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Resumo

Palavras-chave

A Leucemia Linfocitica Cronica (LLC-B) é caracterizada pela acumulacdo
monoclonal de linfocitos B CD5* no sangue periférico, medula 6ssea e nos
orgéos linfoides secundarios. A imunofenotipagem é essencial para confirmar o
diagnéstico. O conhecimento relativo das células B normais residuais da medula
0ssea destes doentes € no entanto escasso.

O objetivo deste trabalho foi quantificar a frequéncia das células B normais na
medula 6ssea nos seus diferentes compartimentos maturativos, células imaturas,
hematogénias, células maduras e células plasmaticas. Bem como, caracterizar
fenotipicamente as referidas subpopulagbes, em doentes com LLC-B e em casos
normais. E comparar estes dados com as alteracdes genéticas mais frequentes
nesta entidade.

Foram estudadas 43 amostras de aspirados medulares de doentes com LLC-B e
0 grupo controlo foi constituido por 10 amostras de aspirados medulares normais/
reativos.

Verificou-se uma diminuigdo da percentagem das células plasmaticas e células B
maduras normais nos individuos com LLC-B quando comparado com o grupo
controlo, apés exclusdo das células B da LLC-B no primeiro grupo. Na avaliagdo
de cada compartimento maturativo também se observaram diferengas na
expressdo das moléculas estudadas, bem como, o mesmo ocorrendo dentro de
subgrupos de LLC-B de acordo com as altera¢des genéticas presentes.

ApOs a realizacao deste trabalho verificou-se alteragBes numéricas e fenotipicas

importantes nas células B normais residuais em doentes com LLC-B.

Células B normais, Leucemia Linfocitica Cronica-B, Imunofendtipo.



Abstract

Keywords

The chronic lymphocytic leukemia (CLL-B) is characterized by the accumulation of
monoclonal CD5+ B lymphocytes in the blood, bone marrow and lymphoid
tissues. Immunophenotyping is essential to confirm the diagnosis. The knowledge
concerning the residual bone marrow normal B cells from these patients is still
scarce.

The aim of this study was to quantify the frequency of normal B cells in the bone
marrow in its different maturational compartments, immature cells, hematogones,
mature cells and plasma cells. Characterize phenotypically these subpopulations
in CLL-B patients and in normal cases, and compare the obtained results among
different CLL-B subgroups according to most common genetic abnormalities in
this entity.

In this study were evaluated 43 marrow aspirates from CLL-B patients and 10
normal bone marrow aspirates.

There was a decrease in the percentage of plasma cells and mature B cells in
CLL-B group when compared with the control group. We also found differences in
the expression of several molecules on B cells from CLL-B group, some of them
with a clear relation with the presence of a specific genetic abnormality.

In this work it was verified numerical and phenotypic changes in residual normal

bone marrow B cells from patients with CLL-B.

B normal cells, Chronic Lymphocytic Leukemia-B, Immunophenotype.
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Alteracdes fenotipicas nas células B normais em Leucemia Linfocitica Cronica

l. Introducao

O sistema imune é constituido por uma variedade de células, fatores sollveis e
estruturas organizadas (6rgaos linfoides), que asseguram o equilibrio homeostatico do

organismo e a sua protecao contra invasores externos ou células alteradas do préprio.

Os linfécitos sdo células fundamentais nas respostas imunologicas devido a
capacidade de reconhecerem especificamente um vasto leque de substancias
antigénicas (Virella et al., 2001, Acosta-Rodriguez, 2007). Destes fazem parte as células
B que se caracterizam por apresentarem na sua superficie imunoglobulinas que
funcionam como recetores de antigénios. Apds uma estimulagdo adequada estas células
diferenciam-se em células plasmaticas capazes de produzir anticorpos especificos contra
substancias estranhas que invadam o organismo. Também desempenham a funcdo de
células apresentadoras de antigénios, que normalmente é efetuada pelos macréfagos e

células dendriticas (Virella et al, 2001).

Numa fase embrionaria as células B tém origem no saco vitelino e na fase fetal no
figado e medula, estando limitado posteriormente numa fase adulta a medula éssea.
ApO6s a sua maturagdo na medula 0ssea migram para as areas foliculares dos tecidos
linféides, representando entre 5% a 25% de todos os linfécitos do sangue periférico. Na
medula éssea sdo as células B, dentro da populacdo de linfocitos, as mais
representadas, o mesmo se passando nos ganglios linfaticos. As células B maduras
circulam entre os ganglios linfaticos e o baco onde podem encontrar um determinado
antigénio e serem ativas pelas células T e pelas células dendriticas nos locais extra
foliculares. Como consequéncia, entram nos foliculos e proliferam formando os centros
germinativos e diferenciam-se em células plasmaticas e células de memdria (Cruse,
2010, Carsetti, 2000. Desta forma, as células B adquirem a capacidade de produzir
imunoglobulinas especificas contra uma elevada variedade de antigénios que possam
encontrar ao longo da vida. Porém, o organismo ndo armazena todas as células B
necessarias para uma resposta 6tima contra um nuamero infinito de antigénios; em vez
disso, apresenta um reportorio menos complexo de células B, desenvolve os seus clones

individuais de acordo com as necessidades e circunstancias (Goldsby, 2006).
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1.1. Maturacédo das Células B

A maturacao das células B ocorre em duas etapas que se localizam em diferentes
tecidos: i) a diferenciacdo dos precursores de células B a partir de uma célula estaminal
hematopoiética (CEH) até uma célula B naive madura, na medula éssea (MO); e (ii) a
maturacdo em células B de memdria/efetoras, nos tecidos linfoides secundarios —
nddulos linfaticos (NL) e tecidos linféides associados a mucosas (MALT) — na MO e bago
(Perez-Andres et al., 2010).

O principal propésito do processo de maturacdo das células B consiste em
estabelecer uma populacdo diversa de células B periféricas auto tolerante e reativa a
antigénios estranhos. Para assegurar estas duas caracteristicas, o processo maturativo
da célula B é determinado pelas caracteristicas estruturais e capacidade de sinalizacdo

do receptor da célula B e pode ser dividido em quatro fases (Figura 1).

FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4

Diferenciagdo em

5 & Eliminacéo de células B Ativagdo das células B . .
Formago de células B =) | auto re;;tivas na Medula | == | nos égr 4os linfoides = plasmécitos e células de
na Medula éssea A g, ) mem©ria nos 6rgaos
ossea secundarios

linfoides secundarios

Figura 1: Representacdo esquemética do desenvolvimento das células B.

1.1.1 Maturagdo e diferenciagdo da célula B na medula 6ssea: Independente da

presenca de antigénio

As células estromais da medula éssea sdo elementos chaves na maturagcdo das
células B providenciando contactos célula-célula especificos e diversas citocinas
soltveis. Estas células juntamente com os osteoblastos e osteoclastos, células T e outros
leucécitos (p.e., células dendriticas), formam nichos especificos que oferecem as

condi¢Bes microambientais necessarias para a maturacao de cada subtipo de célula B.

A diferenciacéo linféide B tem inicio no figado fetal e na medula 6ssea fetal e
adulta, onde os genes das Ig passam por um processo de recombinagdo somética V(D)J

gue assegura a expressao membranar de uma molécula Ig funcional e Unica nas células
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B imaturas. Assim, com base no status dos genes das cadeias das Ig e na expressédo de
uma variedade de proteinas da superficie membranar (Sm) e intracelulares (Cy), cinco
estadios principais de maturacao da célula B podem ser identificados nos precursores de
célula B medulares: pro-B, pré-B-1, pré-B-Il, imaturas, e naive (Nagasawa, 2006) (Figura
2).

Durante as primeiras etapas do processo de diferenciacdo da célula B, os
precursores medulares comprometem-se a linhagem de célula B através de interaccbes
VLA-4/VCAM-1 e c-kit/SCF com células estromais (Carsetti, 2000, Goldsby, 2006). Estas
células pro-B expressam CD22 e CD45 de forma débil juntamente com marcadores de
imaturidade, como o CD34 e niveis elevados de CD38; enquanto o CD19 permanece
ausente neste estadio (Ciudad, 1998, Perez-Andres et al., 2010). Estas células pro-B
expressam na sua membrana a molécula CXCR4 (a qual permite a sua interaccdo com
células que expressam CXCL2) e ndo se encontram ainda totalmente comprometidas a
linhagem de precursores B.

Tal s6 ocorrera ap0s a sua migracao para diferentes nichos onde estao presentes
células produtoras de IL-7 (Carsetti, 2000, Goldsby, 2006). A interac¢do da IL-7 com o
seu recetor (CD127) expresso em progenitores de célula B promove a producéo de varios
fatores de transcricdo (e.g., Pax-5, PU.1, EBF-1, E2A), os quais induzem a sintese de
transferase (TdT) e recombinases (recombinase activating gene, ragl e rag2), que sdo
necessarias para iniciar a recombinacdo somatica entre os segmentos de genes D e J do
locus da IGH (Medvedovic, 2011, Tokoyoda, 2004). As proteinas recombinases
(incluindo, ragl e rag2) seleccionam e justapdem ao acaso um segmento de cada uma
destas duas regides de genes e eliminam o DNA intercalar. Enquanto isso, TDT adiciona
ao acaso nuclebtidos aos exdes que se justapbem, aumentando desta forma a
variabilidade do BCR. Apdés a expressdo de pax-5, as células pro-B tornam-se
comprometidas a linhagem de células B, designando-se de células pré B-I, e expressam
pela primeira vez CD19 na sua membrana juntamente com o fendétipo
CD10**CD38""CD34*CD79a* e a expressao nuclear (n) de TdT. Durante esta etapa o
reordenamento do locus das IGH é completado com a jungédo de um segmento V ao D-J
pré formado. Apos a formacdo de um exdo VDJ funcional, este serd por sua vez
justaposto com exdes Igu constantes, gerando uma cadeia pesada Igu. Estas células
com Igy intracelular (Cy-Igu) sdo denominadas de células pré B-ll e apresentam uma
expressao membranar heterogénea de CD20, acompanhada da expressao de CD45 na
auséncia de CD34 e nTdT (Medvedovic, 2011, Tokoyoda, 2004).
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Esta Igu sera expressa a baixos niveis na superficie das células pré-B juntamente
com proteinas invariaveis substitutas das cadeias leves (IgL), VpreB e k5. Estas ultimas
serdo substituidas pelas IgL cujo locus permanece por rearranjar durante estes primeiros
estadios de maturacdo da célula B. As proteinas sinalizadoras Iga e IgB (CD79a e
CD79b) sdo também expressas para formar juntamente com Igu, VpreB e k5 o pré-
recetor das células B (pré-BCR). Se o pré-BCR for capaz de interagir com o
microambiente da MO, os dominios ITAM (immunoreceptor tyrosine activate motifs) das
lga e Igp sao fosforilados e os seus sinais salvam estas células da apoptose (Goldsby,
2006). Esta selecgéo positiva assegura que a Igu formada é funcional, eliminando todas
aquelas células com reordenamentos ndo produtivos dos genes IgH (aproximadamente
metade de todas as células pré-B geradas). Além do mais, a sinalizacéo através do pré-
BCR induz a proliferacdo destes precursores de células B e o reordenamento dos genes
IGL.

Assim, apds a expressao e activacao do pré-BCR, as células pré-B-Il comecam a
proliferar, designando-se de células precursoras de grande tamanho pré-B-Il pré-BCR* e
as enzimas RAG e TdT sdo reguladas negativamente de forma a prevenir novos
reordenamentos génicos IgH no segundo alelo que potenciem a formacgdo de mais um
alelo funcional, enquanto asseguram a seleccdo de clones de células com
reordenamentos produtivos VDJ — processo de excluséo alélica. Esta fase de expanséao
clonal é seguida da paragem no ciclo celular em G1, durante o qual a expresséo das IgL
de superficie é regulada negativamente e as células perdem a expressdo do pré-BCR
(células de pequeno tamanho pré-B-1l pré-BCR’). Os genes RAG sao entdo novamente
expressos e as proteinas rag, estaveis durante a fase G1 vao permitir novas
recombinacg@es V(D)J. A recombinacdo dos genes das cadeias leves das Ig (IgK e Ig\) é
iniciada na transicdo entre estes dois estadios. Assim, ap0s o reordenamento completo
VDJ, os segmentos de genes VH, mas ndo os JH, tornam-se menos acessiveis em
paralelo com um aumento da acessibilidade do locus IgK. A activacdo da recombinacao
do locus IgK ocorre inicialmente via desmetilagdo de um alelo que desempenha um
importante papel na exclusdo isotipica, sendo o locus IgA ativado num estaddio mais
tardio.

A expressdo de uma molécula IgM completa na superficie da célula depois dos
dois loci IGH e IGL terem sido rearranjados, € primeiramente descrito no compartimento

de células B imaturas (LeBien et al., 2008, Perez-Andres et al., 2010).
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Estas células imaturas j& compartilham a maioria das caracteristicas fenotipicas
das células B naive maduras, incluindo a expressao elevada de CD20 e CD45, mas
contrariamente, elas ainda retém a expressdo débil de CD10 e forte positividade para
CD38 (Ciudad, 1998, Perez-Andres et al., 2010). Entéo, estas células passam por um
processo de seleccdo negativa antes de completarem a sua maturacdo para eliminar
aguelas células que apresentem um BCR auto reativo. As células imaturas que
reconhecam Ag do préprio na MO tém a oportunidade de rearranjar outra vez os locis das
Ig por edicdo do seu BCR (processo denominado de receptor editing) (Arosa, 2007). Se
produzirem um BCR auto reativo as células serdo eliminadas ou tornar-se-ao anérgicas
dependendo da afinidade para os Ag do préprio. As células imaturas que passem com
sucesso este processo de seleccdo irdo tornar-se células B naive maduras, nas quais
comeca a ser expressa a cadeia pesada ©. Ao contrario de outros isétipos, IgD é
expressa como resultado do splicing do RNA e ndo do DNA. Tal processo preserva o
locus Y e permite a co expressao de IgM e IgD nas células maduras. Nestas € induzida a
expressao de CD22 e é perdida a expressdo de CD10 e CD38 (Perez-Andres et al.,
2010). Esta parte do processo de diferenciacao da célula B tem entéo lugar na auséncia
de antigénios estranhos e uma vez finalizada as células B naive IgM*IgD* maduras
imunocompetentes (capazes de formar uma resposta imune) e ndo auto reativas podem
abandonar a medula éssea e circular pela periferia onde podera ocorre a estimulacao por
antigénios estranhos (Goldsby, 2006).
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1.1.2. Diferenciacéo da célula B nos tecidos linféides secundérios: Dependente da
presenca de antigénio

As células B naive CD27-CD20*CD19*CD38" que se encontram numa fase GO do
ciclo celular deixam a medula déssea, circulam pelo sangue periférico e entram nos
nddulos linfaticos pela zona de células T através das vénulas de epitélio alto (HEV), onde
tem lugar a ultima etapa do processo de diferenciacdo da célula B. Caso ndo encontrem
um antigénio, elas deixam os nédulos linfaticos através dos vasos linfaticos, circulam
novamente entre o sangue periférico e os tecidos linféides, e morrerdo dentro de alguns
dias (Tangye e Tarlinton, 2009).

No entanto, as células B naive que reconhecem o seu antigénio apresentado por
células dendriticas foliculares, contactam com células T activadas por esse antigénio
especifico, sdo activadas e migram para o centro germinativo.

As células T ativadas providenciam um segundo sinal de activagédo as células B
via CD40L que interage com CD40 expresso pelas células B, assim como via
CD80/CD86-CD28. No centro germinativo, as células B encontram-se continuamente em
migragdo entre a zona escura (centroblastos) e clara (centrocitos) (Allen, Okada, &
Cyster, 2007). Na zona escura, as células proliferam rapidamente e sofrem hipermutagéo
somatica (SHM) dos exdes V(D)J das suas IgH e IgL de forma a optimizar a ligagédo ao
antigénio pela introducdo de mutacdes pontuais, e podem modificar as suas funcbes
efetoras pela troca de isotipo da regido constante IGH de p para a, 9, €, ou y (class switch
recombination, CSR). Esta mudancga da classe IgM para as outras classes 1gG, IgE ou
IgA € regulada por sinais transmitidos pelos linfécitos Th, nomeadamente pela interacdo
CD40/CD40L e por citoquinas segregadas por estas células. Este Ultimo processo ocorre
pela recombinacgéo de 2 regides de switch com a consequente substituicdo da regidao Cu
por outra regido constante, sem alteracdo do exdo VDJ precedente, ou seja, da sua
especificidade. Ambos os mecanismos moleculares de CSR e SHM sdo dependentes da
participacdo de duas enzimas, activation-induced cytidine (AID) e uracil-DNA glycosylase
(UNG). A primeira converte nucleotideos de citidina em uracilo e a segunda remove o
uracilo, permitindo a sua substituicao por qualquer um dos quatro nucleétidos facilitando
a ocorréncia de SHM. Desta forma, tanto as SHM como CSR, tém de ser rigorosamente
controlados, uma vez que a introducdo de mutacfes e rupturas da cadeia dupla do DNA
podem nao sO representar um risco para a longevidade da célula B, mas também resultar

na ocorréncia de transloca¢fes e mutacbes de oncogenes.
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Na zona clara, os centrdcitos reencontram o antigénio e € testado se 0s eventos
anteriores resultaram num aumento da afinidade do BCR pelo antigénio (Maturacdo por
afinidade). Esta ultima etapa resulta na sobrevivéncia e proliferacdo de clones de células
B com alta afinidade do BCR para o antigénio. A inducao da expressédo de CD10, CD38,
CD95, e HLA-DR e diminuicdo da expressdo de CD44 e bcl2 permite discriminar as
células B do CG dos outros subtipos de células B nos NL (p.e., células naive, memdria e
plasmoblastos), juntamente com uma positividade heterogénea para outros marcadores
relacionados com a diferenciacdo para o compartimento meméria, como o CD27. Apesar
da expresséo elevada de CXCR4 e CD77 nos centroblastos, comparativamente com a
observada em centrdcitos, ndo existe um consenso acerca das diferencas fenotipicas
entre estes dois subtipos celulares. Por fim, nas células B comprometidas a células
plasmaticas é induzida a expressao de factores de transcricdo, como o blimp, xbp-1 e irf-
4, que por sua vez suprimem os factores de transcricdo pax-5, bcl-6 e mitf que controlam
0 programa de expressao genética que define as células B naive e do centro germinal.
Tal inibe futuras SHM e CSR, induz a secrecdo de Ac, alteragbes nas proteinas de
membrana e propriedade de homing das células (Allen et al., 2007, Tangye e Tarlinton.,
2009).

Importa ainda referir que estes linfocitos B ativados podem adotar dois destinos
distintos: parte segue para as areas extra foliculares onde prolifera e diferencia-se em
células plasmaticas com um tempo de vida curto, produzindo anticorpos que participam
numa primeira linha de defesa, enquanto outros migram para os foliculos dos 6rgéos
linfoides secundarios, onde proliferam rapidamente e formam os centros germinativos

descritos anteriormente (Tangye e Tarlinton, 2009).
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1.1.3 Populacdes de Células B periféricas

Ap6és varios ciclos de proliferacdo e dos processos de maturacao de afinidade nos
centros germinativos, as células B diferenciam-se em células plasmaticas ou células de
memoria (Figura 2). Estas dltimas voltam novamente no sangue periférico, enquanto as
células plasméaticas migram para a medula 6ssea ou MALT para completarem o seu

processo de diferenciacdo e produzirem anticorpos de elevada afinidade para o antigénio.

As células B de memodria (aproximadamente 20 — 30% de toda as células B do
sangue periférico em adultos) passaram por SHM apresentando as suas regides IGVH
mutadas, e cerca de metade também ja passou por CSR das Igs, o que se reflecte na
expressdo variavel de SmigH (23%+10% e 21%+9% das células B de memodria do
sangue periférico no adulto expressam SmIgG e SmlgA, respetivamente) (Perez-Andres
et al., 2010). Estas células sdo desde ha muito identificadas com base na expressao de
CD27 e podem ainda expressar IgD* IgM*, IgD IgM*, IgD*/ IgA*, representando
respetivamente 15%, 10% e 15% dos linfécitos B que circulam no sangue periférico
(Fecteau e Néron, 2003).

O CD27 é um marcador que aparece na superficie das células B de memoria apés
a estimulacdo antigénica. E essencial para a diferenciacdo dos linfocitos B de meméria
em plasmacitos, através da sua interagdo com os linfécitos T helper, contribuindo para o
inicio da resposta imune secundaria (Wang et al., 2012). Esta resposta é caracterizada
pela expanséo acelerada de linfocitos B de memadria e a sua rapida diferenciacdo em
plasmécitos produtores de anticorpos com elevada afinidade para o antigénio, mas com

um tempo de vida curto (Tangye e Tarlinton, 2009).

Células com caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas e funcionais de células
plasméaticas sdo também detectadas, em reduzido nimero, no sangue periférico de um
adulto em estado basal. A maioria destas células pensa-se corresponderem a
plasmoblastos recém-formados que migram dos tecidos linféides secundarios para nichos
na medula éssea, MALT, ou tecidos inflamados. Em conjunto com estas células, as
células plasmaticas que deixam a medula 6ssea e as mucosas podem ser detectadas no
sangue periférico em condicdes de ativacdo imune. Este compartimento representa cerca
de 1% — 3% (1 — 5 cells/pL) de todas as células B no sangue periférico de um adulto
saudavel em condi¢cdes basais, no entanto sob condi¢cdes especificas pode alcancar
frequéncias mais altas que todas as restantes células B circulantes (p.e. em infeccdes

agudas).
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Em contraste com as células B de memdria, a IgA representa a imunoglobulina mais
frequentemente expressa nos plasmoblasto/células plasmaticas (49%+12% de todos os
plasmoblastos/células plasmaticas do sangue periférico), com cerca de 18%+12% de
células SmigM* e 13%+11% SmligG*. Em adultos saudaveis, cerca de 14%+12% dos
plasmoblasto/células plasmaticas circulantes ndo expressam nenhuma slg e menos de
5% destas células sdo SmigD*SmIgM:, as quais tém sido associadas com respostas
imunes do tracto respiratorio superior. Inclusive, a distribuicdo das cadeias leves das
imunoglobulinas também é heterogénea dentro dos diferentes compartimentos de células
B circulantes. Os plasmoblastos/células plasmaticas apresentam ratios k/A mais baixos
comparativamente com as restantes células B. Em particular, aqueles que expressam
apenas SmigD (SmIgM’) expressam maioritariamente Smigk mas sdo oligoclonais por

sequenciacao de DNA.

Tendo em conta os diferentes tempos médios de vida dos anticorpos (variando de
poucos dias para a IgA e IgM, a varias semanas para a IlgG a memoéria humoral é
assegurada pela secrecdo continua de anticorpos pelas células plasmaticas de longa
vida estabelecidas em nichos onde se encontram o0s fatores necessarios para a sua
sobrevivéncia e diferenciagdo. A competicdo entre plasmoblastos recém-formados e
células plasméticas de longa vida residentes nestes nichos resulta na morte da maioria
dos plasmoblastos circulantes e na recirculacdo das células plasméticas substituidas em

busca de novos nichos noutros locais.

Além de todas as populagbes linféides B anteriormente referidas, no sangue
periférico de adultos saudaveis também se detecta de forma sisteméatica, embora em
reduzida frequéncia (de 2%-4% do total de células B em adultos, cerca de 1-5
células/uL), células B imaturas ou transicionais (Figura 2). Estas células foram
inicialmente equiparadas, em termos fenotipicos, as células B “transicionais” identificadas
em ratinho, mas sabe-se actualmente que correspondem a células B imaturas que
abandonam a medula éssea durante o processo de selec¢do negativa. Assim, estas
células apresentam caracteristicas fenotipicas de um linfocito B imaturo (CD19*, CD10*,
CD24*, CD38"), co expressam SmilgM e SmigD, carecem de mutacBes dos genes IGH e
apresentam uma capacidade in vitro para proliferar e se diferenciarem a célula secretora
de anticorpos claramente inferior aquela apresentada pelas células B naive maduras
(cerca de 60 — 70% das células B em circulacdo). Desta forma representam um

compartimento celular heterogéneo, constituido por células aparentemente em diferentes
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fases de maturacao, entre os estadios de célula B imatura e de linfocito B naive maduro.
No sangue periférico 0 seu ndmero surge aumentado em criancas e doentes com
patologias autoimunes e outras patologias com base imunolégica (p.e. llpus eritematoso
sistémico, imunodeficiéncia comum variavel e doencas linfoproliferativas ligadas ao
cromossoma X) e durante o processo de regeneracao da medula 6ssea apoés transplante
hematopoiético, geralmente associado a uma diminuicdo do numero de células B de
memoria. Existe a possibilidade (embora ndo demonstrada) de que em humanos algumas
destas células possam concluir a sua maturacéo na periferia, actuando como células B
reguladoras humanas, ou que possam passar por um processo de transformacao
neoplasica. Finalmente ha ainda a salientar um maior ratio x/A neste compartimento
celular comparativamente ao das restantes subpopulacdes de células B circulantes

(cerca de 2,0 vs 1,5, respetivamente).
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Figura 2: Classificacdo das células B de acordo com as suas caracteristicas fenotipicas,
durante a maturacdo na medula 6ssea e nos 6rgaos linfoides secundarios (Perez-Andres
et al., 2010).
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2. Doencas linfoproliferativas cronicas de Célula B

As doencas linfoproliferativas cronicas de Célula B (DLPC-B) constituem um grupo

de neoplasias hematoldgicas clinicamente heterogéneas e relativamente frequentes, que

resultam de uma expansdo monoclonal na qual uma Unica célula B transformada de

aparéncia madura bloqueada em um estadio particular de diferenciacéo (desde a célula B

naive até a célula B diferenciada) adquire a capacidade de originar uma populagéo de

células com uma mutacao original, reordenamentos comuns das regiées génicas VDJ

das IgH, e expresséo restrita das IgL. Esta proliferacéo celular pode ter diferentes origens

e ocorrer com expressado predominante em medula 6ssea e/ou em sangue periférico, ou

pode ter lugar preferencialmente nos o6rgdos linféides secundarios sem infiltrar a

circulacao periférica (Figura 3) (Van Lochem et al., 2004, Dronca et al., 2011).
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Figura 3: Origem das DLPC-B de acordo com as similaridades fenotipicas com a sua

contrapartida normal. (Jafle,2008).
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A relativa facilidade em aceder a célula tumoral a partir de uma puncéo venosa de
medula éssea, sangue periférico, ou tecido linféide, juntamente com o desenvolvimento
de uma grande variedade de técnicas para a analise das suas caracteristicas biologicas,
impulsionaram de forma notdvel os avancos no diagnéstico e avaliacao prognostica das
DLPC-B. Apesar das diferentes estratégias metodoldgicas disponiveis, é importante
referir que estas habitualmente proporcionam uma informacéo distinta e complementar.
De entre elas a analise multiparamétrica por citometria de fluxo surge como o método de
eleicho para o estudo individual das caracteristicas fenotipicas das células,
inclusivamente naquelas DLPC-B com infiltragdo restrita dos 6érgédos linfoides
secundarios, como os ganglios, baco ou a pele, entre outros.

Assim, a classificagdo diagndstica actual das SLPC-B inclui, além dos critérios
clinico-biolégicos, citomorfolégicos e histolégicos convencionais, a informagdo derivada
dos estudos imunofenotipicos e da andlise genético/molecular, para a definicdo de
entidades diagndsticas concretas (Tabela 1).
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Tabela |. Classificagdo das neoplasias linféides de células B maduras proposta pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Adaptado de Harris, et al.)

Leucemias crénicas de célula B maduras / periféricas

Leucemia linfatica crénica de célula B/ linfoma linfocitico de célula B pequena
Leucemia prolinfocitica de célula B

Tricoleucemia

Linfomas de célula B maduras / periféricos

Linfoma da zona marginal esplénica
Linfoma da zona marginal extranodal tipo MALT?
Linfoma da zona marginal nodal
Linfoma folicular
Linfoma de células do manto
Linfoma B difuso de célula grande
Linfoma plasmoblastico
Linfoma de Burkitt
Linfoma de célula B inclassificavel

Linfoma linfoplasmocitico/macroglobulinemia de Waldestrém

Neoplasias de células plasmaticas

Mieloma multiplo / plasmocitoma

aTecido linfoide associado a mucosas.

De acordo com a classificagdo da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), dentro
das DLPC-B primariamente leucémicas incluem-se a leucemia linfatica crénica B (LLC-B),
a leucemia prolinfocitica B (LPL-B), e a tricoleucemia (TL), tanto nas suas formas

classicas como atipicas e variantes.

Nestas trés entidades habitualmente ocorre a infiltragdo inicial do sangue
periférico e/ou da medula éssea, embora com frequéncia se observe também
envolvimento do baco e/ou dos ganglios linfaticos (Dronca et al., 2010). De entre os
linfomas primarios que mais frequentemente progridem com leucemizacéo, destaca-se o

linfoma folicular (LF), o linfoma de células do manto (LCM), o linfoma da zona marginal
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esplénica (LZME), o linfoma B difuso de célula grande (LBDCG) e o linfoma
linfoplasmocitico (LLP)/macroglobulinemia de Waldestrom (MW); nestas entidades séo
normalmente os ganglios linfaticos e/ou o bago, os 6rgdos inicialmente afectados. O
linfoma linfocitico de célula B pequena (LLCBP), embora se defina como um linfoma
ganglionar, apresenta caracteristicas sobreponiveis a LLC-B, razdo pela qual também é
incluido na classificacao da OMS junto com esta entidade (Tabela 1).

Partindo do conceito que do ponto de vista fenotipico, as células neoplasicas de
doentes com DLPC-B, reflectem as caracteristicas das células normais da linha linféide
B, bloqueadas em estadios maturativos concretos, constatou-se que apesar das
similaridades fenotipicas existentes com os linfocitos B normais, as células neoplasicas
com frequéncia apresentam alteracbes nos seus padrbes de expressao de proteinas
normais - fendtipos aberrantes. Nas DLPC-B estas alteracGes fenotipicas consistem
habitualmente em: 1) expressao assincronica de proteinas associadas a maturacdo
celular (assincronismos maturativos), 2) reatividade anormalmente elevada (sobre
expressao antigénica) ou diminuida de um antigénio (sub-expressao antigénica), 3)
feno6tipos associados a caracteristicas alteradas de dispersdo de luz (FSC: dispersao
frontal de luz ou tamanho celular, e; SSC: dispersao lateral de luz ou complexidade
interna da célula) e/ou 4) fendtipos ectépicos. Em contraste com 0 que ocorre nas
leucemias agudas, nas DLPC-B a expressdo de antigénios associados a uma linha

celular distinta nas células neoplasicas constitui um achado pouco frequente.

Por tudo isto, atualmente a caracterizacdo imunofenotipica das DLPC-B visa a
identificacdo, ndo s6 das similaridades existentes entre a célula B neoplasica expandida e
a sua contrapartida normal para a identificacdo da linha celular e estadio maturativo da
mesma, como também das suas diferencas. Estudos recentes realizados em neoplasias
de precursores B e alguns subtipos de DLPC-B sugerem que a expressao alterada de
antigénios associados a distintos estadios maturativos nas células neoplasicas reflecte
alteracdes genéticas subjacentes ou anomalias na comunicagdo entre a célula expandida

e 0 seu microambiente (Orfao et al., 2008).

Do ponto de vista molecular, a maioria das neoplasias linféides tem origem num
processo de modificagdo do DNA gendmico pelo qual as células B passam durante a sua
diferenciagéo (p.e. pela ocorréncia de recombinacado V(D)J, muta¢cdes somaticas, e troca
de classe de imunoglobulina). Desta forma, a andlise dos genes das imunoglobulinas
tornou-se actualmente uma ferramenta fundamental para compreender a origem deste

tipo de neoplasias de célula B.
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2.1. Leucemia Linfocitica Créonica-B

A LLC-B é uma DLPC-B primariamente leucémica, caracterizado pela presenca
de uma linfocitose monoclonal absoluta e progressiva (> 5x10° células B/L). Nesta
entidade as células B tém aparéncia madura e aumento em nimero no sangue periférico,
medula 6ssea e/ou outros orgaos linféides. A LLC-B constitui a leucemia mais frequente
nos paises ocidentais, representando aproximadamente 30% de todas as leucemias e
10% de todas as neoplasias hematoldgicas, aumentando claramente esta incidéncia com

0 avancar da idade (Montserrat e Moreno, 2008).

Embora na actualidade as causas que originam a doenca sejam desconhecidas,
sabe-se que a existéncia de antecedentes familiares constitui um dos fatores de risco

mais evidentes que predispdem a padecer desta neoplasia (Montserrat e Moreno, 2008).

Caracteristicas Clinicas da LLC-B

Do ponto de vista clinico, a LLC-B € uma doenga heterogénea, na qual a maioria
dos doentes diagnosticados sdo assintomaticos, embora em determinadas circunstancias
a doenca manifesta-se clinicamente como um SLPC tipico e os doentes apresentam
sintomas constitucionais (p.e. astenia), esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatias e
infiltracdo extranodal, e muitas vezes a presenca de anemia hemolitica autoimune e
infecbes (Montserrat & Moreno, 2008). Aléem do mais, a heterogeneidade da doenca
reflecte sobretudo a grande variabilidade em termos de evolugéo e progndstico entre os
distintos doentes. Assim, aproximadamente metade dos casos apresenta um Ccurso
clinico relativamente indolente, enquanto a outra metade dos doentes progride de forma
mais rapida. Hoje sabe-se que os doentes com risco de progressao, diagnosticados
numa fase inicial da doenga, podem beneficiar de um tratamento precoce, antes que
ocorra a sua progressao. Por este motivo, torna-se fundamental identificar marcadores
prognosticos fiaveis, sobretudo nas fases iniciais da doenga, que permitam avaliar a
utilidade de novas opcdes de tratamento, como 0 uso combinado de quimioterapia e/ou

imunoterapia, ja nas fases iniciais da doenca (Montserrat & Moreno, 2008).

15



Alteracdes fenotipicas nas células B normais em Leucemia Linfocitica Cronica

Caracteristicas imunofenotipicas

As células neoplasicas de LLC-B apresentam um fendtipo caracteristico, embora

por vezes relativamente heterogéneo, associado a uma escassa actividade proliferativa.

Por morfologia a LLC-B pode ser subdividida em duas entidades: tipica (LLC-B,
monomorfica) e atipica (LLC-B, com uma mistura de tipos celulares), segundo a proposta
classificacdo FAB. Com base em varios trabalhos publicados, estas duas entidades,
embora relacionadas, parecem diferenciar-se em termos morfolégicos, imunofenotipicos,
citogenéticos, apresentacédo clinica, parametros prognosticos e sobrevivéncia. Assim, as
LLC-B atipicas frequentemente expressam fenétipos aberrantes e apresentam anomalias
cromossomicas, (particularmente a trissomia 12), progredindo mais rapidamente; e, regra
geral, apresentam estadios clinicos mais avancados, requerendo mais cedo de

tratamento e apresentando uma significativa menor sobrevivéncia.

Em termos fenotipicos, nas formas tipicas (LLC-B tipica), as células B neoplasicas
CD19* co expressam de forma constante CD5, CD23 e CD200, e apresentam uma
reactividade débil (comparativamente aos linfécitos B maduros do SP normal) para CD20,
CD22, CD79b, CD81 e Smlg, na auséncia de expressédo de FMC7; sao positivas para
CD21, CD24, CD25, CD27, CD39, CD40, CD45RA, CD62L, CXCR5 e SmigM, e
expressam de forma relativamente intensa Cybcl2. Nas formas atipicas da doenga (LLC-
B atipica), este padrdo fenotipico pode variar, adoptando distintos perfis (p.e. CD5’,
CD23,, FMC7*, Smig* ou CD79b").

Tanto na LLC-B tipica, como nas formas atipicas, o padrdo de expressao de
outros marcadores como CD11c, CD38, CD45R0, CD49d, CD80, CD95, CD124, CD126,

CD130 e ZAP-70 é heterogéneo e variavel de uns casos para outros.

E importante ainda destacar que a reactividade para alguns destes Ultimos
marcadores, como CD38 e Cyzap-70 (presente em quase metade dos casos), se
encontrar associada com o estado mutacional dos genes IGVH — auséncia de mutacfes
somaticas — e/ou um pior prognostico da doenca. No caso do CD49d, a sua expressao
nas células tumorais de LLC-B ndo mutadas tem sido associada também a um pior
prognostico. Estudos realizados até a data revelam que doentes com formas atipicas da
LLC-B apresentam uma maior probabilidade de progredir para estadios mais avancados

da doengca comparativamente com aqueles com LLC-B tipica.
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7

Importa referir que o CD5 é expresso em linfécitos T normais, mas a sua
expressao também é observada em varias patologias da célula B, como o linfoma do
manto e na LLC-B. O papel de CD5 ainda é desconhecido mas acredita-se que nos
linfocitos T esta molécula tem um papel importante na ativagéo celular e nos linfocitos B o
CD5 contribui para a sua sobrevivéncia e producdo da IL-10 induzindo um estado de
anergia nos linfécitos. Estudos anteriores tém associado a LLC-B CD5" com o
desenvolvimento de doencas autoimunes (Jevremovic et al., 2010, Cavalcanti Junior et
al., 2005).

Além do mais, vérias patologias da célula B apresentam uma fase leucémica e
caracteristicas que se sobrep6em a da LLC-B dificultando assim o seu diagndstico. Neste
sentido, surge uma necessidade de adotar novos marcadores para distinguir a LLC-B de
outras patologias da célula B. Estudos recentes tém demonstrado que LLC-B é
uniformemente positiva para o marcador CD200, ja o Linfoma da Célula do Manto ndo
expressa este antigénio (Palumbo et al., 2009). O marcador CD200 é uma glicoproteina
membranar da familia das imunoglobulinas do tipo |, esta presente em muitas células,
incluindo as células B, um tipo de células T, células dendriticas, células endoteliais e no
sistema nervoso periférico e central. A glicoproteina CD200 desempenha um papel
imunossupressor através das células T e regula a atividade das células mieloides em
diversos tecidos. Através do estudo imunofenotipico verificou-se que as células de LLC-B
expressam CD200 comparativamente com as células B normais. Nos casos de LLC-B a
expressdo de CD200 parece que diminui a resposta imune e estudos anteriores
realizados em animais verificou-se que a expressao de CD200 suprime a resposta imune
anti tumoral (Dorfman e Shahsafaei, 2010) (Palumbo et al., 2009).

17



Alteracdes fenotipicas nas células B normais em Leucemia Linfocitica Cronica

Caracteristicas genéticas

A semelhanca do que ocorre com as caracteristicas fenotipicas, geneticamente a
LLC-B é também uma doenca heterogénea, detectando-se alteracfes cromossémicas em
aproximadamente 50-80% dos doentes (Quijano et al., 2008). A alteracdo numeérica mais
frequente é a trissomia 12 (presente em 15-25% dos casos), que pode aparecer isolada
ou junto com outras anomalias. Esta pode ser a primeira alteracdo genética secundaria
que, junto com outras anomalias cromossémicas, provavelmente reflete uma evolucdo
clonal com progressao da doenca; além do mais, a presenca de trissomia 12 tem sido
associada com uma maior frequéncia a LLC-B com morfologia atipica e/ou um aumento
da expressdo de CD19, CD22, CD20, CD79b, CD24, CD27, CD38, Smlg e/ou
FMC7/CD20 e com fraca reatividade de CD43, quando comparado com casos de LLC
sem alteragbes citogenéticas. Por sua vez, a alteracdo estrutural detectada com maior
frequéncia nos doentes com LLC-B € a perda de material genético do cromossoma 13,
por delecdo na banda 13g14.3 presente em 35-60% dos casos, seguida de dele¢bes no
cromossoma 11 a nivel da banda 11922.3~q23.3 (5-20% dos casos) e no cromossoma
17p13 (5-16% dos casos). Nos casos com a delecdo 13ql4 verifica-se um aumento na
expressdo de CD20, CD22, FMC7, CD5, CD27 e Cybcl2, enquanto doentes com delll
apresentam maior expressao de CD38, FMC7, CD25 e slg (Quijano et al., 2008).

Importa referir que cada uma destas anomalias cromossOmicas em LLC-B
potencialmente resulta em alteracbes na funcdo reguladora de pequenos RNAs ndo
codificantes — micro-RNA (miRNA) — capazes de inibir a sintese proteica, quer
directamente por alteracdo da transcricdo de mRNA ou indiretamente por provocarem a
sua degradacdo. Uma vez que os genes-alvo destes miRNAs se encontram muitas vezes
envolvidos na regulacdo do ciclo celular, apoptose, ou angiogenese, estes podem
funcionar quer como genes supressores ou oncogenes, dependendo do seu nivel de
expressao ou capacidades funcionais. Em LLC-B dois miRNAs (miR15a e miR16-1) sao
frequentemente perdidos na dele¢cdo 13g e em doentes com LLC-B familiar parece
ocorrer uma mutacdo germinal que afecta este grupo de genes miR15/16. Assim, a
delecéo/inativacdo monoalélica ou bialélica de miR15/16 resulta num aumento da
expressao de bcl2 em LLC-B e num aumento do crescimento celular e progressdo no
ciclo celular. Outros exemplos incluem a perda de miR34b e miR34c com a delecéo de
11g e de miR34a com a delecdo de 17p. Deste modo, este grupo de miR-15a/16-1,

juntamente com outros como miR29a/29b e miR181a/181b, parecem funcionar como
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genes supressores tumorais e a sua inactivacdo podera promover a expressao de genes

envolvidos na ontogenia da doenca.

Menos frequentemente, alguns miRNAs (p.e. miR-21 e miR-181) podem também estar
sobre regulados em LLC-B podendo desempenhar mais um papel oncogénico que anti-

oncogénico.

No que se refere ao impacto prognéstico das alteracbes citogenéticas, merece
destacar que a LLC-B com del(13g) ou cariétipo normal parece apresentar um bom
prognéstico; pelo contrario, os doentes com del(11q), del(17p) ou cariétipo complexo,
apresentam uma pior evolucdo associada a uma sobrevivéncia significativamente mais
curta e, no caso de doentes com del(17p), a auséncia de resposta ao tratamento

convencional. As LLC-B com trissomia 12 apresentam um prognéstico intermédio.

Embora inicialmente se tenha descrito a presenca de t(11;14) em algumas LLC-B,
hoje considera-se esta alteragdo altamente sugestiva de LCM. De igual forma, em uma
pequena proporcao de LLC-B (s5%) se descreveu a presencga da t(14;18) propria dos LF,
casos nos quais se torna obrigatério fazer o diagnéstico diferencial entre ambas as
entidades. Em casos isolados foi detectada a presenca da t(14;19), relacionada com uma

alteracéo posicional do gene BCL3.

Factores de progndstico

A classificagdo convencional dos doentes com LLC-B para estadiamento da
doenca baseia-se numa serie de observacdes clinicas e analises de laboratério desde ha
muito estabelecidas, propostas pelos grupos de trabalho de Rai et al e Binet et al (Tabela
2). Ambos os sistemas refletem a carga tumoral global do doente e permitem estabelecer
0 prognéstico no momento do diagnéstico da doenca (Tabela 4). Devido a sua
simplicidade e reprodutibilidade, estes sistemas de classificacdo foram amplamente
adoptados durante décadas, e o seu valor prognéstico validado em numerosos estudos.
Contudo, na actualidade a informacédo obtida a partir da clinica do doente e da contagem
das suas células sanguineas ndo é suficiente para predizer a sobrevivéncia ou a
necessidade especifica de tratamento dos doentes com LLC-B, pelo menos a médio ou

longo prazo.
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Tabela Il. Estadios clinicos da LLC-B segundo as classifica¢cbes de Rai et al e de Binet et

al.
Mediana de
Grupo de e . !
) Caracteristicas clinicas sobrevivéncia
risco
(meses)
Estadios de Rai
0 Baixo S0 linfocitose?® >150
| Intermédio Linfocitose, linfadenopatia 101
1] Intermédio Linfocitose, esplenomegalia e/ou 71
1] Alto Linfocitose, anemia® (Hb <110g/L) 19

Linfocitose, trombopenia®
\Y) Alto 19
(plaguetas <100x10°%/L)

Estadios de Binet
A Baixo Sem anemia, nem trombopenia; >160

B Intermédio Sem anemia, nem trombopenia; 84

Anemia® (Hb <100g/L) e/ou Trombopenia®
C Alto 24
(plaquetas <100x10°/L)

@ Contagem absoluta de linfocitos em sangue >5x10%/L
b Com ou sem aumento do tamanho de ganglios linfaticos, bago ou figado
¢ Com ou sem anemia ou aumento de tamanho de ganglios linfaticos, baco ou figado

dCinco areas linféides possiveis: axilar, cervical, inguinal, bago e figado

Por este motivo, aos anteriores foram adicionados outros factores, entre 0s quais
parametros biolégicos que permitem estimar a evolugdo da doenca de forma mais precisa
(Tabela 3). No que diz respeito ao sexo, as mulheres parecem apresentar uma
sobrevivéncia mais longa comparada com a dos homens, embora a razdo exacta para
esta diferenga continue desconhecida; quanto a influéncia da idade no prognostico, esta
nao esta clara, porque por um lado a sobrevivéncia é mais longa nos jovens e mais curta
nos doentes de idade mais avangada, mas por outro as mortes relacionadas com a
doenca ocorrem mais frequentemente em doentes mais jovens (Montserrat e Moreno,
2008).

A morfologia celular e o padrédo histologico de infitracdo da MO relacionam-se
claramente com o prognéstico da LLC-B: uma morfologia celular atipica definida pela
presenca de prolinfocitos ou linfocitos clivados associa-se com um pior progndstico da
doencga; por sua vez, um padrao de infiltracdo difuso da MO relaciona-se com uma menor
sobrevivéncia, em comparacdo com os doentes nos quais se observa um padrdo de

infiltragdo medular ndo difuso.
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Tabela Ill. LLC-B: Outros fatores progndésticos adicionais aos parametros

individuais incluidos nas classificac6es de Rai e de Binet.

e Risco clinico
Factor Progndstico

BAIXO ALTO

Principais
Sexo Femenino Masculino
Estadio clinico Binet A Binet B ou C

Rai 0, | Rai ll, I, IV
Padréo de infiltracdo da MO Padréo néo difuso Padréo difuso
Morfologia dos linfécitos Tipica Atipica
Tempo de duplicacéo linfocitaria >12 meses <12 meses
Expresséo de CD38 (% células positivas) <20-30% >20-30%
AlteragBes genéticas Nenhuma del(11q)

del(13q) insolada Perda/mutacéo TP53
Nivel sérico de timidina kinase Baixo (< 7,1UI/L) Alto (> 7,1UI/L)
Estado dos genes IGVH Mutado Nao mutado
Expressdo de ZAP-70 Baixa Alta
Outros
Nivel de S2-microglobulina no plasma Baixo (< 2,5 mg/L) Alto (> 2,5 mg/L)
Nivel de CD23 solavel no plasma Baixo (< 574 U/mL) Alto (>574 U/mL)

MO: médula 6ssea

Os restantes factores prognésticos sdo fundamentalmente pardmetros bioldgicos,
na maioria dos quais ja foi feita referéncia nas secgbes anteriores desta tese; destes
(Tabela 3), se destaca a expressado de CD38 e zap-70. O CD38 é uma glicoproteina que
tém um papel complexo na proliferacdo dos linfécitos, a ligacdo desta proteina em
linfécitos B maduros protege-os da apoptose e aumenta a expressao do Bcl-2, enquanto
nas células B imaturas suprime o seu crescimento na medula 6ssea (Matutes, 2002,
Ibrahim, 2001). A proteina ZAP-70 (Protein Zeta-associated) € uma proteina da familia
tirosina quinase (PTK), normalmente expressa nos linfocitos T e NK, desempenha um
papel fundamental na ativacao dos linfécitos T através do recetor da célula T (TCR). Ap6s
a interacdo do ZAP-70 com o complexo TCR/CD3 ocorre a ativacdo da cascata de
sinalizagdo dos linfécitos T (Vroblova., et al 2012). As células B normalmente néo
expressam ZAP-70 utilizam outra proteina da familia tirosina quinase, a Syk (Spleen
Tyrosine Kinase), para a ativacdo do linfocito B através da interacdo com o BCR
(Vroblova., et al 2012). As proteinas ZAP-70 e Syk apresentam papeis semelhantes na

sinalizacé@o do recetor de membrana das células.
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Sendo assim a expressao de ZAP-70 nos individuos com LLC-B esta associada
com o0 aumento da sinalizacdo do BCR e assim poderd estar associado ao estado mais

agressivo da doenca (Chen et al., 2002).

Em suma um conjunto de parametros biolégicos relacionam-se com um pior
progndstico (curso clinico mais agressivo e uma menor sobrevivéncia): a auséncia de
mutacfes somaticas nos genes IGVH, o aumento na expresséo de Cyzap-70 e de CD38
nos linfocitos B neoplasicos e as dele¢des e/ou mutacdes que envolvem os genes TP53
e/ou ATM (lbrahim, 2001, Ghia et al., 2003). A importancia clinica do estudo combinado
das mutacdes de IGVH e da expressdo de CD38 e zap-70 foi comprovado em diversos
trabalhos (Montserrat e Moreno, 2008, Hsi, 2012). No entanto, a maioria dos autores esta
de acordo em que antes de serem incorporados de forma definitiva ao processo de
tomada de decisbGes terapéuticas na pratica clinica, deve fazer-se um esforco de
estandardizacdo e de validagcdo em ensaios clinicos prospectivos que incluam series
numerosas de doentes, tendo ainda em conta que devem ser factores progndsticos
independentes, e que permitam fazer uma avaliacdo prognostica dos doentes com LLC-B
de forma simples e reproduzivel.
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3. Linfocitose Monoclonal de Linfécitos B (LMB)

A linfocitose monoclonal de linfécitos B (LMB) € uma entidade caracterizada pela
presenca de pequenas populacdes de linfécitos B monoclonais (< 5x10%L) circulantes no
SP de adultos saudaveis — na auséncia de LLC-B ou outro SLPC-B, processo infeccioso
ou doencga autoimune. Constitui uma categoria diagnéstica de descricdo relativamente
recente, incluida pelo Grupo de Trabalho do Instituto Nacional do Cancro/Workshop
Internacional de LLC-B (NCI-WG/IWCLL) na ultima revisdo das directrizes de diagndstico
e tratamento da LLC-B; seu significado clinico é até ao momento desconhecido
(Montserrat e Moreno, 2008).

A relacao existente entre a LMB e a LLC-B ou outros SLPC-B tem sido uma area
de investigacd@o intensa ao longo da ultima década. No momento actual parece claro,
pelos resultados obtidos a partir de estudos populacionais, que a LMB é um estadio que
precede praticamente sempre a LLC-B, depois de um periodo de "laténcia" de varios
anos; no entanto, aparentemente a maioria das LMB tém uma capacidade limitada de
evolucionar a LLC-B, de forma que a taxa de progressao anual a LLC-B ou outro SLPC-B
com manifestagdo clinica situa-se em cerca de 1%. Além do mais, em trabalhos recentes
foi descrita uma elevada prevaléncia de casos de LMB em individuos com histéria familiar

de LLC-B e contagens sanguineas normais (prevaléncia de 13,5-18%).

Em resumo, a sensibilidade progressivamente mais elevada da Citometria de
fluxo veio permitir a identificacdo de pequenos clones linféides B circulantes em sujeitos
sem evidéncia de doenga, incluso na auséncia de linfocitose B. Tal gerou um problema
diagndstico, ja que estes casos nao podiam ser classificados como LLC-B, mas também
seria inapropriado considera-los como equivalentes a individuos completamente normais;
assim surge por consenso internacional o termo de “Linfocitose B monoclonal” de

forma a identifica-los e diferencia-los da LLC-B e de outros SLPC-B.
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Tratamento

O tratamento estd indicado apenas quando qualquer uma das seguintes

caracteristicas esta presente:

o Febre sem evidéncia de infecdo, fadiga extrema, suores noturnos e perda de
peso;

¢ Aumento de anemia ou trombocitopenia devido a faléncia da medula 6ssea.

¢ Linfadenopatia progressiva ou volumosa; Esplenomegalia macica ou progressiva.

¢ Citopenias auto imunes sem resposta a terapéutica de corticosteroides.

e Aumento rapido da contagem de linfécitos no sangue periférico (em menos de 6

meses os linfécitos aumentam para o dobro).

O tratamento de pacientes num estagio de baixo risco (Binet A e Rai 0) tem
resultado num atraso na progressdo da doengca mas ndo se verifica aumento da
esperanca média de vida. Estudos apontam que os pacientes num estadio de baixo risco
mas com marcadores desfavoraveis (por exemplo aumento da expressdo de ZAP-70,
aumento nos niveis séricos de timidina quinase, duplicacdo rapida do numero de
linfocitos, alteracdes genéticas) se detetados cedo podem beneficiar do tratamento. Os
pacientes num estagio intermédio (Rai | e Il; Binet B) apresentam um decurso indolente
da doenca, nestes casos ndo se inicia a terapéutica tal como no estadio de baixo risco.
No entanto a maioria dos pacientes que se encontram no estagio intermédio da doenca e
todos os pacientes no estagio avancado (Rai Ill e IV) requerem terapéutica devido a

infiltrac&o que ocorre na medula 6ssea.

O Chlorambucil tem sido o medicamento de escolha, mas também s&o utilizados
purinas analogos (fludarabina), a ciclofosfamida e rituximab. Outro tratamento € o
transplante autologo mas uma condicdo necessaria para 0 sucesso € uma resposta
completa ao tratamento antes do transplante, no entanto, € muito improvavel em
pacientes refratarios com regimes de quimioterapia ou imunoterapia. Além disso, fatores
de prognostico desfavoraveis como a del(17p), del(11q) e os genes da IgVH ndo mutados
predispdem piores resultados aos tratamentos de quimioterapia antes do transplante

autologo.
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Os transplantes autologos prolongam o tempo de vida dos individuos com LLC-B
mas ndo curam a patologia, no entanto isto s6 se verifica em pacientes que nao
apresentam fatores de prognéstico desfavoraveis, que sdo transplantados no inicio do
desenvolvimento da patologia e que sejam sensiveis aos tratamentos de quimioterapia. O
problema que pode ocorrer apdés o0s autotransplantes € o risco dos pacientes
desenvolverem mielodisplasias secundérias e leucemia mieloide aguda, particularmente
em pacientes que fazem tratamentos de radioterapia no corpo todo. No entanto os
transplantes alogénicos podem curar cerca de 40% dos individuos, mas a custa de uma
elevada toxicidade e mortalidade. Devido a este facto e ao avan¢o da idade da maioria
dos pacientes com LLC-B, sdo aplicados tratamentos de reduzida intensidade aos
pacientes que requerem transplante (Montserrat & Moreno, 2008).
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lI- Objetivos do trabalho

e Quantificar e caracterizar fenotipicamente as células B normais da medula éssea
nos diferentes compartimentos maturativos (CD34+, hematogbnias, maduras e
plasmécitos) de doentes diagnosticados com LLC-B (sem tratamento) e em medulas
0sseas normais/reativas.

¢ Relacionar estes resultados com a presenca das diferentes alteracdes genéticas
mais frequentes em LLC-B.
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I1l- Material e Métodos
Populacéo de estudo
Pacientes

Foram estudados 44 pacientes com LLC- B diagnosticados no Hospital
Universitario de Coimbra (HUC), dos quais 30 pacientes do sexo masculino com média
de idade de 68+10 anos e 14 pacientes do sexo feminino com média de idade de 70+10

anos.

Dos 44 pacientes 28 foram submetidos ao estudo das alteragbes genéticas por
FISH mais frequentes em LLC-B, dos quais 9 tinham a dell3, 6 a Trissomia 12, 5 o
rearranjo (14932) e em 9 ndo se detetaram nenhuma alteracéo genética.

Grupo Controlo

Neste estudo foi incluido um grupo controlo de 10 individuos com medulas 6sseas
normais ou reativas, dos quais 5 individuos do sexo masculino com média de idade de

70+10 anos e 5 individuos do sexo feminino com média de idade de 60+10 anos.

Amostras

Os aspirados de medula 6ssea dos pacientes e do grupo controlo foram colhidos
para tubos com o anticoagulante de EDTA (Acido etileno-diamino-tetra-acético). As
amostras foram devidamente identificadas e enviadas para o laborat6rio, juntamente com

a informacéo clinica.

Etica

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité da Etica do CHC e HUC, todos o0s
participantes leram e assinaram o consentimento informado, respeitando todos os

principios da Declaragéo de Helsinquia.
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3.1 Analise fenotipica das células B por Citometria de Fluxo

Para a andlise fenotipica das células B adicionou-se 100yl de amostra dos
aspirados das medulas 6sseas em cada um dos tubos e juntou-se 0s anticorpos

monoclonais para a identificacdo dos antigénios de membrana (ver Tabela IV e V).

Tabela IV: Carateristicas dos anticorpos monoclonais utilizados na marcacdo das células

no Tubo Screnning para Doencas Linfoproliferativas T, B e NK.

Tubo Screnning para Doencas Linfoproliferativas T, B e NK
Anticorpo Clone Fluorocromo Marca
Monoclonal
Anti- CD20 2H7 Pacific Blue Biolegend
FITC
Isotiocianato de
Anti- CD8 + IgA - Fluoresceina Cytognos
PE
Anti- CD56 + Igk - Ficoeritrina Cytognos
PC7
Ficoeritrina
Anti-CD19 cl3-119 cianina? Beckman Coulter
Anti-CD45 HI30 Pacific Orange Invitrogen
APC-H7
Anti-CD38 HIT2 Aloficocianina H7 BC Biosciences
APC
Anti-CD3 SK7 Aloficocianina BC Biosciences
Percy-Cy 5,5
Proteina peridina-
Anti-CD5 L17F12 clorofila cianina 5.5 BC Biosciences
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Tabela V: Carateristicas dos anticorpos monoclonais utilizados na marcacéo das células

no Tubo para o diagnéstico de LLC-B.

Tubo para diagndstico de LLC-B

Anticorpo Clone Fluorocromo Marca
Monoclonal
Anti- CD20 2H7 Pacific Blue Biolegend
APC
Anti- CD200 0X104 Aloficocianina eBioscience
FITC
Isotiocianato de
Anti-CD23 MHMG6 Fluoresceina Dako
APC-H7
Anti-CD43 1G10 Aloficocianina H7 BC Biosciences
Percy-Cy 5,5
Proteina peridina-
clorofila
Anti-CD79b CB3-1 cianinab.5 BC Biosciences
PE
Anti-CD10 ALB1 Ficoeritrina Beckman Coulter
Anti-CD45 HI30 Pacific Orange Invitrogen

Agitou-se os tubos no voértex e incubou-se 10 minutos no escuro. De seguida, adicionou-
se 2 ml de Facs Lysing Solution diluido a 1:10 e voltou-se a incubar mais 10 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. Centrifugou-se os tubos durante 5 minutos a 1500
r.p.m. (rotacdes por minuto) e decantou-se o sobrenadante. De seguida, adicionou-se
1,5ml de PBS (Phosphate Buffered Saline) aos tubos, agitou-se no virtex e centrifugou-
se novamente durante 5 minutos a 1500 r.p.m. Suspendeu-se novamente em 250 ul de

PBS e adquiriu-se a amostra no citometro de fluxo.

As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo FACS-Canto Il (BDB, San
José, Califérnia, EUA) com recurso ao sistema informatico FACSDiva (BDB, San José,
Califérnia, EUA). A analise dos dados obtidos no citometro de fluxo foi efetuada através
do programa Infinicyt 1.5 (Cytognos, Salamanca, Espanha). As células B patoldgicas
foram identificadas com base na expressdo de CD5 e/ou pela expressédo clonal das

cadeias leves das imunoglobulinas kappa ou lambda.
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Posteriormente, identificaram-se as células B normais apés a exclusédo das células
patoldgicas. Os diferentes compartimentos das células B, células imaturas (CD34+),
hematogonias, células maduras e células plasméticas foram identificadas e
caracterizadas através da expressdo de CD19, CD20, CD38, CD10, CD23, CD79b,
CD200, CD5, CD43 e da expresséao das cadeias leves Kappa e Lambda.

3.2 Isolamento das células B por cell sorting

Para separar as células B as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm durante 5
minutos, de seguida, foi retirado o pellet para um tubo de 15 ml. Efetuou-se a lise dos
glébulos vermelhos enchendo o tubo com NH4CL (Cloreto de amoénia), agitou-se e
incubou-se o0 tubo a temperatura ambiente durante 20 minutos.  Centrifugou-se
novamente o tubo a 1500 rpm durante 5 minutos, decantou-se e adicionou 0,2 ml de
PBS. Adicionou-se o0s anticorpos monoclonais a cada tubo e agitou-se no voértex.
Incubaram-se os tubos 20 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Centrifugaram-se novamente a 1500rpm durante 5 minutos, decantou-se e adicionou-se
2 ml de PBS. Agitou-se no vértex e centrifugou-se a 1500 rpm durante 5 minutos.
Decantou-se as amostras e suspendeu-se em 0,5 ml de PBS. Procedeu-se a andlise da

amostra no FACS ARIA para a separacgédo das células B.

3.3 Anédlise das alteracOes genéticas

A analise das alteracdes genéticas mais frequentes em LLC-B, dell13q, trissomia
do cromossoma 12 e o rearranjo do gene IgH, foi realizada pela técnica de FISH (do
inglés fluorescence in situ hibridization) nas células B patoldgicas separadas e purificadas
por cell sorting. Para este estudo foram utilizadas as seguintes sondas de DNA: CEP12
DNA sonda conjugada com spectrum orange (SO), LSI ATM (11922.3), LSI p53
conjugada com SO, LS| 13/RB1 conjugada com spectrum Green SG e LS| D13S25
(13914.3) conjugada com SO. As células B separadas por cell sorting foram conservas
em solucdo de Carnoy (metanol e acido acético 1:3) e apés aplicadas nas laminas de
vidro forma sujeitas a um tratamento enzimatico com pepsina a 0.005% durante 15
minutos a 37°C. De seguida, foram lavadas duas vezes em PBS e posteriormente fixadas

formaldeido a 1% com cloreto do magnésio durante 10 minutos.
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Foram de seguidas lavadas mais duas vezes em PBS durante 10 minutos a temperatura
ambiente e por fim desidratadas em etanol a 70%, 90% e 100%. De seguida promoveu-
se a desnaturacdo do DNA das células de interesse e das sondas especificas a 82°C
durante 10 minutos e a hibridizagdo ocorreu a 38°C overnight no termohibridizador
ThermoBrite da Abbott. A lavagem pos-hibridizagéo, ao abrigo da luz, foi realizada em
formamida a 50% durante 5 minutos a 46°C. De seguida, lavou-se duas vezes em SSC
(Citrato de cloreto de sédio) com o pH de 7 durante 2 minutos a 46°C. Posteriormente,
fez-se a contra-coloragéo, aplicou-se a solucdo contraste DAPI durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Colocou-se 10ul de Vectashield e cobriu-se com uma lamela
24x50 e guardou-se a -20°C. A leitura foi feita num microscopio de fluorescéncia Nikon.

3.4 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do teste ndo paramétrico
Mann-Whitney U para amostras independentes. As diferengas estatisticas encontradas
entre os grupos em estudo foram consideradas estatisticamente significativas para um
valor de p <0.05. A andlise estatistica foi efetuada com recurso ao software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) 17.0 (IBM,Armonk,NY,EUA).

31



Alteracdes fenotipicas nas células B normais em Leucemia Linfocitica Cronica

IV- Resultados

4.1 - Frequéncia de células B nos diferentes compartimentos maturativos.

Procedeu-se a determinacdo da percentagem de células B em cada
compartimento maturativo: células imaturas CD34+, hematogolnias, maduras e células
plasméticas. Para obter estes resultados sem que ocorressem diferencas percentuais
devido a presenca de células B malignas nas amostras de LLC-B, as células B normais
foram quantificadas na auséncia das células malignas, para desta forma se poder
comparar com os resultados obtidos nas medulas 6sseas normais/reativas.

Verificou-se uma diminuicAo na percentagem de células B maduras e de
plasmécitos nos individuos com LLC-B quando comparado com o grupo controlo.
Embora, sem se obter resultados estatisticamente significativos observou-se um aumento
de células imaturas e hematogénias nos individuos com LLC-B quando comparado com o

grupo controlo, como se pode ver na tabela VI.

Tabela VI: Percentagem, dada pela média + desvio padrédo, das células B nos diferentes
compartimentos maturativos no grupo de LLC-B e no Grupo controlo. Significado
estatistico quando p<0,05.

Médiat+ Desvio
Células Grupo .
padréo
Células LLC-B 25,7+18,12
Imaturas Controlo 19,05+22,89
. LLC-B 23,06+20,21
Hematogonias
Controlo 14,57+18,35
Células LLC-B 51,26+26,99
Maduras Controlo 71,78+22,88
Células LLC-B 0,14+0,15
Plasmaticas Controlo 0,28+0,13
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4.2- Caracterizagdo fenotipica das células B normais nos diferentes

compartimentos maturativos.

Neste estudo avaliou-se a expressdo de CD38, CD10 e CD43 nas células B
imaturas CD34*, nas hematogonias estudou-se o CD43 e CD10; o CD23, CD200, CD79b

nas células B maduras e o CD38, CD43 e o0 CD200 nas células plasmaticas.

Observou-se, no grupo LLC-B, uma diminuicdo da expressdo para todos os
recetores estudados nas células B imaturas CD34* e nas hematogdnias. Pelo contrério,
observou-se um aumento da expressdao de CD79b nas células B maduras e de CD200
nos plasmaécitos. Nestes ultimos também se verificou uma diminuicdo da expressao de
CD38 e de CD43. (Ver figura 4)
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Figura 4: Expresséo, dada pela média de intensidade de fluorescéncia para as moléculas

estudadas nos diferentes compartimentos maturativos das células B no grupo de LLC-B e

no grupo controlo. *** Significado estatistico quando p<0,05.
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4.3 - Frequéncia de células B em cada estadio maturativo/expressao dos diferentes
recetores estudados e sua relagdo com as alteracdes genéticas detetadas por FISH

De forma a atingir o segundo objetivo desta tese, fomos verificar se ocorriam
alteracBes quantitativas e qualitativas nas células B nos diferentes estadios maturativos
em funcdo da presenca de alteragBes genéticas frequentes em LLC-B, del(13q14.3)

mono-alélica, trissomia 12 e o rearranjo (14932).

4.3.1 Células B imaturas CD34".

Como ja se tinha verificado anteriormente, observou-se um maior ndmero de
células imaturas no grupo de LLC-B comparativamente com o grupo controlo, embora
sem atingir significado estatistico. Verificou-se que ocorre um maior numero de células
imaturas no grupo de LLC-B na presenca do rearranjo (14q32) quando comparado com
as outras alterac6es genéticas, como se pode ver na figura 5.

Frequéncia de Células Imaturas CD34*

80,00 Alt_geneticas

W del(13q14.3) mono-alelica

DO Trissomia cR12

Orearranjo(14q32)
ouséncia

Bcontrolo

60,007

40,007 @

20.007]

Frequencia célula Imatura

.00

Imatura

Célula

Figura 5: Frequéncia das células B imaturas CD34+ em funcéo das alterac6es genéticas
estudadas no grupo LLC-B, nos individuos com LLC-B sem alteracBes genéticas e no

grupo controlo.
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De uma maneira geral observou-se uma diminuicao estatisticamente significativa
da expressdo de CD43, CD10 e de CD38 nas células B imaturas CD34+ no grupo de
LLC-B, com e sem a presenca das diferentes alteragbes genéticas, com exce¢do do
CD38, na presenca de rearranjo (14g32), cuja expressao € similar a observada no grupo

controlo, como se pode observar na figura 6.
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Figura 6: Expressdo das moléculas CD43, CD10 e CD38 dada pela média de
intensidade de flurencéncia nas células B imaturas CD34+ para as diferentes alteracées
genéticas no grupo LLC-B, no grupo de LLC-B sem alteracdes genéticas e no Grupo
Controlo. *** Significado estatistico quando p<0,05.
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4.3.2 Hematogonias

Relativamente as células hematogobnias, verificou-se um aumento da sua
frequéncia na presenca do rearranjo (14g32) quando comparado com 0S outros grupos
de LLC-B e com o grupo controlo, embora sem se atingir significado estatistico. (Ver
figura 7)

Frequéncia de Hematogonias
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Frequencia de hematogonias
n
g
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.007

Hematogénias

Figura 7: Frequéncia das células hematogdnias em fungcdo das alteragBes genéticas
estudadas no grupo de LLC-B, nos individuos sem alteracbes genéticas e no grupo

controlo.
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Y

Relativamente a expressdao das moléculas CD43 e CD10, observou-se uma
diminuicdo desta em todos os subgrupos de LLC-B com base na presenca ou auséncia
das alteragBes genéticas estudadas, quando comparado com o grupo controlo, no
entanto, ndo se detetaram diferencas entre os diferentes grupos com as diferentes
alteracdes genéticas, como se pode observar na figura 8.
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Figura 8: Expresséo dada pela média de intensidade de flurencéncia para as moléculas
CD10 e CD43 nas células hematogonias em funcdo das alteracdes genéticas estudadas
no grupo de LLC-B, nos individuos sem alteragBes genéticas e no Grupo Controlo. ***

Significado estatistico quando p<0,05.
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4.3.3 Células maduras

Relativamente as células maduras e como ja tinhamos verificado anteriormente,
ocorre uma diminuicao da frequéncia de células B maduras no grupo de LLC-B, quando
comparado com o grupo controlo, independentemente da presenca de uma alteracdo

genética especifica ou da auséncia destas. (Ver figura 9)
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Figura 9: Frequéncia das células maduras em fungdo das alteracdes genéticas
estudadas no grupo de LLC-B, nos individuos sem alteracdes genéticas e no grupo

controlo.
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N&o se observaram diferencas significativas na expressdo de CD23 e de CD200
nestas células nos diferentes grupos estudados. Relativamente a molécula CD79b, e
como anteriormente descrito, tinha-se verificado aumento desta expressao no grupo LLC-
B. Quando se subdividiu este grupo com base na presenca de alteracfes genéticas
especificas, parece haver uma tendéncia para esta expressdo ser maior na presenca do
rearranjo (14g32) como se pode observar na figura 10.
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Figura 10: Expressao dada pela média de intensidade de flurencéncia para as moléculas
CD23, CD200 e CD79b nas células maduras em funcdo das alteracbes genéticas
estudadas no grupo de LLC-B, nos individuos sem alteracdes genéticas e no Grupo

Controlo.
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4.4.4 Plasmocitos

Nas células plasmaticas, e como ja se tinha verificado anteriormente verificou-se que o
grupo de LLC-B apresenta uma menor frequéncia de células plasmaticas quando
comparado com o grupo controlo. No entanto, ndo se observam diferencas entre 0s
diferentes subgrupos de LLC-B.(Ver figura 11)

Frequéncia de Células Plasmaticas
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g
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Figura 11: Frequéncia das células plasmaticas em funcdo das alteracdes genéticas

estudadas no grupo de LLC-B, nos individuos sem alteracdes genéticas e no grupo
controlo.
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Y

Relativamente a expressdo de CD43 e de CD38 continua a observar-se uma
diminuicdo da expressao destas duas moléculas nos diferentes subgrupos de LLC-B e

independente da presenca ou auséncia de alteracfes genéticas.

JA para a expressdo da molécula CD200 verificaram-se diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo de LLC-B com Trissomia 12 e o rearranjo
(14932) e o grupo LLC-B sem alteracdes genéticas, sendo a expressado de CD200 nesse
grupo mais proxima da observada no grupo controlo, como se pode observar na figura
12.
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Figura 12: Expressao dada pela média de intensidade de flurencéncia para as moléculas
CD43, CD38 e CD200 nas células maduras em funcdo das alteracdes genéticas
estudadas no grupo de LLC-B, nos individuos sem alteragBes genéticas e no Grupo

Controlo. *** Significado estatistico quando p<0,05.
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V- Discussao

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se quantificar as células B normais da
medula 6ssea nos seus diferentes compartimentos maturativos, células imaturas CD34+,
hematogonias, maduras e células plasméaticas e caracterizar fenotipicamente cada
subpopulacdo, em doentes com LLC-B e nas medulas ésseas normais/reativas. Também
se comparou as alteragdes numéricas e fenotipicas das células B normais com a

presenca de alteracdes genéticas tipicas de LLC-B.

Para a quantificacdo das diferentes subpopulacdes de células B dentro da
totalidade das células B da medula dssea foram retiradas, no grupo LLC-B, as células B
clonais. Para as células plasmaticas, a sua frequéncia na celularidade total da medula

0ssea foi determinada apos remocgéao das células B clonais de LLC-B.

Estudos anteriores, sobre a hematopoiese normal na medula 6ssea revelaram que
a populacdo maioritaria sdo as células maduras (Lochem, E.G., 2004) como se verificou
neste estudo no grupo controlo e nos casos das células normais de LLC-B. O nimero de
células B nos diferentes estadios maturativos foram aumentando desde o mais imaturo
para 0 mais maduro, indicando que a diferenciacdo destas células acompanha a

proliferacdo das mesmas (Ciudad,J.,1998).

Verificou-se uma diminuicdo da percentagem de células normais maduras e de
células plasmaticas nos individuos com LLC-B quando comparado com o grupo controlo.
JA para as células imaturas e hematogOnias observou-se um aumento destas nos
individuos com LLC-B quando comparado com o grupo controlo, embora, sem se obter
resultados estatisticamente significativos. Este facto pode ser devido a expansao
desregulada das células B malignas impedindo assim a diferenciagdo normal das células
B ndo malignas. Estudos anteriores, revelam que ha uma tendéncia para a diminui¢éo de

células B normais nos estadios mais avangados de LLC-B (Pluta, A., 1990).

A relagé@o entre o niumero de células normais e patolégicas mostrou ter valor no
progndstico noutras patologias, como é o caso do mieloma multiplo, que revelaram que a
presenca de mais de 5% de células plasmaticas normais residuais na medula 6ssea esta
associado a baixo risco da progressao da doenca, a caracteristicas da patologia com um
prognéstico mais favoravel e que poderiam beneficiar de terapéuticas especificas (Paiva
et al., 2009). Durante o processo de maturacdo das células B ocorrem sucessivas

alteracdes ao nivel da express@o das moléculas. Neste trabalho foram estudados varios
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marcadores nos diferentes compartimentos maturativos, uma das moléculas foi o CD38,
que € uma glicoproteina expressa em varios estadios da maturacdo normal da célula B,
nomeadamente nos precursores da célula B, nas células presentes no centro folicular e
nas células plasmaticas. A molécula CD38 pertence a familia das proteinas envolvidas na
producdo de compostos de mobilizagdo de célcio, atua nos leucécitos como recetor de
adesao e estd presente nas vias de sinalizacdo (Matutes, 2002).

A funcdo de CD38 nas células B ainda nao foi bem estabelecida, a sua expressao
pode levar a apoptose ou proliferacdo, dependendo do estddio de maturacdo, dos
estimulos naturais, da densidade da sua expressao e da presenca de co fatores (Sargent,
Craig, e Swerdlow, 2009), (Ibrahim, 2001). A presenca da molécula CD38 nas células B
maduras protege estas células da apoptose e regula a expressao do proto oncogene Bcl-
2, ao contrario nas células B imaturas a molécula CD38 impede o seu crescimento
(Ibrahim, 2001).

A expressao de CD38 tem sido um marcador Gtil no progndstico de LLC-B, pois a
sua elevada expressdo estd associada a estadios da patologia mais avancados, a uma
fraca resposta ao tratamento e a uma taxa de sobrevivéncia mais curta (Matutes, 2002)
(Ghia et al., 2003).

Neste estudo a expressdao da molécula CD38 foi analisada nas células imaturas
CD34+ e nas células plasmaticas, em ambas a expressdo encontra-se mais baixa que no
grupo controlo. Nas células imaturas a funcdo do CD38 é impedir 0 seu crescimento,
como a expressao desta molécula esta mais baixa nas células normais de LLC-B que no
grupo controlo, pode-se assim explicar um maior niumero destas células no grupo de
LLC-B. Ja nas células maduras a funcdo de CD38 é impedir a apoptose, como a
expressao desta molécula esta mais baixa nas células normais de LLC-B que no grupo
controlo, ocorrerd assim uma maior taxa de morte celular dai se verificar um menor

numero de células B normais em LLC-B que no grupo controlo.

A molécula CD10 é uma proteina membranar tipo Il, expressa em varias células
de diferentes tecidos, na hematopoiese encontra-se nas células T imaturas e maduras,
nas células B e nos granulécitos. A sua fungdo ainda é desconhecida, no entanto, tem-se
estabelecido uma correlacdo entre a expressdao de CD10 em estadios especificos e
apoptose, pois observou-se o aumento de células CD10* em paralelo com a presenca de

células apoptéticas (Morabito, F., 2003) (Zapata et al.,2010). A expressao de CD10 tem
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sido utilizada como marcador para o diagnostico de linfomas de células B do centro
germinativo, como o linfoma folicular e de Burkitt. A expresséo aberrante de CD10 tem
sido observada em vérios patologias como a leucemia das cell hairy, leucemia linfocitica
cronica-B, linfoma linfoblastico, linfoma da zona marginal e linfoma B das células do

manto (Zapata et al., 2010).

A expressao da molécula CD10 foi analisada nas hematogonias, verificou-se que
a sua expressao esta mais baixa nas células B normais de LLC-B que no grupo controlo,
podendo assim explicar o maior nimero destas células no grupo de LLC-B uma vez que

estd molécula esté associada a processos apoptoticos.

A molécula CD43 é uma sialoglicoproteina expressa na superficie das células B
imaturas, tendo como fungéo a adeséo celular e a regular a proliferagéo das células B
durante o seu processo de maturagdo na medula 6ssea (Tsao e Colovai, 2005) (Misawa.,
Y, 1996). Pacientes com LLC-B e com expressdo de CD43 tém uma tendéncia para a
acumulacdo das células B na medula 6ssea do que no sangue periférico (Rolinski et al.,
1999).

A expressdo da molécula CD43 foi estudada nas células imaturas e nas
hematogonias verificando-se que a sua expressao estd mais baixa nas células normais
do grupo LLC-B quando comparada com o grupo controlo. A fungdo da molécula de
CD43 é importante para o desenvolvimento normal das células B na medula 6ssea,
podendo no grupo de LLC-B uma menor regulagdo da proliferacdo das células B mais

imaturas, levando ao aumento da sua frequéncia.

A molécula CD200 é uma glicoproteina membranar da familia das
imunoglobulinas do tipo I, expressa em varias células, como as células B, T, células
dendriticas, endoteliais e células do sistema nervoso periférico e central. A molécula
CD200 interage com o recetor CD200R expresso principalmente na linhagem das células
mieloides e dos mondcitos, tendo um efeito supressor na resposta imune mediada pelas
células T (Dorfman e Shahsafaei, 2010). A expressdo desta molécula encontra-se mais
elevada nas células B patolégicas em LLC-B quando comparado com as células B
normais. No modelo animal de LLC-B a expressdo de CD200 nas células neoplasicas
diminui a resposta imune das células Th 1 e suprime a resposta imune anti tumoral
(Dorfman e Shahsafaei, 2010).
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Estudos anteriores verificaram que as células plasmaticas na medula 6ssea

normal ndo expressam a molécula CD200 (Manuscript, Usefulness, e Myeloma, 2013).

Neste estudo a expressdao da molécula CD200 foi estudada nas células B
maduras e nas células plasmaticas, verificou-se nestas células um aumento da
expressao de CD200 no grupo LLC-B quando comparado com o grupo controlo, ou seja,
confirmou-se a auséncia da expressao de CD200 nas células plasméaticas de medulas
O6sseas normais e o aumento desta molécula nas células B residuais, provavelmente deve
ter ocorrido uma modificacdo durante a fase de desenvolvimento da célula B dos

pacientes com LLC-B, pois as células patologicas expressam CD200.

A molécula de CD79b faz parte do complexo BCR, formando um heterodimero
com a molécula CD79a que se associa de forma ndo covalente com a imunoglobulina
membranar da célula B, a sua funcdo é permitir a transducdo de sinal. Estudos
anteriores, tem demostrado que a expressdao de CD79b encontra-se diminuida nas
células B clonais de LLC-B quando comparado com outros SLPC-B. A razédo para a
diminuicdo desta molécula tem sido objeto de estudo, que sugerem que podem ocorrer
mutacdes somaticas nos dominios citoplasméaticos e membranar do gene CD79b.
(Schlette, Medeiros, Keating, & Lai, 2001) (Mccarron, Hammel, & Hsi, 2000).

A expressédo da molécula CD79b foi estudada nas células maduras e verificou-se
que a sua expressao esta aumentada nas células B maduras normais no grupo LLC-B
quando comparado com o grupo controlo, este facto podera explicar um complexo BCR

mais funcional nas células normais de LLC-B.

Outra molécula estudada foi o CD23, que é uma glicoproteina transmembranar
expressa em varias células hematopoiéticas. Funciona como recetor de baixa afinidade

para a IgE e promove a sobrevivéncia das células B no centro germinativo.

O papel de CD23 nas células B clonais na LLC-B ainda ndo esta bem
estabelecido, mas estudos recentes demonstraram que a expressdo de CD23 esta
associada a um bom prognéstico (Diraimondo et al., 2002). Neste estudo ndo se
verificaram diferencas significativas na expressao desta molécula entre os dois grupos

estudados.
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Estudos anteriores mostraram que existe uma correlacdo entre as alteracbes
genéticas em LLC-B e os padrdes imunofenotipicos (Quijano et al., 2008), neste estudo
também se verificou alteragBes quantitativas e fenotipicas relacionadas com alteragdes
genéticas mais frequentes em LLC-B, tais como, a del(13q14.3) mono-alélica, trissomia
do cromossoma 12, e o rearranjo (14932). As células de LLC-B apresentam varias
alteracdes genéticas, no entanto, ndo se podem considerar alteracfes especificas desta
doenca. Cerca de 50% dos casos de LLC-B apresentam a dele¢do do brago longo do
cromossoma 13 (13q14.3), aparentemente nesta regido ocorre o controlo dos genes anti-
apoptoticos das células de LLC-B. A trissomia do cromossoma 12 ocorre entre 10 a 20%
dos casos, a delecdo das bandas 11g922-g23, onde se encontra o gene supressor tumoral
também apresenta uma taxa de incidéncia de 10 a 20%. As dele¢bes nas bandas 17p13
onde esta presente, outro gene supressor tumoral, o p53, € menos frequente e ocorre em
cerca de 10% das LLC-B. A alteracdo genética mais frequente, a 13914.3 esta associada
a um prognoéstico mais favoravel enquanto que as outras alteragbes genéticas

apresentam pior prognéstico (Ghia, 2007).

Estudos anteriores verificaram uma correlacdo entre as alteracdes genéticas de
LLC-B e os padrdes imunofenotipicos, em que a presenca da trissomia 12 est4 associada
a alta expresséo das moléculas de CD19, CD22, CD20, CD79b, CD24, CD27, CD38 e slg
e fraca expressdo da molécula CD43, quando comparado com casos de LLC-B sem
alteracbes genéticas. Nos casos da delecdo 13q verificou-se alta expressdo de
CD20,CD22,FMC7, CD5, CD27 e Cybcl2 j& nos casos da delecdo 119 verificou-se alta
expressdao de CD38, FMC7, CD25 e slg. A alta expressdo de CD38 observou-se nos
casos de trissomia 12 e delllg sendo os casos com anormalidades genéticas mais
desfavoraveis, podendo explicar o prognéstico mais adverso associado a expressao
desta molécula pelas células B de LLC-B. J4 a fraca expressdo de CD38 foi observada
nos casos da del 13q, que por sua vez estd associada a um progndstico mais favoravel

(Quijano et al., 2008).
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VI- Concluséo

Os resultados obtidos neste estudo revelaram altera¢cdes numéricas e fenotipicas
nas células B normais residuais da medula éssea de doentes com diagndstico de LLC-B.
Algumas destas alteracBes parecem estar relacionadas com alteragcbes genéticas

frequentemente observadas nesta entidade.
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