para CD86 em células de pacientes
com LF, embora a expressdo tenha sido fraca. Semelhante ao observado
no CD80, a desregulacdo da expressdo do CD86 nas células neoplasicas
pode ser o mecanismo pelo qual as células do LF escapam da vigilancia
imunoldgica (DOGAN et al., 1998).

No estudo de Chaperot e colaboradores (1999) foram analisadas a
expressdo de CD80 e CD86 nas células patologicas em casos de
linfomas de células B por citometria de fluxo, e ndo foi observado a
expressao dos dois marcadores em 29% dos casos, a expressao de
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apenas CD86 em 26% dos casos, a expressdo de CD8O0 foi observada em
apenas 16% dos casos e a co-expressdo de ambas as moléculas em 30%
dos casos (CHAPEROT et al., 1999).

O estudo de Pope e colaboradores (2000) evidenciou por
citometria de fluxo a expressdo heterogénea de CD86 em células
plasmocitarias de pacientes com MM, onde 54% dos pacientes
expressavam o marcador ao diagnoéstico (POPE et al., 2000).

O estudo de Faure e colaboradores (2011) analisou por citometria
de fluxo a expressdo do CD86 em 46 casos de LLA-B e observou a
expressdo em 22 casos. Desses, seis casos com forte expressdo (FAURE
et al., 2011). No presente estudo, observou-se expressdo de CD86 em
nove casos, dos quais cinco apresentaram expressdo fraca (-/+) e quatro
apresentaram intensidade moderada (+).

Assim, apesar do CD80 e do CD86 serem expressos em alguns
tipos de NCBM, esses marcadores nao sdo Uteis para o diagnostico
diferencial de neoplasias com sobreposi¢do fenotipica.

5.3 CARACTERIZAGCAO DO CD163

Conforme abordado anteriormente, os dados da literatura
sugerem que a expressdo do CD163 esta restrita a células da linhagem
monocitica (BUECHLER et al., 2000). No entanto, como havia esse
AcMo disponivel no laboratério, buscou-se a expressao nas células B
demonstrando infidelidade de linhagem nas células neoplésicas. Assim,
na sequéncia, encontra-se a avaliagdo desse marcador em células de SP
e MO com auséncia de neoplasias hematol6gicas e nas células dos
pacientes com neoplasias de células B.

5.3.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Como pode ser observado na Figura 19 e na Tabela 6, dentre
todas as células analisadas nas amostras de SP dos individuos
considerados saudaveis, apenas 0s mondcitos e os linfécitos B
apresentaram expressdo moderada e fraca, respectivamente, ambos com
significancia estatistica em relacdo as células ndo marcadas. Os
neutréfilos apresentaram diferencas estatisticas, no entanto, a IFM foi
maior nas células ndo marcadas quando comparado com as células
marcadas, ndo sendo dessa forma relevante.
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Figura 19 - Histogramas da caracteriza¢do do CD163 nas células do SP dos
individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: células marcadas com CD163 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. * p < 0,05- Teste t (mondcitos e eosinofilos) e Mann-
Whitney (linfocitos B, linfocitos T, neutrdéfilos, basofilos e células NK).

Os resultados apresentados divergem com os dados da literatura
gue apontam que apenas as células da linhagem monocitica
(mondcitos/macréfagos) expressam CD163 (BUECHLER et al., 2000).
Como as células B normais expressaram CD163, levantou-se a hipdtese
de que as células B neoplasicas de NCBM poderiam expressar CD163.
Para responder esse questionamento, avaliou-se a expressao desse
marcador nas células B de individuos com neoplasias hematoldgicas e
nas células B imaturas da MO, como descrito a seguir.
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Tabela 6 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com CD163 nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos
saudaveis

Tipo Celular Média da IFM P
CNM CD163
Eosinofilos 523 557 0,266
Neutréfilos 121 88 0,019*
Monécitos 94 456 <0,0001*
Basofilos 57 50 0,165
Linfécitos B 37 95 0,011*
Linfocitos T 43 73 0,315
Células NK 47 38 0,315
Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05

5.3.2 Células de medula d¢ssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

Como demonstrado na Tabela 7, apenas os mondcitos e 0s
linfocitos T/NK apresentaram expressdo de CD163 de forma
significativa. No entanto, conforme demonstrado na Figura 20, pode-se
considerar apenas 0s monocitos como positivos para esse marcador. A
expressdo nos monacitos foi heterogénea devendo ser investigada se a
diferenca é em relacdo ao estdgio de maturacdo podendo ser mais
expresso em mondcitos maduros e menos expresso Nos imaturos.

Nas amostras de MO as células linfoides B imaturas nao
expressaram CD163 de forma significativa, essa expressdo fica
reservada para as células B maduras do SP (Figura 19). As células
linfoides B derivam de uma célula progenitora hematopoiética na MO
(BONILLA; OETTGEN, 2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010) e
permanecem nesse local até o estagio de célula B virgem. Nesse estagio,
essas células entram na circulagdo sanguinea e migram para 0s 6rgaos
linfoides secundarios (linfonodos, tecidos linfoides associados & mucosa
e baco), nos quais ocorre a diferenciacdo em células B de meméria ou
efetora (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; PEREZ-ANDRES et al.,
2010). Essas informagdes sugerem que a expressdo de CD163 nas
células B pode estar relacionada com a maturacdo nos 6rgaos linfoides
secundarios ou com o contato com algum antigeno durante sua migracdo
da MO para esses 6rgéos.
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Tabela 7 - Médias das IFM do CD163 nas amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD163
Eosinofilos 580 1462 0,065
Série Neutrofilica 166 219 0,369
Monocitos 135 569 0,002*
Plasmécitos 229 351 0,161
Linfécitos B 87 108 0,526
Linfécitos BI 54 80 0,252
Linfdcitos Bl 86 115 0,396
Linfécitos BIlI 97 107 0,746
Linfécitos BIV 100 121 0,644
Linfécitos T/NK 51 173 0,038*
Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05

Figura 20 - Histogramas da caracteriza¢do do CD163 nas células de MO
dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.

Nota:; Células marcadas com CD163 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (série neutrofilica, linfocitos B, linfécitos T/NK,

linfécitos BI, BII, Blll e BIV) e Mann-Whitney (eosin6filos, mondcitos e
plasmdcitos). * p < 0,05
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5.3.3 Células de pacientes com neoplasias hematolégicas

A analise do CD163 foi realizada em células de 83 pacientes com
neoplasia de células B (Tabela 8), dos quais 36 (43,4%) eram do género
feminino (62 + 20 anos) e 47 (56,6%) do género masculino (56 + 19
anos). Com relacdo ao tipo de amostra, uma era bidpsia de boca (palato),
um aspirado de mandibula, dois aspirados de linfonodo, sete bidpsias de
linfonodo, 36 SP e 36 aspirados de MO.

Tabela 8 - NUmero de casos de cada neoplasia para o CD163.

Neoplasia Numero de casos

Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo
Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo
Tricoleucemia

Linfoma de Burkitt

Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo
Linfoma de células do manto

Linfoma folicular

Leucemia linfoblastica aguda B

Mieloma multiplo

Leucemia linfocitica crbnica

w e
ERmNowwdONE

Na Figura 21, ndo é possivel observar diferencas entre as células
marcadas com CD163 (em vermelho) em relacdo as células ndo
marcadas (em cinza) entre nenhum grupo de neoplasias. No entanto, na
avaliacdo da IFM, verificou-se que as células dos pacientes com LCM
expressam esse marcador de forma heterogénea (Figura 23). A andlise
estatistica demonstrou diferencas entre os grupos de neoplasias de
células B referentes a expressdo de CD163 (Kruskall-Wallis, p = 0,001).
No pos-teste de Dunn-Bonferroni foi verificada a presenca de diferenca
significativa entre os grupos LCM (IFM de 1 a 27) e MM (IFM de 0 a 3)
(p = 0,007). No entanto, conforme Quadro 4, ndo ha necessidade de
realizar o diagnostico diferencial essas neoplasias, pois seus fenotipos
sdo muito distintos.
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Figura 21 - Histogramas representativos da comparacéo da expresséo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD163.

LCB CD5 negativo
CD10 negativo

Fonte: A autora, 2017.
Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplésicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; TL: tricoleucemia; MM: Mieloma Multiplo.
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Figura 22 - Comparacdo da expressdo de CD163 entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo com as células B dos individuos saudaveis
(controle negativo)

50+

304 1

ZO-T
10
o] 1B =

-10

T T T T

L & X <O
VS S PSS

Fonte: A autora, 2017.
Nota: LB: Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B CD5 negativo
CD10 negativo; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma
folicular; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica
cronica; LCM: Linfoma de células do manto; MM: Mieloma Multiplo.

Poucos estudos foram realizados avaliando-se o CD163 em
NCBM. No estudo realizado por Nguyen e colaboradores (2005) a
expressdao do CD163 foi avaliada por imunohistoquimica em 1105
amostras de neoplasias e em tecidos normais e ndo foi observada
expressdo nas células dos pacientes com linfomas (NGUYEN et al.,
2005). Outros estudos avaliaram a expressdio do CD163 por
imunohistoquimica em amostras de pacientes com LDGCB, no entanto,
nao foi avaliada a expressdo nas células B neoplasicas, mas sim nos
macréfagos presentes nas amostras (BOHN et al, 2012; ZENG et al,
2015). No presente estudo, também ndo foi observada a expressdo de
CD163 significativa nas células B neoplasicas dos pacientes com
NCBM que possa ter valor diagnostico (Figura 21).

5.4 CARACTERIZACAO DO CD210a

Como mencionado anteriormente, o CD210a participa das
respostas imunoldgicas, as quais envolvem as células B. Nesse sentido
foi avaliado a expressdo desse marcador em células de SP e MO com
auséncia de neoplasias hematolégicas e nas células dos pacientes com
neoplasias de células B.
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5.4.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Como pode ser observado na Tabela 9 e Figura 23 , todas as
células das amostras de SP dos individuos considerdveis saudaveis
expressam CD210a, com significancia estatistica. Pode-se observar pela
IFM, que os mondcitos, os linfécitos T e as células NK apresentam
expressao moderada desse marcador, ja os neutréfilos, os linfocitos B e
0s basofilos apresentam expresséo fraca.

Os resultados do presente trabalho sdo semelhantes aos descritos
por Matesanz-Isabel e colaboradores (2011), que demonstraram a
expressdo de CD210a na maioria das ceélulas hematopoiéticas,
especificamente em mondcitos, nas células dendriticas monocitoides e
nos linfécitos T e B (pro-B, pré-B, imaturas, maduras, centro germinal e
de meméria) (MATESANZ-ISABEL et al., 2011). Por outro lado, o
estudo de Llinas e colaboradores (2010) avaliaram a expressdo de
CD210a apenas nas células B e observaram que apenas as células B do
centro germinal expressam o marcador (LLINAS et al., 2011).

Tabela 9 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com CD210a nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos
saudaveis

Tipo Celular Meédia da IFM P
CNM CD210a
Eosinofilos 523 673 <0,0001*
Neutrofilos 121 265 <0,0001*
Mondcitos 94 394 <0,0001*
Basofilos 57 132 <0,0001*
Linfocitos B 37 140 0,001*
Linfocitos T 43 231 <0,0001*
Células NK 47 237 <0,0001*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05
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Figura 23 - Histogramas da caracterizagdo do CD210a nas células do SP
dos individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: células marcadas com CD210a em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza.Teste t (eosinéfilos) e Mann-Whitney (linfécitos B,
mondcitos, neutrdfilos, linfécitos T, basofilos e células NK). * p < 0,05.

5.4.2 Células de medula 6ssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

Na andlise dos resultados obtidos da avaliacdo da expressdo do
CD210a nas células das amostras de MO dos individuos sem neoplasias
hematoldgicas, pode observar que, de forma semelhante ao encontrado
no SP, todas as células hematopoiéticas analisadas expressam CD210a
com significancia estatistica (Figura 24 e Tabela 10).

Os resultados apresentados (Figura 24 e Tabela 10) mostram que
0s mondcitos, os neutrdfilos e os linfécitos T/NK apresentaram
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expressao moderada e os eosinofilos expressao parcial, 0 que corrobora
0s dados de Matesanz-lsabel e colaboradores (2011). Também foi
observada fraca expressdo em células B e plasmdcitos. Ao avaliar os
estagios de maturacdo das células B, foi observada fraca intensidade
para todos os estagios com exce¢do do estagio Bl (imaturas) as quais
ndo apresentaram expressdo, diferentemente do observado por
Matesanz-Isabel e colaboradores (2011) que observaram expressao fraca
em todos os estagios maturativos. Apos avaliar a expressdo de CD210a
nas células hematopoiéticas no SP e MO, partiu-se para a etapa de
avaliacdo nas amostras de pacientes com NCBM.

Tabela 10 - Médias das IFM do CD210a nas amostras de MO dos
individuos sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD210a
Eosinofilos 580 2730 <0,0001*
Série Neutrofilica 166 593 <0,0001*
Monécitos 135 385 <0,0001*
Plasmdcitos 229 1221 0,0011~*
Linfécitos B 87 227 0,003*
Linfocitos BI 54 395 0,023*
Linfécitos BlI 86 295 0,038*
Linfécitos Bl 97 271 0,007*
Linfécitos BIV 100 222 0,032*
Linfécitos T/NK 51 186 <0,0001*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas;
*
p <0,05
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Figura 24 - Histogramas da caracterizagdo do CD210a nas células de MO
dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Células marcadas com CD210a em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (linfocitos B, linfécitos Bl e BIV) e Mann-Whitney
(eosindfilos, série neutrofilica, mondcitos, plasmdcitos, linfocitos T/NK,
linfocitos BIl e BIII). * p < 0,05

5.4.3 Células de pacientes com neoplasias hematolégicas

A andlise do CD210a foi realizada em células de 150 pacientes
com neoplasia de células B (Tabela 11), dos quais 64 (43,2%) eram do
género feminino (60 + 18 anos) e 86 (56,8%) do género masculino (57 =
20 anos). Com relagdo ao tipo de amostra, uma era bidpsia de boca
(palato), uma bidpsia ocular (6rbita), dois liquidos asciticos, um
aspirado de mandibula, dois aspirados de linfonodo, 15 bidpsias de
linfonodo, 52 SP e 76 aspirados de MO.
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Tabela 11 - Namero de casos de cada neoplasia para o CD210a.

Neoplasia NUmero de casos
Linfoma com caracteristicas intermediérias entre LCM e LZME 1
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo 1
Linfoma da zona marginal 2
Linfoma linfoplasmocitico 4
Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo 4
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo 6
Tricoleucemia 6
Linfoma de Burkitt 7
Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo 7
Linfoma de células do manto 11
Leucemia linfoblastica aguda B 14
Linfoma folicular 14
Mieloma maultiplo 27
Leucemia linfocitica cronica 46
Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal

esplénica.

De acordo com a Figura 25, as células neoplasicas de todos os
grupos de neoplasias de células B apresentaram expressao de CD210a
com intensidade variando entre fraca e moderada.

Como pode ser observado na Figura 26, ha diferencas
significativas de expressdo do CD210a entre os grupos de NCBM (p
<0,0001). Na analise entre as neoplasias, foi identificado diferencas
entre as células neoplasicas dos pacientes com LLA e MM (p <0,0001) e
entre as células dos pacientes com LLC e MM (p <0,0001). A variacdo
na IFM das células com MM foi altissima (de 132 a 13588) enquanto
que nos casos de LLA (0 a 606) e LLC (104 a 558) a variacdo foi baixa.
Porém, o diagndstico diferencial entre MM e LLA & irrelevante, assim
como entre MM e LLC (Quadro 4).
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Figura 25 - Histogramas representativos da comparacédo da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD210a.
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplasicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; TL: tricoleucemia; MM: Mieloma Miultiplo.
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Figura 26 - Comparacdo da expressdo de CD210a entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo

40001

2000
1000
aderPolad

2
\'0(9 RV ACARY S
W (,o Q

Fonte: A autora, 2017.
Nota: LB: Linfoma de Burkitt; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B;
LF: Linfoma folicular; LCM: Linfoma de células do manto; LLA: Leucemia
linfoblastica aguda; MM: Mieloma Multiplo; LLC: Leucemia linfocitica
cronica; LCB: Linfoma de Células B CD5 negativo CD10 negativo; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; TL.: tricoleucemia.

Apenas o0 estudo de Faure e colaboradores (2011) analisou por CF
a expressdo do CD210a em 46 casos de LLA-B e encontrou positividade
fraca em quatro casos (FAURE et al., 2011). No presente estudo,
avaliou-se a expressdo do CD210a em 13 casos de LLA-B e observou-se
expressdo moderada em trés casos, fraca em oito e negativa em dois.

Com os dados obtidos no presente estudo verificou-se que o
CD210a de fato é expresso nas células hematopoiéticas, inclusive dos
linfocitos B, e também esta expresso nas NCBM, ndo sendo Util no
diagndstico diferencial das neoplasias com sobreposicdo fenotipica.

5.5 CARACTERIZACAO DO CD261

Conforme abordado anteriormente, o CD261 esta relacionado a
apoptose. Anormalidades na regulagdo da apoptose podem ser um
importante mecanismo de desenvolvimento de neoplasias e dessa forma
esses marcadores merecem ser estudados. Abaixo encontra-se a
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avaliagdo do CD261 em células de SP e MO com auséncia de neoplasias
hematoldgicas e nas células dos pacientes com neoplasias de células B.

5.5.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Como pode ser observado na

Figura 27 e Tabela 12, apenas os linfdcitos T e B das amostras de
SP de individuos considerados saudaveis apresentaram expressdo
significativa de CD261, porém com fraca intensidade. Esses resultados
sdo similares ao observados no estudo de Llinas e colaboradores (2011),
onde foi observada expressdo de fraca intensidade de CD261 em células
B de memoria de amigdalas (LLINAS et al., 2011).

Figura 27 - Histogramas da caracterizacio do CD261 nas células do SP dos
individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: células marcadas com CD261 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (neutrofilos e eosinéfilos) e Mann-Whitney
(linfocitos B, linfécitos T, mondcitos, baséfilos e células NK). * p < 0,05
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Tabela 12 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B

marcadas com CD261 nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos
saudéaveis

Tipo Celular Meédia da IFM p
CNM CD261
Eosinofilos 523 575 0,060
Neutrofilos 121 134 0,585
Mondcitos 94 121 0,123
Basofilos 57 84 1,000
Linfécitos B 37 128 0,011*
Linfocitos T 43 99 0,023*
Células NK 47 57 0,481
Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05

5.5.2 Células de medula 6ssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

Diferente do que foi observado no SP (Figura 27 e Tabela 12), as
células da série neutrofilica, os mondcitos e os linfécitos B da MO
mostraram expressdo fraca de CD261 (Figura 28 e Tabela 13). No
entanto, os plasmocitos mostraram expressdo moderada e homogénea
desse marcador, diferente do observado no estudo de Llinas e
colaboradores (2011) nas quais essas células apresentaram IFM muito
baixa, considerada até negativa. Assim, levantou-se a possibilidade das
células neoplasicas de NCBM expressarem de forma diferenciada esse
marcador. Com relacdo aos estigios de maturacdo das células B, foi
observada fraca expressao nos estagios Bl, Bll e BIII.
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Tabela 13 - Médias das IFM do CD261 nas amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD261
Eosindfilos 580 1366 0,059
Série Neutrofilica 166 315 0,005*
Mondcitos 135 433 0,003*
Plasmacitos 229 1821 <0,0001*
Linfécitos B 87 194 0,007*
Linfdcitos Bl 54 176 <0,0001*
Linfécitos BII 86 247 <0,0001*
Linfécitos BlII 97 207 0,004*
Linfécitos BIV 100 164 0,182
Linfécitos T/NK 51 84 0,015*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *p
<0,05

Figura 28 - Histogramas da caracteriza¢do do CD261 nas células de MO
dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Células marcadas com CD261 em cores e células ndo marcadas (controle negativo) em

cinza. Teste t (eosinofilos, plasmdcitos, linfocitos Bl, BIl e BIIl) e Mann-Whitney (série
neutrofilica, mondcitos, linfdcitos B, linfécitos Bl e linfocitos T/NK). * p < 0,05
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5.5.3 Células de pacientes com neoplasias hematolégicas

A anédlise do CD261 foi realizada em células de 161 pacientes
com neoplasia de células B (Tabela 14), dos quais 67 (41,6%) eram do
género feminino (60 + 19 anos) e 94 (58,4%) do género masculino (58 +
18 anos). Com relagdo ao tipo de amostra, uma era bidpsia de boca
(palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um liquido ascitico, um aspirado
de mandibula, dois aspirados de linfonodo, 14 bidpsias de linfonodo, 61
SP e 80 aspirados de MO.

Tabela 14 - Namero de casos de cada neoplasia para o0 CD261.

Neoplasia Numero de casos
Linfoma com caracteristicas intermediérias entre LCM e LZME 1
Leucemia prolinfocitica 1
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo 1
Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo 2
Linfoma da zona marginal 2
Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo 3
Linfoma linfoplasmocitico 5
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo 5
Linfoma de Burkitt 6
Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo 7
Tricoleucemia 7
Linfoma de células do manto 13
Linfoma folicular 13
Leucemia linfoblastica aguda B 15
Mieloma maultiplo 29
Leucemia linfocitica cronica 51
Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal

esplénica.

Como mostra Figura 29, houve expressdo fraca de CD261 nas
células neoplésicas dos pacientes com LB, LCB CD10 negativo CD10
negativo, LDGCB, LF e LLC e expressdo heterogénea variando de
negativa a moderada nos casos de LLPL. Curiosamente, 0 CD261 nédo
apresenta expressdo em plasmdcitos clonais no MM e é expresso de
forma moderada pelos plasmécitos em amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematolégicas (Figura 28).



100

Figura 29 - Histogramas representativos da comparacao da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD261.
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho e em rosa, células
neoplésicas: LB: Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM:
Linfoma de células do manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B;
LF: Linfoma folicular; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia
linfocitica cronica; LLPL: linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da zona
marginal; LZME: linfoma da zona marginal esplénica; LPL: leucemia pro-
linfocitica; TL: tricoleucemia; MM: Mieloma Multiplo.

A avaliacdo estatistica por meio do teste de Kruskall-Wallis
mostrou diferencgas entre os grupos com relacdo a expressdo do CD261
(p <0,0001). A aplicacdo do pos-teste de Dunn-Bonferroni mostrou
diferencas significativas entre todos os grupos e MM: LB e MM (p
<0,0001), LCB CDS5 negativo CD10 negativo e MM (p <0,0001), LCM
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e MM (p = 0,002), LDGCB CD10 negativo e MM (p <0,0001), LDGCB
CD10 positivo e MM (p = 0,008), LF e MM (p = 0,001), LLA e MM (p
= 0,020), LLC e MM (p <0,0001) e LLPL e MM (p = 0,001) (Figura
30). Essa diferenca se deve ao fato de todos os grupos expressarem de
forma fraca ou moderada o CD261 e as células dos pacientes com MM
praticamente ndo expressarem o marcador (IFM entre 0 e 5). No
entanto, o diagndstico diferencial entre 0 MM e esses grupos de NCBM
nao é relevante, conforme Quadro 4.

Figura 30 - Comparacdo da expressdo de CD261 entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LCM: Linfoma de células do manto; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLA:
Leucemia linfoblastica aguda; LCB: Linfoma de Células B CD5 negativo CD10
negativo; LLPL: linfoma linfoplasmocitico; TL: tricoleucemia; LB: Linfoma de
Burkitt; MM: Mieloma Multiplo.

Conforme abordado anteriormente, o LLPL apresenta linfécitos e
plasmocitos clonais, e ambos expressam a mesma cadeia leve de
imunoglobulina monoclonal. A expressdo positiva de CD19 e de CD45
poderia auxiliar no diagnostico diferencial com o MM, pois 0s
plasmécitos neoplasicos observados no MM podem perder a expressdo
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desses marcadores, fato ndo observado nos plasmécitos do LLPL. Os
plasmdcitos dos casos de LLPL apresentaram moderada expressao de
CD261 enquanto que as células B apresentaram fraca expressdo. Dessa
forma, a expressdo encontrada na Figura 29 (Histograma 10) demonstra
em rosa a expressdo em plasmocitos e em vermelho a expressdao em
linfocitos B neoplasicos.

Os plasmdcitos ndo neoplasicos (normais) sao caracterizados pela
expressdo de CD19, CD22 e CD45. No MM, a proliferacdo clonal dos
plasmdcitos neoplasicos na MO comumente ndo expressam CD19 e
apresentam expressdo fraca ou negativa do CD45. Nesse aspecto, 0 MM
difere das outras neoplasias de células B que normalmente expressam
esses marcadores (SHAJI-KUMAR; KIMLINGER; MORICE, 2010;
JEONG et al, 2012; CHAUFFAILLE, 2016). Como pode ser observado
na Figura 28 os plasmdcitos presentes em amostras de MO de
individuos controles expressam CD261, no entanto, os plasmdcitos
clonais nos casos de MM, avaliados neste trabalho, ndo expressam esse
marcador (Figura 29). Conforme pode ser observado na Figura 31, a
significancia do CD261 em auxiliar na separacdo entre plasmaocitos
normais e plasmaécitos clonais de MM é de 68,65%, contribuindo até
mais que a expressdo de CD19 e CD45. Dessa forma, a expressdo do
CD261 pode ser utilizada como ferramenta auxiliar no diagnostico
imunofenotipico de MM. Além disso, a expressdo de CD261 difere nos
casos de MM e LLPL visto que os plasmdcitos dos casos de LLPL
expressam CD261 enquanto que os plasmdcitos clonais dos casos de
MM perdem a expressdo desse marcador.

Figura 31 - Separador de populages automatico mostrando a separagéo
entre entre plasmocitos normais e plasmdcitos clonais de MM no CD261

Plasmécitos
normais

Parametro Significancia

CD261 68,65
CD45 27,63
CD19 3,72

Fonte: A autora, 2017. Nota: MM: mieloma maltiplo
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Até o momento, ndo foram encontrados estudos que avaliaram a
expressdo do CD261 para efeitos de comparacéo.

5.6 CARACTERIZAGCAO DO CD262

Da mesma forma como o CD261, o CD262 esté relacionado a
apoptose. Assim, também se avaliou a expressdo desse marcador em
células de SP e MO com auséncia de neoplasias hematoldgicas e nas
células dos pacientes com neoplasias de células B, para investigar a sua
importancia como marcador de diagndstico imunofenotipico de NCBM,
como segue abaixo.

5.6.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Conforme Figura 32 e Tabela 15, com relagdo ao CD262, no
presente estudo, observa-se uma fraca intensidade de expressdo em
neutréfilos, mondcitos, linfécitos B e T e basdfilos, inclusive com
diferencas estatisticas. Para efeitos de comparacéo, buscou-se dados na
literatura e foi encontrado apenas o estudo de Llinas e colaboradores
(2011) no qual foi observada expressdo de fraca intensidade de CD262
apenas em células B de memoria (LLINAS et al., 2011).
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Figura 32 - Histogramas da caracterizacdo do CD262 nas células do SP dos
individuos saudaveis

Neutrofilos*

CD262

Fonte: A autora, 2017.
Nota: células marcadas com CD262 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza.

Tabela 15 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com CD262 nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos
saudaveis

Tipo Celular Meédia da IFM p
CNM CD262
Eosinofilos 523 635 0,008*
Neutrofilos 121 207 <0,0001*
Mondcitos 94 242 <0,0001*
Basofilos 57 75 0,028*
Linfécitos B 37 139 0,001*
Linfécitos T 43 72 <0,0001*
Células NK 42 70 0,005*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p < 0,05
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5.6.2 Células de medula 6ssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

Semelhante ao que foi observado nas amostras de SP (Figura 33,
Tabela 16), as células das amostras de MO dos individuos sem
neoplasias hematoldgicas também expressam CD262, inclusive
observou-se expressdo nos estagios de maturagdo dos linfécitos B: Bl,
Bll e BIV. Nao foram encontrados dados na literatura para efeitos de
comparacao.

Como foi observada expresséo em células linfoides B,
prosseguiu-se a investigacdo da expressdo desse antigeno nas células
neoplasicas de NCBM.

Tabela 16 - Médias das IFM do CD262 nas amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD262
Eosinofilos 580 795 0,021*
Série Neutrofilica 166 468 0,001*
Mondcitos 135 489 <0,0001*
Plasmécitos 229 447 0,002*
Linfocitos B 87 153 0,047*
Linfécitos Bl 54 126 0,001*
Linfocitos BII 86 158 0,033*
Linfécitos BIlI 97 157 0,046*
Linfocitos BIV 100 169 0,145
Linfécitos T/NK 51 110 0,003*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05
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Figura 33 - Histogramas da caracterizagdo do CD262 nas células de MO
dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Células marcadas com CD262 em cores e células ndo marcadas (controle

negativo) em cinza. Teste t (eosinéfilos, plasmacitos, linfocitos B, linfécitos B,

Bll, Blll e BIV) e Mann-Whitney (série neutrofilica, mondcitos e linfécitos

TINK). * p < 0,05

5.6.3 Células de pacientes com neoplasias hematoldgicas

A anélise do CD262 foi realizada em células de 162 pacientes
com neoplasia de células B (Tabela 17), dos quais 68 (42%) eram do
género feminino (60 + 19 anos) e 94 (58%) do género masculino (58 +
18 anos). Com relacdo ao tipo de amostra, uma era bidpsia de boca
(palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um liquido ascitico, um aspirado
de mandibula, dois aspirados de linfonodo, 14 biopsias de linfonodo, 61
SP e 81 aspirados de MO.
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Tabela 17- NUmero de casos de cada neoplasia para o0 CD262.

Neoplasia NUmero de casos
Linfoma com caracteristicas intermedidrias entre LCM e LZME 1
Leucemia prolinfocitica 1
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo 1
Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo 2
Linfoma da zona marginal 2
Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo 3
Linfoma linfoplasmocitico 5
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo 5
Linfoma de Burkitt 6
Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo 7
Tricoleucemia 7
Linfoma de células do manto 13
Linfoma folicular 14
Leucemia linfoblastica aguda B 15
Mieloma multiplo 29
Leucemia linfocitica cronica 51

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal
esplénica.

Como mostra a Figura 34, as células neoplasicas dos pacientes
com LB, LCB CD10 negativo CD10 negativo, LDGCB, LF, LLC,
LZM, LPL, TL e MM apresentam expressdo variada do CD262. Nos
casos de LLPL, a expressdo foi bem heterogénea variando de fraca a
forte. No entanto, apenas um caso apresentou expressao forte de CD262
nas células B neoplasicas. Semelhante ao observado no CD261, os
plasmécitos de LLPL apresentaram expressdo moderada e 0s
plasmécitos dos casos de MM expressao mais fraca.
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Figura 34 - Histogramas representativos da comparacao da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD262
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho e em rosa, células
neoplésicas: LB: Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM:
Linfoma de células do manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B;
LF: Linfoma folicular; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia
linfocitica cronica; LLPL: linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da zona
marginal; LZME: linfoma da zona marginal esplénica; LPL: leucemia pro-
linfocitica; TL: tricoleucemia; MM: Mieloma Miultiplo.

A andlise estatistica com o teste Kruskall-Wallis revelou
diferencgas entre os grupos (p 0,0001) nos quais o pés-teste de Dunn-
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Bonferroni evidenciou significancia entre: LCM e LDGCB CD10
negativo (p = 0,026), LCM e MM (p = 0,001), LDGCB CD10 negativo
eLLC (p=0,024) e LLC e MM (p <0,0001) (Figura 35).

Figura 35 - Comparacdo da expressdo de CD262 entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LCM: Linfoma de células do manto; LLC: Leucemia linfocitica cronica; MM:
Mieloma Madltiplo; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LCB: Linfoma de
Células B CD5 negativo CD10 negativo; LLPL: linfoma linfoplasmocitico; TL:
tricoleucemia; LB: Linfoma de Burkitt.

Conforme dados da literatura presentes no Quadro 4, dos casos
avaliados neste trabalho, é relevante a realizacdo do diagnostico
diferencial entre 0 LCM e LDGCB CD10 negativo e LDGCB CD10
negativo e LLC (Grupo 1 CD5 positivo CD10 negativo na revisdo da
literatura).

No programa Infinicyt, a ferramenta de separador de populagdes
automatico (APS) divide as células de acordo com componentes
principais (PC1 e PC2) e mostra o grau de significancia de cada
pardmetro ou marcador na separacdo das populac@es. No entanto, essa
ferramenta ndo conseguiu separar totalmente esses casos. Deve-se
continuar os estudos com esse marcador, aumentando-se o tamanho
amostral para verificar a possibilidade de separacdo dos casos com a
ferramenta APS. Foi obtido um bom grau de separagdo apenas entre
LLC e MM no qual 0 CD262 contribuiu com 34,91% (Figura 36).
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Figura 36 - Separador de populagdes automatico mostrando a separagéo
entre LLC e MM no CD262
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LLC: Leucemia linfocitica crénica; MM: mieloma maltiplo.

Os estudos encontrados na literatura observaram expressao do
CD262 em varios subtipos de NCBM, corroborando os dados desse
estudo. Por exemplo, o estudo de Ramos-Medina (2011) avaliou a
expressdo de CD262 por imunohistoquimica e observou positividade em
10 casos de LLC/LLPC (n =10), em 10 casos de LCM (n = 10), em 9
casos de LF (n = 10), em 8 casos de LB (n = 8) e em nove casos de
LDGCB (n = 10) (RAMOS-MEDINA et al., 2011). J& o estudo
realizado por Fanoni e colaboradores (2011) analisou a expressdo de
CD262 também por imunochistoquimica em linfomas de células B
primario da pele (tipo LF n =10, LZM n = 10 e LDGCB tipo “da perna”
n = 5) e observaram que o0 marcador se mostrou positivo como sendo
pan-leucocitario, com padrdo ndo restrito a linhagem de células B
(FANONI et al., 2011).

O estudo de Faure e colaboradores (2011) analisou por citometria
de fluxo a expressdo do CD262 em 46 casos de LLA-B e encontrou
positividade fraca em trés casos (FAURE et al., 2011). No presente
estudo, observou-se positividade do CD262 em bem mais casos de
LLA-B visto que foram avaliados 15 casos dos quais 11 expressaram
CD262 com fraca intensidade e quatro foram totalmente negativos para
este marcador.
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5.7 CARACTERIZACAO DO CD264

Como visto anteriormente, 0 CD264 (DcR2) é uma proteina
transmembrana (TRAIL-R4) cuja funcdo estd relacionada com a
inibicdo da apoptose. Como muitos tipos de neoplasias apresentam
resisténcia a apoptose, o estudo desse marcador em NCBM se mostra
relevante. Assim, a sua expressao foi avaliada inicialmente em células
de SP e MO com auséncia de neoplasias hematoldgicas e depois nas
células dos pacientes com neoplasias de células B.

5.7.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Na analise do perfil de expressdo do CD264 nas amostras de SP
dos individuos considerados saudaveis, pode-se observar auséncia de
expressao nas células hematopoiéticas, com exce¢do dos linfdcitos B
qgue apresentaram fraca intensidade (Figura 40, Tabela 18). Esse
resultado vem ao encontro do estudo de Llinas e colaboradores (2011)
no qual foi observada expressao de moderada intensidade de CD264 em
células B de memdria unswitched e também em células B pré-centro
germinal (LLINAS et al., 2011). Até o momento ndo foram encontrados
outros estudos que avaliaram a expressdo desse marcador em amostras
de SP de individuos saudaveis.
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Figura 37 - Histogramas da caracterizagdo do CD264 nas células do sangue
periférico dos individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: células marcadas com CD264 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (eosinofilos) e Mann-Whitney (linfocitos B,
linfocitos T, mondcitos, neutrdfilos, basofilos e células NK). * p < 0,05

Tabela 18 -Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com CD264 nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos
saudaveis

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD264

Eosinofilos 523 588 0,296
Neutrofilos 121 97 0,019*
Mondcitos 94 71 0,035*
Basofilos 57 36 0,023*
Linfécitos B 37 95 0,003*
Linfocitos T 43 30 0,190
Células NK 47 39 0,105

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05
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5.7.2 Células de medula 6ssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

A expressdo do CD264 foi analisada nas células da amostra de
MO e observou-se que os plasmacitos, eosindfilos, mondcitos, linfdcitos
(B e T/NK) e células da série neutrofilica ndo expressam esse marcador
(Figura 38 e Tabela 19).

Tabela 19 - Médias das IFM do CD264 nas amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD264

Eosinofilos 580 705 0,334
Série Neutrofilica 166 191 0,161
Mondcitos 135 135 0,161
Plasmécitos 229 535 0,065
Linfocitos B 87 116 0,105
Linfécitos Bl 54 79 0,268
Linfocitos BII 86 116 0,384
Linfécitos BIlI 97 135 0,313
Linfocitos BIV 100 130 0,546
Linfocitos T/NK 51 68 0,105

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas.
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Figura 38 - Histogramas da caracterizagdo do CD264 nas células de MO
dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Células marcadas com CD264 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (eosindfilos, linfécitos BI, BlI, Blll e BIV) e Mann-
Whitney (plasmocitos, série neutrofilica, mondcitos, linfécitos B e linfdcitos
TINK). * p < 0,05

5.7.3 Células de pacientes com neoplasias hematoldgicas

A analise do CD264 foi realizada em células de 100 pacientes
com neoplasia de células B (Tabela 20), dos quais 42 (42%) eram do
género feminino (60 + 19 anos) e 58 (58%) do género masculino (58 £
18 anos). Com relagdo ao tipo de amostra, uma era bidpsia de boca
(palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um aspirado de mandibula, oito
bidpsias de linfonodo, 41 SP e 48 aspirados de MO.
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Tabela 20 - Namero de casos de cada neoplasia para o marcador CD264.

Neoplasia NUmero de casos

Linfoma com caracteristicas intermediérias entre LCM e LZME
Linfoma da zona marginal

Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo

Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo
Tricoleucemia

Linfoma de Burkitt

Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo

Linfoma de células do manto

Linfoma folicular

Mieloma mltiplo 14
Leucemia linfoblastica aguda B 13
Leucemia linfocitica cronica 39

~NOoORARPPWWNMNNREREREPBE

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal
esplénica.

Ao realizar a comparagdo visual entre as células ndo marcadas
(preto) com as células dos pacientes (vermelho) foi possivel visualizar
gue nenhum dos grupos apresentou positividade, inclusive, alguns
histogramas ficaram totalmente sobrepostos (Figura 42).

Estatisticamente, o CD264 também ndo demonstrou diferenca
entre os grupos (Kruskall-Wallis, p = 0,131). Até a presente data, ndo
foram encontrados trabalhos mostrando a expressdo do CD264 em
células de pacientes com neoplasias de células B maduras, encontrou-se
apenas o estudo de Faure e colaboradores (2011) que analisou por
citometria de fluxo a expressdo do CD264 em 46 casos de LLA-B e
encontrou positividade fraca em dois casos (FAURE et al., 2011). No
presente estudo, foram avaliados 13 casos de LLA-B e ndo foi
observada expressao do CD264 em nenhum dos casos.
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Figura 39 - Histogramas representativos da comparacao da expressdo entre
as células ndo marcadas (preto) e as células dos pacientes com neoplasias de
células B (vermelho) no marcador CD264
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplasicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da zona marginal; LZME: linfoma da
zona marginal esplénica; LPL: leucemia pro-linfocitica; TL: tricoleucemia;
MM: Mieloma Muiltiplo.

5.8 CARACTERIZACAO DO CD358

Estudos demonstram que o CD358 esta relacionado a alguns tipos
de tumores ndo hematoldgicos, como o cancer de ovario e sarcoma
sinovial em adultos (YANG et al, 2012; SASAROLI et al., 2011) e em
neoplasias hematol6gicas de linhagem T, como o linfoma
angioimunoblastico T (WANG et al., 2017). Assim, criou-se a hipdtese
de se estudar esse marcador em neoplasias de células B maduras.
Abaixo encontra-se a avaliagdo do CD358 em células de SP e MO com
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auséncia de neoplasias hematolégicas e nas células dos pacientes com
neoplasias de células B.

5.8.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Como pode ser observado na Figura 43 e Tabela 21, foi
observada fraca expressdo do CD358 nos neutréfilos, mondcitos,
linfécitos B e T, células NK e basofilos. Esses resultados estdo em
consonancia com o estudo Matesanz-lsabel e colaboradores (2011) e de
Llinas e colaboradores (2011), que mostram que este receptor esta
amplamente  expresso nas células hematopoiéticas e ndo
hematopoiéticas, e em células tumorais. No SP estava presente
principalmente em mondcitos e com menor intensidade de expressao em
linfocitos B e T (MATESANZ-ISABEL et al., 2011; LLINAS et al.,
2011).

Figura 40 - Histogramas da caracterizacdo do CD358 nas células do SP dos
individuos saudaveis

Eosindfilos
i
Neutrdfilos*

]

Mondcitos*
po

Linfocitos T*
:

N Células NK
w

__Linfécitos B*

Basdfilos

" D358

Fonte: A autora, 2017.
Nota: células marcadas com CD358 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza., Test t (mondcitos, eosinéfilos e neutréfilos) e Mann-
Whitney (linfdcitos B, linfdcitos T, baséfilos e células NK). * p < 0,05



118

Tabela 21 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com CD358 nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos
saudéaveis

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD358
Eosinofilos 523 661 0,002
Neutréfilos 121 197 <0,001*
Mondcitos 94 165 <0,001*
Basofilos 57 109 0,315
Linfécitos B 37 208 <0,001*
Linfécitos T 43 76 <0,001*
Células NK 47 73 0,063

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; * p < 0,05

5.8.2 Células de medula dssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

A expressdo do CD358 também foi analisada nas células das
amostras de MO dos individuos sem neoplasias hematoldgicas e pode-se
observar fraca expressdo do CD358 nos neutrofilos, mondcitos,
plasmécitos e linfécitos B e T (Tabela 22, Figura 41). Com relacdo aos
estagios de maturagdo das células B, observou-se fraca expressdo nos
estagios Bl (pro-B), Bl (pré-B) e BIV (maduras). Diferentemente do
observado nos estudos de Matesanz-lIsabel e colaboradores (2011) e de
Llinas e colaboradores (2011) que mostraram a expressao de CD358 nas
células prd-B, pré-B e B imaturas.

Tabela 22 - Médias das IFM do CD358 nas amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD358
Eosinofilos 580 2614 0,007*
Série Neutrofilica 166 539 0,001*
Monécitos 135 504 <0,0001*
Plasmacitos 229 560 <0,0001*
Linfécitos B 87 187 0,007*
Linfocitos Bl 54 206 <0,0001*
Linfécitos BII 86 196 0,008*
Linfocitos BIII 97 229 0,001*
Linfécitos BIV 100 203 0,061
Linfécitos T/NK 51 117 0,005*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p<0,05



119

Figura 41 - Histogramas da caracteriza¢do do CD358 nas células de MO
dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Células marcadas com CD358 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (linfocitos B, plasmacitos, linfdcitos Bll, Bll e BIV)
e Mann-Whitney (eosindfilos, série neutrofilica, mondcitos, linfocitos Bl e
linfocitos T/NK). * p < 0,05

5.8.3 Células de pacientes com neoplasias hematolégicas

A anélise do CD358 foi realizada em células de 131 pacientes
com neoplasia de células B (Tabela 14), dos quais 56 (42,7%) eram do
género feminino (60 £ 19 anos) e 75 (57,3%) do género masculino (58 +
18 anos). Com relacdo ao tipo de amostra, uma era biopsia de boca
(palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um aspirado de mandibula, dois
aspirados de linfonodo, 12 bidpsias de linfonodo, 47 SP e 80 aspirados
de MO.
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Tabela 23- NUmero de casos de cada neoplasia para o CD358.

Neoplasia

Numero de casos

Linfoma com caracteristicas intermediarias entre LCM e LZME
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo
Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo
Linfoma da zona marginal

Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo
Linfoma linfoplasmocitico

Tricoleucemia

Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo
Linfoma de Burkitt

Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo
Linfoma de células do manto

Leucemia linfoblastica aguda B

Linfoma folicular

Mieloma multiplo

Leucemia linfocitica crénica

COOOUTUTONNTWNERFR, PR

44

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal

esplénica.

A analise do CD358 demonstrou fraca expressdo nas células dos
pacientes com LB, LCB CD10 negativo CD10 negativo, LCM, LDGCB,

LF, LLC, LLPL, TL e MM (Figura 42).

A analise estatistica do CD358 por meio do teste de Kruskall-

Wallis demonstrou diferenga entre os grupos (p <0,0001). O pés-teste de

Dunn-Bonferroni evidenciou diferenga entre os casos de LLC e MM (p

<0,0001) (Figura 43). No entanto, conforme os dados do

Quadro 4, ndo ha necessidade de se realizar o diagndstico

diferencial entre os casos de LLC e MM.
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Figura 42 - Histogramas representativos da comparacéo da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD358
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplasicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da zona marginal; LZME: linfoma da
zona marginal esplénica; LPL: leucemia pro-linfocitica; TL: tricoleucemia;
MM: Mieloma Muiltiplo.
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Figura 43 - Comparacdo da expressdo de CD358 entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LB: Linfoma de Burkitt; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B;
LF: Linfoma folicular; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LCM: Linfoma de
células do manto; MM: Mieloma Mudltiplo; LLC: Leucemia linfocitica cronica;
LCB: Linfoma de Células B CD5 negativo CD10 negativo; LLPL: linfoma
linfoplasmocitico; TL.: tricoleucemia.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos que avaliaram a
expressdo do CD358 em NCBM para efeitos de comparacéo.

5.9 CARACTERIZACAO DO CD361

Neste trabalho, foi investigado a importancia da expressdo do
CD361 para o diagnostico das neoplasias de células B, porém antes foi
necessario analisar a sua expressdao em células de SP e MO com
auséncia de neoplasias hematoldgicas.

5.9.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Os resultados da Figura 44 e Tabela 24 mostram claramente que
0 CD361 é expresso em todas as células analisadas no SP (eosinofilos,
neutrdfilos, linfécitos B e T, células NK e basdfilos), o que corrobora
com os dados do estudo de Matesanz-lIsabel e colaboradores (2011), que
demonstraram a expressao desse antigeno nas células B maduras,
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linfécitos T, mondcitos, neutrofilos, células NK e células dendriticas
plasmocitarias (MATESANZ-ISABEL et al., 2011).

Figura 44- Histogramas da caracterizagdo do CD361 nas células do SP dos
individuos saudéaveis
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: células marcadas com CD361 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Test t (mondcitos, eosinodfilos e neutréfilos) e Mann-
Whitney (linfdcitos B, linfocitos T, basofilos e células NK). * p < 0,05.
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Tabela 24 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com CD361 nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos
saudéaveis

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD361

Eosinofilos 523 6629 <0,0001*
Neutréfilos 121 11096 <0,0001*
Monécitos 94 9341 <0,0001*
Basofilos 57 2809 <0,0001*
Linfécitos B 37 3351 <0,0001*
Linfécitos T 43 988 <0,0001*
Células NK 47 637 <0,0001*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: controle ndo marcado. *
p < 0,05

5.9.2 Células de medula dssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

Assim como no SP (Figura 44, Tabela 24), a expressdo de CD361
também foi observada em todas as linhagens avaliadas nas amostras de
MO (Figura 45, Tabela 25). Esses resultados confirmam aqueles
observados por Matesanz-Isabel e colaboradores (2011), no qual a
expressao do CD361 foi observada em células B em diversos estagios de
maturacdo (pr6-B, pré-B, imatura, madura, centro germinal, memoria e
plasmécitos), linfdcitos T, mondcitos, granuldcitos, células NK e células
dendriticas plasmocitarias (MATESANZ-ISABEL et al., 2011).

Tabela 25 - Médias das IFM do CD361 nas amostras de MO dos individuos
sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM CD361

Eosinofilos 580 11689 0,007*
Série Neutrofilica 166 12379 <0,0001*
Monécitos 135 15687 <0,0001*
Plasmécitos 229 19732 <0,0001*
Linfocitos B 87 2999 <0,0001*
Linfécitos Bl 54 2388 <0,0001*
Linfocitos BII 86 2634 <0,0001*
Linfocitos BIII 97 4619 <0,0001*
Linfécitos BIV 100 3259 <0,0001*
Linfocitos T/NK 51 1539 <0,0001*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p < 0,05
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Figura 45 - Histogramas da caracterizagdo do CD361 nas células de MO
dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Células marcadas com CD361 em cores e células ndo marcadas (controle
negativo) em cinza. Teste t (plasmécitos, linfocitos Bl e BIl) e Mann-Whitney
(eosindfilos, série neutrofilica, mondcitos, linfocitos B, linfocitosT/NK,
linfocitos BIll e BIV). * p < 0,05

O CD45 é denominado antigeno leucocitario comum (pan-
leucocitario) pois €é expresso apenas em células do sistema
hematopoiético, com excecdo de plaquetas e eritrocitos (CRAIG et al.,
1994). O CD361 também apresentou expressdo em todas as células
leucocitarias presentes nas amostras de SP e MO. A comparacdo da
expressao do CD45 e do CD361 pode ser observada na Figura 46, na
qual é possivel observar a semelhanca no perfil de expressdo dos
leucécitos entre os dois marcadores. Em algumas populagdes celulares é
possivel observar apenas variacdo na intensidade de expressdo (Figura
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51, Painéis A e B). Esses resultados mostram que o CD361 pode ser
considerado um antigeno pan-leucocitario. Além disso, no processo
maturativo normal, as células B apresentam fraca expressdo de CD45, a
qual vai aumentando progressivamente com a maturagdo
(SEEGMILLER et al., 2009). Ja na avaliacdo do CD361 isso ndo foi
observado, pois todos o0s estagios de maturacdo das células B
apresentaram intensidade de expressdo semelhantes.

Figura 46- Perfil de expressdo do CD45 e do CD361 nas células
leucocitarias da MO.
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Painel A: perfil de expressdo do CD45; Painel B: perfil de expresséo do
CD361.
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Figura 47 -Variacao na intensidade de expressdo dos leucécitos no CD45 e
no CD361
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Painel A: perfil de expressdo do CD45; Painel B: perfil de expresséo do
CD361.

5.9.3 Células de pacientes com neoplasias hematolégicas

A analise do CD361 foi realizada em células de 163 pacientes
com neoplasia de células B (Tabela 26), dos quais 70 (42,9%) eram do
género feminino (63 + 18 anos) e 93 (57,1%) do género masculino (60 +
17 anos). Com relagdo ao tipo de amostra, uma era bidpsia de boca
(palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um aspirado de mandibula, dois
aspirados de linfonodo, 14 biopsias de linfonodo, 63 SP e 81 aspirados
de MO.
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Tabela 26 - Namero de casos de cada neoplasia para o CD361.

Neoplasia NUmero de casos

Linfoma com caracteristicas intermedirias entre LCM e LZME
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo

Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo

Leucemia prolinfocitica

Linfoma da zona marginal

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo

Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo

Linfoma de células do manto

Tricoleucemia

Linfoma de Burkitt

Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo

Leucemia linfoblastica aguda B 14
Linfoma folicular 14
Mieloma multiplo 29
Leucemia linfocitica cronica 50

o~N~NRuowoaNnrkRRRE

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal
esplénica.

A andlise da expressdo do CD361 nas células neoplasicas dos
grupos de neoplasias de células B demonstrou positividade em todos 0s
grupos analisados (Figura 48) cuja expressdo variou de fraca a
moderada.

A analise estatistica da expressdo do CD361 por meio do teste
Kruskall-Wallis demonstrou diferengas significativas (p <0,0001). O
pos-teste de Dunn-Bonferroni identificou diferencas entre: LB e MM (p
<0,0001), LCB CD10 negativoCD10 negativo e MM (p = 0,019), LCM
e MM (p <0,0001), LDGCB CD10 negativo e MM (p <0,0001),
LDGCB CD10 positivo e MM (p = 0,001), LF e MM (p <0,0001), LLA
e MM (p = 0,004), LLC e MM (p <0,0001) e LF e TL (p = 0,018)
(Figura 49). No entanto, a diferenciacdo fenotipica entre essas
neoplasias e 0 MM nédo é necessaria (Quadro 4).
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Figura 48 - Histogramas representativos da comparagéo da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador CD361
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplésicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da zona marginal; LZME: linfoma da
zona marginal esplénica; LPL: leucemia pro-linfocitica; TL: tricoleucemia;
MM: Mieloma Muiltiplo.
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Figura 49 - Comparacdo da expressdo de CD361 entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LCM: Linfoma de células do manto; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLA:
Leucemia linfoblastica aguda; LCB: Linfoma de Células B CD5 negativo CD10
negativo; LLPL: linfoma linfoplasmocitico; TL: tricoleucemia; LB: Linfoma de
Burkitt; MM: Mieloma Multiplo.

O estudo realizado por Fanoni e colaboradores (2011) analisou a
expressdao de CD361 por imunohistoquimica em linfomas de células B
primarios da pele (tipo LF n = 10, tipo zona marginal n = 10 e LDGCB
tipo “da perna” n = 5) e observaram que esse marcador se mostrou como
pan-leucocitario, com padrdo ndo restrito a linhagem de células B
(FANONI et al., 2011), semelhante ao observado neste estudo, porém as
metodologias sdo diferentes.

O estudo de Faure e colaboradores (2011) analisou por citometria
de fluxo a expressdo do CD361 em 46 casos de LLA-B e encontrou
expressdo nos blastos leucémicos em 25 casos. Desses, 15 casos
apresentaram forte expressdo (FAURE et al., 2011). No presente estudo,
foram avaliados 14 casos de LLA-B dos quais 13 apresentaram intensa (
positivo positivo positivo) expressdo e apenas um caso apresentou forte
( positivo positivo) expressdo. Uma alteracdo frequente observada em
casos de LLA-B é a negatividade ou fraca expressdo de CD45 nas
células B neoplasicas, que estd associada a hiperdiploidia
(SEEGMILLER et al., 2009). A auséncia de expressdo de CD45 nos
blastos leucémicos esté relacionada a um bom progndstico (BEHM et
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al., 1992). A relacdo da expressdo de CD361 com a auséncia ou
presenca de CD45 nos blastos leucémicos ndo pode ser realizada pois
todos os casos analisados no presente estudo apresentaram expressédo de
CD45 nos blastos leucémicos. No entanto, seria interessante analisar a
expressdo do CD361 em casos CD45 negativos para avaliar se existe
alguma diferenca com relacdo aos casos CD45 positivos, seja na
intensidade de expressdo de CD361 ou no progndstico.

5.10 CARACTERIZACAO DA PROTEINA ABCC1/MRP1

Como descrito anteriormente, as proteinas relacionadas a
resisténcia a multiplos farmacos néo séo alvos de diagndstico, mas sim
marcadores promissores relacionados a falha terapéutica (NORGAARD;
OLESEN; HOKLAND, 2004). Nesse sentido, a expressdo dessa
proteina (ABCC1/MRP1) foi avaliada em células de SP e MO com
auséncia de neoplasias hematolégicas e nas células dos pacientes com
neoplasias de células B.

5.10.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Analisou-se o perfil de expressio da ABCC1/MRP1 nos
eosinofilos, neutréfilos, mondcitos, linfocitos (B e T), células NK e
basofilos nas amostras de SP dos individuos saudaveis (controles) e foi
observado expressdo muito fraca em neutrofilos, células NK e linfécitos
B (Figura 50, Tabela 27.)
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Figura 50 - Histogramas da caracterizacdo do ABCC1/MRP1 nas células
dos individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: células marcadas com ABCC1/MRP1 em cores e células ndo marcadas
(controle negativo) em cinza. Test t (linfécitos B, eosinofilos e basoéfilos) e
Mann-Whitney (monécitos, linfocitos T, neutréfilos e células NK). * p < 0,05
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Tabela 27 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com ABCC1/MRP1 nos diferentes tipos celulares do SP dos
individuos saudaveis

Tipo Celular Média da IFM p
CNM  ABCC1/MRP1
Eosinofilos 4587 4476 0,730
Neutrofilos 556 271 0,130
Mondcitos 168 184 0,442
Basofilos 44 115 <0,0001*
Linfécitos B -21 24 <0,0001*
Linfécitos T -39 2 <0,0001*
Células NK -28 11 0,003*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; * p < 0,05

5.10.2 Células de medula dssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

A expressio da ABCC1/MRP1 também foi analisada nos
plasmécitos, nos eosindfilos, nos monaocitos, nos linfécitos (B e T/NK) e
nas células da série neutrofilica nas amostras de MO dos individuos sem
neoplasias hematoldgicas, e, como pode ser observado na Figura 55 e
Tabela 28, essas células ndo expressam essa proteina. Como a proteina
ABCC1/MRP1 estava expressa apenas fracamente nas células B
maduras do sangue periférico foi levando a hipoGtese que a expressao
dessas proteinas poderia estar associada a proliferacdo de células
patoldgicas nas neoplasias de células B maduras. Assim, em outra etapa
deste trabalho a expressdo da ABCC1/MRP1 foi avaliada em células de
pacientes com NCBM.

Tabela 28 - Médias das IFM da ABCC1/MRP1 nas amostras de MO dos
individuos sem neoplasias hematoldgicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Meédia da IFM p
CNM ABCC1/MRP1
Eosinofilos 5765 5510 0,343
Série Neutrofilica 378 422 0,193
Mondcitos 175 190 0,343
Linfécitos B 135 152 0,114
Linfécitos T 165 167 1
Linfocitos NK 88 89 0,686

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05
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Figura 51 - Histogramas da caracterizagdo da ABCC1/MRP1 nas células de
MO dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Células marcadas com ABCC1/MRP1 em cores e células ndo marcadas

(controle negativo) em cinza. Teste t (série neutrofilica) e Mann-Whitney
(eosinéfilos, mondcitos, linfocitos B, linfécitos T e linfocitos NK). * p < 0,05

5.10.3 Células de pacientes com neoplasias hematol6gicas

A andlise da ABCC1/MRP1 foi realizada em células de 95
pacientes com neoplasia de células B (Tabela 29), dos quais 40 (42%)
eram do género feminino (62 + 17 anos) e 55 (58%) do género
masculino (60 £ 16 anos). Com relacdo ao tipo de amostra, uma era
biopsia de boca (palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um aspirado de
mandibula, dois aspirados de linfonodo, seis bidpsias de linfonodo, 25
SP e 59 aspirados de MO.
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Tabela 29- NUmero de casos de cada neoplasia para a ABCC1/MRPL.

Neoplasia NUmero de casos

Linfoma com caracteristicas intermediarias entre LCM e LZME
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo

Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo

Linfoma da zona marginal

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo

Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo

Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo
Tricoleucemia

Linfoma de Burkitt

Linfoma de células do manto

Leucemia linfoblastica aguda B

Linfoma folicular

Mieloma multiplo 21
Leucemia linfocitica crénica 27

OO UCITONNNNRE PP

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal
esplénica.

A expressdo da proteina ABCC1/MRP1 ndo foi observada nas
células de nenhum dos grupos de neoplasias de células B, com exce¢édo
das células do paciente com Linfoma de células B com caracteristicas
intermediarias entre LCM e LZME, que apresentou expressao muito
fraca (Figura 56).

Na analise estatistica, ndo se evidenciou diferenca entre os grupos
com relacdo a expressdo da proteina ABCC1/MRP1 (Kruskall-Wallis, p
= 0,259). A analise dessa proteina nas células dos pacientes com
neoplasias de células B ocorreu apenas no momento do diagndstico, e
nao foi avaliada a expressdo génica por biologia molecular. Dessa
forma, ndo é possivel afirmar se as células neoplasicas ndo expressam
essas proteinas ou se passam a expressar somente apds o tratamento
quimioterapico.
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Figura 52 - Histogramas representativos da comparacédo da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador ABCC1/MRP1

Linfoma

intermediario

entre LCM e
LZME

LCB
CD5 negativo
CD10 negativo

LcB
CDS5 positivo
CD10 negativo

LDGCB
ABCC1/MRP1

Fonte: A autora, 2017.

Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplésicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da zona marginal; LZME: linfoma da
zona marginal esplénica; LPL: leucemia pro-linfocitica; TL: tricoleucemig;
MM: Mieloma Miultiplo.

5.11 CARACTERIZAGCAO DA PROTEINA ABCB1/PGP

Semelhante ao caso da ABCC1/MRP1, a ABCB1/PGP nédo é um
alvo de diagnostico, mas sim de progndstico (NORGAARD; OLESEN;
HOKLAND, 2004). Nesse sentido, a expressdo dessa proteina
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(ABCBL1/PGP) foi avaliada em células de SP e MO com auséncia de
neoplasias hematoldgicas e nas células dos pacientes com neoplasias de
células B.

5.11.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Os resultados da Figura 57 e Tabela 30, mostram que apesar de
apresentar diferenca estatistica em algumas células marcadas e ndo
marcadas com a proteina ABCB1/PgP, na avalia¢do dos histogramas foi
possivel observar uma fraca expressdo apenas nos linfocitos B, o que
corrobora os dados da literatura, no qual foi observada expressao apenas
em linfécitos (DUHEM; RIES; DICATO, 1996; SUGAWARA et al.,
1997; GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002; MARZOLINI et al., 2004;
VAN DER DEEN et al., 2005).

Figura 53 - Histogramas da caracterizacdo do ABCB1/PgP nas células dos
individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: células marcadas com ABCB1/PgP em cores e células ndo marcadas
(controle negativo) em cinza. * p < 0,05, Test t (linfécitos B, eosinofilos,
baséfilos e células NK) e Mann-Whitney (mondcitos, linfécitos T, e
neutrdéfilos).
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Tabela 30 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com ABCB1/PgP nos diferentes tipos celulares do SP dos
individuos saudaveis

Tipo Celular Meédia da IFM p
CNM ABCB1/PgP
Eosinoéfilos 2661 2929 0,318
Neutrofilos 135 191 0,065
Mondcitos 92 143 <0,0001*
Basofilos 50 81 <0,0001*
Linfécitos B 55 187 <0,0001*
Linfocitos T 39 65 0,002*
Células NK 51 71 <0,0001*
Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05

5.11.2 Células de medula dssea de individuos sem neoplasias
hematoldgicas

A expressdo da ABCB1/PgP foi analisada nas células das
amostras de MO dos individuos sem neoplasias hematoldgicas, e,
diferente do observado nas células das amostras de SP, na MO néo foi
observada expressdo da ABCB1/PgP em nenhum dos tipos celulares
avaliados (Figura 54, Tabela 31)

Tabela 31 - Médias das IFM da ABCB1/PgP nas amostras de MO dos
individuos sem neoplasias hematol6gicas nos diferentes tipos celulares

Tipo Celular Média da IFM p
CNM ABCB1/PgP

Eosinoéfilos 3146 3024 1
Série Neutrofilica 196 211 0,408
Mondcitos 78 85 0,343
Linfécitos B 72 95 0,079
Linfocitos T 72 109 0,343
Linfocitos NK 37 42 0,686

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *
p <0,05
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Figura 54 - Histogramas da caracterizagdo daABCB1/PgP nas células de
MO dos individuos sem neoplasias
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Células marcadas com ABCB1/PgP em cores e células ndo marcadas
(controle negativo) em cinza. Teste t (série neutrofilica e linfocitos B) e Mann-
Whitney (eosinofilos, mondcitos, linfocitos NK e linfocitos T). * p < 0,05

5.11.3 Células de pacientes com neoplasias hematoldgicas

A andlise da ABCB1/PgP foi realizada em células de 95 pacientes
com neoplasia de células B (Tabela 32), dos quais 40 (42%) eram do
género feminino (62 + 17 anos) e 55 (58%) do género masculino (60 +
16 anos). Com relagdo ao tipo de amostra, uma era bidpsia de boca
(palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um aspirado de mandibula, dois
aspirados de linfonodo, seis bidpsias de linfonodo, 25 SP e 59 aspirados
de MO.
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Tabela 32 - Namero de casos de cada neoplasia para a ABCB1/PgP.

Neoplasia NUmero de casos
Linfoma com caracteristicas intermediarias entre LCM e LZME 1
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo 1
Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo 1
Linfoma da zona marginal 2
Linfoma linfoplasmocitico 2
Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo 2
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo 2
Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo 5
Tricoleucemia 5
Linfoma de Burkitt 6
Linfoma de células do manto 6
Leucemia linfoblastica aguda B 6
Linfoma folicular 8
Mieloma multiplo 21
Leucemia linfocitica cronica 27

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal
esplénica.

Da mesma forma como ocorreu com a ABCCL/MRP1, a
expressao da proteina ABCB1/PgP ndo foi visualizada nas células de
nenhum dos grupos de neoplasias de células, com exce¢do das células
dos pacientes com LDGCB, nas quais foi observada expressdo muito
fraca (Figura 55). De fato, para a avaliar a importancia progndstica
dessas proteinas em pacientes com neoplasias de células B ha
necessidade de avaliar o gendtipo por biologia molecular, apenas o
fendtipo nédo parece ser o suficiente.
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Figura 55 - Histogramas representativos da comparagéo da expressdo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador ABCB1/PgP
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplésicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZME: linfoma da zona marginal esplénica; TL:
tricoleucemia; MM: Mieloma Madltiplo.

Na analise estatistica, ndo se evidenciou diferenca entre os grupos
com relacdo a expressao da proteina ABCB1/PgP (Kruskall-Wallis, p =

0,08).
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Poucos estudos avaliaram a expressdo das proteinas de resisténcia
em linfomas pois a maioria dos estudos avaliou em células de pacientes
com leucemias agudas, inclusive o nosso grupo de pesquisa (MORAES
et al., 2012; MORAES et al.,, 2013). Com relagdo a NCBM, foi
encontrado o estudo de Miller e colaboradores (1991), que avaliou a
expressdo dessa proteina, por imunohistoquimica, 42 pacientes com
linfomas (antes do tratamento), e a expressdo foi detectada em apenas
um caso, o qual tinha linfoma de células T. Esse mesmo estudo avaliou
11 bidpsias de pacientes selecionados para um estudo de resisténcia a
farmacos e sete amostras (dois linfomas de Hodgkin e cinco linfomas de
grau intermediario) apresentaram positividade para a ABCB1/PgP
(MILLER et al., 1991). Diferentemente do observado no estudo de
Miller e colaboradores, no presente estudo apenas o grupo LDGCB (um
linfoma de alto grau) apresentou fraca expressdo de ABCB1/PgP.

5.12 CARACTERIZAGAO DA PROTEINA SURVIVINA

A proteina survivina é observada em varios tipos de neoplasias,
inclusive nas hematoldgicas (MORI et al., 2002; CONG; HAN, 2004;
ESH et al.,, 2011), no entanto, poucos estudos tém demonstrado a
importancia dessa proteina para o diagndstico e avaliagdo prognostica
em NCBM. Assim, neste trabalho foi avaliada a expressdo desse
marcador em células de SP e nas células dos pacientes com NCBM.

5.12.1 Células de sangue periférico de individuos saudaveis

Analisou-se o perfil de expressdo da survivina nos eosindfilos,
neutréfilos, mondcitos, linfocitos (B e T), células NK e basofilos nas
amostras de SP dos individuos saudaveis (controles) e pode-se observar
gue todas as células analisadas expressam survivina (Figura 56, Tabela
33). Esses resultados sdo diferentes daqueles descritos por Fukuda e
Pelus (2006) que também avaliou a expressdo da survivina em tecidos
adultos normais e observaram a auséncia de expressdo nos neutrofilos
maduros e expressdo em neutréfilos imaturos. No entanto, as células
neutrofilicas maduras podem expressar a survivina quando estimuladas
in vitro ou em condic¢des inflamatorias in vivo. Além disso, o estudo
também observou que os linfécitos T no SP também podem expressar
survivina (FUKUDA; PELUS, 2006).
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Figura 56 - Histogramas da caracterizagdo da survivina nas células dos

individuos saudaveis
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Fonte: A autora, 2016.

Nota: células marcadas com survivina em cores e células ndo marcadas
(controle negativo) em cinza. * p < 0,05, Test t (mondcitos, eosinofilos e
neutrdfilos) e Mann-Whitney (linfécitos B, linf6citos T, baséfilos e células

NK).

Tabela 33 - Médias das IFM das células ndo marcadas e das células B
marcadas com survivina nos diferentes tipos celulares do SP dos individuos

saudaveis
Tipo Celular Média da IFM p
CNM  Survivina

Eosinofilos 542 3325 <0,0001*
Neutréfilos 117 374 <0,0001*
Monécitos 91 493 <0,0001*
Basofilos 56 267 <0,0001*
Linfécitos B 38 420 <0,0001*
Linfécitos T 42 333 <0,0001*
Células NK 47 262 <0,0001*

Nota: IFM: Intensidade de fluorescéncia média; CNM: células ndo marcadas; *

p<0,05
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5.12.2 Células de pacientes com neoplasias hematol6gicas

A andlise da survivina foi realizada em células neopléasicas de 85
pacientes com neoplasia de células B (Tabela 34), dos quais 38 (32%)
eram do género feminino (62 + 20 anos) e 47 (68%) do género
masculino (58 = 18 anos). Com relacdo ao tipo de amostra, uma era
bidpsia de boca (palato), uma bidpsia ocular (6rbita), um aspirado de
mandibula, dois aspirados de linfonodo, quatro bidpsias de linfonodo,
31 SP e 45 aspirados de MO.

Tabela 34- Nimero de casos de cada neoplasia para a survivina

Neoplasia Numero de casos
Linfoma com caracteristicas intermediarias entre LCM e LZME 1
Linfoma da zona marginal 1
Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo 1
Linfoma linfoplasmocitico 1
Linfoma de células B CD5 positivo CD10 negativo 1
Linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo 2
Linfoma difuso de grandes células B CD10 negativo 3
Tricoleucemia 2
Linfoma de Burkitt 4
Linfoma de células B CD5 negativo CD10 negativo 4
Linfoma de células do manto 6
Linfoma folicular 6
Mieloma multiplo 15
Leucemia linfoblastica aguda B 11
Leucemia linfocitica cronica 27

Nota: LCM: linfoma de células do manto; LZME: linfoma da zona marginal
esplénica.

Como pode ser visualizado na Figura 57, a expressdo da
proteina survivina foi observada nas células neoplasicas de todos os
grupos de neoplasias de células B.
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Figura 57 - Histogramas representativos da comparacéo da expresséo entre
as células ndo marcadas e as células dos pacientes com neoplasias de células
B no marcador survivina
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Fonte: A autora, 2017.

Nota: Em cinza células ndo marcadas; em vermelho, células B neoplésicas: LB:
Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; LCM: Linfoma de células do
manto; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; LF: Linfoma folicular;
LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLPL:
linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da zona marginal; LZME: linfoma da
zona marginal esplénica; LPL: leucemia pro-linfocitica; TL: tricoleucemig;
MM: Mieloma Miultiplo.

A anélise estatistica revelou diferencas entre os grupos (Kruskall-
Wallis, p <0,0001) nos quais os casos de LCM e LLC (p = 0,012),
LDGCB e LLC (p = 0,019) e LLC e MM (p <0,0001) foram
significativos no pés-teste de Dunn-Bonferroni (Figura 58).
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Figura 58 - Comparacdo da expressdo da survivina entre as diferentes
neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LF: Linfoma folicular; LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B;
LCM: Linfoma de células do manto; LLC: Leucemia linfocitica cronica; MM:
Mieloma Mudltiplo; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; LCB: Linfoma de
Células B CD5 negativo CD10 negativo; LB: Linfoma de Burkitt.

A maioria dos estudos relacionados & survivina é realizado em
amostras de tumores sélidos, os quais mostram correlacdo entre a
superexpressdo da survivina e o curso clinicamente desfavoravel da
doenca, resisténcia a farmacos, pior prognostico e menor sobrevida
(AHMED et al., 2012; MORAES, 2013). Existem poucas informacdes
referentes a superexpressao da survivina em pacientes com linfomas, e
os dados existentes foram obtidos por meio de avaliacdo da expressdo da
proteina por imunohistoquimica (MAZUR et al., 2004; MARKOVIC et
al., 2012).

O estudo de Ambrosini, Adida e Altieri (1997) observou a
expressdo da survivina em 50% dos linfomas de alto grau
(centroblasticos e imunoblasticos) e auséncia nos linfomas de baixo grau
(linfociticos). O estudo de Adida e colaboradores (2000) analisou a
expressdo da survivina, por imunohistoquimica, em 222 casos de
LDGCB (96% centroblastico e 4% imunoblastico) e observou a
expressao dessa proteina em 60% (134) dos casos. O estudo de Gu e Lin
(2005) avaliou a expressdo da survivina por imuno-histoquimica em 219
individuos com diversos subtipos de linfomas. Os resultados mostraram
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gue a survivina foi fortemente expressa em casos de LDGCB e LB e
fracamente expressa nos casos de LF, MALT e LZM com diferencas
significativas entre os dois grupos (p <0,01). O estudo de Bedewy e
colaboradores (2013) avaliou por imunohistoquimica 15 amostras de
linfonodo com hiperplasia linfoide reativa e observou expressdo de
survivina em 2 casos (13,3%). Também analisou 80 casos de NCBM, e
observou positividade para a survivina em 32 casos (40%). Com relagéo
aos subtipos de NCBM, a survivina foi expressa em 44% dos LDGCB
(n=50), 18,7% dos LF (n = 16), 50% dos casos de LLC/LLPC (n = 8),
25% dos casos de LCM (n = 4) e 100% dos casos de LB (n = 2).
Observaram também que a expressao nos linfomas agressivos (LDBCG,
LB e LCM) foi mais intensa quando comparada aos indolentes (LF e
LLC/LLPC). Diferente dos resultados apresentados pelos outros
estudos, no presente estudo foi possivel visualizar que todos os grupos
de neoplasias apresentaram expressao para survivina (Figura 57).

Para avaliar a superexpressdo da survivina nas neoplasias de
células B, as células B normais presentes no SP foram comparadas com
as células B neoplésicas dos pacientes com neoplasias (Figura 59).
Assim, foi possivel observar diferencas entre os linfocitos B normais e
as células neoplasicas no LCM (p = 0,019), no MM (p = 0,001), no LCB
CD5 negativo CD10 negativo (p = 0,011) e no LDGCB (p = 0,005).
Conforme abordado anteriormente, a maioria dos linfomas mimetizam
0s estagios normais de maturagdo das células B, e um dos critérios de
classificacdo se baseia na expressdo fenotipica, no estagio de
diferenciacdo e na localizag8o no linfonodo das células B neoplasicas
(Figura 3). Uma limitacdo da metodologia do estudo, foi comparar a
superexpressao da survivina com as células B presentes no sangue
periférico e ndo com células B de linfonodos. Isso se deve a dificuldade
na obtencdo de amostras de linfonodos ndo neoplasicas para serem
utilizadas para comparacao.

A metandlise realizada por He e colaboradores (2015) analisou 12
estudos que avaliaram a expressdo da survivina em 885 casos de
linfomas B e T por imunohistoquimica. Quando a analise foi
estratificada entre as neoplasias de linhagens B e T, encontrou-se
associacdo entre 0 progndstico e a expressdo de survivina apenas nos
casos de NCBM. A associacdo pode ndo ter sido verificada nos casos de
linfomas T devido ao baixo nimero amostral. Nos casos de NCBM,
pacientes com superexpressdo de survivina tiveram 1,55 vezes mais
risco de pior prognéstico quando comparados com aqueles sem
superexpressao de survivina. Embora o valor progndstico da survivina ja
tenha sido investigado em NCBM os resultados ainda séo conflitantes
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devido a maioria dos estudos serem retrospectivos e possuirem
diferentes  padronizagcbes  metodoldgicas  conferindo  muita
heterogeneidade aos estudos.

Os dados do presente estudo apontam que as neoplasias que
apresentaram superexpressao de survivina (LCM, MM, LCB CD5
negativo CD10 negativo e LDGCB) merecem mais estudos avaliando-se
os fatores envolvidos no prognéstico desses pacientes.

Figura 59 - Comparagdo da expressdo da survivina entre os linfdcitos B
normais do SP e as diferentes neoplasias avaliadas no estudo
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Fonte: A autora, 2017.
Nota: LF: Linfoma folicular; LCM: Linfoma de células do manto; MM:
Mieloma Mdltiplo; B normal: linfdcitos B ndo neoplasicos; LCB: Linfoma de
Células B CD5 negativo CD10 negativo; LB: Linfoma de Burkitt; LDGCB:
Linfoma difuso de grandes células B; LLC: Leucemia linfocitica cronica; LLA:
Leucemia linfoblastica aguda.
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6 CONCLUSOES
Os resultados mais relevantes observados nesse estudo foram que:

O CD361 é expresso em todas as células analisados no SP e na MO com
perfil de expressdo semelhante aos leucécitos no marcador pan-
leucocitario CD45;

A superexpressdo da survivina foi observada em células neopléasicas nos
casos de LCM, MM, LCB CD5 negativo CD10 negativo e LDGCB. Séo
necessarios mais estudos avaliando-se os fatores envolvidos no
prognostico desses pacientes.

No SP, nenhum tipo celular avaliado expressou CD261. Nas amostras
de MO expressdo muito fraca em células da série neutrofilica,
monocitos e linfécitos B e expressdo moderada e homogénea nos
plasmécitos. Houve diferenca significativa entre todos os grupos de
NCBM e o MM, referentes a expressdo de CD261. Os resultados
mostram que os plasmdcitos normais expressam CD261 enquanto que
os plasmdcitos clonais perdem a expressao desse marcador. Dessa
forma, a expressdo do CD261 pode ser utilizada como ferramenta
auxiliar no diagnoéstico imunofenotipico de MM pois a significancia do
CD261 em auxiliar na separacdo entre plasmoécitos normais e
plasmdcitos clonais contribui até mais que a expressdao de CD19 e
CD45;

O CD262 apresentou fraca intensidade de expressdo em neutrofilos,
mondcitos, linfocitos B e T e basdfilos no SP e em neutrofilos,
mondcitos, linfocitos B e T/NK e plasmdcitos na MO. Esse marcador foi
atil no diagnostico diferencial de neoplasias com necessidade de
distingdo diagnostica (LCM e LDGCB CD10 negativo, LDGCB CD10
negativo e LLC);

Finalmente, os dados apontam que o marcador mais eficiente para a
distincdo entre células normais e neoplasicas foi o CD261 e o marcador
com maior utilidade no diagndstico diferencial entre as NCBM foi o
CD262.
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PERSPECTIVAS

Incluir os marcadores CD261 e CD262 na rotina do setor de
Oncohematologia do HU/UFSC para aumentar o nimero de
amostras analisadas.

Avaliar a expressdo de CD163 em relacdo ao estagio de
maturagdo monocitico;

Avaliar a ABCC1/MRP1 e a ABCBL/PgP por biologia
molecular;

Avaliar a survivina em mais casos de NCBM e analisar seu
valor prognostico.
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CD45 V500; Painel L: células marcadas com CD86 Pe e CD80 APC-Cy7.
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A, B, C e D: células ndo marcadas; Painel E: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel F: Células marcadas com CD3 PB; Painel G: células
marcadas com CD45 V500; Painel H: Células marcadas com CD80 APC-Cy7;
Painel I: células marcadas com CD86 Pe e CD19 Pe-Cy7; Painel J: células
marcadas com CD86 Pe e CD3 PB; Painel K: células marcadas com CD86 Pe e
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APENDICE B - CONTROLE FMO PARA O CD163
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com CD163 Pe e CD19
Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com CD163 Pe e CD3 PB; Painel I: células
marcadas com CD163 Pe e CD45 V500.
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com CD210a Pe e
CD19 Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com CD210a Pe e CD3 PB; Painel I:
células marcadas com CD210a Pe e CD45 V500.



172
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com CD261 Pe e CD19
Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com CD261 Pe e CD3 PB; Painel I: células
marcadas com CD261 Pe e CD45 V500.
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Fonte: A autora, 2016.

Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com CD262 Pe e CD19
Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com CD262 Pe e CD3 PB; Painel I: células
marcadas com CD262 Pe e CD45 V500.
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Fonte: A autora, 2016.

Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com CD358 Pe e CD19
Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com CD358 Pe e CD3 PB; Painel I: células
marcadas com CD358 Pe e CD45 V500.
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com CD361 Pe e CD19
Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com CD361 Pe e CD3 PB; Painel I: células
marcadas com CD361 Pe e CD45 V500.
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Fonte: A autora, 2016.
Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com ABCC1/MRP
FITC e CD19 Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com ABCC1/MRP FITC e
CD3 PB; Painel I: células marcadas com ABCC1/MRP FITC e CD45 V500.
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Fonte: A autora, 2016.

Nota: Painel A, B e C: células ndo marcadas; Painel D: células marcadas com
CD19 Pe-Cy7; Painel E: Células marcadas com CD3 PB; Painel F: células
marcadas com CD45 V500; Painel G: células marcadas com survivina Pe e
CD19 Pe-Cy7; Painel H: células marcadas com survivina Pe e CD3 PB; Painel

I: células marcadas com survivina Pe e CD45 V500.
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