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Artigo Educacional

Avancos tecnologicos em hematologia laboratorial

Paulo C. Naoum

Introducio

O recente avango cientifico e tecnologico direcionado a identificacdo imuno-
bhematologica de produtos celulares (ex.: citocinas, interleucinas, interferons,
entre outros) sintetizados por determinadas células sanguineas, bem como na
identificacdo de antigenos de membrana de leucocitos e células progenitoras
hematopoiéticas, promoveram excepcional desenvolvimento no diagnostico
laboratorial de diversas doencas bhematologicas. Somam-se a esse fato as
aplicagoes das técnicas de biologia molecular que se tornam cada vez mais
instrumentos laboratoriais de grande definicdo no diagndostico e na prevencdo
de doengas hematologicas, notadamente aquelas de origem bereditdaria. O
presente artigo teve o objetivo de expor as principais aplicacoes de novas
tecnologias que deverdo ser adotadas rapidamente pela moderna hematologia
laboratorial, bem como a de sensibilizar os profissionais hematologistas, clinicos
e laboratoriais, para a necessidade de se atualizarem numa nova ciéncia, a
dos produtos celulares.
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aplicacdes laboratoriais e forneceram
conhecimentos importantes nos procedimentos

Os principais avancos cientificos e
tecnologicos sio as principais causas de
mudancas na pritica da moderna hematologia,
influindo especialmente no diagndstico
laboratorial e nos procedimentos terapéuticos
de algumas patologias com destaques para
anemia falciforme, hemofilias e leucemias. O
progresso obtido pela imunologia tem
alavancado o desenvolvimento do diagnéstico
laboratorial de diversas doeng¢as hematolégicas
mielo e linfoproliferativas, bem como
determinando especificidades da fisiologia
leucocitaria diante das toxicidades de
proveniéncias bacterianas e virais. Essas
conquistas ultrapassaram as fronteiras das
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terapéuticos (1, 5, 8).

O crescimento das aplicacoes
tecnolégicas que resultaram na automacio dos
laboratdrios, além de produzir maior grau de
reprodutibilidade dos resultados de exames e
rapidez nas suas determinacoes, avangcou para
um grau de especificidade tal que devera
exigir dos médicos e dos profissionais de
laboratérios constantes atualizacdes. Os
exemplos mais recentes se baseiam na moderna
imunohematologia direcionada a diferenciaciao
das células, em especial dos leucdcitos, por
meio da identificacido de seus antigenos
conhecidos por “cluster of differentiation” ou
CD, bem como da caracterizacio funcional
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das citocinas. Por outro lado, a biologia
molecular se torna cada vez mais um
instrumento laboratorial de grande definicio.
Diferenciacio celular ou CD

Todas as células possuem em suas
composicoes estruturais de membranas
proteinas especificas capazes de serem
reconhecidas por anticorpos sintetizados em
laboratérios — os anticorpos monoclonais.
Para os anticorpos monoclonais as proteinas
de membrana de células blasticas, linfocitos,
monodcitos, entre outras, sio identificadas
como “antigenos celulares”. Porém,
observou-se que grupos de diferentes

anticorpos monoclonais reconheciam o
mesmo antigeno celular presente em mais
de uma célula, quer fossem normais,
malignas ou células de linhagens evolutivas.
Esses antigenos de diferenciacio celular
reconhecidos por grupos de anticorpos
monoclonais foram denominados por grupo
de diferenciacao celular ou CD (6, 7). Foram
reconhecidos em experimentacio laboratorial
perto de 170 diferentes tipos de CD,
conhecidos por CD1, CD2, CD3, CD4, etc.,
cujas relacoes entre as células identificadas
e suas funcoes especificas também foram
relacionadas. A tabela 1 mostra a relaciao entre
alguns antigenos CD selecionados com

Tabela 1. Relacdo entre alguns antigenos CD, células e fungoes

Antigeno CD Células Funcoes
CD1 ab,c,d Timocitos, células dendriticas Molécula semelhante ao MHC-
Linfécito B (CD1c), células do classe 1, especializada na

epitélio intestinal (CD1d)

apresentaciao de antigeno

CD 4 Sub grupo de timdcitos, linfécito T Co-receptor de moléculas

auxiliar e inflamatorio,
monocitos € macrofagos

de MHC de classe 2. Receptor
para HIV-1 e HIV-2

CD 8 Sub grupo de timdcitos, linfécitos T Co-receptor para MHC de
citotoxicos classe 1
CD 9 Linfécito Pré-B, eosinofilos, Possivel funcio na agregaciao

basdfilos e plaquetas

CD 33 Células mieloides
progenitoras € mondcitos

CD 34 Precursores hematopoiéticos
ou células tronco pluripotencial

CD 62 L Linfécitos B e T, mondcitos
NK

CD 71 Leucocitos ativados

CD 166 Atividade leucocitaria

na adesiao de moléculas

e ativacao das plaquetas

Desconhecidas

Ligante para CD 62 L

e Moléculas de adesao de

leucocitos. Participa da
Interacao com endotélio

Receptor de transferrina

Ativacao de linfocitos T e B,
eosinofilos, fibroblasto

cels. timicas e endoteliais, e
queratinocitos
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Tabela 2. Relacdo entre determinantes celulares - CD e subpopulacoes de células identificadas

CD

Subpopulacoes de células identificadas

Linfocito B
CD 10
CD 19
CD 20
CD 21

CD 22
CD 24
CD 38
CD 40
CD 72
CD 73
CD 74
CDw 75
CD 76
CDw 78

Linfocitos T
CD 1
CD 2R
CD 4
CD 7
CD 8
CD 27
CD 28
CD 34

CD 45 RA
CD 45 RO

Linfécito NK
CD 2

CD 3

CD 7

CD 11b

CD 16

CD 56

CD 57

Pré-B; Estagio 1 dos timdcitos

Pré-B; Linfécitos B

Maioria dos linfoécitos B ; V2 de Pré-B

Maioria dos linfécitos B; do sangue, zona do manto e
foliculo primario

Maioria dos linfécitos B; ¥4 de Pré-B

Ativacao de antigenos de linfocitos B

Linfécitos B

Linfécitos B

Linf6citios Pan-B

Linfécitos B e sub grupos de células T

Linfécitos B e macrofagos

Linfécitos B maduros e sub grupos de células T
Linfécitos B maduros, sub grupos de células T, e PMNs
Linfécitos Pan-B; macréfagos

Linfocitos T, células de Langerhans

Linfécitos T ativados

Linfécitos T (auxiliar/indutor)

Linfécitos T e timocitos

Linfécitos T (citotoxico e supressor)

Linfécitos T e plasmocitos

Linfécitos T citotoxicos — CD 8

Células progenitoras linféides, centro germinal de
Linfocitos B e plasmocitos, linfécitos T proliferantes
Linfécitos B, T e NK; mondcitos

Linf6citos T de memoria, células miel6ides

Linfocitos T e maioria de NK

Linfécitos T ativados

Maioria de linfocitos T e timocitos

Mondcitos e linfocitos T

Linfocitos NK, alguns linfocitos T e monocitos
Linfécitos NK, alguns linfocitos T

Linfocitos NK, alguns linfocitos T

PMN: polimorfonucleares (em especial os neutrofilos)
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Figura 1a. Exemplo-padrdo da expressdo deantigenos de superficie durante a maturagdo de linfocitos B

CD1 D3
Linfocitos:
CD5 Supressor
—_ Ativados, e
Citotoxicos
CcD7
/ TCRop  CD8
CD1 c
CD34 D4
HLA-IiR cD7 CD5
CD7
_» . \ CD2 cCD3 f
cD4 Linfocitos:
€0 cs Auxiliar,
c-Kit . E— Indutor, e
i c-Kit PRE-T Ativado
CELULATRONCO T PRO-T CD5
TCRaf cD7
Gene TRC Células T
[ |
! Rearranjo ]
— | | 1
I - —1 r 1
Timo

Tecido Linfatico Secundario

Antigeno Independente Antigeno Dependente

TRC: receptor de antigenos de células T

Figura 1b. Exemplo-padrdo da expressdo de antigenos de superficie durante a maturagdo de linfocitos T
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Tabela 3. Marcadores usados para auxiliar o diagnostico das leucemias agudas e cronicas

Leucemia

Marcadores

Aguda

LLA comum

LLA “nula”

LLA Pré-B

LLA-T

LMA

LMMA, LMA - Tipo zero
LGC em crise blastica

LGC em crise linfoblastica
Linfoma agudo de células T

Cronica

LLC- B

LCC

LLP
Sezary/micose
LLC-T

CD 10, CD 19, Mb-1 (cyt), Tdt (n)
CD 19, Mb-1 (cyt), Tdt (n)

CD 19, Mb-1 (cyt), IgM (m, cyt)

CD 7, CD 3 (cyv), Tdt (n)

CD 13, CD 33, mieloperoxidase (cyt)
CD 13, CD 33, CD 14, CD 1lc

CD 13, CD 33, CD 14, CD 15

Tdt (n)

CD 3, CD 4

CD 19, CD 20, CD 5, slg +/-
CD 19, CD 20, TRAP

CD 19, CD 20, slg ++

CD 3, CD 4

CD 3, CD 8

LLA: leucemia linfoide aguda; LMA: leucemia mieloide aguda; LMMA: leucemia mielomonocitica
aguda; LGC: leucemia granulocitica cvonica; LLC: leucemia linfocitica crénica; LLP: leucemia pro-
linfocitica; Sezary: sindrome de Sezary e micose fungoide relacionadas a Linfoma de células T;
LCC: leucemia das células cabeludas; TRAP: fosfatase dcida resistente a tartarato; cyt: citoplasmdtico;
slg: imunoglobulina de superficie de membrana; Tdl: transferase deoxinucleotidil terminal; Mb-1:
molécula de imunoglobulina citoplasmdtica especifica para célula B

distribuicao celular e funcdes especificas. Um
dos exemplos mais conhecidos da aplicacao
de marcadores CD se refere a avaliacao
laboratorial da resisténcia imunoldgica em
pacientes com AIDS por meio da
determinaciao dos linfécitos CD4 (auxiliar) e
CD 8 (citotdoxico). Da mesma forma, a
determinacio do marcador CD 34 tem sido
importante na determinac¢iao da presenca de
células  progenitoras do  sistema
hematopoiético em sangue de medula 6ssea
(8). As figuras 1a e 1b mostram a expressao
dos antigenos de superficie durante a
maturacao dos linfécitos T e B.

Entretanto, € com rela¢ao aos linfocitos
e macrofagos que € possivel antever a
importancia da determinacio dos CD para
diferenciar subpopulacdes das importantes
células do nosso sistema imunoldgico,

conforme mostra a tabela 2 (3, 6).
Atualmente o uso de anticorpos
monoclonais para identificar antigenos de
diferenciacdo celular estd sendo aplicado para
investigar e caracterizar laboratorialmente a
maioria das leucemias agudas e crénicas de
origens miel6ide e linféide (Tabela 3).

Citocinas

Citocinas € o termo genérico
empregado para designar um grupo muito
extenso de moléculas envolvidas na emissio
de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes (figura
2). Todas as citocinas sio pequenas proteinas
ou peptideos, algumas contendo moléculas de
acucar ligadas (glicoproteinas). As diferentes
citocinas podem ser enquadradas em diversas
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categorias: interferons (IFN), interleucinas (IL),
fator estimulador de coldnias (CSF), fator de
necrose tumoral (TNFa e TNFb), e fator de
transformacao de crescimento (TGF b).

Os interferons sio moléculas proteicas
particularmente importantes na limitacio da
propagacio de determinadas infecgoes virais.
Um grupo de interferons (IFN a e IFNb) &
produzido por células infectadas por virus, e
um outro grupo (IFN g) é sintetizado por
determinadas células ou linfécitos T ativados.
Os interferons induzem um estado de
resisténcia antiviral em células teciduais nao
infectadas. Os IFN sio produzidos na fase
inicial da infec¢ao e constituem a primeira linha
de resisténcia a muitas viroses (3, 4).

As interleucinas compoem um grande
grupo de citocinas denominadas por IL-1 a IL-
15, produzidas principalmente por células T,
embora algumas sejam sintetizadas também por
macrofagos e células teciduais. As interleucinas
possuem uma variedade de fung¢des, mas a
maioria delas esta envolvida na inducao da
divisao de outras células. Cada interleucina atua
sobre um grupo limitado e especifico de células
que expressam receptores adequados para cada
interleucina (tabela 4). E importante destacar
que a hematopoiese ¢ regulada por mais de
uma interleucina. As IL-1 e IL-6 estdao
envolvidas na ativacdo do ciclo celular das
células-tronco em repouso (ou
autorenovaveis). A IL-3 estd envolvida no
crescimento dos precursores das linhagens
hemopoiéticas da mesma forma que o fator
estimulador de coldnias de granulécitos/
macrofagos (GM — CSF). Na medida em que as
células se diferenciam, citocinas especificas de
linhagens apresentam atividades importantes;
a eritropoietina para os eritrécitos, o fator
estimulador de coldnias de macréfagos (M —
CSF) para os macrofagos, o fator estimulador
de colbnias de granuldcitos (G — CSF) para os
granulécitos, entre outros (1, 6).

Os fatores estimuladores de
colonias (CSF) estdo diretamente relacionados
na divisdo e diferenciacao das células-tronco
na medula 6ssea, bem como dos precursores
dos leucdcitos sanguineos. A quantidade de
diferentes CSF ¢ parcialmente responsavel pelas
proporcoes dos diferentes tipos celulares que
serdo produzidos. Alguns CSF também

promovem a diferenciacio extramedular de
células (3, 8).

Finalmente outras citocinas além das
acima citadas, como sao os casos do fator de
necrose tumoral - TNFa e TNFb e do fator
de transformacio de crescimento (TGF b)
que, embora possuem varias func¢des, siao
particularmente importantes nas reacoes
inflamatérias e citotoxicas (6).

Nesse contexto especifico das citocinas,
o futuro da hematologia laboratorial certamente
devera estar direcionada na monitora¢ao
quantitativa e na determinacao qualitativa das
diferentes interleucinas, bem como nas
respostas as reagoes fisiopatologicas causadas
por processos inflamatdrios e citotoxicos.

Biologia Molecular

A aplicagao cada vez mais abrangente de
técnicas de biologia molecular em andlises
clinicas pode ser resumida por meio do uso
de trés métodos cientificamente aprovados
para este fim: “Southern blotting”, Reacao em
Cadeia da Polimerase ou PCR, e Hibridizacio
“In Situ” por Fluorescéncia ou FISH.

Southern blotting: Nesta metodologia,
o DNA ¢ extraido de células e tratado com
enzimas que rompem as ligacdes quimicas
entre determinadas bases nitrogenadas da
molécula de DNA. Essas enzimas, extraidas
de bactérias, sao conhecidas por
endonucleases de restricao. Os fragmentos da
molécula de DNA resultantes do tratamento
enzimatico sao separados (ou fracionados)
eletroforeticamente. Entretanto, a separacao
dos fragmentos de DNA somente podera ser
revelada por meio das suas impressoes
extraidas do gel de agarose da eletroforese
para uma membrana de ndilon ou de
nitrocelulose, como se fosse um “mata borrao”
ou “blotting” (em inglés) e reveladas por
sondas radioativas. Essa técnica foi descrita
pelo pesquisador E. M. Southern em 1975,
surgindo dai o “Southern blotting”. O grande
problema atual deste método é o tempo
consumido para a revelacio dos resultados
que chega a ser de aproximadamente uma
semana (1, 2, 5).

Reacio em Cadeia da Polimerase —
PCR: O advento do PCR revolucionou a
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Tabela 4. Sintese e acdo das interleucinas

Interceucina Sintese Acao
IL - 1a Macréfagos, célulaepitelial Ativacdo dolinfocito T, células
tronco e Macrofagos. Febre.
IL-1B idem idem
IL-2 Linfocito T Proliferacéo e ativacao elinfécito T,
CD4,CD 6e NL
IL-3 Linfécito T, célulastimica I nicio dahematopoiese
epitelial
IL-4 Linfocito T e mastécito Ativacdo delinfocito B
Diferenciacdo das CAA (*)
IL-5 Linfécito T e mastdcito Crescimento ediferenciacéo
deeosindfilos
IL-6 Linfécito T e macréfago Crescimento ediferenciacéo de
linfécitos T e B
Produc&o de proteinas de fase aguda
Ativacdo das célulastronco
IL-7 Estroma da medula 6ssea Maturagdo de linfécitos Pré-B e Pré-T
IL-8 Macréfago Quimiotaticos paraneutréfilos
elinfécito T
IL-9 Linfocito T Ativacao dos masticitos
IL-10 Linfécito T, macréfago, virus Supressor das func¢ées dos macrofagos.
Epstein-Barr Ativagdo delinfécito B
IL-11 Fibroblasto do estroma Sinergiacom IL-3elL-4 na
Medular hematopoiese
IL—-12 Linfocito B e macréfago AtivacéulasNK einduz diferenciacéo
dacéula
T CD4emcéulaT hl
IL-13 Linfécito T Crescimento ediferenciacéo de
linfécito B inibe agdo de macrofagos
IL-14 Linfécito T, agunslinfécitos B Fator de crescimento paracélulas B.
Inibeasintesedelg.
IL -15 Linfécito T Ativacélulas NK, células T NK, CD 8,

CD 4, linfécito B, macréfagos e
células T intestinaisy e &

CAA — Céula apresentadora de antigeno
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Figura 2. Reacdo em cadeia do estimulo de Citicinas

- Cicatrizagao

..
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S: célula tronco: LS: célula tronco linfoide; MS: célula tronco mieloide; MAC: macrofago; MC: mastocito;
PMN: polimorfonucleares; BO: basofilo; EO: eosinofilo; PC: plasmocito; Tc: linfocito T citotoxico; IL:
interleucina; TNF: fator de necrose tumoral; MCSF: fator de estimulo de colonicas de granulocito,
GCSF: fator de estimulo de colénias de macrofagos; EPO: eritropoietina; Th: linfocito T auxiliar;

RGC; eritrocitos

tecnologia  molecular em  muitas
especialidades médicas. Seu uso laboratorial
teve grande progresso devido a simplicidade
técnica e a rapidez em se obter os resultados.
A técnica do PCR é um processo rapido de
replicacio seletiva de um determinado trecho
do DNA gendmico “in vitro”. A replicacio se
faz por etapas, tal como se segue:

a) Apos a extracio do DNA seleciona-se
o trecho que se deseja reproduzir ou
amplificar até obter a quantidade suficiente
para analise;

b) Com drogas especificas desnatura-se
a dupla hélice do DNA, separando-a em duas
fitas simples e correspondentes de bases
nitrogenadas;

¢) Com o uso da DNA polimerase (obtido
da bactéria Thermus aquaticus — Taq
polimerase) submetida a condi¢coes especificas
de tempo e temperatura (ou ciclos), cada fita

22

simples se duplica em duas novas moléculas
de DNA; e este processo ¢ repetido em
numero suficiente de vezes para obter a
quantidade necessaria para analise, cerca de
um milhao de copias do original.

Os produtos obtidos pela técnica do PCR
podem ser analisados por varias técnicas
suplementares das quais a mais comum ¢é a
eletroforese em gel de agarose. Uma variacio
do PCR ¢ o PCR-transcriptase reversa ou RT-
PCR, que usa o RNA extraido da amostra que
se deseja analisar e dele se faz copias de
DNA. O DNA copiado é posteriormente
replicado conforme exposicao acima. O RT-
PCR ¢ particularmente usado para anilises
de translocac¢des cromossOmicas (5).

Hibridizacio “in situ” por
fluorescéncia — FISH: A técnica de FISH
se resume na deteccao de sequéncias
especificas de DNA ou RNA diretamente nos
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cromossomos de células previamente
isoladas para este fim. A anilise € realizada
em microscopio por meio da geracao de um
sinal brilhante e colorido nos ntcleos das
células em metafase e interfase. A FISH é
particularmente util na demonstracio de
monossomias ou trissomias cromossoOmicas,
bem como nas translocacdes — notadamente
para a identificacio da leucemia mieldide
cronica — e também na deteccdo de delecdes
e amplificacoes de genes especificos (4).

Aplicaciao da biologia molecular em
hematologia: As aplicacdes da tecnologia
molecular em hematologia poderao elucidar
o conhecimento das alteracdes moleculares
de doencas, tal como ocorre atualmente na
caracterizacao das lesdes do gene da globina
beta nas talassemias do tipo beta e na
identificacao dos hapldtipos da Hb S. Entre
as técnicas de biologia molecular, o PCR
revolucionou as tendéncias de
aplicabilidade da biologia molecular, nao
somente pela sua simplicidade, mas pelo
rapido diagnéstico de doencas infecciosas,
na deteccio de doenca residual minima em
diversas malignidades hematoldgicas onde
se conhece o defeito molecular, e
notadamente na deteccao de portadores e
no diagndstico pré-natal de hemofilias e
anemias hereditarias. Finalmente, os
objetivos mais profundos das aplicacoes dos
conhecimentos de biologia molecular se
direcionam na clonagem e sequenciamento
de genes para identificar, caracterizar e
manipular os gene responsaveis por doencas
e produtos toxicos especificos (1, 5).

Technological advances in laboratorial
haematology

Paulo C. Naoum

Abstract

Recent progress towards the identification of
products synthesised by some blood cells (ex.:

cytokines, interleukins, interferons, etc) as well
as the identification of white blood cell and stem

cell membrane antigens, has aided the exceptional
development of laboratory diagnostics of several
bhaematological diseases. In addition to this there
has been a great development in the use of
molecular biology techniques which have become
instrumentals of high definition in the diagnosis
and prevention of haematological diseases,
specifically those of hereditary origin. This article
bas the aim of disclosing the main applications
of the new technologies that will soon be used
widely in laboratory haematology.
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