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RESUMO

O diagnéstico das neoplasias de células linfoides B maduras
(NCLBM) ¢ baseado nos exames histopatologicos, imunofenotipicos,
citogenéticos e moleculares. Atualmente, a imunofenotipagem por
citometria de fluxo € considerada uma ferramenta fundamental para o
diagnostico dessas neoplasias e existe uma tendéncia de tentar alcangar a
subclassificagdo correta das NCLBM com apenas a avaliagdo do
imunofenotipo. No entanto, devido a sobreposicdo fenotipica, esse
propdsito ndo pode ser atingido em todos os casos. Assim, o objetivo do
presente estudo foi investigar a importancia dos novos marcadores
imunofenotipicos CD150 e CD307a para o diagnostico diferencial das
NCLBM. Por conseguinte, foi avaliada a expressdao de ambos antigenos
por meio da citometria de fluxo em 120 amostras de pacientes portadores
de NCLBM. As amostras foram marcadas com o painel anticorpos
monoclonais pela técnica de marcacgdo direta e a expressdo de CD150 e
CD307a foi avaliada por meio da intensidade de fluorescéncia média
(IFM) nas células B neoplésicas e qualitativamente por meio da
comparag¢do com o controle negativo interno. Os resultados mostram que
existe uma expressdo diferencial do antigeno CD150 entre os casos de
linfoma de Burkitt (LB) e as neoplasias de células B precursoras,
portanto, a expressao de CD150 parece ser ttil na identificagdo dos casos
de LB com caracteristicas fenotipicas de precursor B. A forte expressio
de CD150 nos dois casos de linfoma folicular (LF) grau 3A avaliados
sugerem que esse marcador € importante para o diagnostico diferencial
desse subtipo de NCLBM e o LF de baixo grau. A perda da expressao de
CD150 observada nos plasmocitos clonais dos linfomas com
diferenciacdo plasmocitaria (LDP), representa um achado inédito e a
unica alteracdo fenotipica observada em todos casos de LDP estudados.
Foi observado que todos os casos de linfoma de células do manto (LCM)
apresentaram diminuicdo da expressdo de CD307a em relacdo aos
linfécitos B normais. Em contrapartida, a expressao desse marcador no
grupo das leucemias linfoides cronicas (LLC) foi heterogénea com casos
totalmente negativos até casos com expressao forte e maior a observada
nos linfocitos B normais. Assim, pode ser inferido que a expressdo
moderada e forte desse marcador poderia excluir o diagndstico de LCM.
Foi corroborado que tanto o marcador CD150 quanto o CD307a
apresentam menor expressdo nos casos de LLC com marcadores
prognosticos desfavoraveis. Em vista dos resultados obtidos, a incluséo
desses marcadores no painel imunofenotipico de rotina pode contribuir



com o aprimoramento da imunofenotipagem por citometria de fluxo para
o diagnostico diferencial das NCLBM.

Palavras chaves: CD150, CD307a, imunofenotipagem por citometria
de fluxo, neoplasias de células linfoides B maduras.



ABSTRACT

Diagnosis of mature B cell neoplasms (MBCN) is based on
results yielded by histopathological, immunophenotypic, cytogenetic and
molecular analysis. Consequently, flow cytometric immunophenotyping
is deemed fundamental as a tool for B cell neoplasms diagnosis. Given
the advantages this methodology provides, there exists a tendency to
attempt to fully subclassify MBCN solely on the basis of flow cytometric
immunophenotyping results. However, due to the existence of
overlapping phenotypes this aim is not achieved in every single case.
Because of that, the goal of the present study was to investigate on the
importance of novel immunophenotypic markers CD150 and CD307a in
the differential diagnosis of the MBCN. To accomplish that, the
expression of both antigens was analyzed in 120 samples taken from
patients diagnosed with MBCN. Samples were assessed with a panel of
monoclonal antibodies using a direct staining protocol and the CD150 and
CD307a expression was quantitated by calculating the mean fluorescence
intensity (MFTI) for neoplastic B cell in each case, and was also ascertained
in qualitative terms in comparison with internal negative control. A
differential expression of CD150 has been proven to exist between Burkitt
lymphoma (BL) and precursor B cell neoplasms cases; therefore, the
expression of CD150 might identify BL patients with phenotypic features
of B cell precursors. Both follicular lymphoma (FL) grade 3A cases
studied showed high homogenic levels of that marker, which becomes
relevant in differential diagnosis of that entity with low grade FL.
Neoplastic plasma cells of B cell lymphomas with plasmacytic
differentiation (LPD) showed a loss of expression of CD150 when
compared to normal polyclonal plasma cells. Such decrease was the only
phenotypic aberration observed in every LPD sample evaluated. It was
also ascertained that every mantle cell lymphoma (MCL) case showed
lower levels of CD307a in comparison to normal B cell population.
Differently, a spectrum of CD307a expression, from negative to bright,
was seen in chronic lymphocytic leukemia (CLL). Thus, moderate and
bright CD307a expression virtually excludes MCL diagnosis. A lower
expression of both markers in CLL patients with unfavorable prognosis
was confirmed in this study. In conclusion, these results suggest that the
inclusion of both markers in an immunophenotypic panel could improve
the differential diagnosis of MBCN by flow cytometry.

Keywords: CDI150, CD307a, flow cytometry immunophenotyping,
mature B cells neoplasms.
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1. INTRODUCAO

Os tumores originados no tecido linfoide compreendem um
grupo diverso de doengas com caracteristicas morfologicas,
imunologicas, genéticas e clinicas bastante diferentes entre si. As
neoplasias de células B (NCB) incluem as proliferagdes clonais das
células B maduras e imaturas. Devido a ampla variedade de entidades
compreendidas dentro desses grupos de doengas foram realizadas ao
longo dos anos multiplas classificagdes para tentar agrupar essas
neoplasias de acordo com as suas caracteristicas representativas,
especificas e clinicamente relevantes e, dessa forma, obter as bases
clinicas para o diagnostico, terapia e prognostico das mesmas. Os
modelos de classificagdo estdo baseados nas possibilidades
metodologicas e como estdo sujeitas a mudanca e evolugdo continua,
também existe uma alteracdo constante nas classificagdes (NIERMANN
etal., 2013).

As primeiras classificagdes das NCB, nas décadas dos anos 60 ¢
70, eram baseadas apenas na analise citomorfoldgica e histoldgica, como
por exemplo, a classificagdo proposta pelo grupo FAB (do inglés French-
American-British group) no ano 1976 ou a classificagdo Rappaport em
1964. Posteriormente, surgiram as técnicas imunologicas que permitiram
conhecer o fendtipo das células neopldsicas. Assim, as mnovas
classificacdes, como a EGIL (do inglés FEuropean Group for the
Immunological Characterization of Leukemias) e Kiel, estavam
fundamentadas nos dados morfologicos e imunofenotipicos
(ISAACSON, 2000). Nas tultimas décadas, as técnicas citogenéticas e
moleculares se converteram em ferramentas cruciais na classificagdo das
neoplasias hematoldgicas, pois proporcionam informacédo relevante para
a compreensdo da patogénese dessas doengas. Além disso, permitem o
diagnostico preciso e o prognostico dessas doencas, o que facilita a
escolha das terapias e o desenvolvimento de novas formas de tratamento
(BAIN, 2010). Sendo assim, atualmente, a classificagdo das neoplasias
hematoldgicas aceita mundialmente é a classificagdo da Organizagdo
Mundial da Saade (OMS), que combina os critérios clinicos,
morfologicos, imunofenotipicos e genéticos para definir os subtipos de
tumores dos tecidos hematopoiético e linfoide (ISAACSON, 2000;
SWERDLOW et al., 2008). Dessa forma, a imunofenotipagem das células
neoplasicas € essencial para o diagndstico e classificacdo das neoplasias
linfoides, e pode ser realizada por meio de duas técnicas: a imuno-
histoquimica (IHQ) e a citometria de fluxo. Na comparagdo de ambas
metodologias, percebe-se que a citometria de fluxo apresenta varias
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vantagens em relagdo ao IHQ como, por exemplo, a analise de um maior
nimero de células por amostra, o que aumenta a sensibilidade, menor
variabilidade dependente do operador, avaliagdo multiparamétrica das
células, identificagdo e detecgdo simultanea de antigenos intracelulares e
de superficie na mesma célula e uma maior rapidez na obtengdo dos
resultados. Nos ultimos anos, muitos progressos foram alcangados em
instrumentagao, novos anticorpos, fluorocromos e programas de analise.
Por esse motivo, a imunofenotipagem por citometria de fluxo ¢
atualmente uma ferramenta imprescindivel para o diagnoéstico
hematopatolégico (REGO & SANTOS, 2009). No entanto, apesar dessa
metodologia fornecer conclusdes excelentes na maioria dos casos,
existem algumas situacdes nas quais, devido a sobreposicdo das
caracteristicas imunofenotipicas, o diagnéstico diferencial ndo pode ser
concluido, necessitando-se de outras metodologias. Em vista disso, o foco
do presente estudo foi a avaliagdo por citometria de fluxo de novos
marcadores imunofenotipicos que possam contribuir para o diagndstico
diferencial das neoplasias de células linfoides B maduras (NCLBM).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Neoplasias de células linfoides

As neoplasias de células linfoides abrangem um espectro amplo
de linfomas e leucemias derivadas de linfocitos B, T ou NK e sdo
caracterizadas pela proliferagdo clonal dessas células. O processo de
diferenciacdo linfoide inclui uma série de etapas de recombinagido do
DNA a fim de criar o extenso repertorio das imunoglobulinas (linfocitos
B) ou receptores TCR (linfocitos T). As neoplasias linfoides
desenvolvem-se como resultado da aquisi¢ao de anormalidades genéticas
durante a diferenciacdo normal, portanto, podem ser divididas em
neoplasias de células linfoides precursoras ou neoplasias de células
linfoides maduras (SWERDLOW et al., 2008; BOTTCHER et al., 2010;
MALONEY, 2012). Também podem ser subdivididas de acordo com o
local onde ocorre a proliferagdo clonal em leucemias e linfomas. A
leucemia linfoide é uma neoplasia que compromete a medula 6ssea (MO)
e geralmente o sangue periférico (SP), ja o termo linfoma se refere a
doenga caracterizada pela proliferagdo das células neoplasicas de origem
linfoide nos tecidos extramedulares, tais como linfonodo, bago, timo e
pele (BAIN, 2010).

2.2 Classificaciio das neoplasias de células linfoides

Segundo a literatura, o primeiro linfoma descrito foi o linfoma de
Hodgkin no ano 1832 pelo médico inglés Thomas Hodgkin (STONE,
2005). Posteriormente, em 1967, Alan C. Aisenberg propds o termo
linfoma ndo Hodgkin (LNH) para denominar as doengas linfoides com
caracteristicas histologicas diferentes daquelas encontradas no linfoma de
Hodgkin (ROBB-SMITH, 1982).

Inicialmente, a classificagcdo das neoplasias linfoides era baseada
na morfologia das células, mas com os avangos na tecnologia essa
classifica¢do tem evoluido a um processo multimodal, o qual combina a
informacao morfoldgica, imunofenotipica e genética, além de considerar
os dados clinicos, como a forma de apresentagdo e o curso da doenca. A
classificagdo de tumores dos tecidos hematopoiético e linfoide da OMS,
publicada em 2001 e atualizada em 2008, tornou-se o consenso
internacional para o diagnostico das neoplasias hematologicas, e € o
primeiro sistema de classificagdo aceito mundialmente (TUTE, 2011). Ja
estd disponivel a revisdo da classificagdo da OMS-2016 das neoplasias
linfoides (SWERDLOW et al., 2016a), a qual incorpora a nova
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informacao coletada das publica¢des dos tlltimos 8 anos, importantes para
o diagnostico, prognostico e terapias dessas doengas. A OMS
subclassifica as neoplasias linfoides de forma hierarquica, primeiro de
acordo com o estagio de maturagdo da célula em expansdo e em seguida
de acordo com a linhagem celular (SWERDLOW et al., 2008). Dentro
das neoplasias de células linfoides maduras, 85% a 90% sao originadas
de células B e as restantes derivam de células T ou NK (SHANKLAND
et al., 2012; KUPPERS, 2005).

A maioria das NCLBM séo descendentes clonais dos linfocitos
B nos diferentes estagios da diferenciacdo normal. Esse fato pode ser
observado pela semelhanca no imunofenotipo, aspecto histologico e
perfis de expressdo génica das células neoplasicas. A OMS baseia-se
nesse principio para a classificagdo dos aproximadamente 30 subtipos de
linfomas B (SWERDLOW et al., 2008; SCOTT & GASCOYNE, 2014;
MALONEY, 2012; SWERDLOW et al., 2016a). O Quadro 1 mostra a
classificacdo da OMS das NCLBM de acordo com a revisdo do 2016, que
apresenta algumas modificagdes e novas entidades provisionais em
relacdo a classificagdo de 2008.

Ao contrario das neoplasias de células linfoides B precursoras,
que comumente se manifestam como leucemias, a maioria das NCLBM
geralmente se apresentam como linfomas, mas podem desenvolver uma
fase leucémica durante o curso da doenga. Isso frequentemente se observa
no linfoma de células do manto (LCM) e as vezes no linfoma folicular
(LF). Existem algumas NCLBM que sdo primariamente leucémicas, a
leucemia linfoide cronica (LLC), a tricoleucemia (TRL) e a leucemia
prolinfocitica, (LP-B). No caso da LLC pode apresentar uma proliferagido
neoplasica homologa nos tecidos, a qual ¢ denominada de linfoma
linfocitico (LL) de células pequenas, onde ndo se observa linfocitose no
SP (BAIN, 2010).



29

Quadro 1 Classificagdo da OMS das neoplasias de células linfoides B maduras.

Leucemia linfoide crénica/linfoma linfocitico (LLC/LL)

Linfocitose monoclonal de células B

Leucemia prolinfocitica B (LP-B)

Linfoma B da zona marginal esplénica (LZME)

Tricolcucemia (TRL)

Linfomarleucemia esplénico de células B, inclassificavel.
o Linfoma esplénico difuso da polpa vermelha, de linficitos B pequenos.
e Tricoleucemia variante (TRL-V)

Linfoma linfoplasmocitico (LLPL)
+  Macroglobulinemia de Waldestrom (MW)

Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) IgM

Doenga da cadeia pesada alfa

Doenga da cadeia pesada gama

Doenga da cadeia pesada mu

Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS), 1gG/1gA

Mieloma maltiplo (MM)

Plasmocitoma solitario do osso

Plasmocitoma extradssco

Docenga de deposiciio de imunoglobulinas monoclonais

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

Linfoma da zona marginal nodal (LZMN)
* Linfoma da zona marginal nodal pedidtrico (LZMN-P)

Linfoma folicular (LF)

* Neoplasia folicular in situ

+ Linfoma folicular tipo duodenal

¢ Linfoma folicular pediatrico (LF-P)

Linfoma de grandes células B com rearranjo IRF4

Linfoma centrofolicular primério da pele (LF-Pele)

Linfoma de células do manto (LCM)

* Neoplasia de células de manto in situ

Linfoma difuseo de grandes c¢lulas B, SOE (LDGCB,SOE)
+ Linfoma difuso de grandes células B de tipo células B do centro germinativo (LDGCB-GCB)
« Linfoma difuso de grandes células B de tipo células B ativadas (LDGCB-ABC)

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 sem outras especificacies

Ulcera mucocutinea EBV-positiva

Linfoma difuso de grandes células B associado a inflamagéo cronica (LDGCB-IC)

Granulomatose linfomatoide (GL)

Linfoma de grandes células B do mediastino (timico) (LGCB-Med)

Linfoma de grandes células B intravascular (LGCB-TV)

Linfoma de grandes células B ALK-positivo (LGCB-ALK+)

Linfoma plasmoblastico (LPb)

Linfoma de grandes células B com origem na D. de Castleman multicéntrica associada ao 1HI1V-8, SOE

Linfoma primirio de efusdes (LPE)

Linfoma de Burkitt (LB)

Linfoma Burkitt like com aherragio 11¢

Linfoma de eélulas B de alto grau com rearranjos MYC, BCL2 ¢/ou BCL6

Linfoma de células B de alto grau sem outras especificacies

Hodgkin (LBI-LDGCB/LH).

Linfoma de células B inclassificével, com caracteristicas intermedidrias entre o LDGCB e o Linfoma de

Fonte: SWERDLOW etal., 2016a; ZERBINI et al., 2011. Nota: Texto em italico:
entidades provisionais. Texto em negrito: cAmbios respeito da classificagdo 2008.
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2.3 Patogénese e origem celular das NCLBM
2.3.1 Maturacao das células B

A maturacao das células B comega nos precursores na MO e para
alcangar a correta formagdo do receptor de antigenos (BCR) é necessaria
a modificagdo do DNA. O principal componente do BCR ¢ a molécula de
imunoglobulina (Ig) expressa na membrana da célula cujos genes se
encontram em uma configuragdo germinal sob a forma de segmentos
génicos que precisam ser recombinados para a produgdo do receptor
antigénico. Dessa forma, acontece o rearranjo da regido variavel dos
genes das cadeias pesadas e leves das Ig (IGV) por meio de um
mecanismo denominado recombina¢do V(D)J. As células que expressam
o BCR funcional se diferenciam em células B virgens (que ainda nao
foram expostas a nenhum antigeno) as quais abandonam a MO e migram
para os o6rgdos linfoides secundarios, onde podem entrar em contato com
algum antigeno (KUPPERS , 2005).

Apbs o encontro com o antigeno as células B virgens sdo ativadas
gragas a interagdo com as células T CD4 nos tecidos linfoides e, dessa
forma, formam dentro dos foliculos primarios os centros germinativos
(CG). Dentro do CG, as células B sofrem modificagbes no DNA
gendmico por meio de dois mecanismos: a hipermutacao somatica (HMS)
e a recombinagdo de mudanca de classe (RMC). A HMS modifica as
regides varidveis da Ig mediante a introdu¢do de mutagdes pontuais,
delegdes ou duplicacdes nos genes IGV previamente rearranjados a fim
de gerar células B de memoria e plasmoécitos com a capacidade de
produzir anticorpos com maior afinidade pelo antigeno. A RMC permite
a troca da cadeia pesada de Ig, assim a classe de Ig pode variar de IgM
para IgG, IgA ou IgE (KUPPERS, 2005; NOGAI et al., 2011).
Histologicamente, o CG é composto por uma zona escura que contém as
células B em proliferacao (centroblastos) onde ocorre a HMS, e pela zona
clara, a qual é rica em centrocitos, ¢ é o local onde acontece a selegdo
positiva das células B de acordo com a afinidade pelo antigeno e, na
maioria dos casos, sofrem a RMC. As células B que apds a HMS perdem
a capacidade de unido com o antigeno sdo selecionadas negativamente e
morrem por apoptose (LENZ & STAUDT, 2010; BASSO & DALLA-
FAVERA, 2015).
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2.3.2. Eventos transformantes nas NCLBM

Um grande niumero de NCLBM esta associado a translocacdes
cromossomicas entre os loci da Ig e o lécus de um proto-oncogene e,
como consequéncia da translocagéo, ocorre a desregulacdo e a expressao
constitutiva do oncogene. Os trés mecanismos que modificam o DNA e
estdo implicados na maturacdo normal das células B, sdo também os que
estdo envolvidos na transformacdo maligna das células. Assim, as
translocagdes associadas as NCLBM podem ser divididas em trés grupos
de acordo com o mecanismo que foi gerada, o qual pode ser identificado
a partir do local dos pontos de quebra nos loci da Ig, como segue abaixo:

1. Translocagdes derivadas de erros durante a recombinagao V(D)J
como, por exemplo, a t(14;18) observada na maioria dos casos
de LF, na qual estdo implicados o 16cus da cadeia pesada da Ig

(IGH) e o gene BLC2. Os pontos de quebra nesses casos sdo

observados nos segmentos génicos Ju ou Dy da regido variavel

da IGH.
2. Translocagdes que ocorrem como subprodutos da HMS, onde os
pontos de quebra se encontram dentro ou adjacente aos genes

V(D)J rearranjados. O processo da HMS também pode ser

responsavel por introduzir mutagdes pontuais nos oncogenes.

Esse mecanismo pode ter como alvo ocasional outros genes além

das regides varidveis da Ig como, por exemplo, o gene BCL6

3. Os pontos de quebra na regido constante da Ig sdo resultado de

eventos ocorridos durante a RMC (KUPPERS et al., 1999;

NOGAI etal., 2011)

Dois dos mecanismos moleculares que podem causar
translocagdes cromossdmicas ou mutagdes nos genes das Ig ocorrem no
CG. Esse aspecto pode ser a causa pela qual a maioria das NCLBM
derivam de células B do CG ou pds-CG. A HMS e a RMC nio ocorrem
no DNA das células T, o que pode explicar a razdo das células B serem
mais suscetiveis a transformag¢do maligna (KUPPERS, 2005).

As translocagdes cromossdmicas que ocorrem nos linfomas
interrompem a homeostase normal por trés mecanismos. O primeiro € um
aumento na proliferacdo das células B observado, por exemplo, nos
linfomas de Burkitt (LB), onde estdo presentes translocagdes que
envolvem o fator de transcricdo c-MYC, o qual promove a expansdo
clonal das células B. O bloqueio da apoptose devido a super-expressdo da
proteina antiapoptotica Bel-2 é observada no LF e alguns casos de
linfoma difuso de grandes células B (LDGCB). A inibigdo da apoptose,
também pode ser consequéncia da ativagdo do fator de transcricdo NF-



32

kB, a qual é observada no LDGCB e nos linfomas da zona marginal
(LZM). O terceiro mecanismo descrito é o bloqueio na diferenciagio, o
qual ¢ o produto de translocacdes e mutagdes no gene BCL6 que impedem
a diferenciagdo plasmocitaria e promovem a proliferag¢do das células B no
CG (SHAFFER et al., 2002).

2.3.3 Origem celular das NCLBM

A origem celular das NCLBM pode ser avaliada pelas
semelhangas morfoldgicas, imunofenotipicas e o estado mutacional dos
genes IGV das células neoplasicas em relagdo as células B normais. Desse
modo, acredita-se que as células com presenca de mutacdes nos genes
IGV sdo derivadas das células que passaram pela reagdo no CG
(KUPPERS et al., 1999). Consequentemente, os LCM que exibem quase
exclusivamente auséncia de mutagdes nos genes IGV sdo derivados de
células B virgens (pré-CG) da zona do manto (NOGALI et al., 2011). No
entanto, na revisdo da classificagdo da OMS das neoplasias linfoides
foram reconhecidas variantes indolentes dos LCM, o que revela a
participacdo de duas vias no desenvolvimento do LCM. Assim, foi
observado que o LCM também pode ser derivado de células B com
mutagdes nos genes IGV, caracterizado pelo comprometimento da MO,
SP e bago. Essa neoplasia ¢ denominada LCM leucémico ndo nodal e
apresentam um curso clinico menos agressivo (SWERDLOW et al.,
2016a).

Os LZM sdo originados a partir de células B pd6s-CG, que estdo
presentes na zona marginal dos foliculos linfoides e sdo reconhecidos trés
subtipos dentro dessa categoria: o LZM extranodal do tecido linfoide
associado a mucosa (linfoma MALT), o linfoma da zona marginal
esplénica (LZME) e o linfoma da zona marginal nodal (LZMN)
(SWERDLOW et al., 2008; ZINZANI, 2012). As células da TRL
apresentam mutacdes somaticas e troca da classe de Ig, o que indica que
sdo derivadas de células p6s-CG que sofreram HMS ¢ RMC (BASSO et
al., 2004; TIACCI et al., 2006). Acredita-se que a origem celular dos
linfomas linfoplasmociticos (LLPL) sdo células B que passaram pela
reacdo no CG, as quais sdo detidas antes da diferenciagdo final a
plasmocitos. Essas células sofreram HMS, porém houve uma falha na
RMC (NEPARIDZE & DHODAPKAR, 2009; GHOBRIAL, 2012),
razao pela qual a maioria dos LLPL estdo associados & expressao de IgM,
e menos frequentemente de IgG ou de IgA (LIN et al., 2011). Além disso,
considera-se que o bloqueio na diferenciacdo final a plasmocitos ¢
incompleto e apresentam diferenciacdo plasmocitdria, a qual ¢
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evidenciada pela presenca de plasmocitos e células plasmocitoides
(SWERDLOW et al., 2016b).

Atualmente, sabe-se que podem ser produzidas células B de
memoria fora do CG em respostas imunes independentes das células T,
onde raramente ocorre a RMC, mas pode haver HMS, embora néo seja
obrigatoria nesses tipos de respostas (SHAFFER et al., 2002). Esse fato
questiona a origem celular de varias das NCLBM, entre elas a LLC. O
estado mutacional dos genes da regido variavel da cadeia pesada de Ig
(IGVH) nas LLC ¢ diverso, e sdo encontradas LLC mutadas ¢ nao
mutadas, o que dificulta a avalicdo da origem celular nessa doenca. Néo
ha davida que as LLC com mutagdes somaticas nos genes IGVH derivam
de células B de memoria pds-CG, mas existem incertezas da origem
celular das LLC nao mutadas (FERRARINI, 2009). A avaliacdo dos
perfis de expressdo génica demonstrou semelhangas entre ambos subtipos
de LLC. Todas essas informagdes conduzem a atual hipotese que as LLC
sdo derivadas de células B que tiveram contato com o antigeno, porém os
tipos de encontro com eles ocorreram de forma diferente. Considera-se
que as LLC sem evidéncia de HMS adquiriram um fendtipo de célula B
de memoria fora do CG e independente das células T (CHIORAZZI et al.,
2005; FABBRI & DALLA FAVERA, 2016).

Os estudos dos perfis de expressdo génica representam um
grande avango no reconhecimento da origem de muitas neoplasias de
células B. Esses estudos identificaram dois subtipos moleculares LDGCB
denominados GCB (do inglés germinal center B cell-like) ¢ ABC (do
inglés activated B cell-like), os quais também exibem diferengas na
evolugdo clinica e na sobrevida global dos pacientes (ALIZADEH et al.,
2000). Esses subtipos parecem se originar de diferentes estigios de
diferenciacdo linfocitaria e possuem mecanismos patogénicos diferentes.
Particularmente, o LDGCB-GCB se assemelha as células B da zona clara
do CG, enquanto que o LDGCB-ABC parece derivar das células B pos-
CG detidas nos estagios iniciais da diferenciagdo plasmocitaria
(plasmablasto). A patogénese desse subtipo de linfoma ¢ caracterizada
por eventos moleculares que impedem a expressdo de BLIMP1, uma
proteina regulatéria chave na diferenciagdo terminal das células B a
plasmécitos e, como resultado, observa-se uma incapacidade de concluir
essa diferenciag¢do. O LB € derivado das células B da zona escura do CG
e o LF das células B da zona clara. A t(14;18) ¢ detectada em 80% dos
LF e o mecanismo de formacdo dessa alteragdo ocorre nos estagios
iniciais da diferenciacdo B. No entanto, a desregulacdo do gene BCL2
contribui na génesis do linfoma, acontece durante a reagdo do CG,
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provavelmente como consequéncia da estimulacdo antigénica (BASSO &
DALLA-FAVERA, 2015).

As neoplasias de células plasmocitarias (NCP) incluidas na
classificagdo da OMS compreendem mieloma multiplo (MM) e suas
variantes [leucemia de células plasmocitarias (LCP), mieloma indolente
e mieloma ndo secretor] plasmocitoma, doenca de deposi¢do de Igs
monoclonais e gamopatia monoclonal de significado indeterminado
(GMSI). Essas doengas sdo caracterizadas pela proliferagdo clonal de
plasmocitos e, na maioria dos casos, estdo associadas a producdo de uma
Ig monoclonal, também denominada proteina M ou paraproteina, que é
detectavel no soro ou urina. O MM e as demais neoplasias de células
plasmocitarias sdo derivadas de uma célula B p6s-CG que tem sofrido
HMS e RMC com sucesso. Essa ¢ a razdo pela qual apenas 1% dos MM
estdo associados a proteina M de tipo IgM (LORSBACH et al., 2011).
Quase todos os pacientes com MM desenvolvem a doenga a partir de uma
condi¢do pré-maligna e assintomatica denominada GMSI, que ¢
caracterizada pela presenga de Ig clonal com concentragdo < 3g/dl e
menos de 10% de plasmoécitos na MO. A condicdo clinica intermedidria,
denominada mieloma indolente (smoldering), é caracterizada pela
presenga de Ig clonal com concentracdo > 3g/dl e mais de 10% de
plasmocitos na MO. Essa doenga apresenta maior risco de progressao
para MM em comparagdo & GMSI. Os critérios laboratoriais para o
diagnostico do mieloma indolente sdo os mesmos que para o MM, com a
diferenca que ndo deve haver evidéncia das lesdes tipicas CRAB (do
inglés Calcium, Renal, Anemia and Bone lesions), as quais sdo: anemia,
hipercalcemia, lesdes Osseas e insuficiéncia renal. (KYLE et al., 2007,
BLADE et al., 2009).

A Figura 1 exibe as diferentes etapas na maturacdo normal das
células B e mostra o estagio de diferenciacdo do qual sdo derivadas as
principais NCLBM.
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Figura 1. Origem celular das principais neoplasias de células linfoides B
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Fonte: Adaptado de (LENZ & STAUDT, 2010; BASSO & DALLA-FAVERA,
2015). Notas: As setas e os retdngulos vermelhos indicam a célula B normal que
da origem as diferentes neoplasias de células linfoides B maduras. LLC/LL:
Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico, LCM: linfoma de células do
manto, LB: linfoma de Burkitt; LDGCB-GCB linfoma difuso de grandes células
B de tipo centro germinativo, LDGCB-ABC: linfoma difuso de grandes células
B de tipo células B ativadas, LF: linfoma folicular, TRL: tricoleucemia, LLPL:
linfoma linfoplasmacitico, LZM: linfoma da zona marginal, MM: mieloma
multiplo. O termo em inglés antigen experienced B cell é usado para definir as
células B de memoria derivadas da estimulagdo antigénica T independente.
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2.4 Epidemiologia

Os padrdes de incidéncia das neoplasias de células B variam
entre as populagdes, mas é amplamente conhecido que os linfomas sdo
mais frequentes nos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos, estima-
se uma taxa de incidéncia de NCLBM de 26,13 casos para cada 100 mil
individuos. Segundo dados da OMS, no ano 2003 a incidéncia mundial
de linfomas, principalmente de linfomas B, era crescente, com ocorréncia
de aproximadamente 280.000 casos por ano no mundo (STEWART,
2003). A causa desse aumento ndo € clara, mas considera-se que pode ser
devido ao maior niimero de infecg¢des pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). No entanto, nos ultimos anos, esse aumento se estabilizou,
porém as causas dessa tendéncia sdo desconhecidas (BOYLE, 2008;
SHANKLAND et al., 2012).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) publicou as
estimativas da incidéncia de todos os tipos de cancer para o bié€nio 2016-
2017 no pais. Estima-se 5.210 casos novos de LNH em homens e 5.030
em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de 5,27
casos a cada 100 mil homens e 4,88 a cada 100 mil mulheres. Para o
estado de Santa Catarina espera-se 380 novos casos de LNH (210 para
homens e 170 para mulheres) com taxas de incidéncia de 6,62 e 5,21 para
homens e mulheres por 100.000 habitantes, respectivamente. Para a
cidade de Florianopolis espera-se taxas de incidéncia de 9,49 e 5,37 por
cada 100.000 habitantes para homens e mulheres com um célculo de 20
novos casos em homens ¢ menos de 15 em mulheres (INCA, 2015).

O fator de risco mais importante para o desenvolvimento dos
linfomas ¢ a imunossupressdao. Os pacientes soropositivos para o HIV,
transplantados, individuos com imunodeficiéncias hereditdrias ou
doengas autoimunes e pacientes com altas doses de quimioterapia
apresentam um risco aumentado (50-100 vezes) de desenvolver linfomas
em relacdo a populagdo normal (EVANS & HANCOCK, 2003;
SHANKLAND et al., 2012).

Atualmente as causas das diferencas geograficas nos padroes de
incidéncia de LNH permanecem sem explica¢do. Embora existam muitas
investigacdes epidemioldgicas, ainda se desconhece a contribuicao da
dieta, os estilos de vida e outros fatores ambientais no desenvolvimento
dessas doengas (BASSIG et al., 2012).

Os linfomas de células B (LCB) representam 4% de todos os
casos de cancer ¢ 3% das mortes relacionadas ao cancer nos Estados
Unidos. O LDGCB ¢ o subtipo mais comum dos casos de linfoma na
Europa e na América, e ¢ considerado um cancer agressivo que requer
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tratamento imediato. O LF ¢ o segundo mais comum, e a diferenca em
relagdo ao LDGCB, ¢ que esse subtipo se apresenta clinicamente
indolente no inicio, mas exibe tendéncia a recaida apos os tratamentos
padroes (MALONEY, 2012). De acordo com esses dados, um estudo
realizado no HU-UFSC, que avaliou a frequéncia das NCLBM entre 2011
e 2014, observou que as neoplasias linfoproliferativas B mais frequentes
foram a LLC/LL seguida do LDGCB e do LF (CARDOSO et al., 2016).

2.5 Diagnéstico

Atualmente, o diagndstico das NCLBM ¢ realizado baseado na
combinacdo das caracteristicas morfologicas, imunofenotipicas e
clinicas, além da presenga de alteragdes citogenéticas, porém nem todas
as metodologias sdo utilizadas para o diagnostico em todos os casos. As
caracteristicas genéticas das células neoplasicas sdo consideradas como
um marcador importante para a classificacdo das neoplasias linfoides.
Para muitos linfomas B, as alteragdes genéticas recorrentes t€m sido
identificadas como, por exemplo, a t(11;14) no LCM, a t(14;18) no LF, a
t(8;14) e variantes no LB e a t(11;18) no linfoma MALT. Na revisdo da
classificagdio da OMS das neoplasias linfoides de 2016 foram
reconhecidas outras alteragdes moleculares especificas como, por
exemplo, as mutacdes BRAF V600E na TRL ou as mutagdes no gene
MYDS88 L265P no LLPL, entre outras. Essas anormalidades genéticas séo
importantes para a determinagdo das caracteristicas biologicas das
diferentes neoplasias e podem ser usadas no diagnostico diferencial pela
alta especificidade (SWERDLOW et al., 2008; BOTTCHER et al., 2010,
SWERDLOW et al., 2016a).

Em geral, o primeiro passo para o diagnostico € a avaliagdo
cuidadosa da histologia e da citologia das células neoplasicas (BAIN,
2010). A analise morfoldgica e imunofenotipica das células neoplasicas
geralmente sdo suficientes para o diagnoéstico e a caracterizacao de grande
parte das NCLBM (CRAIG, 2007). Dessa forma, a imunofenotipagem
por citometria de fluxo tornou-se uma estratégia diagnostica fundamental
para essas neoplasias. A maior parte dos LCB tem perfis
imunofenotipicos caracteristicos que sdo muito Uteis para o diagnostico
(SWERDLOW et al., 2008). Porém, ndo ha antigenos especificos capazes
de identificar um unico subtipo de NCLBM, assim a combinacdo das
caracteristicas morfologicas em conjunto com um painel de marcadores
antigénicos é necessaria para um diagnostico correto.
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2.6 Imunofenotipagem por citometria de fluxo nas NCLBM

A citometria de fluxo é uma metodologia que permite a analise
das propriedades fisicas e da expressdo antigénica de células em
suspensdo por meio do uso de anticorpos monoclonais conjugados a
corantes fluorescentes (fluorocromos). Na ultima década, a
imunofenotipagem por citometria de fluxo evoluiu com avangos na
instrumentag@o e com aumento na disponibilidade de novos anticorpos e
de fluorocromos. Portanto, sua utilidade tem sido expandida na
investigacdo de antigenos presentes nas células hematopoiéticas normais
e neoplasicas (TUTE, 2011).

No estudo das NCLBM, a imunofenotipagem por citometria de
fluxo ¢ indispensavel, visto que essa metodologia permite estabelecer o
fenotipo das células em proliferagdo mediante a identificacdo da
expressdo de antigenos especificos da linhagem B (CD19, CD20 e CD22),
e possibilita a distingdo dos linfécitos B neoplasicos dos reacionais pela
identificagdo de duas anormalidades fenotipicas principais: a restricdo de
cadeia leve de Ig e a expressdo antigénica aberrante. Ao contrario do que
ocorre com as populagdes de linfocitos B normais ou reacionais, os
linfocitos neoplasicos presentes nos LCB representam um clone de
células que expressam um Unico tipo de cadeia leve de Ig, kappa ou
lambda (CRAIG, 2007). Porém, a restricdo de cadeia leve nem sempre
indica monoclonalidade, pois existem exemplos na literatura de
populagdes ndo clonais de células B reacionais que exibem apenas um
tipo de cadeia leve (TUTE, 2011). Alteragdes nos padrdes de expressdo
normal dos marcadores celulares também podem ser observadas nas
células neoplésicas. Pode-se identificar assincronismo da expressdo de
proteinas relacionadas com a maturagdo celular como, por exemplo, a
expressdo de Bcl-2 em células B CD10 positivas, ou alteragdes na
intensidade de fluorescéncia dos antigenos associados a linhagem (CD19,
CD20, CD22 ou CD79b). Do mesmo modo, pode ser observada a
presenga de antigenos que ndo sdo expressos normalmente nos linfocitos
B. A expressdo de CD5 em células B é um fendtipo aberrante bem
frequente nas NCLBM, mas existem pequenas populagdes de linfocitos
B nao neoplasicos CDS5 positivos no SP e nos linfonodos, especialmente
em pacientes com doengas autoimunes. Portanto, a expressdo de CD5 em
linfocitos B deve ser avaliada conjuntamente com outras anormalidades
(CRAIG & FOON, 2008).

Como visto, a imunofenotipagem por citometria de fluxo permite
a avaliagdo simultanea de varios antigenos o que aumenta a especificidade
da classificacdo imunofenotipica. Isso, de fato, aumenta a sensibilidade e
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possibilita a detec¢do e a identificagdo de populagdes muito pequenas em
uma mistura complexa de células. Com essa metodologia pode-se obter
um imunofendtipo detalhado da populagdo celular, o que permite a
comparacdo dessa informagdo com os perfis fenotipicos especificos
identificados nas NCLBM. Para alguns antigenos ¢ relevante apenas a
determinacdo da positividade ou negatividade, porém para outros é
importante a avaliacdo da intensidade da expressdo. Nesses casos, a
imunofenotipagem por citometria de fluxo permite essa quantificagio e
apresenta vantagens em relacao a IHQ para tal fim (TUTE, 2011).

No Quadro 2 se mostram as NCLBM que apresentam perfis
imunofenotipicos tipicos. Provavelmente, a LLC seja a NCLBM mais
estudada e melhor definida imunofenotipicamente.

Quadro 2. Perfis imunofenotipicos caracteristicos das principais NCLBM.

Subtipo de . - A s

NCLBM Fenotipo Tipico Expressiao atipica
CD19+, CD20+ (fraco),

Leucemia Linfoide CD5+, CD10-, CD23+, Existem casos CD5-, CD23-

Cronica (LLC) CD790b- (ou + fraco), e/ou CD20 ++
slg+ (fraco), CD200+
Linfoma das CD19+, CD20+, CD5+, .
Células do Manto ~ CDI0-, CD23-, sIgD+, EXIStemﬁfgz"ég%%‘; CD23+
(LCM) sIgM+, CD200-
CD19++, CD20++, CD5- = Podem apresentar expressao
Tricoleucemia ,CD10-, CD11c+, de CD10. Os casos CD25-
(TRL) CD103+, slg++, sdo classificados como TRL
CD200+, CD25+ variante.

. . CD19+ (fraco), CD20+,
Linfoma Folicular CD5-, CD10+, CD38+.

(LF) CD43-
Adaptado de TUTE, 2011. Notas: NCLBM: neoplasias de células linfoides B
maduras. + positivo, ++ positivo forte, - negativo.

Podem ter auséncia da
expressao de CD10.

Para LLC, foram elaborados sistemas de pontuacdo que levam
em consideracdo essas caracteristicas distintivas e permitem conhecer a
probabilidade de que uma NCLBM seja LLC a partir dos dados da
imunofenotipagem por citometria de fluxo (Quadro 3). Assim, com uma
pontuagdo > 4 ¢ confirmado o diagnéstico de LLC. Adicionalmente, foi
observado que 96% das LLC apresentam pontuagdes > 3 e que a maioria
dos casos que ndo sdo LLC apresentam pontuag¢do < 3 (MOREAU et al.,
1997; BAIN, 2010; LEACH et al., 2013).
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Como se mostra no Quadro 2, o antigeno CD103 apresenta uma
certa especificidade para a identificagdo dos casos de TRL. Infelizmente,
marcadores como o CD103 sdo raros e o diagnostico ¢ baseado nos
complexos perfis de expressdo imunofenotipicos. Algumas das NCLBM
(LDGCB, LZM, LLPL) ndo possuem fendtipos especificos e apresentam
grande heterogeneidade entre os casos (TUTE, 2011).

Alguns casos de LLC e LCM apresentam expressdo atipica nos
perfis imunofenotipicos e o diagndstico diferencial entre essas entidades
pode ser complexo. O antigeno CD200 tem sido identificado como um
marcador util para diferenciar LLC (CD200 positivo) do LCM (CD200
negativo) (SANDES et al., 2014; CHALLAGUNDLA et al., 2014).

Quadro 3. Sistema de pontuagdo para LLC.

Antigeno Expressao Pontuacio
CDS5S Positiva 1
CD23 Positiva 1
FMC7/CD20 Negativa 1
Ig superficie Fraca 1
CD79b Negativa ou Fraca 1

Fonte: Adaptado de MOREAU et al., 1997 e MORICE et al., 2008.

Essa metodologia também pode ser utilizada para reconhecer a
expressdo antigénica que tenha significado progndstico. Existem varios
antigenos que tém sido identificados como marcadores progndsticos para
a LLC como o CD38, CD49d, CD305 (LAIR1) e CD69. (DAMLE et al.,
1999; GATTEI et al., 2008; DEL POETA et al., 2012; PERBELLINI et
al., 2014).

Como visto anteriormente, existem dois subtipos moleculares de
LDGCB, o GCB ¢ 0 ABC que sao diferentes entre si (ALIZADEH et al.,
2000). Subsequentemente, foi identificado o LDGCB tipo trés com
caracteristicas heterogéneas e pouco definidas, porém apresenta um
prognostico  desfavoravel semelhante ao grupo LDGCB-ABC
(ROSENWALD et al., 2002). Visto que as metodologias de investigagao
do perfil de expressdo génica ndo estdo disponiveis como exames de
rotina clinica, t€m sido desenvolvidos algoritmos diagndsticos por IHQ,
baseados na expressdo fenotipica de CD10, BCL6 ¢ MUMI1 para
diferenciar os subgrupos GCB (CD10 positivo) e ndo GCB (CDI10
negativo) (HANS et al., 2004; ANDERSON et al., 2009) (Figura 2).
Embora ndo tenham uma correlagdo exata com as categorias moleculares,
a OMS recomenda o uso desses algoritmos, principalmente o algoritmo
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de Hans, para a identifica¢do dos subtipos de LDGCB (SWERDLOW et
al., 2016a). Dessa forma, por meio da aplicagdo da imunofenotipagem por
citometria de fluxo, € possivel identificar o subgrupo de bom prognostico
(LDGCB-GCB) com a positividade do antigeno CD10.

Figura 2. Algoritmo de Hans para a classificagdo dos subtipos de LDGCB por
meio da técnica de IHQ.

+ GCB
cb10 < = Nio GCB
= BCL6 4 Nio GCB
+ MUM1
- GCB

Fonte: Adaptado de (HANS et al., 2004).

Nota: GCB: subgrupo de LDGCB do tipo células B do centro germinativo. Nos
retangulos brancos estdo os marcadores recomendados e nos retdngulos cinza os
subtipos de LDGCB.

A imunofenotipagem também ¢ utilizada para confirmar a
expressdo de um antigeno especifico para ser usada a imunoterapia com
anticorpos monoclonais, por exemplo o tratamento com rituximabe, um
anti-CD20. Adicionalmente, essa metodologia é amplamente usada para
monitorar a doenga residual minima apos tratamento.

Uma das limitagdes dessa metodologia ¢ que, as vezes, devido a
semelhanca fenotipica entre os diferentes subtipos de linfomas, o
imunofenotipo ndo € suficiente para a correta classificacdo das diferentes
NCLBM, mas a informagao obtida da imunofenotipagem pode ser usada
para catalogar as diferentes possibilidades diagndsticas e direcionar os
testes adicionais para o diagnostico definitivo da neoplasia (CRAIG &
FOON, 2008).

2.7 Avaliagcao imunofenotipica das NCP

As NCP apresentam caracteristicas clinicas ¢ imunofenotipicas
claramente distinguiveis das outras NCLBM (BOTTCHER et al., 2010).
Essas doengas sdo caracterizadas pela presenca de plasmocitos clonais na
MO capazes de secretar Ig clonal que pode ser detectada no soro ou urina.
A informagdo mais importante fornecida pela imunofenotipagem por
citometria de fluxo nessas neoplasias ¢ a identificacdo dos plasmocitos
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monoclonais e a diferenciacao deles dos plasmdcitos policlonais normais
(VAN DONGEN etal., 2012). Os plasmocitos normais sdo caracterizados
pela expressdo intensa de CD38 e C138, positividade para os antigenos
CD19 e CDA45 e auséncia da expressdao de CD56 e CD20. No entanto, os
plasmocitos neoplasicos mostram alteragdes no perfil imunofenotipico e
pode ser observada a auséncia ou baixa expressdo de CD19 e CD45 (em
99% dos casos), positividade para CD56 (70% dos casos) e, em alguns
casos, a expressao aberrante de CD117. Além disso, os plasmocitos
mielomatosos apresentam restricdo de cadeia leve intracitoplasmatica
(SEEGMILLER et al., 2011; KUEHL & BERGSAGEL, 2012). O
fenotipo nas GMSI apresenta sobreposi¢do com as outras NCP. Devido a
perda dos plasmocitos durante o processamento das amostras, a
quantificacdo deles por meio da imunofenotipagem por citometria de
fluxo ndo ¢é precisa, portanto, o porcentual de plasmocitos clonais
determinado por essa metodologia, ndo deve ser usado para a distin¢do
entre GMSI ¢ MM (CRAIG & FOON, 2008). No entanto, tem sido
reportado que a presenca de plasmocitos fenotipicamente normais
residuais misturados com os plasmocitos neopldsicos € um achado
constante nos pacientes com GMSI. Na maioria dos casos (80%) ¢
observado mais de 5% de plasmocitos normais entre o total da populagdo
plasmocitaria. A identificacdo de plasmoécitos ndo neoplédsicos também
pode ocorrer no MM, mas a propor¢do encontrada ¢ menor. Assim, a
identifica¢do de mais de 5% de plasmocitos policlonais ¢ um pardmetro
preciso para a discriminagdo de MM e GMSI (OCQUETEAU et al., 1998,
PAIVA et al., 2010).

A presenga de plasmocitos clonais e de proteina M também pode
ser observada em alguns linfomas. A maioria dos linfomas apresentam
um bloqueio na sequéncia de matura¢do normal, porém em alguns deles
esse bloqueio é incompleto e pode ser observada a presenca de células B
pequenas, células plasmocitoides e plasmocitos. Essa diferenciagéo
plasmocitaria é caracteristica do LLPL e, embora seja mais rara, também
pode ser observada nos LZM com uma frequéncia moderada, e mais
raramente nas LLC, nos LF e nos LCM. Nesses casos, ¢ utilizado o termo
linfomas com diferenciacdo plasmocitaria (LDP) (SWERDLOW et al.,
2016b). A relagdo clonal entre os plasmdcitos e as células B ¢
fundamentada na restri¢do de cadeia leve de Ig. Acredita-se que as células
linfoides e plasmdcitos com expressdo da mesma cadeia leve de Ig sdo
derivadas de uma célula de origem comum. Assim, € possivel estabelecer
se o componente plasmocitario ¢ parte da mesma neoplasia ou um
processo independente (LIN et al, 2011). A imunofenotipagem por
citometria de fluxo ¢ muito 1til para a diferenciagdo dessas neoplasias,
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pois tém sido identificadas diferencas entre os plasmocitos mielomatosos
e os plasmocitos neoplasicos dos LDP. O imunofenétipo das células nos
LDP ¢ semelhante ao encontrado nos plasmocitos normais (CD19 e CD45
positivos CD56 e CD117 negativos), com a excegdo da restri¢ao de cadeia
leve. As maiores diferencas observadas sdo na expressdo de CD19 ¢
CD56, e a combinagdo de ambos marcadores pode distinguir com
precisdo (96%) ambas doengas (SEEGMILLER et al., 2011). No entanto,
percebe-se que a natureza clonal dessas células pode ser determinada
apenas pela identificagdo da restricdo de cadeia leve, visto que ndo
apresentam alteragdes imunofenotipicas em relagdo aos plasmocitos
normais, com excecdo de alguns casos nos quais foram reportados
expressdo de CD20 e CDS5 nas células plasmocitarias clonais (EVANS et
al., 2000; LEACH et al., 2013).

2.8 Novos marcadores imunofenotipicos

Varios grupos estudam as diferentes formas de investigar novos
alvos imunofenotipicos para o diagnéstico de NCLBM, entre eles, o
Consorcio Internacional Euroflow, o qual estabeleceu estratégias para a
eleicdo dos melhores marcadores para investigar essas neoplasias. Essas
estratégias consistem em pesquisar antigenos que estejam associados com
os estagios normais de desenvolvimento e de maturag@o dos linfécitos B
e, desse modo, se apoia o conceito da OMS na classificagdo das NCLBM.
Também podem ser usados marcadores associados ao homing de células
B, com a hipotese de que os receptores de homing poderiam regular a
predisposigdo das células neoplasicas em infiltrar a MO, linfonodos ou
baco (COSTA et al., 2006). A palavra homing refere-se a migracao e
alojamento das células em algum tecido ou localizagdo especifica. De
acordo com esse critério, para este estudo foram escolhidos dois
marcadores que poderiam ser relevantes para o diagnostico das NCLBM.

O antigeno CD150 é uma molécula presente na superficie celular
de linfécitos B e T, células dendriticas maduras e mondcitos ativados
(ROMERO et al., 2004). Esse receptor ¢ uma glicoproteina que pertence
a familia de receptores SLAM (do inglés Signaling Lymphocytic
Activation Molecule) dentro da superfamilia de Ig (DE SALORT et al.,
2011). Foi observado que a expressao do CD150 aumenta ap6s a ativagao
dos linfécitos in vitro (COCKS et al., 1995). Além disso, foi demonstrado
por meio da técnica de imuno-histoquimica em amostras de amigdalas e
linfonodos, populagdes de células CDI150 positivas localizadas
preferencialmente nos centros germinativos dos foliculos linfoides
(SIDORENKO et al., 1992). Consequentemente, esse marcador poderia
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ser util no diagnoéstico diferencial dos linfomas derivados do centro
germinativo (LF, LDGCB, LB).

Para a escolha do segundo marcador a ser utilizado neste trabalho
foram analisados os marcadores propostos pelo “HLDA 9 Workshops”.
Os estudos das moléculas presentes na superficie dos leucécitos t€m sido
organizados por uma série de seminarios internacionais conhecidos como
“Human Leucocyte Differentiation Antigens (HLDA) Workshops”. A
primeira conferéncia foi realizada em Paris no ano 1982, onde foram
avaliados anticorpos monoclonais dirigidos contra antigenos na superficie
dos leucocitos. Assim, foi derivada desses workshops tanto a
nomenclatura CD (“Cluster of Differentiation”) como a caracterizag¢ao
das moléculas desde CD1 ao CD350. No “HLDA 9 Workshops”, em
2010, foram identificados 18 novos CD na superficie dos linfocitos, entre
0s quais apenas trés deles (CD307a, CD307b e CD307d), membros da
familia dos receptores Fc like (FcRL), tiveram expressdo restrita nos
linfocitos B (MATESANZ-ISABEL et al., 2011). Essa familia de
receptores tem sido denominada de varias formas, até o ano 2006 onde a
nomenclatura foi unificada. Algumas das antigas denominagdes sdo:
familia de receptores Fc homologs (FcRH) e superfamilia de receptores
de Ig associados a translocagdo de genes (IRTA) (CAPONE et al., 2016).

Foi demonstrado que o antigeno CD307a tem uma expressdo
diferencial conforme a maturagdo das células B, a qual comeca no estagio
Pré-B com um pico de expressdo nas células B virgens, ¢ logo uma
diminuig¢ao nas células do CG e plasmocitos (LEU et al., 2005). Ademais,
foi observado a presenga do CD307a na membrana de varias linhagens
celulares de LNH e nas células neoplasicas de pacientes com NCLBM
(DU et al., 2008) e, em alguns estudos, apresentaram uma expressao
aumentada e presumivelmente especifica desse marcador em LLC
(ZUCCHETTO et al., 2011). Com base nessas informag¢des o marcador
CD307a foi selecionado para ser avaliado no presente trabalho.
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3. JUSTIFICATIVA

Na classificacio da OMS estdo definidas as caracteristicas
imunofenotipicas comuns de cada subtipo de NCLBM, o que permite a
criagdo de painéis de anticorpos para imunofenotipagem por citometria
de fluxo que possam detectar as células neoplasicas com alta sensibilidade
e especificidade. Alguns LCB t€m perfis imunofenotipicos bem
caracteristicos, enquanto outros sdo mais heterogéneos.

Na avaliagdo do imunofenotipo das NCLBM ¢ conveniente
considerar quatro grupos principais determinados pela expressdo dos
antigenos CD5 e CDI10. Assim, ¢ possivel direcionar e limitar as
possibilidades diagnosticas (Quadro 4). Dentro de cada subgrupo existem
subtipos de NCLBM facilmente reconheciveis, devido aos perfis
aberrantes tipicos, como por exemplo, a LLC. Também existem algumas
entidades que expressam antigenos com algum grau de especificidade,
por exemplo, a TRL que apresenta expressdo de CD103 e CDI123
(CRAIG, 2007). Apesar disso, algumas dessas neoplasias apresentam um
fenotipo varidvel e a subdivisdo desses grandes subgrupos reduz os
provaveis diagndsticos, que para serem confirmados necessitam da
abordagem multimodal definida pela OMS. Quando ndo ¢é possivel
realizar uma subclassificacdo precisa de alguma NCLBM, utiliza-se o
termo LCB junto com a descri¢do do fendtipo CD5 e CD10 para definir
dentro de qual subgrupo se encontra a neoplasia nao especificada.

Quando a imunofenotipagem por citometria de fluxo é usada
como ferramenta isolada, observa-se que os maiores desafios para o
diagnostico diferencial sdo, entre os casos de LLC e LCM com perfil de
expressdo atipicos e entre os linfomas derivados do CG (LDGCB CD10
positivo, LF e LB). Também observa-se dificuldade no diagndstico
definitivo nos casos de LZM, LDGCB e LLPL que apresentam fenotipos
heterogéneos ¢ podem exibir semelhangas na expressdo antigénica com
qualquer subtipo de NCLBM.

Conforme mencionado anteriormente, nos casos onde existe
sobreposicao fenotipica, a informagdo fornecida pela imunofenotipagem
por citometria de fluxo ndo ¢ suficiente para concluir o diagnoéstico.
Atualmente, os protocolos de tratamento dependem, em grande parte, do
subtipo especifico NCLBM, portanto, o diagnostico correto ganha
importancia adicional na assisténcia ao paciente (BOTTCHER et al.,
2010; TUTE, 2011).



46

Quadro 4. Abordagem da imunofenotipagem por citometria de fluxo na
classificagdo das NCLBM.

CD5- CD5+
TRL LLC/LL
LCM
LZM LP-B
CD10- | LDGCB .
LF LZM
ey LDGCB
LLPL
LF LF
LDGCB | LDGCB
CD10+| LOM
TRL LB

Fonte: adaptado de (CRAIG & FOON, 2008). Nota: LLC/LL: Leucemia linfoide
cronica/linfoma linfocitico, LP-B: leucemia prolinfocitica, LZM: linfoma da zona
marginal, TRL: tricoleucemia, LLPL: linfoma linfoplasmacitico, LF: linfoma
folicular, LCM: linfoma de células do manto, LDGCB: linfoma difuso de grandes
células B, LB: linfoma de Burkitt, - negativo, + positivo.

Considerando o exposto, torna-se clara a necessidade da
investigacdo de novos marcadores imunofenotipicos que sejam
informativos e nao redundantes para melhorar a utilidade da
imunofenotipagem por citometria de fluxo para o diagnostico e
classificacdo das NCLBM. A pesquisa de novos antigenos também tem
como objetivo a elaboracdo de painéis mais precisos, que sejam
adequados ¢ suficientes como uUnica ferramenta para o diagnostico
diferencial dos linfomas B, principalmente naqueles casos onde nao
estejam disponiveis testes citogenéticos e moleculares (BOTTCHER et
al., 2010; SANDES et al., 2014; LESESVE et al., 2015).

A partir deste estudo, pretende-se investigar novos alvos
imunofenotipicos que possam ser aplicados no diagndstico diferencial das
neoplasias de células B. Esses resultados serdo obtidos por meio da
determinacdo dos padrdes de expressio dos marcadores CD150 e CD307a
em células de pacientes com diagnostico de linfomas e leucemias de
linhagem B. Dessa forma, espera-se identificar os antigenos celulares
mais eficientes na distingdo entre as diferentes neoplasias de células B,
que permitam o diagnostico definitivo sem a necessidade do uso de testes
adicionais, e que sejam relevantes para a avaliagdo progndstica e a
detecgdo de doenga residual minima (DRM). Apos a identificagdo desses
marcadores, os mesmos serdo incluidos no painel de anticorpos utilizado
na rotina laboratorial do setor de Onco-hematologia da Divisdo de
Analises Clinicas (DACL) do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU/UFSC).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a importancia dos marcadores imunofenotipicos

CD150 e CD307a para o diagnostico diferencial entre as NCLBM.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar os padrdes de expressio dos novos marcadores
imunofenotipicos CD307a e CD150 nas células B nos diferentes
estagios de diferenciagao.

Analisar a expressdo dos marcadores CD307a ¢ CD150 nas
células B de pacientes com diagndstico de NCLBM, presentes
nas amostras de MO, SP, liquidos cavitarios, linfonodos e demais
tecidos;

Comparar a intensidade de expressdo dos novos marcadores,
CD307a e CD150, entre as células patologicas e as células B
normais, e, entre as células patologicas das NCLBM e das
neoplasias de células B precursoras.

Identificar os marcadores celulares mais TUteis para a
classificacdo e diagndstico diferencial dessas neoplasias.
Comparar a expressdo de CD150 e CD307a com marcadores
prognosticos ja conhecidos nos pacientes com LLC.
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5. CASUISTICA E METODOS
5.1 Critérios de inclusio e exclusido

Foram incluidas no estudo 134 amostras de pacientes com
diagnodstico de NCLBM. O diagnostico foi estabelecido de acordo com os
critérios da classificacdo da OMS 2008, mediante a associacdo das
caracteristicas clinicas, morfologicas, imunofenotipicas e imuno-
histoquimicas e, em alguns casos, os resultados dos estudos moleculares
e citogenéticos.

Foram excluidas do estudo 14 amostras de pacientes com
diagnodstico de NCLBM que apresentaram codgulos, hemdlise, baixa
viabilidade celular, volume insuficiente e amostras devido a erros no
processamento.

Também foram incluidas no estudo 13 amostras de pacientes
com diagnostico de leucemia linfoblastica aguda B (LLA-B) para
comparar a expressao dos marcadores imunofenotipicos entre as amostras
de neoplasias de células B precursoras e NCLBM.

5.2 Local e populacgio de estudo

A investigacdo dos novos marcadores imunofenotipicos foi
realizada em amostras de SP, aspirados e bidpsias de MO, biopsias de
diferentes tecidos, aspirados de linfonodos e outros tecidos, e amostras de
liquidos cavitarios, provenientes de pacientes com diagndstico de
NCLBM referenciados a DACL do HU/UFSC e ao Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC). As amostras
foram recebidas entre os meses de junho de 2015 e dezembro de 2016. Os
individuos que participaram do estudo 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
1.691.983/2016). Para determinagdo do calculo amostral foram utilizadas
as formulas para estimagdo do tamanho da amostra para variaveis
quantitativas em populagdes finitas com um erro maximo de estimativa
de 5% (d) e um nivel de confianca de 95% (Z).

no=Z*c* n= Ny
d? 1+(ng/N)

Os dados de desvio padrao (o) e o N da populacio esperado para
18 meses (tempo de recoleccdo das amostras) foram calculados a partir
dos dados deste estudo dos primeiros 9 meses (estudo piloto). O tamanho
da amostra foi calculado segundo cada subtipo de neoplasia de células B
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e o nimero de casos estudados esta descrito na Tabela 1. Foram estudados
no total 120 casos de NCLBM.

A mediana de idade dos pacientes com NCLBM estudados foi 64
anos (intervalo 29-85 anos) e foi observado um leve predominio
masculino (70 casos, 58 %). No grupo das LLA-B a mediana de idade foi
22 anos (intervalo 3-82 anos) e houve s6 um paciente pediatrico com 3
anos de idade.

De acordo com o tipo de amostra, foram avaliadas 42 amostras
de SP, 56 de MO (aspirados e bidpsias), 15 bidpsias de tecidos, cinco
amostras obtidas por pun¢io aspirativa por agulha fina (PAAF) de
diferentes tecidos e dois liquidos cavitarios (liquidos ascitico). Das 13
amostras com diagndstico de LLA-B, quatro foram de SP e nove de MO.

Tabela 1. Calculo amostral para os subtipos de neoplasias de células linfoides B
maduras.

Subtipo de neoplasia de n (calculo n atingido
célula linfoide B madura amostral)
LLC/LL 42 40
NCP 18 21
LF 6 12
LCM 4 10
LDGCB CD10- 2 6
TRL 6 6
LB 6 5
LLPL 4 5
LDGCB CD10+ 4 5
LZM - 2
LCB CD5-CD10- - 8

Nota: LLC/LL: Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico, NCP: neoplasias
de células plasmocitarias, LF: linfoma folicular, LCM: linfoma de células do
manto, LDGCB: linfoma difuso de grandes células B, TRL: tricoleucemia, LB:
linfoma de Burkitt, LLPL: linfoma linfoplasmacitico, LZM: linfomas da zona
marginal, LCB CDS5- CDI10-: linfoma de células B ndo especificado CDS5
negativo e CD10 negativo.

A expressdo de CD307a foi avaliada em todas as amostras de
NCLBM, no entanto, a expressao do marcador CD150 foi avaliada em
110 das 120 amostras (92%), pois a data de chegada do anticorpo
monoclonal anti-CD150 foi posterior.

Em oito pacientes foi demonstrada a presenca de NCLBM em SP
ou MO, porém apresentaram caracteristicas imunofenotipicas
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inespecificas. Nesses pacientes ndo foram coletadas bidpsias de tecidos
linfoides para a avaliagdo histopatologica. Dessa forma, ndo foi possivel
realizar o diagnostico definitivo e foram classificados como LCB CDS5 ¢
CD10 negativos. Os diagnosticos mais provaveis nesse grupo sao LZM
ou LDGCB, pois a maioria desses pacientes apresentaram o seguinte
fenotipo: negatividade para CD5, CD10, CD23, CDllc, CD43,
positividade forte para CD20 e pontuagio para LLC com valores de 0-2.
Trés casos de LLC  apresentaram  caracteristicas
imunofenotipicas atipicas com pontuagdo para LLC > 2. Todos os casos
foram positivos para CDS5, dois deles foram negativos para CD23 e um
deles mostrou expressao parcial desse marcador. Todos os casos foram
positivos para CD200, e em um dos casos CD23 negativo, foi
demonstrada a auséncia da expressdo da proteina ciclina D1 por IHQ.

5.3 Grupo controle do estudo

O grupo controle do estudo compreendeu dez amostras de SP de
doadores voluntarios saudaveis que assinaram o TCLE referente ao
projeto submetido ao CEPSH-UFSC/ n° 746.486 /2014. Para a analise
experimental foi coletado um volume de 4 ml de SP em tubos contendo
EDTA como anticoagulante. A mediana de idade nesse grupo foi 29 anos
(intervalo 21-50 anos) e foram avaliados cinco homens e cinco mulheres.

Para a obten¢do do perfil imunofenotipico dos precursores de
linfécitos B normais, foram incluidas como controle oito amostras de MO
de pacientes que apresentaram células linfoides B em todos os estagios de
matura¢do e auséncia de alteragdes fenotipicas ou outras neoplasias
hematoldgicas. A mediana de idade nesse grupo foi 23 anos (intervalo 2-
78 anos) com leve predominio masculino (5 casos, 63%).

5.4 Estudo genético e molecular

Em alguns casos nos quais o perfil imunofenotipico foi
inconclusivo ou o volume de amostra foi suficiente, foi investigada a
presenca de alteragdes genéticas como informagdo adicional aos dados
imunofenotipicos e histopatologicos, a fim de garantir o diagnostico
correto. Foi utilizada a técnica de FISH (do inglés fluorescence in situ
hibridization), segundo o protocolo descrito por Siegel (SIEGEL, 2016),
para a investigacdo da t(8;14). Foi confirmada a translocag@o em trés das
quatro amostras com suspeita de LB avaliadas.

Foi pesquisada a presenca das translocagdes t(14;18) e t(11;14)
por meio da técnica de PCR. Para a extragdo do DNA foi utilizado o kit
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comercial NucleoSpin® Blood (Macherey-Nagel). Para a investigacao da
t(14,18) foi utilizado o kit comercial Identiclone™ BCL2/JH t(14,18)
Translocation Assay (Invivoscribe) e foi realizado o protocolo descrito
por Van Dongen e colaboradores (VAN DONGEN et al., 2003) para a
analise da t(11;14).

A presenca da t(14;18) foi investigada em sete casos com
suspeita de LF, a qual foi confirmada em duas amostras. A técnica de PCR
para a t(11;14) foi realizada em 21 amostras ¢ a presenca dessa alteragdo
genética foi confirmada em apenas um caso. Sabe-se que essa técnica
possui baixa sensibilidade (37%) para a deteccdo dessa translocagdo
(BELAUD-ROTUREAU et al., 2002), por essa razdo, a confirmacao do
diagnostico de LCM foi baseado, na maioria dos casos, nos resultados da
expressdo de ciclina D1 por IHQ ou pelo perfil imunofenotipico ¢ a
expressdo de CD200, segundo Sandes e colaboradores (SANDES et al.,
2014).

5.5 Imunofenotipagem por citometria de fluxo
5.5.1 Procedimento de marcacio

A principal abordagem experimental do presente trabalho foi a
caracterizagdo da expressdo dos marcadores CD150 e CD307a por meio
da imunofenotipagem por citometria de fluxo nos linfocitos B dos
individuos do grupo controle e dos pacientes com neoplasias de células
B. Assim, para a investigagdo dos antigenos presentes na membrana
celular foi realizada a técnica de marcagao direta, utilizando-se anticorpos
monoclonais ja conjugados aos fluorocromos. Resumidamente, 100 pl de
cada amostra foram incubados com os volumes de anticorpos
previamente titulados por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da Iuz. As amostras com uma elevada contagem de leucocitos foram
diluidas para atingir uma concentragdo méaxima de 10000 leucocitos/mm?>.
Apos o periodo de incubag@o, os eritrocitos foram lisados com a solugio
lisante e incubados novamente a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
por mais 15 minutos. Em seguida, as células foram centrifugadas por 5
minutos a 0,6 rcf. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e
foram adicionados 500ul de PBS ao sedimento celular. Posteriormente, a
amostra foi adquirida (50.000 eventos) utilizando-se o citdmetro de fluxo
FACS Canto II (Becton Dickinson — BD, San Jose, USA) e o programa
FACS Diva (BD, San Jose, USA). A analise dos dados foi realizada
utilizando-se o programa Infinicyt® versdo 1.7 (Cytognos, Salamanca,
Espanha).
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As combinagdes de anticorpos utilizados (paineis) e outras
informacdes relevantes dos anticorpos monoclonais utilizados
apresentam-se no Quadro 5. Neste caso, cada painel equivale a um tubo,
devido as caracteristicas do citdmetro de fluxo presente no laboratdrio, o
qual possibilita a combinagao de até oito fluorocromos por tubo.

Quadro 5. Paineis com a combinagdo de anticorpos monoclonais utilizados.

Paineis Anticorpo Fluorocromo Clone Marca VOll.lme de
Monoclonal Anticorpo
anti-CD150 FITC SLAM.4 Exbio 2 ul
anti-CD307a PE 282415 R&D Systems Sul

. Beckman
Painel anti-CD19 PC7 J3-119 Coulter 3ul
1 anti-CD307a APC 282415 R&D Systems 7 ul
anti-CD3 PacB UCHT1 . BD 1 pl
Biosciences
anti-CD45 PacO HI30 Exbio 1 ul
anti-CD150 FITC SLAM.4 Exbio 2 ul
anti-CD307a PE 282415 R&D Systems Sul
anti-CD34 PerCP-Cy5.5 8G12 . BD Sl
Biosciences
anti-CD19 PC7 13-119 Beckman 3ul
. Coulter
Painel BD
2 anti-CD10 APC HI10a .o 3ul
Biosciences
anti-CD38 APC-HT HB7 . BD 3ul
Biosciences
. B9E9 Beckman
anti-CD20 PacB (HRC20) Coulter 3ul
anti-CD45 PacO HI30 Exbio 1 ul
anti-CD150 FITC SLAM.4 Exbio 2 ul
anti-CD307a PE 282415 R&D Systems Sul
. Beckman
anti-CD19 PC7 J3-119 Coulter 3ul
Painel  anti-CD307a APC 282415 R&D Systems 7 ul
3 anti-CD38 APC-H7 HB7 _ BD 3l
Biosciences
. BD
anti-CD3 PacB UCHT1 Lo 1 ul
Biosciences
anti-CD45 PacO HI30 Exbio 1 pl

Nota: FITC: isotiaocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; PerCP-Cy5.5
proteinas peridinin cloriofil-cianina5.5; PC7: ficoeritrina-cianina 7; APC:
aloficocianina; APCH?7: aloficocianina-hilite7; PacB: pacific blue; PacO: pacific
Orange.

O Painel 1 foi utilizado em todos os casos de NCLBM e nas
amostras controle de SP. Note-se que foram usados dois tipos de
anticorpos no caso do marcador CD307a. Em 11 amostras foi usado o
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anti-CD307a conjugado ao fluorocromo aloficocianina (APC) e nas
amostras restantes foi usado o anti-CD307a conjugado a ficoeritrina (PE).
O anti-CD150 utilizado, era conjugado ao fluorocromo isotiaocianato de
fluoresceina (FITC). O Painel 2 foi usado para a caracterizagdo dos
marcadores nos precursores linfoides B nas amostras controle de MO. O
Painel 3 foi semelhante ao Painel 1, porém com a adi¢do do anti-CD38,
utilizado nos casos onde foi necessaria a avaliagdo dos plasmocitos.

Um dado importante de destacar é que para a caracteriza¢do das
diferentes NCLBM, o Setor de Onco-Hematologia da DACL do
HU/UFSC, utiliza um painel de oito cores baseado nas recomendag¢des do
consorcio internacional Euroflow. No momento, esse setor faz parte de
um dos poucos servigos brasileiros que implementou o painel de oito
cores como parte da rotina laboratorial (CARDOSO, 2015).

5.5.2 Controles de marcacao

Os controles de marcagdo sdo utilizados para a definicdo do
ponto de corte entre as populagcdes negativas e positivas, em outras
palavras, para a determinacdo da positividade ou negatividade de um
marcador em particular. Existem vérios fatores que afetam o sinal de
fluorescéncia de fundo (background fluorescence) e assim determinam a
separacao das populacdes celulares, os quais sdo: a autofluorescéncia das
células, a unido inespecifica do anticorpo e a sobreposi¢o espectral.

A autofluorescéncia das células pode ser identificada a partir do
controle negativo sem marcagdo, ou seja, sem adi¢do do anticorpo em
estudo. Esse controle deve ser realizado para todas as amostras a fim de
evitar a interpretagdo de falsos positivos.

A unido ndo especifica dos anticorpos pode ser avaliada por meio
de controles isotipicos (anticorpos inespecificos do mesmo isotipo do
anticorpo que se deseja testar) ou controles negativos internos
(populagdes celulares presentes na amostra que nio expressam o antigeno
de interesse) (HULSPAS et al., 2009). Nas amostras biologicas ha
suficientes populacdes celulares negativas e positivas para visualizar e
estimar o grau de unido inespecifica do anticorpo. Portanto, para o
presente trabalho, a utilizagdo de controles negativos internos foi a melhor
opgdo, pois tem como vantagem que a populacdo de células negativas é
exposta as mesmas condigdes que a populacdo celular em estudo.

Os experimentos que utilizam multiplos fluorocromos
(multicores) precisam ser validados, pois quanto maior ¢ o nimero de
fluorocromos e anticorpos utilizados, maior é o risco de haver
interferéncias, artefatos e interacdes entre os reagentes (BAUMGARTH
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& ROEDERER, 2000). Uma das interagdes entre reagentes ¢ a
sobreposicdo espectral. A emissdo da fluorescéncia de cada célula é
proporcional a quantidade de antigeno que se liga ao anticorpo conjugado
a determinado fluorocromo. Essa informagao ¢ coletada por uma série de
detectores e filtros de luz especificos para cada cumprimento de onda das
fluorescéncias emitidas. O espectro de emissdo de alguns fluorocromos
se sobrepde consideravelmente, portanto, é necessaria uma corre¢ao
matematica dos dados coletados pelos detectores, denominada
compensagao. No entanto, mesmo com a compensagdo, o sinal emitido
por um fluorocromo pode interferir no detector adjacente e produzir um
alargamento da distribui¢do da fluorescéncia das células, que afeta a
resolucdo entre as populagdes negativas e as fracamente positivas
(PERFETTO et al., 2004). Por isso, neste trabalho foram realizados os
controles FMO (do inglés fluorescence minus one). Esses controles
contém todos os reagentes do painel exceto o anticorpo de interesse e
servem para medir a sensibilidade do detector de importancia no contexto
de outros reagentes. Dessa forma, permitem identificar se existe
interferéncia em um determinado detector devido a sobreposicdo
espectral. O controle negativo sem marcagdo permite a delimitacdo do
gate (janelas de identificacdo) em uma posi¢ao onde ndo ¢é considerada a
interferéncia devido ao espectro de emissdo de outros fluorocromos,
portanto, o ponto de corte fica posicionado em um local que nio permite
a disting@o correta entre as populagdes celulares. No entanto, apds a
utilizagdo do controle FMO, o ponto de corte considera o aumento da
dispersdo da populacdo negativa devido a interferéncia por sobreposicao
espectral. Esse limite permite a separacgdo das populag¢des fornecendo uma
representagdo mais exata da porcentagem de células positivas para
determinado marcador. (PERFETTO et al., 2004).

Conforme o exposto anteriormente, foram realizados os trés
controles de marca¢do mencionados.

5.5.3 Expressio dos resultados

A avaliacdo da expressdo dos novos alvos imunofenotipicos foi
realizada segundo os critérios Bethesda 2006 (WOOD et al., 2007) e foi
comparada aos controles negativos internos. Em termos qualitativos, a
expressdo foi definida como negativa (-) quando as células B
apresentaram caracteristicas de marcagdo semelhantes e com
sobreposi¢cdo completa com o controle negativo interno. Dessa forma, a
positividade para os marcadores foi estratificada como intensidade fraca
(-/+), moderada (+) e forte (++) em relagdo ao controle negativo interno
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(Figura 3). A quantificacdo da expressao dos antigenos celulares CD150
e CD307a foi medida a partir da intensidade de fluorescéncia média
(IFM) representada por unidades arbitrarias (UA). A distribuicdo dos
valores de IFM para cada subgrupo de NCLBM foi representada com
diagramas de caixas, nos quais, o extremo superior da caixa indica o
percentil 75 dos dados e o extremo inferior o percentil 25. A linha dentro
da caixa corresponde a mediana. Os extremos das linhas verticais
correspondem aos percentis 10 e 90. Os circulos correspondem a valores
ndo incluidos nas linhas verticais (outliers).

Apbs a avaliagdo dos controles de marcagdo foram estabelecidos
como controles negativos internos os linfocitos NK (CD3 e CDI19
negativos) e linfocitos T (CD3 positivos) para a analise da expressdo dos
marcadores CD150 e CD307a, respetivamente.

Figura 3. Expressdo qualitativa dos resultados.

0
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§.§ . Positividade fraca {-/+)
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. Positividade forte (++)
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.5.4 Analise e identificacdo das diferentes populacdes celulares

Para a analise e identificacdo das populagdes celulares foi
utilizada uma estratégia de gates (janelas de identificacdo) sequenciais,
como mostra a Figura 4. Primeiramente, foram removidos os doublets
(células agrupadas) ap6s selecdo do tamanho celular em relagdo a altura
e a area (FSC-H versus FSC-A; Figura 4, Painel A). Em seguida, foi
realizado um gate na regiao de linfocitos a partir dos parametros tamanho
(FSC-A) versus complexidade interna (SSC-A) (Figura 1, Painel B).
Posteriormente, foi realizada uma janela de identificagdo também na
regido de linfocitos, na qual foi considerado a complexidade (SSC-A)
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versus a expressao do antigeno CD45 (pan-leucocitario) (Figura 4, Painel
C). Esse gate foi realizado a fim de excluir a contaminagdo por hemacias
e por restos celulares. A partir dai, foram realizados os gates para a
identificagdo dos linfécitos B, caracterizadas pela positividade do
marcador CD19, dos linfocitos T, caracterizados pela expressdo
antigénica de CD3, e das células NK, identificadas pela negatividade para
ambos os marcadores (Figura 4, Painéis D, E, F).

As células linfoides B neoplasicas foram selecionadas por um
gate nas populagdes CD19 positivas. No grupo de pacientes com
neoplasias linfoides B, a populacdo CD19 positiva foi composta quase
exclusivamente de células B neoplasicas (mediana = 99%). Quando foi
possivel identificar as células B normais residuais, elas foram excluidas
da populagdo de analise, principalmente nos casos com baixa quantidade
de células neoplasicas.

Figura 4. Estratégia de gating para a identificagdo das subpopulagdes de
linfécitos.
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Nota: Painel A) Remocao de doublets, Painel B) Gate nos linfocitos considerando
tamanho e complexidade interna; Painel C) Gate nos linfocitos considerando a
expressdo do CD45; Painéis D, E e F) Gates identificando linfocitos T (CD3+),
linfocitos B (CD19+) e células NK (CD3 e CD19 negativas).

Os plasmocitos neoplasicos foram identificados pela
positividade intensa de CD38 e as propriedades tipicas de dispersdo de
luz.



58

Nas amostras de MO, a identificagdo dos precursores B foi feita
de acordo com a estratégia descrita por Van Lochem e colaboradores
(Van LOCHEM et al.,, 2004). Assim, foram identificadas quatro
subpopulagdes de células B correspondentes aos estagios de diferenciacio
pré-B 1, pré-B 11, células B imaturas e células B maduras (Quadro 5). Os
plasmocitos foram identificados e selecionados pelo gate no CD38
(positivo intenso).

O fenotipo das células neoplasicas foi analisado pela ferramenta
de fusdo de arquivos (do inglés, file merge) do sofiware de analise
Infinicyt®, e, desse modo, foi possivel obter apenas um arquivo com as
informacgdes de todos os pacientes e controles estudados, a fim de exibir
o fenoétipo de todas as células em um mesmo grafico, o que facilita a
comparacdo dos dados e a interpretagdo dos resultados (PEDREIRA et
al., 2008). A partir dessa fusdo de arquivos foi avaliado o diagrama APS
(do inglés Automatic Population Separator). Esse diagrama realiza uma
separacdo automatica de todos os eventos, avaliando todas as possiveis
combina¢des de parametros, baseado na andlise de componentes
principais (PC). Os parametros mais Uteis para a separagdo sdo listados
por significancia. Sdo calculadas as diferentes porcentagens da
contribui¢do de cada parametro para a melhor separagdo (no eixo PC1)
entre os grupos (CYTOGNOS, 2012).

Quadro 6. Marcadores usados para a identificagdo dos estagios de diferenciacao
das células B.

Subpopulagio Imunofenétipo
Pré-B 1 CD19+CD34+ CD10++ CD38+ CD20-
Pré-B 11 CD19+CD34- CD10+ CD38+ CD20-
Células B imaturas CD19+CD34- CD10- CD38+ CD20+
Células B maduras CD19+CD34- CD10- CD38- CD20+
Plasmécitos CD19+ CD38+++

Fonte: Tomado de Van LOCHEM et al., 2004.
Nota: - negativo; + positivo; +++ positivo intenso.

5.6 Ativacao de Linfdcitos in vitro

Para a analise da expressdo do antigeno CD150 apos ativagdo dos
linfocitos in vitro, foram utilizadas amostras de SP de individuos
saudaveis coletadas em um tubo contendo heparina como anticoagulante.
Foi realizada a cultura de linfocitos em condi¢Ses de assepsia utilizando
0,5 ml de amostra (sangue total) ¢ 4 ml de meio de cultura RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml penicilina
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e 100 pg/ml estreptomicina. Em seguida, foram adicionados 100 ul de
fito-hemaglutinina, PHA (GIBCO) e a suspensdo celular foi incubada a
37°C, numa atmosfera com 5% de COa, por 3 dias. Conjuntamente, foi
processada uma cultura de linfocitos, nas mesmas condi¢des descritas,
mas sem a adi¢do do PHA como controle negativo. A seguir, a suspensao
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 pl dessa suspensdo em tubo para citometria de fluxo, a fim
de realizar a avaliagdo imunofenotipica. O painel utilizado foi CD150-
FITC/CD25-PE/CD19-PC7/CD3-PacB/CD45-PacO. Esse experimento
foi realizado em triplicata e foram utilizadas essas amostras para a
titulacdo do reagente anti-CD150-FITC.

5.7 Analise estatistica dos dados

Foi realizada a andlise estatistica descritiva dos resultados
obtidos, estimando-se as frequéncias absolutas e relativas das variaveis
categoricas e as medidas de tendéncia central e de dispersdo das variaveis
continuas. A avaliagdo da distribuicdo Gaussiana dos parametros foi
realizada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. A compara¢do das [FM
entre os grupos (subtipos de NCLBM) foi feita por meio do teste Kruskal-
Wallis. O pos-teste utilizado foi o teste Dunn. Para a comparacao entre
dois grupos foi usado o teste Mann-Whitney U. Para as comparagoes da
IFM do marcador CD307a entre as amostras de diferentes sitios
anatomicos do mesmo paciente foi realizado o teste t de amostras em
pares. Todos os testes foram aplicados considerando-se um nivel de
significancia de 5% e utilizando-se o programa SPSS, versdo 22.
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6. RESULTADOS
6.1 Avaliaciao dos controles de marcacio

Os controles de marcag@o sdo criticos para a interpretacdo dos
dados. Por isso, foram realizados e avaliados trés controles negativos. O
controle negativo sem marcagdo (sem adigdo de nenhum anticorpo) foi
realizado para todas as amostras, o qual permite determinar ¢ quantificar
a autofluorescéncia das células. No entanto, esse controle nio € suficiente,
pois ndo ¢ considerada a unido inespecifica dos anticorpos as células
estudadas. Para isso, foram necessarios controles negativos internos, os
quais sdo constituidos por populacdes celulares presentes na amostra que
ndo expressam o antigeno de interesse. Desse modo, foram identificadas
as populagdes celulares negativas para os marcadores em estudo, para
serem usadas com essa finalidade. Por ultimo, também foram utilizados
os tubos controle FMO. Esses controles sdo amostras marcadas com todos
os reagentes do painel exceto o reagente de interesse, procedimento que
permite a quantificacdo da dispersdo das populacdes negativas devido a
sobreposicao espectral. Esses controles foram realizados apenas uma vez,
pois as interferéncias devido a sobreposicdo espectral ndo dependem de
cada amostra, sendo da combinag¢do de anticorpos utilizada.

A Figura 5 apresenta as caracteristicas de marcagdo dos trés
controles negativos para os detectores dos fluorocromos dos anticorpos
em estudo (FITC, PE e APC). Nessa figura observa-se que as populacdes
negativas sdo semelhantes nos tubos sem marcacdo e FMO nos trés casos
(canal FITC, PE e APC). Isso indica que ndo hé interferéncias por
sobreposicao espectral no painel utilizado neste trabalho. A comparacao
entre os tubos sem marcacdo e a populagdo do controle negativo interno
do tubo com todos os reagentes permite estimar a unido inespecifica do
anticorpo (HULSPAS et al., 2009). Observa-se que no caso do CD307a,
tanto PE como APC, a populagdo de células T no tubo com todos os
reagentes tem uma dispersdo maior do que o tubo sem marcagdo, 0 que
pode ser devido a unido inespecifica do anticorpo monoclonal utilizado
nas células do controle negativo interno que ndo possuem o antigeno. A
partir dessa avalia¢do, foi concluido que a melhor alternativa para
estabelecer a positividade ou negatividade de cada marcador foi a
comparacdo da populagdo linfoide B em estudo com os controles
negativos internos.
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Figura 5. Andlise dos controles negativos para cada um dos anticorpos
monoclonais em estudo.
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Nota: Painel A) Controles negativos do anti-CD150 FITC. Painel B) Controles
negativos o anti-CD307a APC. Painel C) Controles negativos do anti-CD307a
PE. Populagio de células em amarelo: células linfoides sem marcagdo a partir do
gate na regido de linfocitos do grafico tamanho (FSC-A) versus complexidade
interna (SSC-A). Populagdo de células em verde: células NK (controle negativo
interno para CD150). Populagdo de células em azul: linfocitos T (controle
negativo interno para CD307a). FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE:
ficoeritrina; APC: aloficocianina.
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6.2 Caracterizacio dos marcadores CD150 e CD307a no grupo
controle.

Foram avaliados os padrdes de expressdao dos marcadores CD150
e CD307a nas subpopulacdes de células linfoides nas amostras de SP de
dez doadores saudaveis (grupo controle) por citometria de fluxo.

Como pode ser observado na Figura 6, a expressao do CD150
apresenta um padrdo bimodal nas células T (Tabela 2). Sabe-se que as
células T de memoria expressam constitutivamente CD150 e que essa
expressdo pode ser induzida apés a ativagdo dos linfécitos T (COCKS et
al., 1995; ROMERO et al., 2004).

Figura 6. Expressdo do antigeno CD150 no SP de um caso representativo do
grupo controle.
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Nota: Popula¢do em verde: células NK; em rosa: células B; em azul: células T.
Painel A) Dot plot da intensidade de fluorescéncia do CD3 versus CDI19
mostrando as trés populagdes de linfocitos. Painel B) Dot plot de complexidade
das células versus expressdo de CD150. Painel C) Expressio de CD150
representada em forma de histogramas. Pode-se notar a expressao bimodal nas
células T. FITC: isotiocianato de fluoresceina; PC7: ficoeritrina-cianina 7; PB:
pacific blue.

Esses resultados foram confirmados pela analise das
subpopulagdes de linfocitos T CD8 no SP. A identificagdo dos linfocitos
T CD8 de memoria foi realizada pela avaliagdo do padrdo de expressdo
dos antigenos CD45RA, CD45R0O, CD27 e CDS. As células T CDS8 de
memoria expressam os marcadores CD45RO e CD27, porém sdo
negativas para CD45RA (DUARTE et al., 2013). Dessa forma, verificou-
se que a populacdo CD150 positiva apresentava esse fendtipo (Figura 7).
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Tabela 2. Valores da mediana de IFM para cada populagao celular no SP do

grupo controle.
Tipo Celular IFM CD150 FITC UA  IFM 307a PE UA

Células B 160 362
Células T 321 (bimodal) 22
Células NK 87 -
Células T ativadas 3433 -
Células B ativadas 7672 -

Nota: IFM: intensidade de florescéncia média. UA: unidades arbitrarias.

Figura 7. Expressdo do antigeno CD150 nas subpopula¢des de células T CD8 no
SP.
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Nota: Paineis A, B e C) Populagdo em vermelho: células T, CD8 e CD150
positivas; em azul: células T CD8 positivas e CD150 negativas. A populacdo em
vermelho corresponde ao fenétipo de célula T CD8 de memoria: CD27 e
CD45RO positivas e CD45RA negativas. FITC: isotiocianato de fluoresceina;
PE: ficoeritrina; PC7: ficoeritrina-cianina 7; APC: aloficocianina.
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Em seguida, foi realizada a ativagdo dos linfocitos com PHA e
observou-se maior expressao de CD150 com aumento nos valores de [FM
nas células T ativadas quando comparada com as células T controle (sem
ativagdo) (Figura 8, Tabela 2).
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Figura 8. Expressdao de CD150 em linfocitos T e B apos a ativacdo.
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Nota: Paineis A, B e C) Populagdo em azul-claro: células T ndo ativadas (sem
adi¢do de PHA) e CD25 negativas. Populagdo em vermelho: células T ativadas
(ap6s a adigdo de PHA) CD25 positivas. Paineis D, E e F) Populagdo em rosa:
células B sem adigdo do ativador (sem PHA). Populagdo em azul: células B
ativadas ap6s a adicdo de PHA. FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE:
ficoeritrina; PC7: ficoeritrina-cianina 7; PB: pacific blue.

A marcagdo do antigeno CD150 nas células B do grupo controle
ndo mostrou um padrio bimodal (Figura 6), mas pode-se observar uma
expressdo parcial (Tabela 2) quando comparada com a populacdo de
células NK e T com apenas uma propor¢ao de células B positivas para a
molécula CD150. Para verificar se a populagdo de células B CD150
positivas corresponde a populacdo de memoria, foi realizada a avaliagdo
da expressdo desse marcador nas células B virgens CD27 negativas, e nas
c¢lulas B de memédria CD27 positivas. Como pode ser observado na
Figura 9, tanto os linfocitos B virgens quanto os de memoria apresentam
expressdo de CD150. Contrariamente aos resultados obtidos nas células
T, a populagdo B de memoria (CD27 positiva) apresenta expressdo de
CD150 levemente menor em comparagao com as células B virgens (CD27
negativas).
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Figura 9. Expressdo de CD150 nas subpopulagdes de células B no SP.
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Nota: Paineis A, B e C) Populagdo em rosa: células B virgens, CD27 negativas.
Populag@o em azul claro: células B de memoria, CD27 positivas. Populagdo em
verde: células NK, controle negativo interno. FITC: isotiocianato de fluoresceina;
PC7: ficoeritrina-cianina 7; PerCP: proteina peridinin cloriofil.

De forma semelhante as células T, as células B aumentaram a
expressdo de CD150 apos a ativagdo in vitro. Como pode ser observado
na Figura 8 e na Tabela 2, os valores de IFM das populagdes das células
B e T ativadas foram maiores do que os de IFM da populacdo controle
dessas células sem a ativacdo. As células NK (CD19 e CD3 negativos)
ndo apresentaram expressao do antigeno CD150 e, por esse motivo, foram
escolhidas como controle negativo interno (Tabela 2).

Em seguida, também foi avaliada a expressdo de CD307a nas
células linfoides do SP. Como pode ser observado na Figura 10 e na
Tabela 2, as células B do grupo controle, expressaram o antigeno CD307a
com intensidade moderada e as células T foram negativas para esse
marcador.
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Figura 10. Expressdao de CD307a no SP de um caso representativo do grupo
controle.
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Nota: Populagdo em azul: células T; em rosa: células B. Painel A) Dot plot da
intensidade de fluorescéncia do CD3 versus CD19 mostrando as duas populagdes
de linfocitos. Painel B) Dot plot de complexidade das células versus expressdo de
CD307a. Painel C) Expressao de CD307a representada em forma de histogramas.
PE: ficoeritrina; PC7: ficoeritrina-cianina 7; PB: pacific blue.

Posteriormente, foi avaliada a expressdo dos marcadores CD150
e CD307a nos precursores linfoides B em oito amostras de MO. Como
pode ser observado na Figura 11, os precursores B ndo expressam CD150
nos estagios iniciais da maturagcdo, apenas uma pequena propor¢do de
células B maduras (com expressdo de CD20) ¢é positiva para esse
marcador. Entretanto, os plasmocitos revelam positividade forte para
CD150 (Tabela 3).

De forma similar aos dados apresentados anteriormente, pode-se
observar que a expressdao de CD307a (Figura 11) ¢ mais intensa conforme
ao grau de maturacdo das células B, ou seja, apenas as células B mais
diferenciadas expressam esse marcador. Contudo, os plasmocitos
mostraram positividade fraca para CD307a (Tabela 3 e Figura 11).

Tabela 3. Valores de medianas IFM para cada subpopulacdo de precursores
linfoides B na MO.
Populagdo Celular IFM CD150 FITC UA IFM 307a PE UA

Pré B1 46 81

Pré B 11 56 92
Células B imaturas 124 267
Células B maduras 244 382
Plasmaécitos 1782 326

Nota: IFM: intensidade de fluorescéncia média. UA: unidades arbitrarias.
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Figura 11. Expressao dos antigenos CD150 e CD307a nos diferentes estagios de
diferenciagdo B em MO do grupo controle.
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Nota: Painel A) Dots plots representativos mostrando os eventos CD19+ e os
diferentes estagios de maduragdo B nos graficos de CD10 versus CD20 e dot plot
complexidade das células (SSC) versus CD38. Populagdo verde: Pré-BI;
vermelha: Pré-BII; azul-claro: linfocitos B imaturos; rosa: linfocitos B maduros
e roxa: plasmocitos. Nota-se a expressdo intensa de CD38 nos plasmdcitos.
Painel B) Expressao de CD150 representada por histogramas nas subpopulagdes
B. Painel C) Expressdo de CD307 nas mesmas subpopulagdes. Linfocitos
residuais (células T e NK) selecionados pelo gate na regido de linfécitos do dot
plot SSC versus CD45, onde foram excluidas as células B (CD19 positivas).
FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; APC: aloficocianina; PB:
pacific blue; APC-H7: aloficocianina-hilite7.
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6.3 Expressao de CD150 nas NCLBM

Foi avaliada a expressao do marcador CD150 em um total de 89
amostras de pacientes com diagnéstico de NCLBM. Na Tabela 4 pode-se
observar a analise qualitativa e as medianas dos valores de IFM para cada
grupo de neoplasia.

Tabela 4. Resultados da analise qualitativa e quantitativa da expressao de CD150

nas NCLBM.
Subtipo de Expressio qualitativa de  Mediana IFM Intervalo IFM
NCLBM CD150 CD150 FITC CD150 FITC
n - -+ + UA UA
LLC/LL 35 26 8 1 96 17-407
IiL.C 3 2 1 265 68-866
atipica
LCM 10 9 1 110 40-310
TRL 6 5 1 184 117-248
LB 4 2 1 1* 325 199-546
LIEEmLe g | 4| 6 163 95-240
5 i
LFgrau3A 2 1 1 1324 831-1817
LDGCB
10+ 3 2 1 247 175-507
LDGCB10- 6 3 1 2 205 48-473
LLPL 4 3 1 79 9-405
LCB CD5-
CD10- 7 3 2 2 100 22-549
LZM 2 2 115 109-122
LLA 13 12 1 140 55-204
GC 10 8 2 160 66-346

Nota: * padrdo bimodal. NCB: neoplasia de cé€lulas linfoides B. n: niimero de
casos avaliados. Expressdo qualitativa: — negativa, -/+ fraca, + moderada, ++
forte. LLC/LL: Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico, LCM: linfoma de
células do manto, TRL: tricoleucemia, LB: linfoma de Burkitt, LF: linfoma
folicular, LDGCB: linfoma difuso de grandes células B, LLPL: linfoma
linfoplasmacitico, LCB: linfoma de células B, LZM: linfoma da zona marginal,
LLA-B: Leucemia linfoblastica aguda- B, GC: grupo controle, [IFM: intensidade
de fluorescéncia média, UA: unidades arbitrarias.
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Na analise estatistica, foram observadas diferencas na
distribuicdo de IFM do CD150 entre as categorias estudadas (Kruskal-
Wallis p =0,002). No entanto, quando foi realizado o teste pos-hoc, nido
foram observadas diferengas nas comparagdes multiplas em forma de
pares. Isso, pode ser devido a alta dispersdo dos dados observada em
alguns dos grupos e ao baixo numero de casos avaliados nas categorias
LF grau 3 e LZM. Também ¢ possivel que o nivel de associagdo achado
no Kruskal-Wallis seja fraco e logo apos a utilizagdo de um pos-teste mais
robusto, essa significancia desapareca.

No entanto, qualitativamente, observa-se que o que grupo das
neoplasias de células B precursoras apresenta expressdo homogénea, a
maioria dos casos de LLA-B apresentaram-se negativos para esse
marcador, semelhante ao observado nas células B precursoras normais
(Figura 12). Também pode-se observar que esse subtipo de neoplasia
apresenta uma mediana menor que a do grupo dos LB. Além disso, os
dados ndo apresentam sobreposi¢do (Tabela 4).
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Figura 12. Expressdo de CD150 nas diferentes NCLBM.
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Nota: Painel A) Fusfo de arquivos merge com a expressdo de CD150 nos
linfocitos B clonais representado em forma de histogramas de todos os casos
estudados. Painel B) Diagrama de caixas. O teste de Kruskal-Wallis para
amostras independentes indicou uma p=0,002. O pdés-teste Dunn ndo mostrou
diferencas estatisticas nas compara¢des entre pares. LLC: Leucemia linfoide
cronica, LCM: linfoma de células do manto, TRL: tricoleucemia, LB: linfoma de
Burkitt, LF: linfoma folicular, LDGCB: linfoma difuso de grandes células B,
LLPL: linfoma linfoplasmacitico, LCB: linfoma de Células B, LZM: linfoma da
zona marginal, LLA-B: leucemia linfoblastica aguda- B, Cel B-GC: células B do
grupo controle.
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Os dois casos de LF grau 3A apresentaram expressao de
moderada a forte para CD150, com uma mediana de IFM muito superior
as outras NCLBM e, aproximadamente, dez vezes maior dos LF de baixo
grau (Figura 12). Na figura 13, pode ser observado que o CD150 foi o
pardmetro que mais contribuiu na discriminag@o entre as categorias LF
grau 3A e LF de baixo grau.

Figura 13. Diagrama APS dos casos de LF grau 3A versus LF grau 1 e 2 ¢
LDGCB CD10 positivo.
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Nota: Painel A) LF de grau 1 e 2 versus LF de grau 3A. Painel B) LF grau 3A.
versus LDGCB CD10+. Graficos de PC1 versus PC2. Os quadrados coloridos
representam valores IFM dos casos individuais para todos os marcadores
imunofenotipicos no painel que contribuem para PC1 e PC2. As linhas de
contorno representam curvas desvio padrdo (DP). As linhas pontilhadas e
continuas representam 1 DP e 2 DP respectivamente. Os dois marcadores mais
informativos que contribuem para a melhor discriminacdo entre cada entidade da
doenga sdo apresentados na parte inferior de cada grafico, em uma ordem
decrescente da contribuigdo percentual para a discriminagdo. LF: linfoma
folicular. LDGCB CD10+: linfoma difuso de grandes células B CD10 positivo.

Em relagdo as LLC, observa-se que os casos atipicos apresentam
maior expressdo de CD150, no entanto, existe uma sobreposi¢do
consideravel entre os dados desse grupo e as LLC tipicas e também entre
as LLC e os LCM (Tabela 4 e Figura 12).

Visto que a expressdo do marcador CD150 poderia identificar o
subgrupo de pacientes com LLC de curso clinico mais indolente, foi
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avaliada a expressdo desse antigeno em relacdo com os marcadores de
prognoéstico CD38, CD49d e CD305 (LAIR 1). Pode-se observar na
Figura 14 que a expressdo de CDI150 foi maior nos pacientes que
apresentam marcadores de prognostico favordvel. No entanto, as
diferencas significativas apenas foram observadas com o marcador
CD305 (p=0,020). A comparagdo com o antigeno CD49d, ndo revelou
diferencgas entre os grupos (Figura 14).

Figura 14. Distribuicdo da expressdo de CD150 de acordo a expressdo de
marcadores de progndstico nos pacientes portadores de LLC.
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Nota: Valor de corte para os marcadores progndsticos 30%. Para CD38 e CD49d
apresenga de > 30% de células positivas indica um mau prognostico. Para CD305
a presenca de > 30% de células positivas indica um bom progndstico. Valores de
p obtidos a partir do teste Mann-Whitney U.

6.4 Expressao de CD307a nas NCLBM

Os resultados da expressdo do marcador CD307a nas diferentes
NCLBM sio mostrados na Tabela 5. Os dois casos de LF grau 3A foram
agrupados com os LF de baixo grau, em virtude de ndo terem sido
observadas diferencas na expressdo de CD307a entre esses subtipos de
linfomas. Nota-se que o nimero de casos avaliados qualitativamente ¢
maior do que os casos analisados por meio da IFM. Como mencionado
anteriormente, 11 casos de NCLBM foram avaliados com o anti-CD307a
conjugado ao fluorocromo APC e os restantes com o anti-CD307a
conjugado ao fluorocromo PE. Devido ao fato de ndo ser possivel a
comparacdo dos valores de IFM entre diferentes fluorocromos, os casos
analisados com anti-CD307a-APC foram excluidos da andlise
quantitativa, mas foram incluidos na avaliagdo qualitativa a fim de evitar
a perda dessas informagdes.
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Como pode ser observado na Figura 16, as neoplasias de células
B precursoras mostram uma expressdo quase exclusivamente negativa
para esse marcador (85 % dos casos), com exce¢do de duas amostras que
apresentaram positividade fraca. Foram encontradas diferengas
significativas nos valores de IFM entre esse grupo e as categorias LLC,
LLC atipica, LCB CD5 e CD10 negativo e o GC mesmo que, os painéis
imunofenotipicos usados atualmente na rotina, possam distinguir
corretamente essas entidades.

Dentro do grupo das NCLBM comumente CDS5 positivas,
observam-se algumas diferencas. Por exemplo, o grupo das LLC ¢
bastante heterogéneo e pode-se observar um amplo espectro de expressao
de CD307a, desde casos totalmente negativos até casos com expressao
forte. No entanto, o grupo das LLC atipicas mostram uma homogeneidade
na expressdo de CD307a, a qual ¢ moderada em todos os casos. J4, os
casos de LCM apresentam menor expressdo desse marcador, sendo 60 %
dos casos negativos. A analise estatistica exibe diferengas significativas
na expressdo do antigeno CD307a no grupo das LLC e os LCM
(p=0,048). Porém, observa-se uma sobreposicdo entre os dados. Na
comparacdo entre os LCM e as LLC atipicas, a analise estatistica exibiu
um valor de p=0,052, embora ndo houve sobreposi¢io da IFM.
Provavelmente, a auséncia de significancia seja devido ao baixo niimero
de LLC atipicas analisadas.

Em geral, as NCLBM apresentam diminui¢do da expressdo de
CD307a com relagdo ao grupo controle, porém somente a negatividade
desse marcador na populacdo de células B neoplésicas permitiu a
discriminagdo das células B residuais normais (Figura 15), o que poderia
ser util na avaliagdao de doenca residual minima.
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Tabela 5. Resultados da andlise qualitativa e quantitativa da expressao de
CD307a nas NCLBM.

Subtine d Expressao qualitativa de Mediana Intervalo
; C'LI;;’M" CD307a N IFM CD307a IFM CD307a
- A+ PE UA PE UA
LLC 37 4 16 14 3 36 347 37-1172
L,L.C 3 3 3 610 600-633
atipica
LCM 10 6 4 9 130 54-267
TL 6 4 2 6 267 221-465
LB 5 2 3 3 243 81-250
LF 12 3 4 4 1 11 293 66-1758
LDGCB
10+ 5 3 2 4 208 120-416
LDIGO_CB 6 4 2 5 205 83-393
LLPL 5 2 2 1 3 246 76-1286
LCB5-10- 8 2 3 7 392 234-673
LZM 2 2 2 533 525-541
LLA 13 11 2 13 90 30-222
GC 10 10 10 362 260-461

Nota: NCB: neoplasia de células linfoides B. n: nimero de casos avaliados
qualitativamente. N: nimero de casos avaliados quantitativamente. Expressao
qualitativa: — negativa, -/+ fraca, + moderada, ++ forte. LLC/LL: Leucemia
linfoide cronica/linfoma linfocitico, LCM: linfoma de células do manto, TRL:
tricoleucemia, LB: linfoma de Burkitt, LF: linfoma folicular, LDGCB: linfoma
difuso de grandes células B, LLPL: linfoma linfoplasmacitico, LCB: linfoma de
células B, LZM: linfoma da zona marginal, LLA-B: Leucemia linfoblastica
aguda- B, GC: grupo controle, IFM: intensidade de fluorescéncia média, UA:
unidades arbitrarias.

Figura 15. Identificagdo de células B normais residuais em uma amostra de LLC
negativa para CD307a.

m;—FE
Nota: Dot Plot dos parametros SSC-A versus CD307a. Populagdo em vermelho:
células B clonais de um caso de LLC totalmente negativo para CD307a.
Populag@o em rosa: linfocitos B policlonais residuais.
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Figura 16. Expressdo de CD307a nas diferentes NCLBM
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Nota: Painel A) Fusdo de arquivos merge com a expressdo de CD307a nos
linfécitos B clonais representado em forma de histogramas de todos os casos
estudados. Painel B) Diagrama de caixas. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do
pos-teste Dunn. *p < 0,05 em relagdo ao grupo LLA-B # p < 0,05 em comparago
com LCM. LLC: Leucemia linfoide cronica, LCM: linfoma de células do manto,
TRL: tricoleucemia, LB: linfoma de Burkitt, LF: linfoma folicular, LDGCB:
linfoma difuso de grandes células B, LLPL: linfoma linfoplasmacitico, LCB:
linfoma de células B, LZM: linfoma da zona marginal, LLA-B: leucemia
linfoblastica aguda- B, Cel B-GC: células B do grupo controle.



71

Com o objetivo de avaliar se a as diferengas na expressdo de
CD307a no grupo das LLC poderia ser correlacionado com subgrupos
clinicos, foi comparada a expressio de CD307a, com relacdo aos
marcadores de prognostico conhecidos para essa neoplasia (CD38,
CD305 e CD49d). Assim, foi observado que existe uma diminui¢do na
expressdo do antigeno CD307a nos casos de LLC com prognostico
desfavoravel (>30% de células CD38 e CD49d positivas e <30% de
células CD305 positivas). No entanto, a comparacao foi significativa
somente com o marcador CD305 (Figura 17).

Figura 17. Distribuicdo da expressdo de CD307a de acordo a expressdo dos
marcadores prognosticos nos pacientes portadores de LLC.

p=0,066 p=0,029 p=0,127
n=35 n=4 n=8 n=6 n=8 n=5

IMF CD307a -PE

L

LN

<30% >30% <30% >30% <30% >30%
CD38 CD305 CD4gd

Nota: Valor de corte para os marcadores prognosticos 30%. Para CD38 e CD49d
apresenga de > 30% de células positivas indica um mau prognostico. Para CD305
a presenca de > 30% de células positivas indica um bom prognoéstico. Valores de
p obtidos a partir do teste Mann-Whitney U. Diagrama de caixas: o extremo
superior da caixa indica o percentil 75 dos dados e o extremo inferior o percentil
25. A linha dentro da caixa corresponde a mediana. Os extremos das linhas
verticais correspondem aos percentis 10 e 90. Os circulos correspondem a valores
ndo incluidos nas linhas verticais (outliers).

Quatro dos pacientes estudados tinham amostras pareadas de MO
ou SP e biopsias de tecidos linfoides secundarios. Dois deles tinham
diagnoéstico de LLC, um de LF e um de LDGCB CD10 negativo. Nesses
pacientes, foi observada de forma significativa, menor expressao do
antigeno CD307a nas amostras provenientes dos linfonodos (p=0,023)
(Figura 18).
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Figura 18. Expressao de CD307a segundo o local anatdmico em pacientes com
amostras pareadas.
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Nota: IFM: intensidade de fluorescéncia média. O teste t para amostras pareadas
demonstrou um valor de p=0,023.

6.5 Expressio de CD150 e CD307a nas NCP

A expressdo de CD150 e CD307a também foi investigada em
plasmdcitos neoplasicos de 21 amostras de neoplasias de células
plasmocitarias (MM, GMSI e LCP) e cinco amostras de LDP, dessas,
quatro eram LLPL e uma LLC com diferenciagdo plasmocitaria. Esses
dados foram comparados com os obtidos na analise dos plasmdcitos do
grupo controle de MO.

Na Figura 19, pode-se observar que os plasmocitos clonais dos
LDP apresentam menor expressdo de CD150 do que os plasmocitos
normais ¢ do que os plasmocitos dos NCP. Comparativamente, essas
diferengas na expressdo desse marcador foram significativas (p=0,014 ¢
p=0,029 respetivamente) (Figura 20). Também foi notado que o grupo
das NCP era bastante heterogéneo quando comparado com o grupo
controle e que havia sobreposi¢do nos valores de IFM entre essas
categorias (Tabela 6). Na comparagdo entre esses grupos nao foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05).
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Tabela 6. Resultados da analise quantitativa da expressdo de CD150 e CD307a
na populacdo plasmocitaria.

Mediana Intervalo Mediana Intervalo
Populacio de n IFM IFM CD150 IFM IFM
plasmécitos CD150 FITC UA CD307a CD307a PE
FITC UA PE UA UA
NCP 21 1599 312-4878 202 100-463
LDP 5 364 191-553 201 133-249
GC 8 1782 971-2319 326 144-407

Nota: NCP: neoplasias de células plasmocitarias. LDP: linfomas com
diferenciagdo plasmocitaria. GC: grupo controle de MO. n: niimero de casos
estudados. IFM: intensidade de fluorescéncia média. UA: unidades arbitrarias.

Figura 19. Expressao de CD150 e CD307a na populagao plasmocitaria.
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Nota: Fusdo de arquivos merge da expressio de CDI50 e CD307a nos
plasmocitos de todos os casos estudados. Populagdo em rosa: plasmocitos das
neoplasias de células plasmocitarias. Populagdo em azul claro: plasmocitos dos
linfomas com diferenciagdo plasmocitaria. Populagdo em roxa: plasmocitos
normais do grupo controle. Painel A) Note-se a menor expressdo de CD38 nos
plasmdcitos clonais das NCP. Paineis B ¢ C) expressdo de CD150 nas trés
populagdes de plasmocitos. Paineis D e E) expressdo de CD307a nas trés
populagdes de plasmocitos. FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina;
APC-H7: aloficocianina-hilite7.
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Dentro do grupo das NCP, o tnico caso de LCP avaliado
apresentou expressdo forte de CD150 com IFM de 1803 UA, a qual foi
semelhante aos valores observados nos plasmoécitos normais. Duas
amostras de NCP apresentaram a presenca de > 5% de plasmocitos
residuais normais. Esses casos, provavelmente correspondentes a GMSI,
apresentaram expressao forte de CD150 com valores de IFM de 2129 e
4878 UA.

A analise da expressdo de CD307a nessas amostras, mostrou que
ndo existem diferencas significativas na expressdo desse marcador entre
os trés grupos (p=0,128). No entanto, pode ser observada uma expressao
levemente maior desse marcador nos plasmocitos normais (Figura 20 e
Tabela 6). Na Figura 19 pode-se observar que as trés populacdes
plasmocitarias ocupam o mesmo lugar no dot plot SSC-A versus CD307a.

Figura 20. Comparagdo da expressio de CD150 e¢ CD307a na populacdo
plasmocitéria.
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Nota: Diagrama de caixas: o extremo superior da caixa indica o percentil 75 dos
dados e o extremo inferior o percentil 25. A linha dentro da caixa corresponde a
mediana. Os extremos das linhas verticais correspondem aos percentis 10 e 90.
Os circulos correspondem a valores ndo incluidos nas linhas verticais (outliers).
Painel A) Teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes, seguido do pos-
teste Dunn. # p < 0,05 em relagdo ao grupo LDP. Painel B) Teste de Kruskal-
Wallis indicou um valor de p=0,128.

LDP: linfomas com diferenciagdo plasmocitaria. NCP: neoplasias de células
plasmocitarias. GC: grupo controle.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi a analisada a expressao dos antigenos CD150
e CD307a nas células linfoides B normais e nas células neoplasicas de
diferentes NCLBM para investigar se esses marcadores poderiam
melhorar o desempenho da imunofenotipagem por citometria de fluxo
para o diagndstico das NCLBM.

A avaliacdo da expressdo de CD150 nas células B do SP dos
individuos saudaveis evidenciou uma propor¢ao de linfocitos B maduros
positivos para esse marcador, semelhante aos resultados encontrados por
Punnonen e colaboradores (1997), nos quais pode ser observado o mesmo
padrdo de expressao de CD150 nos linfocitos B. Esse padrdo, corresponde
a um deslocamento da populacdo de células B quando comparado com o
controle negativo, em vez do padrdo bimodal observado nos linfécitos T
(PUNNONEN et al., 1997). Segundo a literatura, a propor¢do de células
B no SP que expressam CD150 corresponde a populagdo de células B
CD19 e CDS5 positivas. Assim como observado por Bologna e
colaboradores (2016), a expressdo desse marcador € identificada tanto nas
células B de memoria (CD27 positivas) quanto nas células B virgens
(CD27 negativas) (Figura 9). Diferente dos linfocitos T, a expressdo de
CD150 nas células B maduras nao € especifica das células B de memoria,
e ainda foi observada uma leve diminuic¢ao da expressdo de CD150 nessa
populagdo em relagdo as células B virgens, conforme foi reportado
anteriormente (ROMERO et al., 2004).

Além disso, neste estudo foi demonstrado que a expressdo do
antigeno CD150 pode ser induzida ap6s ativagéo in vitro dos linfocitos T
e B (Figura 8), como observado anteriormente por outros pesquisadores
(SIDORENKO et al., 1992; COCKS et al., 1995; ROMERO et al., 2004).
Esse aumento na expressdao da molécula CD150 nos linfocitos ativados é
devido a funcdo desse antigeno, pois, além de ser importante na regulagio
das interagdes entre as células B e T, promove a proliferacdo e a
diferenciacdo B (PUNNONEN et al., 1997).

Nos precursores linfoides B da MO, nao foi observada a
expressdo de CD150, mas percebeu-se um aumento na IFM, conforme o
grau de maturacdo das subpopulacdes de células B (Figura 11). Em
contrapartida, De Salort e colaboradores (2011) observaram expressio de
CD150 nas células B a partir do estdgio de maduragdo Pré-B 1 (De
SALORT et al., 2011). Essas divergéncias podem ser atribuidas aos
diferentes protocolos de marcagdo utilizados. A marcagdo indireta
realizada por De Salort e colaboradores (2011) produz uma amplificagdo
do sinal com aumento da IFM e consequentemente maior sensibilidade
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(ABCAM, 2014; BD Biosciences, 2017). Ainda, a utilizagdo de um
fluorocromo mais brilhante (PE) pode aumentar a resolugdo entre as
populagdes negativas e positivas. No entanto, existe uma maior expressao
de CD150 conforme a maturagdo das células B na MO, demonstrado em
ambos estudos.

Neste estudo, os plasmdcitos normais da MO apresentaram forte
expressdo de CDI150 (Figura 11 e Tabela 3). Varios trabalhos ja
demonstraram que as células B que estdo em diferenciag@o plasmocitaria
apresentam aumento na expressdo de CD150. Assim, dentro dos tecidos
linfoides secundarios, os plasmablastos e os plasmdcitos exibem maior
expressdo desse antigeno (ROMERO et al., 2004; YURCHENKO et al.,
2010; De SALORT et al., 2011; RODRIGUEZ-BAYONA et al., 2011).

Neste estudo, apenas um dos 13 casos de neoplasias de células B
precursoras expressou CD150 (Tabela 4). Esse resultado estd em
concordancia com resultados prévios, em que foi observada positividade
para CD150 somente em quatro amostras de LLA-B das 46 analisadas
(FAURE et al., 2011). Nossos resultados mostram que os valores de IFM
nesse grupo foram menores do que os encontrados nos LB (Tabela 4).
Essa diferenca na expressdo de CD150 poderia ser util para o diagnostico
diferencial entre LLA-B e LB. As células do LB sao linfocitos B maduros
que expressam antigenos especificos da linhagem B CD19, CD20,
CD79a, CD79b, CD22 e Ig de superficie com restricao de cadeia leve de
membrana. Nessa neoplasia, os marcadores de células precursoras TdT
nuclear e CD34 geralmente sdo negativos enquanto que os marcadores do
centro germinativo CD10, CD38 e Bcl6 sdo positivos (SWERDLOW et
al., 2008). No entanto, existem variacdes no fenotipo das células
neoplasicas dos LB como, por exemplo, expressdo de TdT e auséncia de
expressdo de Ig de superficie (KOMROKIJI et al., 2003; KELEMEN et
al., 2010; HIRZEL et al., 2013). Assim, pode ser observada sobreposi¢ao
fenotipica com as neoplasias de precursores B, especialmente com a LLA
Pré-B, que corresponde a um estagio de maturagdo mais tardio. Neste
estudo houve um caso de LB que apresentava caracteristicas fenotipicas
intermediarias entre células B imaturas (positividade para CD38, CD10 e
TdT, sem expressio de Ig de superficie) e células B maduras
(negatividade para CD34, e positividade para CD20, IgM e cadeia leve de
Ig tipo lambda citoplasmatica). Esse caso foi confirmado como LB gracas
a deteccao da t(8;14) por FISH. Conforme o exposto, o marcador CD150
poderia ser util na identificagdo dos casos de LB com caracteristicas
fenotipicas de precursor B. Contudo, esses dados devem ser avaliados
com precaugao, pois foram reportados casos de LLA Pré-B positivas para
CD150 (GORDIIENKO et al., 2016) e no presente estudo, dos casos de
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LLA- B estudados, 12 apresentaram fendtipo comum e apenas um caso
fenétipo de LLA Pr6-B. Mikhalap e colaboradores (2004) ndo
observaram expressao de CD150 nos casos de LB, porém eles utilizaram
IHQ para a avaliagdo imunofenotipica e outro clone de anticorpo
monoclonal (MIKHALARP et al., 2004).

Outro resultado relevante deste trabalho foi a elevada expressao
de CD150 nos LF de alto grau (Tabela 4). Na classificacdo da OMS, os
LF sdo divididos em diferentes graus, sendo essa subclassificacdo baseada
na propor¢do de células linfoides B grandes (centroblastos) contadas na
analise histologica. Assim, nos graus 1 e 2 predominam os centrocitos e
ha raros centroblastos, no grau 3A os centrdcitos ainda estdo presentes e
no grau 3B os foliculos sdo compostos inteiramente de grandes células
blasticas. Essa gradacdo histoldgica prediz o comportamento clinico da
neoplasia, assim, os linfomas de alto grau (graus 3A e 3B) sdo mais
agressivos e apresentam uma maior probabilidade de progressdo a
LDGCB do que os de baixo grau (graus 1 ¢ 2) (SWERDLOW et al.,
2008). Além disso, a diferenciagdo entre o LDGCB com fenétipo CD10
positivo e os LF pode ser dificultosa. As caracteristicas imunofenotipicas
que ajudam no diagnodstico do LF como a positividade para a proteina
citoplasmatica Bcl-2 e a negatividade para o antigeno CD43 também
podem ser observadas no LDGCB. Mesmo com o estudo molecular da
t(14;18), observada em quase 90% dos LF, a discriminagdo ndo ¢
possivel, pois essa translocagdo também pode ser detectada em
aproximadamente 20% dos casos de LDGCB. Sendo assim, o diagnéstico
diferencial ¢ feito pelo estudo do padrao histologico, porém nao ¢ possivel
ter essa informagdo em amostras obtidas por PAAF, em amostras de
liquidos cavitarios, de SP ou de MO (DUARTE, et al., 2013). Entretanto,
as alteracdes fenotipicas frequentemente observadas nos LF, como a
positividade fraca do CDI19 e expressio forte da proteina
intracitoplasmatica Bcl-2, podem ser tuteis para a identificagdo desses
casos (CHAUFFAILLE, 2016). Cotrell e colaboradores (2015) sugerem
que a avaliagdo do tamanho celular a partir do parametro FSC poderia ser
util na gradacdo das NCLBM. Os autores relataram que o tamanho das
células neoplasicas dos LDGCB foi significativamente maior do que o
tamanho observado nos LF grau 3 e nos LF de baixo grau (COTRELL et
al., 2015). Considerando o exposto, vé-se a possivel utilidade do
marcador CD150 nesses diagndsticos diferenciais, pois foi observada
uma certa especificidade para o LF grau 3. Além disso, a combinagéo do
parametro FSC, o marcador CD150, e a avalia¢do de outros marcadores
relevantes como CD19 e Bcl-2, poderia melhorar o desempenho da
imunofenotipagem por citometria de fluxo para o diagndstico diferencial
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entre os LDGCB CD10 positivos, os LF de baixo grau e os LF de alto
grau, dado que, atualmente, existe uma limitagdo da metodologia para
discriminagdo dessas trés entidades. Por meio da analise do diagrama
APS, foi observado que o marcador CD150 e o parametro SSC-A,
permitiram a separagdo correta dos pacientes avaliados nas categorias LF
de baixo grau e LF de grau 3A. Nao foi observada a discriminagéo entre
os casos de LF grau 3A ¢ LDGCB CD10 positivo com 0s parametros
usados neste estudo (Figura 13).

Dois estudos realizados com amostras de pacientes
diagnosticados com LLC, relataram uma expressao heterogénea de
CD150, em alguns casos evidenciando menor expressdo que nos
linfocitos B normais, o que indica que alguns clones de LLC perdem a
expressdo desse marcador durante a transformagdo maligna
(ZUCCHETTO et al., 2011; BOLOGNA et al., 2016). Tais estudos
demonstraram ainda que os pacientes com menor expressdo de CD150
apresentam marcadores moleculares e clinicos de doenga agressiva. Além
disso, esses trabalhos estabeleceram que a presenca de < 6% de células
CD150 positivas sugere menor sobrevida global e necessidade de
tratamento mais precoce que os casos de LLC que expressam CD150. No
presente trabalho, os resultados corroboram com a literatura, pois os
pacientes diagnosticados com LLC e positividade para os marcadores
imunofenotipicos de pior progndstico, foram os que apresentaram menor
expressdo de CD150. No entanto, as diferengas significativas foram
observadas apenas com o marcador CD305 e ndo foi realizada a avaliagdo
de outras varidveis de maior relevancia prognostica como o estado
mutacional dos genes IGVH ou a andlise de curvas de sobrevida, como
nos trabalhos citados.

Nas NCP foi observado que a expressdo de CDI150 ¢ bem
heterogénea. Alguns casos apresentaram IFM semelhantes aos
plasmocitos normais e, outros, valores menores (Tabela 6). A diferenca
da distribuicdo desses dados entre essas populagdes plasmocitarias nao
foi significativa, porém pode ser observada uma menor mediana nos
valores de IFM dos plasmocitos clonais em relagdo aos normais. Muccio
e colaboradores (2015) obtiveram resultados semelhantes da expressao de
CD150 nos plasmécitos dos pacientes com MM no momento do
diagnoéstico, ou seja, mostraram uma expressdo heterogénea desse
marcador (intervalo de IFM: 0-7352), com um valor de mediana de IFM
(mediana= 899) menor do que a observada nos individuos saudaveis
(mediana= 2851; intervalo de IFM: 982-4711) (MUCCIO et al., 2015).
Nesse estudo, as LCP apresentaram IFM comparaveis com o grupo
controle, semelhante ao observado no Unico caso avaliado no presente
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trabalho. Os dois casos de GMSI avaliados apresentaram expressao forte
de CDI150, com valores de IFM superiores ao grupo controle.
Notavelmente, os plasmocitos clonais dos LDP exibiram menores valores
de IFM do marcador CD150 e foram estatisticamente significativos com
relagdo aos outros grupos (Figura 20). Esse resultado poderia ter alguma
relevincia no diagnostico dessas doencas. Conforme mencionado
anteriormente, os plasmocitos clonais dos LDP apresentam um
imunofenotipo semelhante aos plasmocitos normais, com a excecdo da
restricdo de cadeia leve. Assim, a perda do antigeno CD150 seria uma
alteragdo fenotipica observada nessas células, o que facilitaria a
identificagdo dos plasmdcitos clonais nesses linfomas. As outras
alteragdes fenotipicas descritas, como a positividade de CD20 e CD5, ndo
foram encontradas em todos os casos. A expressdo de CDS5 foi encontrada
apenas no caso da LLC com diferenciagdo plasmocitéria, e a expressao
de CD20 foi parcial em dois dos quatro casos de LLPL. Além disso, a
avaliagdo da expressdao de CD150 ¢ vantajosa por ser uma marcagdo de
superficie, diferentemente da deteccdo da restri¢do de cadeia leve nos
plasmocitos, que ¢ intracitoplasmatica. Nao foram encontrados na
literatura estudos semelhantes.

A avaliag¢do da expressdao de CD307a nas células B de SP no
grupo controle mostrou que as células B na circulagdo apresentam
positividade homogénea e moderada para esse marcador. Além disso, foi
observado que, nos precursores B, a expressdo de CD307a ¢ negativa nos
primeiros estagios de diferenciacdo e aumenta gradativamente conforme
a maturacdo das células B. Contudo, foi encontrada uma positividade
fraca para esse antigeno nos plasmocitos (Figura 11). Varios estudos
comprovaram que a expressao de CD307a comeca nos precursores B na
MO e aumenta durante a diferenciacdo B, com pico maximo nas células
B virgens. Apdés a ativagdo in vivo, essa expressdo ¢ regulada
negativamente nas células B do CG e nos plasmocitos. As células B de
memoria recuperam a expressdo de CD307a, porém com menor
intensidade que as células B virgens (LEU et al., 2005; POLSON et al.,
2006; MATESANZ-ISABEL et al., 2011). Portanto, considera-se que a
molécula CD307a ¢ expressa preferencialmente nas células B virgens e
de memoria.

Conforme aos resultados obtidos nos precursores normais
(Tabela 3), a maioria das LLA-B foram negativas para a molécula
CD307a. Apenas duas amostras apresentaram expressdo fraca, mas os
valores de IFM, nesses casos, foram menores que no grupo controle.
Esses dados estdo em concordancia com os apresentados por Faure e
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colaboradores (2011), que nao observaram expressao desse marcador em
nenhuma das 46 amostras de LLA-B testadas (FAURE et al., 2011).

Neste estudo, as NCLBM apresentaram heterogeneidade na
expressdo de CD307a. A maxima dispersdo dos dados foi observada no
grupo dos LLPL, LF e LLC. Esse padrao de expressdo nas LLC ja tinha
sido reportado por POLSON e colaboradores (2006). Contudo, foi
observado que no LCM a expressdo desse marcador foi negativa na
maioria dos casos, e os valores de IFM foram menores e estatisticamente
significativos em relagdo as LLC (Tabela 5 e Figura 16). Portanto, o
CD307a pode ser potencialmente util no diagndstico diferencial entre o
LCM e as LLC. No entanto, foram encontrados quatro casos de LLC
negativos para esse marcador, o qual mostra sobreposi¢cdo com o grupo
dos LCM. Porém, observou-se que as LLC atipicas, que apresentam
caracteristicas fenotipicas intermédias entre LLC e LCM, foram
uniformemente positivas para CD307a, e poderiam ser identificadas pela
expressdo diferencial desse marcador em relagdo aos LCM. Assim, nas
NCLBM CDS5 positivas, a expressao moderada e forte de CD307a poderia
excluir o diagnostico de LCM, mas sua auséncia ou expressdo fraca ndo
pode descartar completamente o diagndstico de LLC. Como mencionado
anteriormente, varios trabalhos avaliaram a utilidade do CD200 para o
diagnostico diferencial entre o LCM e LLC (SANDES et al., 2014;
CHALLAGUNDLA et al., 2014). Nesses estudos, os casos de LCM
apresentaram menor expressdo de CD200, sendo a maioria dos casos
negativos para esse marcador. No presente trabalho, todos os pacientes
portadores de LCM foram negativos para CD200 e, contrariamente,
observou-se que as LLC e as LLC atipicas apresentaram expressdo de
CD200. Sendo assim, o CD307a parece ser um marcador complementar
ao CD200 para o diagnéstico diferencial de LLC e LCM.

Como visto anteriormente, a maioria dos LCM derivam de
células B virgens localizadas na zona do manto dos foliculos linfoides.
As células B virgens normais sdo as que apresentam maior expressao de
CD307a. Além disso, a expressdao do gene FCRL1, que codifica para a
molécula CD307a, foi avaliada por meio da técnica de hibridagao in situ
em tecido de amidala, e foi observado um padrio de expressdo
caracteristico localizado na zona do manto (MILLER et al., 2002). Esses
resultados evidenciam que as células neoplasicas do LCM apresentam
uma alteracdo fenotipica com perda da expressdo de CD307a. Resultados
semelhantes foram reportados por Zucchetto e colaboradores (2011), que
observaram expressdo fraca ou negativa de CD307a em algumas
NCLBM, entre elas o LCM. No entanto, eles advertiram positividade
quase exclusiva do CD307a nas LLC (ZUCCHETTO et al., 2011). Esse
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resultado ndo foi reproduzido neste estudo, pois foram observados casos
de LLC negativos e positividade de CD307a em varios dos outros
subtipos de linfomas avaliados.

Outro estudo realizado por Du e colaboradores (2008)
demonstrou que o antigeno CD307a foi amplamente expresso na maioria
dos casos dos linfomas avaliados, sendo observada positividade em 100%
dos casos de LF estudados (DU et al., 2008). No presente estudo foi
notada uma expressdo heterogénea de CD307a nesse subgrupo de
NCLBM. Essas discordancias podem ser atribuidas aos diferentes
anticorpos monoclonais utilizados nos dois trabalhos. Vale ressaltar que
o reagente usado por Du e colaboradores (2008) foi produzido pelos
autores.

Além disso, foi observado um caso de LF e um caso de LLPL
com valores muito elevados de IFM do marcador CD307a (Tabela 5 e
Figural6). As translocagdes no cromossomo 1q21, onde se localizam os
genes que codificam para os receptores da familia de FcRL, a qual
pertence o antigeno CD307a, foram associadas a varias NCLBM.
Consequentemente, a super-expressao de alguns receptores da familia
FcRL foi relacionada a presenca de alteragcdes génicas no cromossomo
1g21. No entanto, a sobreexpressdo de CD307a néo foi correlacionada a
presenca dessa anomalia citogenética. Porém ndo pode ser descartada,
porque ndo foi realizado o caridtipo desses pacientes
(HATZIVASSILIOU et al., 2001; MILLER et al., 2002).

Assim como o antigeno CD150, observou-se diminui¢do da
expressdo de CD307a nos casos de LLC com marcadores de prognostico
desfavoraveis. Em congruéncia com esses resultados, Li e colaboradores
(2008) demonstraram que os receptores CD307a, CD307b, CD307c e
CD307e, todos membros da familia FcRL, sdo capazes de estratificar as
amostras de LLC de acordo com o estado mutacional dos genes IGVH.
Todos eles foram preferencialmente expressos nos casos ndo mutados, e
esses receptores também mostraram correlacdo negativa com a expressao
de CD38 e ZAP70. Dessa forma, foram eficazes em identificar os
pacientes com melhor prognéstico. No entanto, foi encontrado que o
marcador CD307a apresentou menor concordancia em relagdo ao estado
mutacional dos genes IGVH. De acordo com esse estudo, o CD307b foi
o melhor marcador progndstico para LLC, devido a habilidade de predizer
mais satisfatoriamente, a progressdo clinica dos pacientes e o tempo até o
primeiro tratamento (LI et al., 2008).

Em pacientes com amostras pareadas, foi demonstrado que o
antigeno CD307a apresenta menor expressdo nos tecidos linfoides
secundarios (Figura 18). Foi reportado que alguns receptores da familia
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FcRL, a qual pertence a molécula CD307a, apresentam homologia na
sequéncia e organizacdo geral da por¢ao extracelular com os membros da
familia CAM (do inglés cell adhesion molecule). Assim, esses receptores
poderiam ter alguma participagdo na migracao celular (MILLER et al.,
2002; POLSON et al., 2006). Essa expressdo diferencial também foi
observada com o CD200 em casos de LF, mas o significado bioldgico
desse fendmeno ainda ¢ desconhecido (CHALLAGUNDLA et al., 2014).

No presente estudo, a expressdo do antigeno CD307a nas NCP
ndo demonstrou nenhuma caracteristica relevante.

As NCLBM que apresentam os maiores desafios diagnosticos a
partir da imunofenotipagem por citometria de fluxo sdo os LDGCB e os
LZM, pois s@o caracterizados pela auséncia de perfis de expressdo
especificos. Essas entidades exibem caracteristicas imunofenotipicas
muito heterogéneas e podem apresentar sobreposicdo fenotipica com
muitas outras NCLBM. No presente estudo, nenhum dos marcadores
avaliados apresentou beneficios para o diagnostico desses subtipos de
NCLBM. De qualquer forma, deve ser destacado que foram avaliados
apenas dois casos de LZM.
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8. CONCLUSOES
Em relagdo ao marcador CD150:

e A expressdo de CD150 nas células B ndo neopldsicas ¢ crescente
conforme a maturacdo, com maxima expressdo na populacdo
plasmocitaria e nos linfocitos B apos ativacao in vitro.

e A auséncia da expressdo de CD150 nas neoplasias de células B
precursoras ¢ a expressdo moderada desse marcador no LB
parece ser util para identificar os casos de LB com fenotipo
atipico de precursor B.

e Os LF de alto grau (3A) apresentaram elevada expressdo de
CD150, o que os diferencia dos LF de baixo grau. A avaliacdo da
expressio de CDI150 por citometria de fluxo apresenta
potencialidade para substituir a gradagao histologica dos LF.

e Nos casos de LLC, foi observada diminui¢do da expressdo do
antigeno CD150 nas amostras que apresentaram marcadores
imunofenotipicos de prognostico desfavoraveis.

e A perda da expressio de CD150 observada nos plasmocitos
clonais dos LDP representa um achado inédito e a inica alteracao
fenotipica observada em todos casos de LDP estudados, além da
restricdo de cadeia leve intracitoplasmatica.

Em relagdo ao marcador CD307a:

e A expressdao do marcador CD307a também foi maior conforme a
maturagdo de células B. No entanto, foi observada diminuic¢do
dessa expressdo nos plasmodcitos do grupo controle em
comparacdo com os linfécitos B maduros.

e No diagndstico diferencial das NCLBM comumente CD5
positivas, foi inferido que a expressdo moderada e forte de
CD307a pode excluir o diagnostico de LCM, mas a auséncia ou
expressdo fraca desse antigeno ndo descarta completamente o
diagnoéstico de LLC.

e Foi ratificado que a maior expressdo de CD307a ¢ observada no
subgrupo de pacientes portadores de LLC com positividade para
os marcadores imunofenotipicos de melhor progndstico.
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A compilacdo desses resultados sugere que a inclusdo dos
marcadores CD150 e CD307a no painel de anticorpos utilizados na
citometria de fluxo pode contribuir com o aprimoramento da
imunofenotipagem para o diagndstico diferencial das NCLBM.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido CEPSH-
UFSC n° 1.691.983/2016

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Sauide
Departamento de Analises Clinicas
Campus Universitario - Florianépolis, SC, 88049-000, Brasil
Tel: (48) 3721 8146

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA:

Investigacao de Novos Alvos Imunofenotipicos Aplicados ao
Diagnéstico e ao Prognodstico de Neoplasias Hematolégicas
e Nao Hematolégicas

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes
de decidir se deseja participar, ¢ importante que o(a) Senhor(a) entenda
por que esta pesquisa sera feita. Por favor, leia com atengdo e cuidado as
informacdes a seguir para que a decisdo sobre a sua participa¢ao possa ser
uma decisdo bem informada. Este termo de consentimento livre e
esclarecido cumpre as exigéncias contidas nos itens IV. 3 da Resolugio
CNS n°466/12.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO?

O estudo acima refere-se a uma pesquisa que visa investigar novos
marcadores que sirvam como alvos para o diagndstico e para o
prognostico de neoplasias de células linfoides B maduras (linfomas) e nédo
hematoldgicas (cancer de mama). Apds a coleta do material biologico e
realizac¢do dos exames laboratoriais solicitados pelo médico do senhor(a),
a amostra biologica restante sera encaminhada para a pesquisa. Dessa
forma, seus exames ndo serdo alterados ou prejudicados pela realizagio
da pesquisa.

EU TENHO QUE PARTICIPAR?
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Cabe ao senhor(a) decidir se ira ou ndo participar. Isso ndo ira afetar de
maneira nenhuma, o padrdo de cuidados que o(a) senhor(a) ira receber.
Caso decida participar, o(a)senhor(a) ira receber este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida
participar, o(a) senhor(a) ainda sera livre para sair do estudo a qualquer
momento, bastando para isso informar a sua desisténcia. Isso ndo ira
afetar de maneira nenhuma, o padrao de cuidados que o(a) senhor(a) ira
receber.

EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM
A PARTICIPAGAO?

Nao, pois ndo havera duas coletas, aproveitaremos 0o mesmo material
biolégico colhido para os exames laboratoriais, dessa forma ndo ha
nenhum desconforto adicional. Entretanto, existe um pequeno risco de
que o senhor(a) possa sentir algum mal-estar durante ou logo apds a coleta
porém, caso o senhor (a) sinta algo estara bem assistido pelos funcionarios
do setor de coleta.

QUAIS SAO OS BENEFICIOS ESPERADOS COM A
PESQUISA PARA O PARTICIPANTE?

Mesmo que o(a) senhor(a) ndo se beneficie diretamente dos resultados da
pesquisa informo-lhe que estes resultados poderdo contribuir futuramente
para melhorar o diagndstico laboratorial de inimeros pacientes.

TEREI CUSTOS SE PARTICIPAR? TENHO DIREITO A
RESSARCIMENTO?

Nao, por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) ndo tera
nenhum gasto extra e também nao tera direito a nenhuma remuneragéo ou
ressarcimento. A participagdo na pesquisa nao gerara despesas pessoais,
nem danos porque a participagdo do(a) senhor(a) serd apenas com a
doagdo da amostra biologica colhida para a realizagdo dos exames
laboratoriais.

EU POSSUO ALGUM DIREITO A INDENIZAGAO?

Caso o senhor(a) tenha algum prejuizo material ou imaterial em
decorréncia da pesquisa podera solicitar indenizagdo, de acordo com a
legislagdo vigente e amplamente consubstanciada em juizo.

MEUS DADOS SERAO DIVULGADOS?
Informamos que ndo havera nenhuma avaliagdo fisica ou entrevistas
efetuadas pelos pesquisadores, sendo assim, os dados do seu prontuario
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serdo consultados e essas informagdes serdo mantidas sob sigilo absoluto
e privado. Os pesquisadores serfo os Unicos a ter acesso aos dados e
tomardo todas as providéncias necessarias para a manutengdo do sigilo,
no entanto, existe a remota possibilidade da quebra do sigilo involuntario
e nao intencional, cujas consequéncias serdo tratadas nos termos da lei. A
divulgacdo dos resultados visara apenas mostrar os possiveis beneficios
obtidos na pesquisa em questdo e as informagdes divulgadas no meio
cientifico serdo andnimas e em conjunto com as informagdes de todos os
participantes da pesquisa. O(a) Senhor(a) podera solicitar informagdes
durante todas as fases da pesquisa, inclusive apos a publicagdo da mesma,
pelos contatos informados no final deste documento.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMAGOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre que o(a)
senhor(a) tiver qualquer davida sobre o estudo, por favor entre em contato
com:
Coordenadora do Projeto:
Maria Claudia Santos da Silva
Fone: (048) 3721-8146
Laboratorio de Oncologia Experimental e Hemopatias E-mail:
maria.claudia.silva@ufsc.br
Pesquisadores:
- Renata Cristina Messores Rudolf de Oliveira
Fone: (048) 3721-8146
Laboratorio de Oncologia Experimental e Hemopatias
E-mail: renatarudolf(@gmail.com
- Mariangeles Auat
Fone: (048) 3721-8146
Laboratorio de Oncologia Experimental e Hemopatias
E-mail: mariauat@gmail.com
- Sandro Wopereis
Fone: (048) 3721-8146
Laboratorio de Oncologia Experimental ¢ Hemopatias
E-mail: swopereis@gmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (local):


mailto:maria.claudia.silva@ufsc.br
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Enderego: Universiciade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400

UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS

Telefone:  (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br

Eu confirmo
que:

1. Recebi informagdes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi
todas as informagdes fornecidas sobre minha participagdo nesta
pesquisa;

2. Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
davidas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente
concordo em participar deste estudo;

3. Entendo que receberei uma copia assinada deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido;

4. Concordo em participar deste estudo

Assinatura do participante Nome do participante

Data: / /
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Apéndice B - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) n* 1.691.983 /2016.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %ﬁfl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacdo de Novos Alvos Imunofenotipicos e Moleculares Aplicados ao Diagnostico
e ao Prognostico de Neoplasias Hematologicas e Ndo Hematolégicas

Pesquisador: Maria Claudia Santos da Silva

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 52861715.0.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.691.983

Apresentagéo do Projeto:

Projeto de pesquisa de Renata Cristina Messores Rudolf de Oliveira, Mariangeles Auat e Sandro Wopereis,
sob orientac&o da Profa. Dra Maria Claudia Santos da Silva, do Programa de Pds-graduac&o em Farmaécia
da UFSC, que pretende avaliar novos marcadores imunofenotipicos em amostras de aspirado e biopsia de
medula 6ssea e sangue periférico, amostras de aspirados e bidpsias de linfonodos e bidpsias de mama de
um total de 300 pacientes. As analises seréo realizadas no Laboratorio de Onco-hematologia e Patologia do
HU/UFSC.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Investigar alvos moleculares e novos alvos imunofenotipicos que sirvam como
marcadores para o diagnoéstico e para o prognostico de neoplasias hematologicas e ndo hematologicas.
Objetivo Secundario

- Determinar os padroes de expresséo de novos marcadores em células de pacientes com suspeita
diagnoéstica neoplasias hematologicas;

- Comparar a intensidade de expressédo dos novos marcadores entre as células neoplasicas e as células B
normais presentes na medula 6ssea, no sangue periférico e no linfonodo;

- Identificar os marcadores celulares mais eficientes na distincéio entre células normais e

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 38040400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep propesq@contato ufsc br

Pagina 01 de 04
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %oﬂ

Continuagéio do Parecer: 1.691.983

neoplasicas;

- Identificar os marcadores celulares mais uteis na classificacdo e diagndstico diferencial das neoplasias
hematologicas;

- Verificar se 0s novos marcadores imunofenotipicos séo Uteis para deteccéo de doenca residual minima;

- Estabelecer um painel de anticorpos monoclonais capaz de diferenciar as células neoplasicas das
populacdes normais em amostras provenientes de mama;

- Padronizar e validar a metodologia de citometria de fluxo para a identificacédo dos subtipos de cancer de
mama;

- Comparar os resultados obtidos na imunofenotipagem por citometria de fluxo com aqueles obtidos pela
analise histo ou citopatolégica;

- Awaliar a relacdo custo-beneficio para a aplicacéo dessa metodologia no ambiente hospitalar, bem como
sua viabilidade;

- Implementar a metodologia de citometria de fluxo para a investigacdo de marcadores Uteis para o
diagnéstico e avaliacdo prognostica do cancer de mama;

- Padronizar e implantar as translocactes t(8;14)(q24,q32), t(11,14)(q13,932) e 1(14,18)(g32,921) por
biologia molecular (PCR ou FISH) para auxiliar na classificacéo e diagnéstico das neoplasias de células B
maduras.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Foram previstos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Fol apresentado novo modelo de TCLE garantindo possibilidade de indenizacéo.

Recomendagodes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

Lista de pendéncias:

- prever adequadamente os riscos e inclui-los no TCLE; PENDENCIA ATENDIDA.

- adequar o TCLE; PENDENCIA ATENDIDA.

- esclarecer o papel do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina na pesquisa e apresentar
declarac#io da instituicio. PENDENCIA ATENDIDA.

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédic Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 58.040-400
UF: 5C Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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g

Para responder a estas pendéncias o pesquisador devera elaborar uma "carta resposta” respondendo a
todos os questionamentos e solicitacdes deste parecer.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Oliveira

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 638313 .pdf 18:30:44
Outros RESPOSTAASPENDENCIAS3 pdf 18/07/2016 |Renata Cristina Aceito

18:30:22 [Messores Rudolf de
Oliveira
TCLE/ Termos de | TCLE18072016.pdf 18/07/2016 |Renata Cristina Aceito
Assentimento / 18:29:50 |Messores Rudolf de
Justificativa de Oliveira
Auséncia
Outros RESPOSTAASPENDENCIAS2 pdf 27/06/2016 |Renata Cristina Aceito
15:08:14 | Messores Rudolf de
Oliveira
TCLE/ Termos de |TCLE3.pdf 27/06/2016 |Renata Cristina Aceito
Assentimento / 15:05:18 |Messores Rudolf de
Justificativa de Oliveira
Auséncia
Outros RESPOSTAASPENDENCIAS pdf 02/06/2016 [Renata Cristina Aceito
15:03:35 [Messores Rudolf de
Oliveira
TCLE/ Termos de |NOVOTCLE pdf 02/06/2016 |Renata Cristina Aceito
Assentimento / 15:02:22 | Messores Rudolf de
Justificativa de Oliveira
Auséncia
Declaracéo de autorizacao pdf 17/05/2016 |Renata Cnstina Aceito
Instituicdo e 14:06:27 | Messores Rudolf de
Infraestrutura Oliveira
Declaracéo de declaracachemosc pdf 17/05/2016 |Renata Cristina Aceito
Instituicdo e 14:05:07 [Messores Rudolf de
Infraestrutura Oliveira
Declaracéo de DeclaracaoHU pdf 29/01/2016 |Renata Cristina Aceito
Instituicdo e 164149 [Messores Rudolf de
Infraestrutura Oliveira
Folha de Rosto folhaderosto._pdf 17M12/2015 [Renata Cristina Aceito
15:29:38 | Messores Rudolf de

Enderego:
Bairro: Trindade
UF: SC

Telefone:

Municipio:
(48)3721-6094

CEP: 88.040-400
FLORIANOPOLIS

E-mail:

Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria |l, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

cep.propesq@contato.ufsc.br
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Projeto Detalhado / | projetodetalhado pdf 16/12/2015 |Renata Cristina Aceito

Brochura 154229 [Messores Rudolf de
|Investgador Oliveira

TCLE/ Termos de | TCLE pdf 04/12/2015 |Renata Cristina Aceito

Assentimento / 152921 Messores Rudolf de

Justificativa de Oliveira

Auséncia

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

FLORIANOPOLIS, 22 de Agosto de 2016

Assinado por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88040400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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Apéndice C- Termo de consentimento livre e esclarecido CEPSH-
UFSC n° 913/2010

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa

“Neoplasias de Células Linfoides Maduras: Avaliagdo dos Casos
Diagnosticados e Tratados no Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina”. Neste estudo pretendemos avaliar os casos
de neoplasias linfoides maduras (NCLM) diagnosticados e tratados pelo
Servico de Hematologia do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC).

O objetivo do estudo ¢é avaliar o perfil dos pacientes diagnosticados com
neoplasias de células linfoides maduras (NCLM) e tratados pelo Servigo
de Hematologia do HUUFSC a fim de aperfeigoar o atendimento a esses
pacientes.

Para esse estudo adotaremos os seguintes procedimentos: andlise do
prontuario e dos resultados dos exames laboratoriais.

Nao € necessaria a coleta de uma nova amostra bioldgica e nao ha riscos
para nenhuma das partes.

O beneficio desse trabalho é que fard um retrato da realidade das NCLM
no HUUFSC e discutird as dificuldades encontradas no diagndstico e
tratamento a fim de propor solucdes, visando ao melhor atendimento dos
pacientes.

Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo
em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-
se a participar. Poderd retirar o seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento.

O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada.

O Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicag@o que possa resultar
deste estudo.
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Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo
que uma copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera
fornecida a vocé.

Eu, ,
portador do documento de identidade fui informado (a)
dos objetivos do estudo

“Neoplasias de Células Linfoides Maduras: Avaliagdo dos Casos
Diagnosticados e Tratados no Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina” de maneira clara e detalhada e esclareci as
minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes e modificar a minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar deste estudo. Recebi uma copia deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade
de esclarecer as minhas duvidas.

Florianopolis, de de20 .

Nome e assinatura do participante

Chandra Chiappin Cardoso, assinatura do pesquisador

Prof Maria Claudia Santos da Silva, assinatura do orientador do estudo

Nome e assinatura da testemunha

Em caso de davidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa (CEP HU).



113

Apéndice D- Carta de aprovacio do comité de ética em pesquisa com
seres humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSC) n° 913/2010.

1gdal

Prof* Magda Santos Koerich
Subcoordenadora
CEPSH/PRPE/UFSC
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Apéndice E- Termo de consentimento livre e esclarecido do
CEPSH/UFSC n° 746.486/2014

UNIERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Analises Clinicas
Campus Universitério - Floriandpolis, SC, 22049-000, Brasil
Tel: (048) 3721 8146 Fax: (048) 3721 9542

TERMO DE CONSENTIMEMNTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesguisa: Andlise da expressio de proteinas em células sanguineas de individuos
adultos saudéveis para auxilio no diagndstico de hemopatias

Ofa) Senhor{a) estd sendo convidado a participar de uma pesguisa. Antes de decidir se dessja
participar, € importante gue ofa) Senhor(a) entenda por gue esta pesquisa sera feita. Por favor, leia
com atencdo e cuidado as informactes a seguir para que a decisdo sobre a sua participacio possa ser
uma decisdo bem informada. Este termo de consentimento livre e esclarecido cumpre as exigéncias
contidas nos itens IV. 3 da Resolucdo CHNS n2466/12.

QUAL OBIETIVO E JUSTIFICATIVA DESTE ESTUDO?

O diagnostico de doencas hematolégicas € realizado com o auxilic da citometria de fluxo que utiliza
anticorpos monoclonais para identificar antigenos expressos no citoplasma e membrana celular. ©
exame tem inicio com um painel de antigenos, o gual & decidido com base na suspeita clinica e
maorfologica, visando identificar e caracterizar a linhagem celular afetada, fundamentando o corpo
clinico em tomada de decisdes conforme a enfermidade encontrada.

Dentre as doencas possiveis de serem diagnosticadas pela citometria de fluxo, pode ser citada a HPN
que resulta de uma mutacdo somadtica adguirida no gene PIG-A localizado mo braco curto do
cromossomo X (Xp22.1), relacionado & biossintese de glicosil-fosfatidil-inositcl (GP1), um fosfolipide
acrescentado a determinadas proteinas logo apds a sua traducdo, para fixa-las &8 parte externa da
membrana celular, como uma ancora de proteinas de superficie. Devido & auséncia desta dncora nas
células defeituosas, as proteinas que dela dependem para sua expressao (por exemplo, CD55 e CD59,
nas hemacias) ndo aparecem na membrana da célula, impossibilidade que a célula desempenhe suas
funcdes normalmente, gerando consegquéncias aoc organismao.

Conforme a importdncia supracitada da citometria de fluxe no diagnostico das doengas
hematoldgicas, se faz necessario a criacdo de imagens de referéncia, baseadas em individuos
sauddveis, para orientar a andlise da expressdo dos antigenos celulares e possibilitar a distingdo de
um individuo doente de wum individuo saudavel pela equipe profissional do setor de
Oncohematologia.

QUAIS OS5 PROCEDIMENTOS DESTE ESTUDO?

Apds o consentimento, serdo coletadas amostras de sangue total, em tubos de coleta com
anticoagulante EDTA dos doadores de sangue do Servigo de Hemoterapia do Hospital Universitario
(HI-UFSC). Estas amostras serdo encaminhadas ac laboratdric de Oncohematologia, onde serdo
processadas conforme protocolo de rotina do laboratdrio, utilizando-se a marcacdo dos antigenos
celulares com o uso de anticorpos monoclenais ligados & fluorocromos. Posteriormente, a amostra
serda adquirida em citdmetro FACSCanto Il (BD Biosciences) e analisada no software Infinicyt
[{Cytognos). Os resultados gerados servirdo come referéncia de individuos sauddveis, para a distingdo
da expressdo de marcadores celulares com individuos doentes que sdo atendidos pelo Servico de
Andlises Clinicas do HU-UFSC.

EU TENHO QUE PARTICIPAR? QUAIS SAO OS5 BEMEFICIOS ESPERADOS COM A PESQUISA?

Cabe ac senhor{a) decidir se ira ou ndo participar. Isso ndo ira afetar de maneira nenhuma, o
padrio de cuidados que ofa) senhon(a) ird receber. Mesmo que ofa) senhor{a) ndo se beneficie
diretamente dos resultados da pesquisa informamos gue estes resultados poderdo contribuir
futuramente para melhorar o diggndstico laboratorial de indmeros pacientes. Espera-se, com esta
pesquiza, implementar uma metodologia diagndstica que seja pratica, rapida, sensivel, eficaz e que
auxilie na correta identificacdo das células afetadas nestas doencas (principalmente nos casos de
hemopatias). O senhor (a) podera solicitar a desisténcia da pesquisa a qualquer momento, fazendo-a
junto aos pesguisadores listados no final deste documento.
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EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A PARTICIPACAQ?

N&go, pois ndo haverd duas coletas, aproveitaremos o mesmo sangue colhido para os exames
laboratoriais realizados na amostra para a doacdc de sangue, desta forma ndo hd nenhum
desconforto adicional.

0 QUE ACOMTECERA COM AS INFORM.B.CEJES DESTA PESQUISA E COMO O5 MEUS DADOS
PESSOAIS SERAD UTILIZADOS?

Informamaos que seus dados serdo mantidos sob sigilo absoluto e privade. A divulgacdo dos
resultados visard apenas mostrar os possiveis beneficios obtidos na pesquisa em guestdo e as
informagbes divulgadas no meio cientifico serdo andnimas & em conjunto com as informacbes de
todos os participantes da pesquisa. O(a) Senhor{a) poderd solicitar informagbes durante todas as
fases da pesquisa, inclusive apds a publicagdo da mesma, através dos contatos informados no final
deste documento.

0 QUE ACONTECERA COM AS AMOSTRAS DE SANGUE CEDIDAS PARA ESTA PESQUISA?

As amostras de sangue cedidas pelo senhor{a), assim que analisadas serdo dispensadas em descarte
apropriado, posteriormente serdo processadas, para destruir qualquer resquicio que poderia ter
sobrado da amostra de sangue. Apds esse processamento, o residuo gerado serd recolhido pela
empresa Proactiva e sera descartado em aterro de material hospitalar.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?
Por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) Senhor(a) ndo terd nenhum gasto extra & também
nao terd direito a nenhuma remuneracio.

EU POSSUO ALGUM DIREITO A INDENIZACAD?
Por ser uma pesquisa de carater veluntaria e que ndo seré realizado nenhum método adicional ao ja
realizado no processo de doagdo de sangue, o Senhor (a) ndo tera direito a nenhuma indenizacéo.

QUEM REALIZARA ESTE ESTUDO?

Este estudo serd realizado no Laboratdrio de Oncologio Experimental e Hemopatias, situado
no Hospital Universitdrio (HU-UFSC) e os pesquisadores envolvidos sdo as alunas do curso de pos-
graduacdo em Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC): Renata Cristina Messores
Rudolf de Oliveira, Mariana Franzoni Maioral, Giovanna Steffenelle Durigon, Lorena Santos Bubniak
Manoela Lira Reis, Pémela Cristina Gaspar, Vanessa Mengatto, os alunos do curso de graduacdo em
Farmdcia-Bioquimica na mesma universidade: Alisson Bigolin, Suelen Mazzucco e Kaué Taneli
Goncalves, a médica hematologista Dr2 Joanita Angela Gonzaga Del Moral, a professora Dr2 Ana
Carolinag Rabelo de Moraes, as bioquimicas Chandra Chiappin Cardoso e Iris Mattos Santos, sob a
orientagdo da professora Dr® Maria Claudia Santos da Silva.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS INFORMACOES?
Em caso de qualguer dano relacionado ao estudo, ou sempre que ofa) senhor(a) tiver
qualquer duvida sobre o estudo, por favor entre em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva  Fone: (D48) 3721-8146
E-mail;maclau@ccs.ufsc.br
Laboratdrios de Oncologia Experimental e Hemopatias e de
Oncohematologia/DACL/HU
Departamento de Andlises Clinicas
Centro de Ciéncias da Sadde
Universidade Federal de Santa Catarina
Campus Universitério
B8040-900/Floriandpolis,5C,Brasil
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Pesguisadores: Alisson Bigolin Fone: (048) 3721-8146
E-mail: ali_bigolin@grad.ufsc.br
Renata Cristina Messores Rudolf de Oliveira Fone: (048) 3721-8146
E-mail: renatarudolf@gmail.com

Comité de Ftica em Pesquisa (Local):

Enderego:  Campus Universbany Restor Jedo David Femers Lima

Baimmo:  Trndade CEP: 38 (u0-000

UE: &i Municipie:  FLORIANOPOL IS

Telefone: (4237210008 Fax: (48)3721-060€ E-mail; copiBreidons s br
Declaracdes

Eu,

recehi informacdes sobre o estudo acima, além disso, [ e entendi todas os informocdes fornecidas
sobre minha participogdo nesta pesquisa.

Tive o oportunidade de discuti-las e fozer perguntas. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
satisfatoriamente e ew voluntariamente concorda em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimente, estou de pleno acorde com o5 dados a serem coletados,
podendo o5 mesmos serem utilizadoes conforme descrito neste termo de consentimento. Entendo que
receberei uma copio assinada deste Termo de Consentimenta Livre e Esclarecido.

Assingtura do Participante

Eu, expliquei
e apliguei este termo de consentimento ao participante da pesquisa € me dispds a sanar gualguer
duvida sobre o estudo. Ao assinar este termo de consentimento, declaro, juntamente com minha
equipe de pesquisa, o cumprimenta da Resolugdo CNS n2466/12.

Assinatura do colaborador

Florianopalis-5C, de de 20
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Apéndice F- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) n° 746.486/2014

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataoformo
SANTA CATARINA - UFSC aril

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquiza: Andlize da expressfo de marcadores celulares em individuos adultos sauddveis para
auxilio no diagnéstico de hemopatias

Pesquigador: Maria Claudia Santos da Silva

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 224D6413.5.0000.0121

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 746.486
Data da Relatoria: 11/05/2014

Apresentagio do Projeto:

"Andlise da expressdo de marcadores celulares em individucs adultos saudéaveis para auxilio no diagnéstico
de hemopatias™. Projeto que visa criar um banco de imagens de referéncia com fins de comparagéo
diagndstica em doengas hematoldgicas, a partir de individuos considerados saudaveis, a fim de estudar as
doengas possiveis de serem diagnosticadas pela citometria de fluxo gue resulta de uma mutagdo soméatica
adquirida no gene PIG-A localizado no brago curto do cromossomo X (Xp22_1), relacionads & biossintese de
glicosil-fosfatidil-inositol (GP1), um fosfolipide acrescentado a determinadas proteinas logo apds a sua
traducfo, para fixa-las 4 parte externa da membrana eelular, como uma dncora de proteinas de superficie.

Objetivo da Pesquisa:

Criag8o de um banco de imagens de referéncia com fins de comparagio diagndstica em doengas
hematclogicas, a partir de individucs considerados saudaveis.

Avaliagdo dos Rizcos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores ndo existem riscos, pois ndo havera duas coletas, sera aproveitado o mesmo
sangue colhido para os exames laboratoriais realizados na amostra

para a doagfo de sangue, desta forma ndo hé nenhum desconforto adicional.

Enderego: Campus Universitario Reitor Jodo Dawid Femeira Lima

Bairro:  Trindade CEP: E3.040-800
UF: SC Municipic: FLORIANOPOLIS
Telefone:  {43)3721-0206 Fax: (48)3721-0606 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br

Pagina 01 de B
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC aril

Continuagio do Panscer T4E.455

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata o presente de um projeto de pesquisa coordenado pela Prof. Dr2. Maria Claudia Santos da Silva do
Departamento de Andlises Clinicas da UFSC e tem como cbjetivo criar um banco de imagens de referéncia
com fing de comparagdo diagndstica em doengas hematolégicas, a partir de individuos considerados
realizarem a coleta da amosftra de sangue periférico, os doadores serfio examinados e entrevistados por um
profizsional da sadde. Mo exame fisico, os doadores serdo avaliados guanto & temperatura corporal, o peso,
a altura, a pressdo arterial, o pulsc e a quantificagSo de hemoglobina capilar. A entrevista sera realizada de
acordo com os pardmetros para a selegSo dos doadores estabelecides pelo Ministérico da Sadde pela
Portaria MS n® 1.353 de 13 de junho de 2011 e pela Resoclugdo RDC n® 57 de 16 de dezembro de 2010. O
projeto se encontra devidamente instruido, documentagSo completa € TCLE adequade acs participantes,
estando portanto de acordo com a ResclugBo CHNS n°466/12 e normas complementares. Assim,
recomendamos a sua aprovacio.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdriaz
Documentagdo completa.

Recomendagdes:

Mo se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mo foram detectadas pendéncias ou inadeqguagbes neste projeto.
Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderego: Campus Universitario Rieitor Jodo David Ferreira Lima

Bairro: Trndade CEP: £3.040-000
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (43)3721-0206 Fax: [48)3721-0808 E-mail: cep@reitoria.ufssbr

Pagina 02 d= @



119

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC

ContinuacSo do Parecer: 746.455

FLORIANOPOLIS, 11 de Agosto de 2014

Assinado por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)
Enderego: Campus Universitario Risiter Jo3o David Femeira Lima
Bairro: Trindade CEP: £3.040-000
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-0208 Fax: (48)3721-0696 E-mail: cep@reitoria.ufse.br
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