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Resumo

Introducio: as doencas linfoproliferativas de células B maduras correspondem a cerca de
80% das neoplasias linfoides, sdo caracterizadas pela proliferacdo clonal de uma célula B
precursora em diferentes estagios de diferenciagdo. A semelhanga imunofenotipica a um dado
estdgio maturativo ¢ relevante para o diagnéstico diferencial através da imunofenotipagem
por citometria de fluxo, embora a sobreposicao de expressdes possa dificultar a identificagao
correta de cada linfoproliferagao. Alguns marcadores sao pouco conhecidos nas diferentes
linfoproliferagdes B e ha pouca literatura analisando os dados quantitativamente, sendo
grande parte qualitativa.

Objetivos: este trabalho avalia a expressao quantitativa em intensidade de fluorescéncia
média (IFM) dos anticorpos CD200, CD43, CD52 and CD123 no diagnostico diferencial das
doengas linfoproliferativas B cronicas.

Métodos: estudo transversal, com 124 amostras de pacientes em investigagdo diagnostica de
doencas linfoproliferativas que realizaram imunofenotipagem em um centro de referéncia em
neoplasias hematoldgicas no periodo de outubro de 2014 a junho de 2015. Foram analisadas
as [IFMs de cada marcador nas onze diferentes doengas diagnosticadas.

Resultados: as neoplasias dos 124 pacientes analisados foram: 81 leucemias linfociticas
cronicas (LLC), 17 linfomas de zona marginal (LZM), 9 linfomas linfoplasmociticos (LLPL),
6 linfomas do manto (LM), 2 tricoleucemias (TRL), 2 tricoleucemias variantes (TRLv), 5
linfomas foliculares (LF), 1 linfoma de Burkitt e 1 linfoma difuso de grandes células B
(LDGCB). A expressdo mediana do CD200 foi de 46,8 (intervalo: 1,5-334). A expressdo
mediana de CD200 foi maior na TRL (incluindo a TRLv) e na LLC (85 e 61,2,
respectivamente). A expressao de MFI do CD200 na TRLv diferiu quando comparado a TRL
na sua forma classica (mediana: 36,1 versus 220,3). A mesma diferenga foi observada na
expressdo do CD123 quando comparada a TRL a TRLv. Verificamos, que casos de LZM
demonstraram IFM medianas de CD43 de 7,1 (intervalo: 1,1-106), em comparagdo a casos de
LM e LLC, nos quais as medianas de IFM do CD43 foram 90 e 176 respectivamente. A
comparagdo da intensidade de CD52 entre amostras demostrou diferenca estatisticamente
significativa entre LLC e LZM com medianas de IFM de 775,5 versus 1297,0 (P=0,04).
Conclusdes: nossos resultados sugerem que a citometria de fluxo quantitativa desses
marcadores pode ser uma ferramenta adicional util na identificacdo de alguns tipos de

DLPCBs



Palavras-chave: citometria de fluxo, linfoma B, diagnéstico diferencial, imunofenotipagem.



Abstract

Background: lymphoproliferative disorders of mature B cells account for about 80% of the
lymphoid malignancies. They are characterized by the clonal proliferation of a B cell
precursor at different stages of differentiation. The similarity of a given phenotypical
maturation stage is relevant for the differential diagnosis by immunophenotyping, however
overlap in cell morphology and immunologic features may difficult the correct identification
of each pathology. Some markers are not well known in different B lymphoproliferative
neoplasms and there is little literature analyzing the data quantitatively.

Objectives: this study evaluated the expression of CD200, CD43, CD52 and CD123 by flow
cytometry on B-cell chronic lymphoproliferative disorders (BCLDs) differential diagnosis.
Methods: cross-sectional study, of 124 samples from patients for diagnostic investigation of
lymphoproliferative disorders who underwent immunophenotyping in a referral center for
hematologic malignancies from October 2014 to June 2015. MFIs were analyzed for each
marker in eleven different diagnosed pathologies.

Results: the diseases of the 124 patients investigated comprised: 81 chronic lymphocytic
leukemia (CLL), 17 marginal zone lymphoma (MZL), 9 lymphoplasmacytic lymphoma
(LPL), 6 mantle cell lymphoma (MCL), 2 hairy cell leukemia (HCL), 2 hairy cell leukemia
variant (HCLv), 5 folicular lymphoma (FL), 1 Burkitt lymphoma (BL) e 1 diffuse large B
cell lymphoma (DLBCL). The CD200 median MFI expression was 46,8 (range: 1,5-334).
CD200 was higher in HCL (including HCLv) and CLL cells (85 and 61,2 respectively).
HCLv difference in CD200 MFI, when compared to classical HCL (median 36,1 versus
220,3). The same difference in CD123 expression was observed when comparing HCL versus
HCLv. We found that cases of MZL exhibited CD43 median MFI of 7,1 (range: 1,1-106), in
contrast to cases of mantle cell lymphoma (MCL) and CLL, which had median MFIs for
CD43 of 90 and 176, respectively. The comparison of CD52 intensity between CLL and
marginal zone lymphomas (MZL) samples showed statistically significant difference with a
median MFI of 777,5 versus 1297,0 (P=0,04).

Conclusion: our results suggest that quantitative flow cytometry of these markers may be a

useful additional tool to better identify some types of BCLDs.

Key-terms: flow cytometry, B cell neoplasm, imunnophenotyping, differential diagnosis
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1 INTRODUCAO

As neoplasias linfoproliferativas compdem um vasto espectro de diferentes doencas
com morfologia, clinica, caracteristicas de imunofenétipo e genética distintas. Contudo, tém
em comum um progenitor linfoide mais maduro do que as neoplasias de precursores imaturos.
[1] A classificagdo atual das linfoproliferacdes B cronicas permite a distingdo entre dois
principais grupos de células B: Linfoma de Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin (LNH), que, apesar
de terem origem em um mesmo tipo de célula, apresentam diferengas anatomopatoldgicas,
fenotipicas, clinicas e terapéuticas, sendo estudadas separadamente.[2] Conforme a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o diagndstico das doengas linfoproliferativas B ¢
multifacetado e requer para o diagnostico definitivo a combina¢dao de achados clinicos,
imunofenotipicos, morfoldgicos, imuno-histoquimicos e genéticos. Conforme ilustra a figura
1, o racional dessa classificacdo leva em consideragdo a semelhanga fenotipica da célula
clonal doente com células em estagios maturativos normais, colocando a citometria de fluxo

multiparamétrica em um papel importante na classificacdo dessas neoplasias.

Tricoleucemia
Leucemia Prolinfocitica

R ; Linfoma do Manto
b Linf de Hodekin
P— .

Burkitt
LDGCB

Desordem
linfoprofiferativa
pos-transplante

Figura 1 Representacdo esquematica das células de origem dos linfomas de célula B.
Fonte: adaptado de Kiippers R. Lymphoma pathogenesis. Nature Reviews Cancer;
(Apr)2005;5:251-62.[9]
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Entretanto, caracteristicas clinicas e imunofenotipicas podem sobrepor-se em alguns
grupos de linfomas, tornando mais dificil o diagnostico diferencial, como, por exemplo, em
casos de linfoma folicular (LF) versus linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) ou de
tricoleucemia (TRL) versus linfoma de zona marginal esplénico (LZME). Nesses casos,
novos marcadores e diferentes estratégias de analise devem ser explorados a fim de melhorar

a capacidade da citometria de fluxo multiparamétrica em distinguir essas doengas.
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2 REVISAO

2.1 Sistematizacio da revisdo bibliografica

A estratégia de busca envolveu a principal base de dados Pubmed no periodo de 2005
a 2015. Foram realizadas buscas utilizando-se os termos CD200, CD123, CD52, CD43,
“lymphoma, B cell [MESH]”, “flow cytometry”, “lymphoma”, “lymphoproliferative b cell
[review]” e suas combinagdes, conforme descrito no fluxograma da figura 3. Foram
encontrados 903 artigos na base PubMed. Foram selecionados os trabalhos em inglés cujo

enfoque fosse baseado no diagnostico imunofenotipico, resumindo-se a 79 artigos.
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2.2 Epidemiologia das doencas linfoproliferativas cronicas B

De acordo com dados da tultima estimativa publicada pelo INCA em 2014, foram
previstos cerca de 9.900 novos casos de LNH no Brasil no ultimo ano. Tais valores
correspondem a um risco estimado de 5,04 novos casos a cada 100 mil homens e 4,77 a cada
100 mil mulheres. [3] Foram estimados cerca de 71.850 mil casos novos € 19.790 mil 6bitos
por LNH nos Estados Unidos no ano de 2015. América do Norte, Australia e algumas
localidades da Europa apresentam as mais altas taxas de incidéncia desse tipo de cancer. Em
geral, essas taxas sdo baixas na Africa, com exce¢do do Linfoma de Burkitt (LB), que é

causado pela infec¢do do virus Epstein-Barr (EBV) em criangas. [4]

Além do EBV, outras infec¢des, como pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), estao associadas a um maior risco no desenvolvimento dos LNH. As suas taxas de
incidéncia aumentaram em cerca de 4% ao ano na maior parte dos paises desenvolvidos
durante a década de 1990. [5] [6] Tal aumento deveu-se, provavelmente, a melhoria nos
procedimentos diagndsticos e a epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
principalmente entre homens brancos. Como a maioria dos canceres, o risco para o
desenvolvimento do LNH aumenta com a idade, sendo cerca de duas vezes maior para os
homens em relacdo as mulheres. O Rio Grande do Sul encontra-se entre os cinco estados do
pais com maior incidéncia no ultimo ano, enquanto o estado de Sdo Paulo situa-se em

primeiro lugar (890 e 3.050 casos, respectivamente). [3]

2.3 Linfomagénese

O objetivo do desenvolvimento das células B ¢ produzir células capazes de expressar
imunoglobulinas de superficie que reconhecerdo eficientemente os antigenos. O
desenvolvimento das células B comeca ainda no figado fetal e continua na medula Ossea
durante toda a vida. Progenitores linfoides recebem sinais de células estromais da medula
Ossea para iniciar o seu desenvolvimento. Citocinas induzem a expressdo do gene
desoxinucleotidiltransferase terminal (TdT) e dos genes ativadores da recombina¢do, RAGI1 e
RAG2, que comandam a recombinagdo génica necessaria para a producao de

imunoglobulinas.
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A montagem da cadeia pesada inicia-se com a combinagdo aleatéria de um segmento
D e um J que a seguir se unem a um segmento V, definindo a especificidade de
reconhecimento do anticorpo que sera formado. Independentemente da por¢ao constante que
fara parte da cadeia completa, a cadeia pesada ¢ a primeira a sofrer rearranjo, ¢ a célula capaz
de produzir uma cadeia pesada m no citoplasma ¢ denominada pré-B. A cadeia m associa-se a
uma cadeia invaridvel e ¢ expressa na superficie como um pré-BCR, juntamente com as
moléculas assessorias Iga e Igb. Em seguida, ocorre o rearranjo da cadeia leve kappa e, na
falha desta, da cadeia lambda. Cada linfocito B apresenta, portanto, um unico tipo de cadeia
leve associado a cadeia pesada. Apds esse processo, a célula B madura sai da medula e
desenvolve-se ao percorrer caminhos pelo centro germinativo, pela zona marginal e pelo

manto, onde encontrara células apresentadoras de antigenos (APCs). [7]

Um artigo de revisdo, recentemente publicado por Basso et al. [8] sobre os
mecanismos de linfomagénese de células B, permite um melhor entendimento acerca da
geracdo e selecdo de células B que produzem anticorpos de alta afinidade no centro
germinativo e acerca de seu envolvimento na malignidade. O transito entre a zona escura e a
zona clara nessa regido e a diferenciagdo p6s-CG sao controlados por uma complexa rede de
sinais celulares que irdo ativar ou suprimir programas transcricionais especificos. Algumas

dessas vias estdo modificadas por alteracdes genéticas na transformacao maligna.

Andlises de transcriptoma gendmico permitiram a identificacdo de fatores de
transcricdo e vias de sinalizagdo que determinam o fendtipo da célula B e sua fungao [7],
consequentemente permitindo uma melhor compreensao da classificagdo das neoplasias B
conforme o seu estagio de maturagdo. Os LNH B compreendem um grupo de canceres
geneticamente, fenotipicamente e clinicamente distintos. A maioria desses linfomas, incluindo
o LB, o linfoma folicular (LF) e o linfoma difuso de grandes células (LDGCB), corresponde a
cerca de 80% dos linfomas originados dos centros germinativos, conforme demonstrado pela

presenga de mutagdes somaticas no gene da imunoglobulina. [8] [9]

Assim como em diversas outras neoplasias, analises gendmicas de LNH
demonstraram a presenca de alteragcdes de amplificagdo, delecdes e point mutations que estao
associadas a ganhos e perdas de funcao, além de outros tipos de alteracdes genéticas, como
translocagdes cromossomicas ¢ HSM aberrantes, ambas dependentes de mecanismos de

recombinagdes VDI e de troca de classe. [7]
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2.4 Classificacio dos Linfomas nao-Hodgkin

A classificacdo dessas doengas passou por muitas modificagdes nos ultimos 50 anos.
A abordagem atual ¢ baseada na integracdo de aspectos morfolégicos, imunofenotipicos,
genéticos e clinicos, os quais permitem a identificacdo de entidades patoldgicas distintas. Essa
abordagem foi inicialmente proposta em 1994 pelo International Lymphoma Study Group
(ILSG) e formou a base do Revised European American Classification of Lymphoid
Neoplasm (REAL).

Mais tarde, foi adotada pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) na classificagdo
das neoplasias hematopoiéticas e linfoides publicada em 2001 e atualizada em 2008. [1] A
classificagdo da OMS representa o desenvolvimento em termos de cooperagdo € consenso
entre patologistas, hematologistas e oncologistas especialistas na area. Além disso, reconhece
que qualquer sistema de classificagdo deve incorporar novas tecnologias, como a inclusao de
critérios moleculares, a exemplo da ultima edigdo. Esse trabalho levou a identificagdo de

fatores prognoésticos e novas categorias diagndsticas. [2] [5]

O constante desenvolvimento de novas tecnologias no campo do sequenciamento, da
expressao génica e do exoma, entre outras, ¢ a correlacdo desses achados com desfechos
clinicos podem sugerir novos alvos terapéuticos e novas classificagdes diagnosticas, que sao
aguardadas para a quinta edicdo da classificacdo das neoplasias hematologicas da OMS,

prevista para setembro de 2016.

A classificagdo da OMS ¢ uma das mais aceitas. Sera utilizada a nomenclatura em

portugués descrita na Tabela 1, sugerida por Zerbini et al. [10]

Tabela 1 Classificagdo em portugués das doengas linfoproliferativas cronicas B

Neoplasias de células linfoides B maduras

Leucemia linfoide cronica/linfoma linfocitico (LLC/LL) [9823/3]

Leucemia prolinfocitica B (LP-B) [9833/3]

Linfoma B da zona marginal esplénica (LZME)[9689/3]

Tricoleucemia (TRL) [9940/3]

Linfoma/leucemia esplénico de células B, inclassificavel [9591/3]

Linfoma esplénico difuso da polpa vermelha, de linfocitos B pequenos [9591/3]
Tricoleucemia variante (TRL-V) [9591/3]

Linfoma linfoplasmocitico (LLPL) [9671/3]
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Macroglobulinemia de Waldestrom (MW) [9761/3]

Doengas da cadeia pesada (DCP) [9762/3]

Doenga da cadeia pesada alfa [9762/3]

Doenga da cadeia pesada gama [9762/3]

Doenga da cadeia pesada mu [9762/3]

Mieloma multiplo (MM) [9732/3]

Plasmocitoma solitario do osso [9731/3]

Plasmocitoma extra 6sseo [9734/3]

Linfoma da zona marginal extranodal do tecido linfoide associado a mucosa (Linfoma
MALT) [8688/3]

Linfoma da zona marginal nodal (LZMN) [9699/3]

Linfoma da zona marginal nodal pediatrico (LZMN-P) [9699/3]

Linfoma folicular (LF) [9690/3]

Linfoma folicular pediatrico (LF-P) [9690/3]

Linfoma centrofolicular primario da pele (LF-Pele) [9597/3]

Linfoma de células do manto (LCM) [9673/3]

Linfoma difuso de grandes células B, SOE (LDGCB, SOE) [9680/3]

Linfoma de grandes células B rico em células T e histiocitos (LGCB-RTH) [9688/3]

Linfoma difuso de grandes células B do sistema nervoso central (LDGCB-SNC) [9680/3]
Linfoma difuso de grandes células B da pele, tipo "da perna" (LDGCB-perna) [9680/3]
Linfoma difuso de grandes células B EBV-positivo do idoso (LDGCB-EBYV + idoso) [9680/3]
Linfoma difuso de grandes células B associado a inflamagao cronica (LDGCB-IC) [9680/3]
Granulomatose linfomatoide (GL) [9766/1]

Linfoma de grandes células B do mediastino (timico) (LGCB-Med) [9679/3]

Linfoma de grandes células B intravascular (LGCB-1V) [9712/3]

Linfoma de grandes células B ALK-positivo (LGCB-ALK+) [9737/3]

Linfoma plasmoblastico (LPb) [9735/3]

Linfoma de grandes células B com origem na D. de Castleman multicéntrica associada ao
HHV-8 (LGCB/DCM-HHVS§+) [9738/3]

Linfoma primario de efusdes (LPE) [9678/3]

Linfoma de Burkitt (LB) [9687/3]

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

Linfoma de Burkitt (LBI-LDGCB/LB) [9680/3]
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Linfoma de células B inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre o LDGCB e o

Linfoma de Hodgkin (LBI-LDGCB/LH) [9596/3]

As manifestagdes clinicas variam de acordo com a doenca, sendo que algumas
apresentam curso indolente, enquanto outras apresentam manifestacdes mais agressivas.
Ambas, porém, costumam cursar inicialmente com emagrecimento, esplenomegalia,
linfonodomegalia, linfocitose, anemia, febre, sudorese noturna e anorexia. Os linfomas B
podem envolver glandulas salivares e outros 6rgaos, como pulmdes, rins, intestino, 0ssos,

estomago e pele. [11]

2.5 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A andlise imunofenotipica por citometria de fluxo ¢ uma poderosa técnica, rapida e
custo-efetiva utilizada no diagnéstico e seguimento de diversas doencas hematoldgicas. A
técnica consiste na injecdo de uma suspensao de particulas através de um tubo capilar a uma
velocidade constante. O fluido serve para manter as particulas no centro do fluxo que sera
iluminado por um laser. A dispersdo da luz coletada pelos detectores posicionados em
diversos angulos diferentes fornece informagdes sobre o tamanho e a granularidade de cada
particula analisada. Além disso, a adigdo de fluorocromos permite uma analise
multiparamétrica de cada particula individualmente, de acordo com a quantidade de

fluorocromos utilizados. [12]

A ligacdo de anticorpos marcados com fluorocromos a moléculas da superficie
celular foi descrita inicialmente por Coons em 1941 e, desde entdo, tem exercido um
importante papel no estudo do sistema imune. Sobretudo nas ultimas décadas, técnicas tipo

antigeno-anticorpo tém sido aprimoradas para uso na citometria de fluxo. [13]

2.6 Fluorocromos

Os fluorocromos sao essencialmente compostos fluorescentes que absorvem energia
luminosa em determinado comprimento de onda e emitem luz em um comprimento de onda
maior. Esses dois processos sdo chamados de excitagdo e emissdo, respectivamente. O

fluorocromo ¢ conjugado a um anticorpo monoclonal, que se ligara a uma molécula celular de
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interesse, emitindo determinada fluorescéncia quando excitado pelo laser. Entre os
fluorocromos utilizados na citometria de fluxo, destacam-se a fluorosceina (FITC), a
ficoeritrina (PE), a proteina clorofila peridinina (PerCP) e a aloficocianina (APC), entre

outros. [13]

A utiliza¢do de anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos altamente
especificos contra epitopos celulares tem permitido, além de realizar a separagdo celular com
base na complexidade e no tamanho, a identificacdo de subconjuntos celulares utilizando um
portfolio de centenas de anticorpos contra diferentes antigenos. Normalmente, os anticorpos
marcados ligam-se a receptores na superficie celular, identificados pela nomenclatura “cluster
of differentiation” proposta e estabelecida pelo International Workshop and Conference on

Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA). [11]

O citdmetro de fluxo pode ser equipado com apenas um laser, permitindo analises
mais simples e objetivas, como também permitir andlise simultanea de inimeros marcadores
se adicionados tipos de laser com capacidades de excitacdo em diferentes comprimentos de
onda. O tipo mais comum e usado em todos os citdmetros ¢ o laser i6nico de argonio, que
produz uma luz de 488nm. Esse comprimento de onda permite a excitacao da maior parte dos

fluorocromos utilizados rotineiramente. [12]

Os dados gerados pelo citometro sdo apresentados na forma de histogramas e/ou dot
plot. O grafico dot plot ¢ uma extensdo bidimensional do histograma em que cada localiza¢ao
corresponde a um sinal medido em um foto sensor versus o sinal medido em um segundo foto
sensor. A andlise ¢ realizada graficamente, definindo-se as regides de interesse. Esquemas de
andlise em gates subsequentes podem ser usados adicionalmente para restringir determinadas
populagdes, ou seja, com diferentes intensidades de fluorescéncia, tamanho e complexidade.

[12]

2.7 Estratégias de analise

De acordo com o ultimo guideline de diagndstico das neoplasias hematologicas do
British Committee for Standards in Haematology (BCSH), publicado em 2014, a analise por
citometria de fluxo pode ser realizada através de estratégia de gates utilizando diferentes
combinag¢des de monoclonais. [14] Conforme sugerido pelo European Leukemia Net, no caso
das DLPCB, deve-se ter como base os marcadores CD5, CD10 ¢ CDI19, assim como as

cadeias leves kappa e lambda. [15]
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A criagdo de painéis (combinagdes de diferentes monoclonais analisados em tubos
diferentes) idealmente busca analisar com a maior sensibilidade e especificidade a presenca
de c¢lulas B doentes, tentando ao mesmo tempo evitar repeticdes desnecessarias. Os linfocitos
B maduros podem ser divididos conforme o seu compartimento de origem, como, por
exemplo, as células foliculares do centro germinativo. A classificagdo das doencas, de modo
geral, segue essa origem, e a citometria de fluxo procura analisar antigenos presentes em
diferentes estagios de maturagdo, expressdes aberrantes e, consequentemente, diferentes

processos patologicos. [16]

Existem vérias estratégias para a andlise. Uma das primeiras, descrita por Craig et
al., seria através da estratificacdo dos diagnosticos, utilizando-se um fluxograma de
classificagdo de acordo com a expressdo dos marcadores CD5 e CDI10, analisando-se os

demais marcadores a partir deles para se chegar ao diagndstico. [16]
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Figura 3 Exemplo de estratégia de analise utilizando gate de células CD5+/CD19+ e analise de
restri¢ao de cadeias leve Kappa e Lambda.

Fonte: Craig FE. Flow cytometric evaluation of B-cell lymphoid neoplasms. Clin Lab Med 2007;
27(3): 487-512.

Mais recentemente, desde o surgimento do Consortium Euroflow, em 2006, e a partir
da criagdo de softwares mais robustos para a andlise das aquisi¢des das células marcadas, as
estratégias de gates com monoclonais chamados classicos vém sendo substituidas em alguns
laboratérios pela utilizagdo dos painéis que utilizam os chamados “backbone markers”. Essa
técnica utiliza marcadores-chave que se repetem em diferentes tubos de analise em citometros
de trés tipos de laser e minimo de oito cores. Entre outros objetivos, esse grupo promove a
padronizacgdo de técnicas que vao desde a marcagdo das c€lulas, estratégias de analise, painéis
de marcadores, até compensagdes do citdmetro, unificando as andlises e permitindo

comparagdes entre os resultados em diferentes laboratorios. [17]
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Alguns grupos de pesquisa tém sugerido que, em substituicdo a padronizacao, fosse
criada a chamada harmonizacado, ou seja, criacdo de painéis e protocolos semelhantes, porém
com flexibilidades com relagdo ao citometro de fluxo utilizado, a marca de monoclonais e ao
conjunto de marcadores analisados. Essa harmonizacao procura minimizar de forma racional
os riscos de restrigdo de mercado, os custos elevados e a dependéncia de apenas uma fonte
fornecedora de reagentes, mantendo a qualidade e minimizando as diferengas de protocolos e

estratégias de analise interlaboratoriais. [18]

2.8 Marcadores analisados

Os painéis utilizados no diagndstico das neoplasias B maduras costumam analisar a
expressdo dos seguintes marcadores: CD19, CD20, CD22, CD79a, CD79b, Bcl2, Bcl6,
CD10, CD5, CD38, CD25, CD23 e CD43, entre outros. A presenca de CDI23 na
tricoleucemia [19], de CD200 na leucemia linfocitica cronica [20], a coexpressdo de CD43
nas células B doentes [21] e de CD52 no linfoma T do adulto [22] sdo bem conhecidas ¢

constituem marcadores frequentemente presentes nos painéis de analise.

2.8.1 CD200

Proteina codificada pelo gene MRC que tem cerca de 45 kDa. Trata-se de uma
glicoproteina transmembrana também conhecida como OX2. O CD200 ¢ expresso em cé¢lulas
T e B, mondcitos, granuldcitos, plaquetas e carcinoma de pequenas células pulmonar. Interage
com o receptor de CD200, um receptor inibitdrio da superfamilia das imunoglobulinas,
expresso principalmente em linhagens mieloides, e tem um efeito supressivo na resposta
imunomediada por células T. Pode manifestar-se em células plasmaticas doentes, leucemias
agudas, carcinomas e melanomas, estando associado a pior progndstico nessas doengas,

devido provavelmente ao seu mecanismo imunossupressivo. [23-25]
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2.8.2 CD43

Também conhecida como sialoforina, foi identificada primeiramente por Brown et
al. em 1981. E uma proteina transmembrana expressa na superficie da maior parte das células
hematopoéticas, incluindo linfocitos T, leucemias e neoplasias so6lidas. O papel fisioldgico
dessa proteina, apesar de bastante estudado, ainda ¢ pouco compreendido. Estd envolvida na
ontogenia das células T e provavelmente em sua atividade nessas células apds a maturagdo. O
dominio extracelular de cerca de 235 aminodcidos pode regular adesdo positivamente ou

negativamente. [26]

Trabalhos recentes tém estudado a relagdo entre a expressdo de CD43 e a
tumorigénese particularmente de neoplasias hematoldgicas. Sua coexpressdo em células
CD5+/CD20+ esta associada a preditor de malignidade e mau progndstico em linfomas

difusos de grande células B. [27]

283 CD52

Expresso por células do sistema imune, como linfécitos T e B, mondcitos,
macrofagos, eosinofilos e até em células epididimais do trato reprodutivo masculino. [28]
Consiste em um glicopeptideo cuja cadeia peptidica ¢ composta por apenas 12 aminoacidos,
com sua maior parte externa a membrana e ligada fracamente a uma ancora glicosil-fosfatidil-
inositol (GPI). Sua fung¢do no sistema imune ndo ¢ bem conhecida, e sua expressdo varia nas
diferentes neoplasias hematologicas e linfocitos normais. Constitui uma importante molécula-
alvo em tratamento para doencas hematologicas, através de anticorpos monoclonais
humanizados direcionados contra o CD52 (Alemtuzumab). Seu mecanismo de agdo esta
relacionado a lise das células dependente de anticorpos, a lise celular intermediada por

complemento e a indugdo da apoptose. [29]

2.84 CDI23

Também conhecido como subunidade alfa do receptor da interleucina 3 (IL-3)

humana. E uma glicoproteina transmembrana que forma um heterodimero com CD131 e esta
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expressa em monocitos, neutrofilos, basofilos, eosindfilos e megacaridcitos. Além das células
hematopoiéticas, estd expressa em células cerebrais, na placenta e no endotélio. Essa proteina
de 70kDa, composta por 378 aminoacidos em conjunto com CD131, forma o receptor de IL-
3, o qual, assim como outras interleucinas, estimula a progressao do ciclo celular e a
diferenciagdo, além de estar envolvida em mecanismos de sinalizacdo de morte celular
programada. A IL-3 induz a fosforilagdo da tirosina, estimula¢do que resulta na ativagdo de
proteinas JAK e, consequentemente, no recrutamento de diferentes STATs que induzirdo a
transcricdo de genes regulatorios. Alguns dos genes induzidos pela STAT estimulam a

proliferacdo, enquanto outros servem para inibir a sinalizagdo JAK/STAT. [30]

Esse marcador ¢ expresso em linfoproliferagdes de células B, em leucemias agudas e
na neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas. Estudos prévios demonstraram
que as leucemias linfociticas cronicas, os linfomas do manto e os linfomas foliculares sdo, em

sua maioria, CD123 negativos e constantemente positivos na tricoleucemia (HCL). [31]

2.9 Imunofenotipo e caracteristicas moleculares das principais linfoproliferacoes B

2.9.1 Leucemia Linfocitica Crénica/ Linfoma Linfocitico — LLC

Neoplasia de células de tamanho pequeno que envolve o sangue periférico, a medula
O0ssea ¢ os linfonodos. Quando o componente tumoral ¢ mais proeminente do que o
leucémico, ¢ chamado de linfoma linfocitico. Constitui a leucemia mais frequente entre
individuos caucasoides e corresponde a cerca de 30% das leucemias do adulto, sendo mais

frequente em individuos do sexo masculino e idosos. [5]

As células tumorais expressam CD20 de fraca intensidade. Imunoglobulina de
superficie de baixa intensidade comparativamente a células B normais e restrigdo de cadeias
leves pode ou ndo estar presente. Observa-se CD23, CD43 e CDl1l1c fraco, CD19 enquanto
coexpressam CDS5. Linfocitos B CD5+ sdo comuns no feto, mas indetectaveis na medula
Ossea apos o nascimento. No entanto, essas células podem ser detectadas esporadicamente no
sangue periférico e na periferia do centro germinativo. Outros marcadores fenotipicos
associados a linfécitos T sdo observados em alguns casos de LLC, tais como CD7, CDS8, CD9

e CD154. [32] [2]
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Casos atipicos podem variar com imunoglobulina de superficie e CD20 de forte
intensidade, FMC7+ ou CD11c+ e perda da expressdao de CD23 e CDS. [33, 34] O marcador
CD200 tem sido descrito em varios estudos como auxiliar no diagndstico diferencial entre
linfoma do manto (LM) e LLC, estando expresso na LLC e sendo negativo no LM. [35] [20]
Mais recentemente, foi publicado estudo analisando a expressdo de CD148 nessas células,

sugerindo sua utilidade no diagnostico. [36]

Alguns marcadores tém sido estudados com relagdo ao seu significado progndstico
na LLC. Por exemplo, Bulian et. al analisaram a expressao de CD49d em um grupo de 72
pacientes, usando um ponto de corte de 30% das células que expressavam esse marcador, e
verificaram correlacdo com sobrevida global e sobrevida livre de tratamento em pacientes
com LLC tipica. [37] Outros dois marcadores, ZAP70 e CD38, também ja foram descritos
como relacionados a um pior progndstico quando expressos em mais de 30% da populacao de

células tumorais. [38]

Idealmente, no momento do diagnostico, o imunofenétipo da LLC ¢ bastante claro,
baseado principalmente na expressao de CD20 distinta das células B normais. [38] Contudo,
apds tratamento com rituximabe, essa diferenciacdo torna-se mais dificil devido a baixa
expressdo dessa proteina na superficie das células doentes residuais em consequéncia do

tratamento.

Andlises  alternativas ~ foram  sugeridas. por meio da  combinagdo
CD22/CD23/CD19/CDS5 para pesquisa de doenca residual minima em 467 pacientes com
DLPCB. Porém, nessa estratégia ainda poderiam ser incluidas células CD5/CD23 normais
comuns apos terapia, ja que nessa populacdo a expressdo de CD22 ¢ pouco especifica. Em
artigo original publicado em 2006, Rawstron et al. analisaram 66 diferentes monoclonais em
populagdes de células tumorais LLC e sugeriram que, em populagdes LLC CD22 proximo a
normalidade, a pesquisa das células tumorais fosse realizada através da expressdao de CD81, a

qual se mostrou diminuida em relagdo a populagcdo B normal. [39] [40]

Vale lembrar a defini¢do da linfocitose B monoclonal, ou seja, quando a contagem
de linfocitos doentes ¢ menor do que 5x10(9) cél/L no sangue periférico e menos de 30% das
células nucleadas na medula 6ssea em individuos sem nenhuma alteracdo clinica ou

laboratorial associada, ndo caracterizando LLC. [2]
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Dois principais subtipos de LLC podem ser reconhecidos: cerca de 50% mostram
genes da imunoglobulina ndo mutados, enquanto 50% demonstram hipermuta¢des somaticas

na regido que codifica a imunoglobulina de cadeia pesada. [41]

Um artigo de revisdo publicado por Mohammad Shahjahani et al., compilando as
principais alteragdes genéticas envolvidas no desenvolvimento da LLC, descrevem: 11q-,
13q, 17p- e +12 mutagdes no gene de cadeia pesada da imunoglobulina e mutacdes em
diversas vias de sinalizacdo, como NOTCH1, BIRC3, SF3B1 e TP53, além de alteragdes no
padrao de expressao de microRNA (padrdes de metilacdo em genes desregulados na LLC,
incluindo os genes BCL2, TCL1 e ZAP 70, que estdo ligados a padrdes clinicos distintos,

detectaveis imunofenotipicamente). [42]

2.9.2 Linfoma de Zona Marginal Esplénico — LZME

Neoplasia de linfocitos pequenos que expandem a polpa branca esplénica, podendo
acometer os linfonodos peri-hilares esplénicos, a medula 6ssea e, menos comumente, 0s
linfonodos periféricos. Trata-se de uma doenga rara, correspondendo a menos de 2% das
neoplasias linfoides. Apresenta distribuicdo igual entre sexos, sendo que a maioria dos
pacientes tem mais de 50 anos no momento do diagnostico. [6] Distingue-se

morfologicamente por apresentar pequenos vilos polares. [43]

O imunofendtipo mais comum ¢ a expressao de marcadores pan B como CD19,
CD20 e CD79a, além de IgM/IgD e negatividade para CD43, CDS5, CD23 e CD10. [44] Um
estudo que analisou a expressdo de CD43 por imuno-histoquimica em 742 casos de LNH
verificou a expressdo desse marcador em menos de 1% dos linfomas de zona marginal
esplénico. [45] Outros estudos demonstraram a presenca desse marcador em cerca de 12% das
células doentes. Apesar de pouco comum, 10% a 25% dos LZMEs podem expressar CD35, e
nessa subpopulacdo a expressdo de CD43 parece ser discretamente superior a subpopulacao

de LZME CD5- (12% versus 16%). [46]

Na maioria dos casos, [gM com ou sem IgD ¢ fortemente expressa [47]. Conforme ja
descrito, uma parte das células pode expressar DBA.44 ou CD72 [45], CD11c, CD23, CD103
ou CD25. [48] Entretanto, muito importantes para o diagnostico diferencial, as células
neoplasicas do LZME nunca demonstram forte expressdao de CD103, CD11c ou de CD25, o

que ¢ caracteristico de outra neoplasia de células vilosas. [19]
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O diagnostico diferencial pode tornar-se dificil em casos de LLPL, LF CD10-, LLC
CD5- e LM CD5-. Metcalf et al. descrevem a presenga de NMDA por imuno-histoquimica em
cerca de 61% dos LZM, enquanto no restante dos LNH B essa expressdo variou de 0 a 6%,

sugerindo que tal marcador seja util na diferenciagdo dessas neoplasias. [49]

Ganhos de 3q el8q sdo bastante comuns nos trés subtipos de linfoma de zona
marginal, embora o LZME esteja associado a del(7q31) e del(8p) e a mutagdes somaticas que
afetam o gene NOTCH2. Também sdo descritos rearranjos ¢ mutagdes de ponto no gene da

imunoglobulina e em regides 5’ nao codificantes do BCL6. [50]

2.9.3 Linfoma da Zona Marginal Extranodal do Tecido Linfoide associado a Mucosa —
LMALT

Caracteriza-se por uma populacdo heterogénea de pequenos linfocitos com niicleo
clivado (tipo centrocito) e diferenciacdo plasmatica. Essa neoplasia expande a zona marginal
dos foliculos, preservando as zonas do manto. Os locais mais acometidos sdo trato
gastrointestinal, glandulas salivares, anexo oculares, pele, tireoide ¢ mama. Corresponde a

cerca de 8% dos LNH. [5]

As células tumorais expressam CD20, CD79a, IgM e, menos frequentemente, IgG ou
IgA, restricdo de cadeias leve e CD43 varidvel. Os marcadores CDS5, BCL6 ¢ CDI10 sao

usualmente negativos, embora possam ser CD5 e CD10 positivos em raros casos. [2,51]

As alteragdes genéticas mais comuns incluem trissomia do cromossomo 3. Algumas
das translocagdes que tém sido associadas a esses linfomas incluem t(11;18), t(14;18) e
t(1;14), levando a produgdo de uma proteina quimérica (API2-MALTT1), a superproducao de
MALTTI e a superexpressao de BCL10, respectivamente. A t (11;18) ¢ a mais frequentemente
associada a linfomas géstricos e pulmonares, enquanto a t(14;18) ¢ mais comum em linfomas

de glandulas salivares e oculares. [52]

2.9.4 Linfoma de Zona Marginal Nodal — LZMN

Corresponde a cerca de 1,8% de todas as neoplasias linfoides. Tem maior
prevaléncia em pacientes do sexo feminino. Conforme reportado pelo International

Lymphoma Study Group classification of NHL, origina-se provavelmente de células B de
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memoria da zona marginal.

Em termos imunofenotipicos, expressam positividade para BCL2, CD20, CDI19 e
CD79a, imunoglobulina de superficie (IgM, IgA ou IgG), além de CD43 com positividade
variavel de 5 a 75%. Sdo negativos para ciclina D1, BCL6 e CD10. [2,51]

A trissomia do cromossomo 3 tem sido identificada com frequéncia semelhante entre
os trés tipos de LZM, com resultados varidveis na literatura em estudos por FISH. Expressao
aumentada da proteina BCL2 ¢ vista em quase todos os casos de LZMN, mas ndo esta

relacionada a t(14,18) como no LF. [52]

2.9.5 Linfoma do Manto — LM

Representa 5 a 10% dos LNH e ocorre mais comumente em pacientes com 60 anos
em média. Pode apresentar padrao de crescimento nodular, difuso ou de zona do manto, onde
as células circulam em centros germinativos preservados. Sdo linfécitos de pequeno a médio
tamanho que lembram centrécitos, podendo ter envolvimento extranodal da medula ossea.
Menos comumente, podem estar presentes ao diagnostico as variantes blastoide e

pleomorfica, que estao associadas a um curso mais agressivo da doenga. [53]

Costuma expressar CD20 de forte intensidade. Imunoglobulina de superficie, CD43 e
CDS5 sao usualmente positivos. Além disso, CD23, CD10 e BCL6 (marcadores do centro
germinativos) sao usualmente negativos. O SOX 11 ¢ positivo em 90% dos casos. O CD200 ¢
normalmente negativo ou de baixa expressao. [19, 34] Os marcadores CD200 e CD38 podem
ser utilizados para diferenciar LM de linfocitose B monoclonal ciclina D1 positiva, a qual ¢
caracterizada pela auséncia de linfonodomegalias e esplenomegalia em pacientes que nao
necessitam de tratamento, ja que o CD200 esta expresso e o0 CD38 ndo esta expresso nessa

populagdo de comportamento benigno. [54]

O diagnostico pode ndo ser tdo facil na pratica, conforme aponta o artigo publicado
por Sander et al., o qual analisa 21 casos de LM com imunofendtipo e morfologia atipicos e
descreve relatos de imunofenotipos aberrantes, como auséncia de CDS5, expressao de CD7,
CD8 e CD2, expressao de CD10 e raramente de BCL6, além de um caso CD5-/CD10-, ciclina
D1 negativo e SOX11+. [55]

O LM apresenta tipicamente a translocacdo (11;14), que afeta o gene CCNDI,

levando a expressao aumentada de ciclina D1. Casos de ciclina D1 negativos sdo raros, € o
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diagnodstico requer correlagdo com achados morfolégicos e imunofenotipicos. Esses casos
frequentemente apresentam rearranjos CCND2 com alta expressdo de ciclina D2. O SOX11,
um fator de transcricdo comumente expresso no LM, também esta expresso no LM ciclina D1
negativo. [56] Podem estar presentes aberragdes como perda nos cromossomos lp, 8p, 9p
(CDKN24, CDKN2B), 9q, 11q (ATM) e 17p (TP53) e ganhos no 3q, 8q (MYC), 10p (BMII),
15q e 18q, situagdes que resultam em aumento proliferativo, diminuig¢@o na resposta de reparo

do DNA e pior prognostico. [57]

2.9.6 Linfoma Difuso de Grandes Células B— LDGCB

E um dos linfomas mais comuns, correspondendo a cerca de 30% dos casos de LNH
entre adultos e ate 58% dos LNH na Europa. Apresenta caracteristicas clinicas, morfoldgicas,
imunofenotipicas e alteragdes moleculares heterogéneas. E mais comum em pacientes com
mais de 60 anos. [6] Como a maior parte dos LNHB, o LDGCB deriva de uma célula B
madura que j& passou pelo centro germinativo. Pode ser dividido em dois principais grupos
baseado em sua célula de origem. Sdo identificados cerca de 15% de casos pouco
caracterizados como GCB (germinal center B-cell like) ou ABC (activated B cell) e
permanecem inclassificaveis. [58] A célula de origem determinada pelo perfil de expressao
génica parece ser um importante fator progndstico nessa neoplasia. Ja4 se observou que
pacientes com células tumorais com imunofendtipo de centro germinativo (GCB) tém
desfechos clinicos significativamente melhores do que aqueles com imunofenétipo de células

B ativadas (ABC). [59]

Esses linfomas sdo usualmente CD5 e CD23 negativos e, em geral, expressam
marcadores do centro germinativos (BCL6 e CDI10), além de BCL2 e IRF4/MUMI.
Expressam os marcadores pan B, como CDI19, CD20, CD22, PAXS5 e CD79a.
Imunoglobulina de superficie ou citoplasmatica (IgM, IgG ou IgA) pode ser identificada em
50 a 75% dos casos. O CD30 tem expressdo variavel e pode identificar potenciais candidatos

a terapia anti-CD30 (Brentuximab). [60]

Aberrancias dificultam o diagndstico, ja que 10% dos casos podem expressar CDS5 e
estar associados a um pior prognoéstico. [61] O CD43 ja foi descrito como util no diferencial
das linfoproliferagdes B CD5+/CD10+, visto que essas situagdes costumam ser de dificil

defini¢do diagnostica. [62]
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Do ponto de vista genético, 20 a 30% dos LDGCB NOS apresentam t(14;18) com
rearranjo do gene BCL2. Esses sdo os casos do tipo centro germinativo e normalmente
expressam CD10. Rearranjos BCL6 podem ser identificados em cerca de 30% e translocacdes
MYC em 10%. O rearranjo MYC pode ser resultado da transformag¢do de um linfoma
folicular, podendo nesse caso vir acompanhado de rearranjo BCL2 e ser chamado de linfoma
“double hit”. Quando esta presente o rearranjo BCL6 em associacdo a MYC e BCL2, ¢

conhecido como “triple hit” linfoma. [63-64]

E possivel suspeitar de um diagnéstico de DHL diante de imunofendtipo com
caracteristicas sobrepostas de LDGCB e LB, como, por exemplo, CD10+/CD38+/CD43+ ¢
BCL2+. [65] A distingdo entre células do CG e ABC ainda ndo levou a diferencas de
tratamento, mas evidéncias demonstram que pacientes que falham ao primeiro tratamento

podem ter abordagens terapéuticas distintas conforme a célula de origem. [66]

2.9.7 Linfoma de Burkitt — LB

Representa um dos principais tumores entre criancas e adultos jovens. Caracteriza-se
por proliferacdo difusa monomorfica de células de tamanho médio com fenotipo de células

maduras do centro germinativo. [56]

E endémico na Africa equatorial e em outras regides, estando associado a infecgdo
por EBV em quase todos os casos. O LB esporadico ocorre em todas as regides, com
freqiiente acometimento extranodal, ocorrendo principalmente massas abdominais,

mandibulares e nos ossos da face. [2]

Caracteriza-se morfologicamente por linfoblastos tipo L3 e imunofenotipicamente
expressam marcadores pan B como CDI19, CD20, CD79a, IgM citoplasmatica de forte
intensidade e Ig de superficie com restricdo de cadeia leve, além de CD10 e BCL6. Os

marcadores BCL2, MUMI e ciclina D1 costumam ser negativos. [67]

A t(8;14) ¢ encontrada no contexto de um caridtipo simples, embora cerca de 10%
dos LB ndo apresentem essa alteragdo pelo FISH. Portanto, a sua auséncia ndo exclui o
diagnostico e sua presenca ndo ¢ exclusiva dessa doenca, podendo estar presente em alguns

LDGCB. [56]
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2.9.8 Linfoma Linfoplasmocitico/ Macroglobulinemia de Waldenstron — LLPL

Neoplasia composta por linfocitos, linfoplasmocitos e plasmdcitos. Envolve a medula
Ossea e, por vezes, os linfonodos, o figado e o bago. Apesar de ser comum a presenga de
paraproteina IgM, ndo ¢ imprescindivel para o diagnéstico. [68] Embora o conhecimento
sobre a patogénese do LPL tenha avancado nos ltimos anos, a célula de origem especifica e
os mecanismos envolvidos na transformacdo da MGUS para o linfoma ainda ndo sdo
totalmente conhecidos. [69]

Trata-se de uma doenga incomum, apresentando incidéncia de 3,4 casos por 1.000.000
de pessoas por ano nos Estados Unidos. [70] Parece haver influéncia genética, conforme
evidéncia de estudo analisando 924 pacientes com LPL, em que 26% dos pacientes com esse
diagnostico tinham algum familiar de primeiro ou segundo grau com a doenga ou outra
linfoproliferagao B. [71]

As células apresentam IgM de superficie e restricdo de cadeias leves, marcadores pan
B como CD19, CD20, CD22, CD79a, e CD25, CD43 e CD38) com positividade variavel.
Pode ocorrer uma subpopulagdo de plasmoécitos com a mesma restrigdo de cadeias leve
encontrada na populacao linfocitica. Cerca de 20% dos casos podem expressar CD5, CD23 ou
CDI10. [2] Nesses casos, deve-se realizar diagnostico diferencial com LLC e LM, ja que, por
vezes, imunofenotipicamente ndo ¢ possivel separar com absoluta certeza. Os agregados
linfoides podem vir acompanhados de um aumento no nimero de mastécitos, o que auxilia no
diagnostico diferencial de outros linfomas B. [72] Em casos mais dificeis, como na auséncia
de CD20 e CD19 ou na positividade para CD38 e CD138, o CD43 parece ser util para a

suspeita do diagnostico. [73]

Delecao 6q estad presente em cerca de 42% dos pacientes e estd associada a pior
prognoéstico. [74] A simples troca de uma timina por uma citosina no gene MYDSS8,
resultando em uma troca de uma leucina por uma prolina na posi¢ao 265, tem demonstrado
boa correlacdo com a malignidade no LPL, estando presente em 90% desses, 10% dos
pacientes com LZME e 4% dos pacientes com LLC. Entretanto, pode ser identificada em
pacientes com gamopatia monoclonal IgM de significado incerto, sugerindo que a mutagao

seja um evento precursor. [75]
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2.9.9 Tricoleucemia (TL),Tricoleucemia variante (TLv) Linfoma Esplénico da Polpa
Vermelha (LEPYV)

Linfoproliferagdes raras que acometem pacientes com média de 50 anos e que

apresentam maior prevaléncia entre os homens. [2]

Caracterizam-se morfologicamente por serem células mononucleares com citoplasma
abundante e projecdes citoplasmaticas, nucléolo frequentemente ausente na TL, pequeno no
LEPV e evidente na TLv. Proje¢des sdao visualizadas em mais de 90% das TLv e TL e em

cerca de apenas 30% das células do LEPV. [76]

Caracterizam-se imunofenotipicamente pela forte expressdo de marcadores pan B
(CD20, CD19 e CD22). Os marcadores CD5 e CD10 sao negativos. Porém, em uma série de
213 casos, foram identificados 2% dos casos CD5+, 12% CD10+ e 21% CD23+. A expressao
aberrante de CD23 normalmente ¢ fraca e ndo simultdnea a expressdo de CD5. O CD38 ¢

incomum, mas pode estar expresso em cerca de 14% dos casos. [76,77]

Apesar de o CD103 ser positivo na TL e na TLv, € negativo no LEPV. O diagndstico
diferencial dessas doencas consiste principalmente na expressao de CD25, CD11c e CD123.

Na TLv, o CD25 ¢ negativo e 0 CD123 ¢ expresso em cerca de 40 a 60% dos casos. [19,76]

A mutagdo no gene BRAF V600E tem sido identificada em intimeras neoplasias,

sendo exclusiva a TL entre todas as doengas linfoproliferativas B. [78]

2.9.10 Linfoma Folicular — LF

Representa cerca de 20% dos LNH nos Estados Unidos e na Europa. Tem
predominancia entre as mulheres e entre pacientes com mais de 60 anos. Costuma ser uma
doenca indolente considerada incuravel, embora possa evoluir para curso mais agressivo em

cerca de 2-3% dos casos. [79]

Caracteriza-se por células de tamanho pequeno em uma mistura de centrdcitos e
centroblastos com arquitetura de padrdo folicular. Seu grau de classificagdao varia conforme o
numero de centroblastos por campo de maior aumento em 10 foliculos. Sao células do centro
germinativo com expressao de BCL6, CD10, CD19, CD20, CD22 ¢ CD79. O BCL2 esta
presente em grande parte dos LF grau 1 e 2. Os marcadores CD5 e CD43 normalmente sao

negativos. [2,56]
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A maior parte apresenta t(14, 18)(q32;q21), o que leva a expressdo aberrante de
BCL2, e 70% ou mais apresentam alteragcdbes MLL2 e EPHA7. [80] A transformacdo para
LDGCB pode apresentar alteragdes envolvendo inativacdo TP53 e ativacdo c-MYC. [56]

Diversas alteragdes genéticas parecem estar envolvidas e influenciar a estratificagdo
de risco desses pacientes. Em estudo publicado recentemente, analisando sete genes (EZH2,
ARIDIA, MEF2B, EP300, FOXO1, CREBBP ¢ CARDI1), demonstrou que mutagdes no
gene EZH?2 parecem estar envolvidas na transformagao das células B. A mutagdo nesse gene

esteve inesperadamente associada a baixo risco. [81]
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3 JUSTIFICATIVA

A revisdo de dados da literatura a respeito do uso de diferentes marcadores em
associacdo apresenta lacunas a serem preenchidas. De acordo com nossa experiéncia em
citometria de fluxo no diagnéstico de neoplasias hematologicas, os marcadores CD200,
CD123, CD43 e CD52, em associagdo com os demais marcadores do painel padrdo, sdo uteis
na diferenciagdo dessas doencgas. Devido a grande variagdo interlaboratorial e a dificil
padronizagdo da técnica de imunofenotipagem, a presenca de multiplos fatores cooperadores

para um diagnostico acurado sdo importantes para a seguranga dos pacientes.

A maior parte dos estudos concentra-se na populagdo europeia e existem poucos
dados a respeito da populagdo no Brasil. Além disso, esses marcadores sdo bem conhecidos
nas linfoproliferagdes mais comuns, principalmente na LLC, mas pouco se sabe a respeito do
seu comportamento nas linfoproliferacdes mais raras. [34] Também existem poucos trabalhos
utilizando o recurso de andlise quantitativo, descrevendo os dados por intensidade média de
fluorescéncia (IFM). Grande parte da literatura dispde os dados através de descri¢do
qualitativa, sendo possivel que a analise do dado em IFM fornega informagdes adicionais para

o diagnéstico diferencial. [28]



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
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Verificar se os marcadores CD43, CD52, CD123 e CD200 em conjunto auxiliam no

diagnostico diferencial das neoplasias de células B maduras.

4.2 Objetivos secundarios

Avaliar a intensidade
linfoproliferacdes B.
Avaliar a intensidade
linfoproliferagdes B.
Avaliar a intensidade
linfoproliferacdes B.
Avaliar a intensidade

linfoproliferagdes B.

de

de

de

de

fluorescéncia média de

fluorescéncia média de

fluorescéncia média de

fluorescéncia média de

CD52

CD200

CD123

CD43

nas

nas

nas

nas

diferentes

diferentes

diferentes

diferentes
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Abstract

Background: Distinction between B-cell chronic lymphoproliferative disorders
(BCLDs) can be difficult due to the overlap of cell morphology and immunologic
features. We investigated whether adding four monoclonal antibodies to a quantitative
flow cytometry panel is useful for differential diagnosis and characterization of these

disorders.

Methods: We analyzed the expression of CD52, CD200, CD123 and CD43 from
124 patients with BCLDs. The quantitative estimation of these antigens per cell was

assessed in mean fluorescence intensity (MFI).

Results: The diseases of the 124 patients investigated comprised: 81(65%)
chronic lymphocytic leukemia (CLL), 17 (13%) marginal zone lymphoma (MZL), 9
(7,2%) lymphoplasmacytic lymphoma (LPL), 6 (4,8%) mantle cell lymphoma (MCL), 2
(1,6%) hairy cell leukemia (HCL), 2 (1,6%) hairy cell leukemia variant (HCLv), 5 (4,0%)
follicular lymphoma (FL), 1 (0,8%) Burkitt lymphoma (BL) and 1(0,8%) diffuse large B-
cell lymphoma (DLBCL). CD200 median MFI expression was 46.8 (range: 1.5-334).
CD200 was higher in HCL (including HCLv) and CLL cells (85 and 61.2 respectively).
HCLv was different in CD200 MFI, when compared to classical HCL (median 36.1 versus
220.3). The same difference in CD123 expression was observed when comparing HCL
versus HCLv. We found that cases of MZL exhibited a median MFI of 7.1 for CD43 (range:
1.1-106), in contrast to cases of mantle cell lymphoma (MCL) and CLL, which had
median MFIs for CD43 of 90 and 176, respectively. The comparison of CD52 intensity
between CLL and marginal zone lymphoma (MZL) samples showed a statistically

significant difference with a median MFI of 777.5 versus 1297.0 (P=0.04).

Conclusion: Our results suggest that these markers may be a useful additional

tool to better identify some types of BCLDs.
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Background

Chronic lymphoproliferative neoplasms comprise a broad spectrum of
disorders with different morphology, clinical aspects, genetics and immunophenotypes.
However, they show in common a more mature lymphoid progenitor than immature
precursor neoplasms.[1] B-cell chronic lymphoproliferative diseases (BCLPD) account
for around 80% of all lymphoid neoplasms. According to WHO, the immunophenotypic
similarity of these cells at a certain stage of maturation differentiation in conjunction
with morphological, genetic and clinical findings allows these diseases to be classified

and diagnosed.

Immunophenotyping by flow cytometry is fast and cost-effective technique
widely used for the diagnosis and management of many hematologic disorders.
Particularly in BCLPDs, multiparametric flow cytometry (MFC) has become increasingly
complex due to the availability of many markers and large panels, in addition to the high
number of entities according to the WHO. Usually, the analysis is performed separately
for each aliquot labeled with four to eight monoclonal antibodies, an expert interprets
the immunophenotypic profile of neoplastic B cells and specifies a diagnosis. The
markers that are most commonly used are those able to differentiate B lymphocytes
from other cells, in addition to identifying aberrations and markers present in certain
specific maturation stages. Among them are the pan B-markers CD19, CD20, and those
used for differential diagnosis, CD10, CD5, CD103, CD43, CD23, CD49d, CD81, CD200,
CXCRS5, IgM, Kappa, Lambda, etc. Although widely studied, a differential diagnosis can
be challenging, due to overlapping immunophenotypic features and similar clinical
manifestations, such as cases of differentiation between lymphoplasmacytic lymphoma

and marginal zone lymphoma or diffuse large B-cell lymphoma and follicular lymphoma.

Some markers are known for their expression in B-cell -chronic
lymphoproliferation, as the positivity of CD52 [2], negativity of CD43 in LZM [3], the
usefulness of CD200 in the differential diagnosis between LLC and LM [4], and the role
of CD123 in the diagnosis of hairy cell leukemia. [5, 6] However, the quantitative
analysis of these markers in different BCLPDs is seldom discussed, and its expression
may be involved not only in differential diagnosis, but also in prognostic and potentially

therapeutic factors, given the existence of target drugs against some of these markers.
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Methods

All mature types of B-cell lymproliferative disease diagnosed in a reference
laboratory in the south of Brazil were consecutively included in the project. Specimens
sent to reassessment were excluded. The study was approved by the local ethics

committee.

Samples of 50 to 100ul were incubated for 20 minutes in the dark at room
temperature with 5 pl of each monoclonal antibody, according to the recommendations
of the manufacturer. The panel with the four markers under study was distributed in
the following fluorescences, CD123FITC, CD52PE, CD43 APC and CD200 PerCP-Cy5.5, all
from Becton Dickinson Biosciences (BDB, San Jose, CA, USA).

Immediately after preparation, the data were acquired on a FACS Calibur flow
cytometer using the Cell Quest software (BDB, San Jose CA, USA). About 100,000 events
per sample were obtained. To analyze the data, the Infinicity™ Flow Cytometry version
1.7 software (Cytognos, SL, Salamanca, Spain) was used. For gating strategy, debris were
removed, based on forward-scatter (FSC) and side-scatter (SSC) distribution. Neoplastic
cells were initially identified through the positivity for CD19 and CD20, and then in
accordance with the expression of other panel markers for BCLPD. The MFIs of diseased

cells were expressed in arbitrary units from 0 to 104

The reproducibility of the fluorescence intensities was preserved by calibration
and quality control of cytometers used during the study. Calibrite beads (BDB, San Jose
CA, USA) were used in order to ensure standardization. The diagnosis was established in
accordance with the immunophenotypic pattern, in conjunction with clinical data. Cases
with  inconclusive = immunophenotypes  were confirmed by  reviewing

immunohistochemical and pathological findings.

Statistical analysis

Medians and interquartile ranges for each MFI of monoclonal antibodies were

calculated. The nonparametric Kruskal-Wallis test was used to calculate the statistical
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significance of differences observed between groups. P values <0.05 were considered

significant. All statistical analyses were performed using SPSS 18.0 (SPSS, Chicago, IL).

Results

Phenotypic analysis was performed on a total of 124 samples, 67 of peripheral
blood and 57 of bone marrow in EDTA anticoagulant from 124 patients diagnosed with

B-cell chronic lymphoproliferative disease from October 2014 to June 2015.

Patient mean age was 71 years old (range: 26-94 years old), 52% were men and
48%, women. The rate of neoplastic B cells amid the total of cells per sample ranged
from 4% to 97%, averaging 52%. The distribution of different diagnoses of BCLPDs is
described in Table 2. The most common diagnosis, as expected, was chronic lymphocytic
leukemia (CLL), due to its high prevalence, and the rarest were Burkitt's lymphoma (BL)
and diffuse large B cell lymphoma (DLBCL).

The median MFI for each monoclonal antibody (MoAb) between different
groups of lymphomas, as classified by WHO, is shown in Table 1.

In assessing the CD200 marker expression, we can highlight the high
fluorescence intensities in CLL and HCL as can be seen in Graph 1. A statistical difference
was found between the expression in MCL versus CLL (median MFI: 61.2 vs. 3.5; P
<0.001). A difference was also identified between the lowest expressions of this marker
in MCL compared to HCL (median MFI: 3.5 vs. 85.0; P = 0.016). The median expression
of CD200 in MCL (median MFI: 3.5; range: 1.5 - 11.8), in MZL (median MFI: 7.6, range:
2.3 - 42.9) and in LPL (median MFI: 14, range: 6.2 - 50) was significantly lower when
compared to HCL and CLL. Although no statistical power was shown to differentiate
between these two conditions, the median MFI for hairy cell leukemia (220.3; range:
105.9 to 334.7) proved to be about 6 times higher when compared to HCLv. (36.1; range:
8.1 - 64.1), as shown in Figure 1. Lymphoproliferative disorders that were usually
positive for CD10 (BCLPD, FL, BL) showed much lower MFIs for this marker than CD10-
negative BCLPDs.

CD123 analysis allowed greater MIFs to be identified in HCL, as shown in graph

2. A statistical difference was observed when comparing CLL and MZL (median MFI: 7.9;
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range: 2.5 - 16.4 versus median MFI: 12.3; range: 6.1 - 22.2, P = 0.009). The MFI of CD123
was lower in LPL when compared to that of MZL (9 versus 12.3), but this difference was
not significant. Similarly to CD200, the MFI of CD123 was shown to be higher in the

comparison between HCL and HCL-v.

Graph 3 illustrates the expression of CD43 in which it was possible to verify that
the highest MFI values were identified in CLL (MFI: 176.9; range: 3.4 - 472.7) and in MCL
(median MFI: 90 0; range: 12.4 - 442.3). However, one case of CLL and one case of
mantle cell lymphoma had very low expression when compared to other cases of these
neoplasms. All FL cases showed expressions below 15 (median MFI: 6.6), as shown in
Figure 2. The MFIs of SMZL (median: 7.1) and LPL (median: 20.7) were significantly
lower when compared to CLL and MCL.

CD52 expression was consistently positive among all BCLPDs, as shown in
Graph 4. Only one MFI value was lower than 100. The highest MFIs values were
identified in HCL (median MFI: 956.4; range: 421-1559) and SMZL (median MFI: 1297.6;
range: 358-2368), and no statistical difference was identified between SMZL and MZL.
MZL seems to have higher values than LPL (897.0 versus 1297.6), but 2 cases of LPL had
an MFI above 1200 and 3 MZL cases MFIs had values below 1200. The MFI in CLL
(777.5; range: 68-1938) was significantly lower than in MZL (median MFI: 1297.6;
range: 358-2368).

Discussion

CD52 is a cell surface glycoprotein whose function is poorly know and is
expressed in lymphocytes, monocytes, macrophages and a few dendritic cells. [7] Its
expression has been described in several BCLPDs, its presence involves specific
treatments for diseases such as CLL and LPL.[2, 8, 9]This study identified the expression
of this marker in 100% of analyzed neoplasms. Although our results seem to be in
contrast with those identified by other studies, such as Rodig et al., who found negativity
for some diseases such as BL and DLBCL, the lowest MFIs in our sample were exactly in
BL and DLBCL. In agreement with other studies, diseased cells with plamacytic

differentiation, as in LPL, show far lower fluorescence intensities when compared with
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other neoplasms. [2] Unlike what was identified by a study analyzing the quantitative
expression of CD52 in BCLPDs, our results showed lower values in CLL than in MCL,
possibly explained by the high variability of this marker in MCL and the low frequency of
this neoplasm in our sample. [10] Another study analyzing 21 MCL cases identified that
only 60% were positive for CD52, but the difference in the immunohistochemical

technique used by that study may explain the difference in results.

According to a previous study, CD43 expression showed no difference between
CD10-positive lymphoproliferative disorders (FL, BL and DLBCL), one of the most
complicated differential diagnoses; however, the analysis of this group was impaired by
its low frequency [11]. All 5 cases of FL had extremely low expressions when compared
to CLL and MCL. The only case of DLBCL expressed this marker in intermediate
intensity, and the presence of this marker is associated with poor prognosis, as

described by previous studies. [12]

During the ontogeny of B cells, CD43 is expressed in early stages and is lost in
intermediate stages, being expressed once again in plasma cells and activated B cells.
[13] In agreement with the literature, our results showed higher expression in CLL and
MCL, and low expression in MZL, probably owing to clonality in the intermediate stage
of the disease. However, caution should be taken in the interpretation of these data with
respect to the differential diagnosis of MCL versus CD5 +MZL, since one MCL case (16%)
showed low expression of this marker, similar to MZL, and one MZL case (5.8%) showed

intermediate expression similar to that in MCL.

CD200 is a membrane glycoprotein of the immunoglobulin superfamily,
expressed in dendritic cells, neurons, and T lymphocytes. [14] Different research groups
have identified the usefulness of this marker in the differential diagnosis of CLL versus
MCL, including one of them in the Brazilian population. [15] Similar results were
confirmed in the analyzed sample, and although a CLL case showed low expressions of
this marker, 100% of MCL cases had significantly lower expressions than CLL. As
previously described in the immunohistochemical analysis by Pillai et. al,, this marker
can be extremely helpful in the differential diagnosis between HCL and HCLv, which is in
agreement with the results found in this work, and adding flow cytometry data, as, in
our sample, HCL cases had higher expression than its variant form. [16] Due to the low

frequency of atypical CLL, it was not possible to identify a significant difference in the
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expression of this marker when compared to CLL, although in 3 atypical CLL cases the
CD200 expression was lower than in CLL in one case only, although not at intensities as

low as in MCL.

CD200 appears to be useful in the differential diagnosis between CD5 + LPL and
CLL, as it was lower in the former than in the latter; however, if analyzed qualitatively,
this difference could not have been noted, since 30% of cases showed intermediate
positivity, in agreement with what was described in a previous study analyzing the
expression of this marker by immunohistochemistry. [17] CD200 has also been
described as useful to differentiate between CLL and MZL, our results confirm these
findings described by immunohistochemistry, due to the lower expression of this

marker in MZL and SMZL. [14]

CD123 is a subunit of the interleukin-3 receptor. [18] It has been described in
several hematological neoplasms, and recently its expression was studied quantitatively
in MFI by Garcia-Dabrio et. al correlating its implication in prognostic factors in de novo
AML. [19] The results showed agreement with previous studies investigating the higher
expression of this marker in HCL compared to HCLv. [20] A study analyzing 114 HCL
cases and 20 HCLv cases found strong uniform positivity for 100% of HCL cases and
lower or negative expressions in HCLv [5] Comparing the results of that study with ours,
we can see higher prevalence of positivity for CD123 in MCL, since 33% of those cases
had weak positivity, and in this study the expression of MFI was slightly higher than in
other lymphoproliferative disorders in only 11% of cases. Our results identified higher
expression of this marker in MZL compared to CLL and LPL, no quantitative data were
found in the literature that could allow comparisons, though a study analyzing 9 cases of
SMZL found only one case with weak positivity for this marker and negativity in others.
If we converted our data into qualitative data, we would be able to note intermediate

positivity in 5 of 17 cases of MZL and MFIs 50% higher than in CLL.

Because fluorescence intensity measures are important determinants in the
analysis of leukemias and lymphomas [21], reliable methods for measuring MFI are
important for the correct data interpretation, and, consequently, correct classification of
hematological malignancies. For this reason, terms as “weak” and “strong” are useful,
but, as Henderson et al. suggested, perhaps quantitative terms could be used in order to

further explore the information provided. [22]
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However, there are numerous variables involved in the quantitative
determination of fluorescence intensity, some related to the specificity in the chosen
antibody, sample type, anticoagulant employed, auto fluorescence, type of fixation,
cytometer compensation and unit of measure used to report the data, among others.
And even when all these variables are well controlled, some caution in interpreting the
data should be taken, but given the increasing universal standardization in the field of
immunophenotyping, this type of analysis may gain ground, allowing for comparative

figures with greater safety over time.

Until then, each center can develop the use of data in MFI according to their case
series, in addition to using the data available in the literature from other laboratories
comparatively, as long as critically and understanding the limitations to this type of

analysis.

We conclude that our results allow us to verify the usefulness of already known
markers in mature lymphoproliferation disorders such as CD200 in the differential
diagnosis of CLL and MCL, and CD123 in HCL versus HCLv, and suggest the usefulness of
more complex analyzes by quantifying MFI, in the differential diagnosis of BCLPDs for
some lymphoproliferative disorders as in CD52 expression in MZL versus LPL, and CD43
expression in MZL and LPL compared to MCL and CLL. Nevertheless, these results

should be further explored in analyses using a larger sample of these neoplasms.
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Table 1. Median MFI values per disease category.

57

B cell neoplasm

MZL  CLL BL DLBCL FL HCL HCLv LPL MCL
Marker
CD123 123 7,9 5.8 6,1 6,3 83,1 21,9 9,0 13,8
CD52 12976 7775 142,9  549,5 686,0 9564 9903 697,0 704,5
CD200 7,6 61,2 4,5 3.8 2,6 220,3 36,1 14,0 3,5
CD43 7,1 176,9 56,9 160,9 6,7 79,0 14,5 20,7 90,0

Table 2. Percent distribution of B-cell lymphoproliferative disorders.

Diagnosis Number of cases (%)
aCLL 3 2,4
CLL 79 63,2
BL 1 0,8
DLBCL 1 0,8
FL 4 3,2
HCL 2 1,6
HCLv 2 1,6
LPL 9 7,2
MCL 6 4,8
MZL 17 13,6

Abbreviations: BL: Burkitt lymphoma, aCLL: atypical chronic lymphocytic leukemia, CLL: chronic
lymphocytic leukemia, DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma, FL: follicular lymphoma, HCL: hairy cell
leukemia, HCLv: hairy cell leukemia variant, LPL: lymphoplasmacytic lymphoma, MCL: mantle cell
lymphoma, MZL: marginal zone lymphoma, SMZL splenic marginal zone lymphoma.
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Graph 1. A boxplot illustrates the MFI of CD200 on 124 cases of B-cell lymphomas. Abbreviations: BL:
Burkitt lymphoma, aCLL: atypical chronic lymphocytic leukemia, CLL: chronic lymphocytic leukemia,
DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma, FL: follicular lymphoma, HCL: hairy cell leukemia, HCLv: hairy cell
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Graph 3. A boxplot illustrates the MFI of CD43 on 124 cases of B-cell lymphomas. Abbreviations: BL:
Burkitt lymphoma, aCLL: atypical chronic lymphocytic leukemia, CLL: chronic lymphocytic leukemia,
DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma, FL: follicular lymphoma, HCL: hairy cell leukemia, HCLv: hairy cell
leukemia variant, LPL: lymphoplasmacytic lymphoma, MCL: mantle cell lymphoma, MZL: marginal zone
lymphoma, SMZL splenic marginal zone lymphoma.
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Figure 2. CD43 expression on follicular lymphoma (green population).
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Graph 4. A boxplot illustrates the MFI of CD52 on 124 cases of B-cell lymphomas. Abbreviations: BL:
Burkitt lymphoma, aCLL: atypical chronic lymphocytic leukemia, CLL: chronic lymphocytic leukemia,
DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma, FL: follicular lymphoma, HCL: hairy cell leukemia, HCLv: hairy cell
leukemia variant, LPL: lymphoplasmacytic lymphoma, MCL: mantle cell lymphoma, MZL: marginal zone
lymphoma, SMZL splenic marginal zone lymphoma.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu formular as seguintes conclusdes:

1. CD200 ¢ 1util no diagnostico diferencial entre duas linfoproliferacdes com
imunofenodtipo semelhantes, o linfoma do manto e a leucemia linfocitica cronica, esse

marcador ¢ expresso em intensidades maiores na primeira com relagdo a segunda doencga.

2. CD200 parece ser diferentemente expresso da tricoleucemia e na tricoleucemia
variante, podendo ser utilizado em conjunto com achados dos marcadores CD103, CD11c e

CD25.

3. O marcador CD52 quando analisado de forma quantitativa, permitiu verificar
diferenca na expressdo entre leucemia linfocitica cronica e linfoma de zona marginal. Esse
marcador pouco ¢ utilizado em painéis de linfoproliferagdes B, e pode ser util no diferencial
entre leucemia linfocitica cronica atipica e linfoma de zona marginal, neoplasiass com

imunofendtipos semelhantes e de dificil classificagao.

4. CDI123 mostrou-se um marcador tutil no diagnoéstico diferencial da tricoleucemia

com relagdo as demais doencas linfoproliferativas B cronicas.

5. CD43 apresenta intensidades de fluorescéncia menores nos linfomas
linfoplasmocitico € no linfoma de zona marginal com relagdo ao linfoma do manto e a
leucemia linfocitica cronica, e pode ser utilizado como ferramenta adicional no diagndstico
diferencial dessas doengas em sua apresentacdo atipica, por exemplo, leucemia linfocitica
cronica atipica versus linfoma de zona marginal, ou linfoma linfoplasmocitico versus

leucemia linfocitica cronica.



8 ANEXOS

Anexo A

Instrumento de coleta de dados

Nome:

Numero:

Prontuario: Data de Nascimento:

Sexo:

Procedéncia:

Idade:

Diagnéstico:

Marcadores:

Populacéo clonal %
CD43

CD52

CD200

CDI123

Informacoes clinicas:
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