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Resumo

z

A eritropoiese € um processo complexo de diferenciacdo de progenitores
eritréides em glébulos vermelhos que se d4, na medula 6ssea dos humanos, durante a
infancia e a vida adulta. Este processo, regulado por diversos factores, permite a
diferenciacdo de progenitores eritréides, ndo identificiveis morfologicamente, em
precursores  eritréides  (proeritroblastos, eritroblastos  basofilos,  eritroblastos
policromadticos, eritroblastos ortocromaticos), estes em reticuldcitos e, por fim, em
glébulos  vermelhos, células pequenas, anucleadas e bicOncavas, altamente
especializadas no transporte de oxigénio. Nos laboratérios clinicos, o estudo da
diferenciagdo da linha eritréide € tradicionalmente efectuado através da analise da
morfologia, e contagem diferencial das células nos diferentes estadios de diferenciagao
reconheciveis pelas suas caracteristicas morfoldgicas. Neste estudo avaliamos a
maturagdo da linha eritréide por citometria de fluxo, através da marcacdo de amostras
de medula 6ssea com uma combinac¢do de oito anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos (anti-CD36 FITC, anti-CD105 PE, anti-CD34 PerCP-Cys5.5, anti-CD117
PE-Cy7, anti-CD33 APC, anti-CD71 APC-H7 / APC-Alexa Fluor 750, anti-HLA-DR
PB e anti-CD45 PO) e comparamos os resultados com os obtidos no estudo
morfolégico. O estudo por citometria de fluxo permitiu identificar quatro estadios de
maturacdo com perfil fenotipico distinto. No estadio 1, mais imaturo, as células
expressam todos os antigénios analisados, no estadio 2 perdem a expressao de CD45,
CD34, HLA-DR e CD33, no estadio 3 perdem a expressdo de CD117 e no estadio 4,
mais maduro, a expressdo de CD105. A expressdao de CD71 e de CD36 mantém-se ao
longo de todo o processo maturativo, atingindo o maximo nos estadios 3 e 4,
respectivamente. Os estadios fenotipicos 1, 2, 3 e 4 parecem corresponder, grosso
modo, aos estadios morfolégicos de proeritroblasto (podendo incluir pré-
proeritroblastos), eritroblasto baséfilo, eritroblasto policromdtico e eritroblasto
ortocromatico, respectivamente. Em resumo, utilizando um painel de imunofenotipagem
com 8 cores, caracterizamos a maturacdo da linha eritréide na medula déssea por
citometria, identificamos diferentes estadios maturativos com base no perfil fenotipico e
estabelecemos a sua correlagio com os estadios identificdveis por critérios

morfoldgicos.
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Abstract

Erythropoiesis is a complex process of differentiation of erythroid progenitors
into red blood cells that occurs in the bone marrow of humans during childhood and
adulthood. This process, regulated by several factors, allows the differentiation of
erythroid progenitors, not morphologically identifiable, into erythroid precursors
(proerythroblasts, basophilic erythroblasts, polychromatic erythroblasts, orthochromatic
erythroblasts), these into reticulocytes and finally, into red blood cells, that are small,
anucleated, uniform and biconcave cells highly specialized in oxygen transport. In
clinical laboratories, the morphology analysis and differential counts are of great
importance for the study of the erythroid differentiation. In this study we have studied
the maturation of the erythroid lineage by flow cytometry, by staining bone marrow
samples with a combination of eight monoclonal antibodies with different specificities,
conjugated with different fluorochromes (anti-CD36 FITC, anti-CD105 PE, anti-CD34
PerCP-Cys5.5, anti-CD117 PE-Cy7, anti-CD33 APC, anti-CD71 APC-H7 / APC-Alexa
Fluor 750, anti-HLA-DR PB and anti-CD45 PO) and compared the results with those
obtained by morphology. Flow cytometry allowed the identification of four stages of
red cell maturation with different phenotypic profiles. In stage 1, more immature,
erythroid cells expressed all the antigens analyzed, in stage 2 they lose CD45, CD34,
HLA-DR and CD33, followed by CD117 in stage 3 and CD105 in stage 4. CD71 and
CD36 expression persist till the end of the erythroid maturation, reaching the maximum
in stages 3 and 4, respectively. The stage 1 probably correspond to proerytroblasts
(although some preproerytoblasts may also be included), stage 2 to basophilic
erythroblasts, stage 3 to polychromatic erythroblasts and stage 4 to orthochromatic
erythroblast. In summary, using an eight-color staining, we characterized the red cell
maturation by flow cytometry and established a relationship with the phenotypically

identifiable stages with those traditionally identified by morphology.
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Introducao

A eritropoiese € considerada o processo de producdo de células mais produtivo
do nosso organismo (Boehm et.al., 2009), estimando-se que, nos humanos, sejam
produzidos, diariamente, cerca de 200x10"2 glébulos vermelhos (GV) nos individuos
adultos, sendo o seu tempo médio de vida de, aproximadamente, 120 dias apds a sua
saida da medula 6ssea (MO) (Rogers et.al., 2008; Bratosin et.al., 2001; Franco, 2009).
Os mecanismos que intervém no envelhecimento fisioldgico dos eritrécitos ndo sdo
claramente entendidos, contudo, pensa-se que tenham um cardcter multifactorial,
contribuindo, no seu conjunto, para a perda da capacidade de deformacdo (membrana
rigida e inflexivel) e de volume celular. Como consequéncia, os GV senescentes nao
conseguem atravessar a microcirculagdo com facilidade, sendo por isso reconhecidos e
fagocitados pelas células do sistema histiocitico-macrofagico do baco e da MO
(Khandelwal e Saxena, 2006; Klinken, 2002; Waugh et.al., 1992; Bratosin et.al., 2001;
Sans-Sabrafan et.al., 2001). Este balanco entre a actividade proliferativa e a apoptose

faz com que a massa de GV se mantenha constante (Ainseba e Benosman, 2010).

Os GV sdo células anucleadas com cor rosada, com 2um de espessura, 7-8um de
diametro e volume médio de 90fl; t€m forma de disco biconcavo, apresentam uma
depressao central e t€ém capacidade de deformacgdo, sem que a sua membrana perca a
integridade estrutural, o que permite a sua passagem pelos vasos capilares (Waugh
et.al., 1992; Klinken, 2002; Sans-Sabrafan et.al., 2001). Sao altamente especializados e
nao apresentam organelos citoplasméticos (nicleo, mitocondrias ou ribossomas), sendo
incapazes de sintetizar novas proteinas (Lee et.al., 1993). Estruturalmente apresentam
uma membrana, e, no citoplasma, as enzimas imprescindiveis para manter o reduzido
metabolismo celular, electrdlitos e, o seu maior constituinte, a hemoglobina (Hb) (Sans-
Sabrafan et.al., 2001; Lee et.al., 1993; Klinken, 2002). A Hb tem como fun¢do efectuar
as trocas gasosas (transporta o O, e CO, em todos os tecidos do organismo), sendo o
eritrocito o responsavel pela sua proteccdo e transporte (Douay, 2010; Klinken, 2002;
Sans-Sabrafan et.al., 2001). Ocupa cerca de 90% do peso seco do eritrécito e €
constituida por quatro cadeias globinicas com um grupo heme associado a cada uma
delas, no qual se encontra um atomo de ferro que € essencial no transporte de gases. A

sintese do grupo heme ocorre nas mitocOndrias dos precursores eritréides, sendo

1
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dependente da insercdo do ferro (Hoffbrand et.al., 2004; Lee et.al., 1993; Klinken,
2002; Fried, 2009).

Existem vérias moléculas de Hb que se formam ao longo do desenvolvimento
humano para responderem as distintas necessidades de adaptacdo ao O,. As principais
s30 a Hb A (normal no adulto), constituida por duas cadeias a e duas cadeias 3, e a Hb F
(existente no feto, mas também em pequenas quantidades no adulto), na qual estdo
presentes duas cadeias o e duas cadeias y. Esta troca observada entre as cadeias y e 3
ocorre entre 0s trés e os seis meses apds o nascimento (Hoffbrand et.al., 2004; Ma et.al.,

2008; Sans-Sabrafan et.al., 2001).

Factores que influenciam a eritropoiese

A tensdo de oxigénio regula dinamicamente a eritropoiese, sendo responsavel
pela melhoria da manutencdo do desenvolvimento dos progenitores eritroides e,
inversamente, pela inibicdo da expansdo terminal e maturacdo dos eritrcitos (Vlaski
et.al., 2009). O baixo teor em oxigénio (hipdxia) é o estimulo fisiolégico primdrio para
a producdo de eritropoietina (EPO), havendo alteragdo da progressao do processo
eritropoiético por modulacdo dos factores de transcri¢do eritréides e da expressdo do
receptor da EPO (EPO-R) (Haase, 2010; Tsiftsoglou et.al., 2009). A EPO, com 35 kDa,
¢ uma glicoproteina que exerce um papel critico na linha eritréide, fundamental para o
equilibrio adequado entre a proliferagdo, a morte celular programada e a maturacdo das
células. E produzida, principalmente, no figado (feto) e no rim (adulto) com um nivel
basal de, aproximadamente, 10-20mU/mL, sendo libertada para a corrente sanguinea e
interagindo com os progenitores e precursores eritréides na MO (Rogers et.al., 2008;
Goldberg, 1995; Sans-Sabrafan et.al., 2001; Amoyal et.al., 2007; Tsiftsoglou et.al.,
2009; Price, 2008). A actividade da EPO € mediada pela ligacdo ao seu receptor. Para
além de activar proteinas anti-apoptéticas, protegendo as células progenitoras eritréides
da apoptose, a EPO estimula também a sintese de Hb, sendo um factor de crescimento
indispensdvel na diferencia¢do terminal (Amoyal et.al., 2007; Dorn et.al., 2008). E de
notar que a EPO, ao actuar sinergeticamente com numerosos factores de crescimento,
estimula a eritropoiese, através da promocdo da proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia dos precursores eritroides, inibe a apoptose e € essencial na sintese e

funcionamento das proteinas de membrana dos eritrdcitos (Tsiftsoglou et.al., 2009;
2
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Amoyal et.al., 2007; Borrione et.al., 2007). Desta forma, quando ha um decréscimo de

GV, a EPO aumenta a sua produc¢do (Franco, 2009).

O processo de formagdo de eritrcitos € controlado por multiplos factores de
crescimento, contudo os dois principais sdo a EPO (mencionada anteriormente) € o
“stem cell factor” (SCF), que actua sinergeticamente com a EPO, promovendo a sintese
de 4cido desoxirribonucleico (ADN) e, por consequéncia, a proliferacdio dos

progenitores (Dorn et.al., 2008).

Para além dos factores de crescimento, os nutrientes sdo também indispensdveis
na eritropoiese (Fried, 2009). O ferro é imprescindivel para a oxigenacdo e
desoxigenacdo da Hb e para a sintese do grupo heme, sendo adquirido através da dieta.
Desta forma, um homem adulto absorve, diariamente, cerca de 0,5 a 1 mg de ferro e,
nas mulheres, a sua absorcdo pode duplicar (durante o ciclo menstrual) ou até mesmo
quadruplicar (durante a gravidez) (Hoffman et.al., 2009; Fried, 2009). O ferro
procedente da degradacdo da Hb vai ser transportado pela proteina transferrina e é
reutilizado para a eritropoiese, estando também envolvidas neste processo duas outras

proteinas: a ferritina (armazena o excedente em ferro) e receptor de transferrina.

A vitamina By, e o dcido f6lico sdo dois outros nutrientes necessdrios para a
sintese de ADN. A primeira é adquirida somente através de produtos animais, sendo a
sua ingestao didria de 7 a 30pug. A segunda encontra-se na maioria dos alimentos e a sua
ingestdo didria € de 200 a 250 pg (Sans-Sabrafan et.al., 2001; Hoffbrand et.al., 2004;
Cavill, 2002).

Adicionalmente, os aminodcidos desempenham também um importante papel na

formacdo e sobrevivéncia dos GV (Crafts, 1955; Layrisse et.al., 1988).

Assim, se ndo houver um suplemento adequado de nutrientes, a producdo de GV
fica comprometida, mesmo quando a EPO se encontra em quantidades excessivas, e,
apesar da maior parte dos individuos ter um armazenamento abundante em vitamina
B2, 0 mesmo nao acontece em relagdo ao ferro e ao 4cido félico, podendo limitar a taxa

de eritropoiese (Goldberg, 1995).
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Eritropoiese

A eritropoiese € um processo complexo de vdrias etapas que conduzem a
diferenciagdo de progenitores eritroides em GV (Kalfa et.al., 2010; Tsiftsoglou et.al.,

2009).

A formacao de células eritropoiéticas emerge, durante o processo de gastrulagao,
com a formac¢do do hemangioblasto (progenitor mesodérmico) (Baron, 2003). O
processo eritropoiético efectua-se, até aos dois meses de gestacdo, no saco vitelino
(eritropoiese primitiva) onde ha producdo de eritroblastos grandes e nucleados e
expressdao de proteinas globinicas embriondrias (Baron, 2003; Hoffbrand et.al., 2004;
Ma et.al., 2008; Orkin e Zon, 2008). Pensa-se que as células, produzidas no saco
vitelino e na regido aorta-gonadal-mesonefros (AGM), colonizam o figado fetal,
tornando-se este, a partir dos dois até aos sete meses, em conjunto com o bago, o
principal local de formacao de células sanguineas, assim como o local onde se comeca a
efectuar a eritropoiese definitiva (Lécuyer e Hoang, 2004; Hoffbrand et.al., 2004; Lu
et.al., 2008). Estes dois ultimos 6rgdos continuam a sua fung¢do, mas em menor

quantidade, até as duas semanas apds o nascimento (Hoffbrand et.al., 2004).

Tanto as células eritréides primitivas como as definitivas sofrem condensagdo e
enucleacdo, diferindo no local embriondrio de formagao, tamanho (as primitivas so,
aproximadamente, seis vezes maiores), morfologia e expressdo de globinas e outros
genes (Baron, 2003; Mcgrath e Palis, 2005). Assim, com o avancar da gestacdo, a
natureza dos GV muda, tornando-se mais pequenos € com um conteido menor em Hb

(Pahal et.al., 2000).

A partir dos sete meses de gestagdo, a MO torna-se o local mais importante de
producdo de células sanguineas, passando a ser a tnica fonte durante a infancia e a vida
adulta (Hoffbrand et.al., 2004). E formada por uma rede complexa de seios vasculares,
células do estroma, fibroblastos e células hematopoiéticas, com gordura nos espacos
entre os seios venosos (Molineux et.al.,, 2006; Burkitt et.al., 1993). As células
eritropoiéticas medulares sdo sequestradas por nichos especificos, aos quais se dd o
nome de ‘“ilhas eritrobldsticas” (eritroblastos em desenvolvimento que rodeiam um

macréfago central), sendo “alimentadas” pelas células do estroma que produzem
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citocinas necessdrias para o seu desenvolvimento (Dorn et.al., 2008; Chen et.al., 2009;

Molineux et.al., 2006).
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Figura 1. Biopsia de medula 6ssea (Ko et.al., 2001).

No recém-nascido, a eritropoiese da-se em toda a MO, havendo, na infancia,
substituicdo progressiva de medula por gordura nos ossos longos, ficando o processo
eritropoiético, no adulto, restringido as vértebras, costelas, cranio, esterno, sacro, pelve

e extremidade proximal do fémur (Hoffbrand ez.al., 2004).

Para além dos locais acima mencionados, a placenta tem sido reconhecida como
um local adicional de hematopoiese aquando da formacdo de novas células
hematopoiéticas na AGM e no figado (Orkin e Zon, 2008; Huber, 2010).

O processo hematopoiético é acompanhado por mudangas a nivel fisico,
bioquimico e antigénico (Loken et.al., 1987). Tem inicio com a formacdo das stem cell
hematopoiéticas (SCH), que sdo células raras (1/10000 células), auto-renovéveis e
pluripotenciais, sendo necessdria para a diferenciacdo e geracdo de células maduras
(Ainseba e Benosman, 2010; Rogers et.al., 2008; Boehm et.al., 2009). Estas, como tém
uma esperanga média de vida relativamente curta, tornam essencial a existéncia de
SCH, para restabelecimento das mesmas, assim como a existéncia do processo de auto-

renovacao para sustentagdo das SCH, que se caracterizam por ter uma deplecao baixa ou

mesmo nula (Orkin e Zon, 2008; Tsiftsoglou et.al., 2009; Molineux et.al., 2006).

As SCH residentes na MO, através de interac¢cdes com o estimulo apropriado de
hormonas ou citoquinas que interagem com os receptores de superficie, ddo origem, por
divisdes assimétricas, a progenitores hematopoiéticos comprometidos que vao

perdendo, progressivamente, o potencial de auto-renovagdo, tornando-se cada vez mais
5
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restritos na sua capacidade de diferenciacdo (Ichii et.al., 2010; Murre, 2007; Tsiftsoglou
et.al., 2009; Molineux et.al., 2006; Eckfeldt et.al., 2005; Klinken, 2002). Assim, as
SCH de semi-vida longa (long term SCH), com capacidade de auto-renovagdo durante
toda a vida do organismo, diferenciam-se em SCH de semi-vida curta (short-term
SCH), com actividade limitada de auto-renovacgao, e estas, por sua vez, em progenitores
multipotentes sem capacidade de auto-renovagdo. De seguida, hd diferenciacdo destas
ultimas em Colony Forming Unit - Granulocyte Erythroid Macrophage Mixed (CFU-
GEMM), que, na presenca dos estimulos apropriados, ddo origem a progenitores

eritréides (Murre, 2007; Sans-Sabrafan et.al., 2001; Zermati et.al., 2000).

Os progenitores eritroides nao sdo identificdveis morfologicamente, sendo os
primeiros a formar-se designados por Burst Forming Units - Erythroid (BFU-E). Estes
caracterizam-se por expressarem receptores do SCF, por terem um potencial
proliferativo elevado e um baixo nimero de EPO-R, ndo respondendo por isso a EPO.
O segundos a formar-se, a partir da proliferacao e diferenciacio de BFU-E, sao
designados por Colony Forming Units - Erythroid (CFU-E) e caracterizam-se por uma
menor expressdo de receptores do SCF, pela perda gradual da capacidade proliferativa e
pelo aumento do nimero de EPO-R, passando a responder a mesma (Vlaski et.al., 2009;

Klinken, 2002; Borrione et.al., 2007; Amoyal et.al., 2007).

Se a interaccdo da EPO com o seu receptor nos progenitores eritrdides e a
sincronia entre a sintese de Hb e de ADN forem adequadas, hd continuidade da
maturagdo, havendo variacdo da taxa de eritropoiese de acordo com o nivel sérico de
EPO e do tamanho e integridade da populagdo de eritrécitos (Menon et.al., 2006; Fried,
2009).

Ap6s formagdo do progenitor eritroide CFU-E vai haver diferenciagdo deste em
precursores eritréides (que sdo ja reconheciveis morfologicamente e que respondem, tal
como a CFU-E, a EPO por terem um elevado nimero de EPO-R) aos quais se atribui o
nome de eritroblastos. Estes, dependendo da morfologia do nicleo e da quantidade de
Hb existente no citoplasma, que afecta a cor dos mesmos, vao ser classificados em
proeritroblastos, eritroblastos basofilos, eritroblastos policrométicos e eritroblastos
ortocromaticos (Kalfa et.al., 2010; Vlaski et.al., 2009; Borrione et.al., 2007; Klinken,
2002).
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Este processo de diferenciacdo ordenado do eritrdo, por mitoses sucessivas, €
normalmente acompanhado pela baixa taxa de proliferacdo seguida de paragem do ciclo
celular, redu¢do do volume celular, condensacdo gradual da cromatina,
hemoglobinizagdo progressiva (passagem do estado basofilico ao estado acidéfilo),
perda de filamentos e, por fim, por enucleacdo (Akker et.al., 2010; Hellebostad et.al.,
1990; Chen et.al., 2009; Sans-Sabrafan et.al., 2001; Mcgrath e Palis, 2005).

Os primeiros eritroblastos a serem reconhecidos morfologicamente como células
eritrdides nucleadas designam-se por proeritroblastos. Sdo caracteristicamente
reconhecidos pelo seu grande tamanho (20 a 25 um), t€ém nucléolo visivel e uma razao
nucleo/citoplasma elevada (80%). A cromatina € fina e estd uniformemente distribuida,
tornando-se mais distinta e intensivamente corada quando comparada com as células
dos estadios seguintes. A sintese de Hb, que se vai acumulando durante o
desenvolvimento eritréide, inicia-se no estadio de proeritroblasto, sendo o citoplasma
intensamente basoéfilo devido a existéncia de um grande nimero de ribossomas (Bain e
Thompson, 2009; Chen et.al., 2009; Tsiftsoglou et.al., 2009; Henry, 1991; Klinken,
2002; Burkitt et.al., 1993).

Alguns autores defendem a existéncia de um estadio anterior ao proeritroblasto
ao qual atribuiram o nome de pré-proeritroblasto. E caracterizado por ter um tamanho
que varia entre os 25 e os 35 um, contém ntcleo, nucléolos, vaciolos citoplasméticos e
complexo de Golgi; a cromatina encontra-se descondensada e uniformemente dispersa,
sendo o citoplasma fortemente basofilico. Para além disto, sugerem também que os

genes de globina se comecem a expressar neste estadio (Wojda et.al., 2002).

O estadio posterior ao proeritroblasto, apds mitose, € o de eritroblasto baséfilo
definindo-se como uma célula mais pequena (16 a 18 pm), com citoplasma
extremamente basofilico (devido a presenca de dcido ribonucleico (ARN)) e nicleo com
a forma caracteristica de “clock face” devido as alteracdes na cromatina (condensacao).
Neste estadio é possivel distinguir a paracromatina que cora de rosa e, apesar da
presenca de nucléolos, ndo € possivel fazer a distingdo dos mesmos. Apds mitose,
forma-se o eritroblasto policromdtico, ligeiramente mais pequeno do que a célula
formada anteriormente, que vai desenvolvendo uma coloragao rosada a medida que os

niveis de Hb aumentam (a sua sintese intensifica-se a partir do estadio em questdo),

7
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levando a dilui¢do dos ribossomas. Neste estadio, o nicleo, que cora intensivamente,
ocupa cerca de metade da drea da célula, o conteido em ARN comecga a decrescer e a
cromatina, moderadamente condensada, € nitidamente distinta da paracromatina.
Seguem-se mais uma ou duas mitoses, o nucleo torna-se pequeno e altamente
condensado (picnético), ocupando cerca de 25% da célula, atingindo-se o estadio de
eritroblasto ortocromatico. Este tem um tamanho entre 10 a 15 pum, possui menos
ribossomas e um citoplasma cada vez mais rosado, devido a producdo de grandes

quantidades de Hb.

280
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Figura 2. Estadios de maturacao da linha eritréide na medula 6ssea: proeritroblastos e
eritroblastos basoéfilos, policromaticos e ortocromaticos (Burkitt et.al., 1993).

Posteriormente, através de contrac¢des e ondulagdes citoplasmaticas, dd-se a
enucleacdo onde ha expulsdao do nicleo e de uma pequena porcao de citoplasma. Este
processo pode ser accionado por diferentes mecanismos, incluindo entidades soliveis e
interac¢des das células eritrdides com o microambiente do estroma medular, formando-
se o estadio de reticuldcito (populagdo bastante heterogénea com diferentes estadios de
maturacdo) (Henry, 1991; Klinken, 2002; Tsiftsoglou et.al., 2009; Koury et.al., 2005;
Boehm et.al., 2009). Este apresenta-se policromatofilico, devido a retencao de ARN,
tem forma irregular, contém organelos citoplasmaticos como ribossomas, mitocondrias
e complexo de Golgi, e apresentam um reticulo formado por ARN e proteinas que

precipitam apods fixagdo e coloragdo (Henry, 1991; Sato et.al., 2010; Piva et.al., 2010).
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O processo de sintese de Hb, de ARN e de outras proteinas completa-se (devido a
persisténcia de algumas mitocondrias, ribossomas e restos do reticulo endoplasmatico),
ha degradacdo interna de organelos e proteinas (a acumulacido de autofagossomas nos
eritroblastos precoces sugere que os organelos deverdo ser removidos por autofagia),
havendo migracao dos reticulécitos da MO para a circulagao (o nimero de reticuldcitos
no sangue periférico € indicador da taxa de eritropoiese) (Koury et.al., 2005; Sans-
Sabrafan et.al., 2001; Mortensen et.al., 2009). Cré-se que este processo de migracdo
seja mediado pela EPO e dependente do aumento da deformabilidade celular (Sans-
Sabrafan et.al., 2001; Corberand, 1996). A medida que o reticulécito matura, a forma
irregular vai-se perdendo, assim como o reticulo, tornando-se bioquimicamente menos
activo (perda gradual de enzimas e da capacidade de sintetizar o grupo heme e as
cadeias de globina) (Bertles e Beck, 1962; Piva et.al., 2010). Assim, apds perda
completa do reticulo, comecga-se a desenvolver a forma bicOncava, caracteristica da

célula madura, formando-se, deste modo, o eritrocito.

m_"

Figura 3. Estadios de diferenciacio da linha eritréide no sangue periférico: reticuldcitos (R) e
eritrocitos. (Burkitt et.al., 1993)

A alteracao de células grandes, mdveis e com forma irregular para células
pequenas, uniformes e biconcavas demonstram a formacao de eritrécitos, sendo esta a
célula mais madura da eritropoiese (Koury et.al., 2005; Piva et.al., 2010; Sans-Sabrafan

et.al.,2001).
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Figura 4. Representacio esquematica da maturacio da linha eritroide.

Assim, através da activacdo de uma unica SCH hd um aumento massivo de
eritrocitos (por cada proeritroblasto produzido, formam-se 16 eritrécitos) (Klinken,
2002; Henry, 1991). E de salientar que, mesmo em condi¢des normais, ha cerca de 5 a
10% de eritroblastos que n3o chegam a completar o processo de maturagdo,
desaparecendo na propria MO antes de se transformarem em eritrdcitos. Este processo,
conhecido como eritropoiese fisiologica ineficaz, desempenha um importante papel na

homeostasia do nosso organismo (Sans-Sabrafan et.al., 2001).

Desta forma percebe-se que, o eritrdcito, que poderia parecer uma célula pouco
util, devido a perda de elementos vitais tal como o nicleo, € na realidade a célula que se
especializou de tal forma no transporte de oxigénio ao ponto de eliminar todos os
componentes que nao necessita para a sua missdo, tornando-se numa célula de
flexibilidade facilitada e envolvendo um menor esfor¢co cardiaco para o seu

bombeamento (Klinken, 2002; Douay, 2010).

Estudo laboratorial da medula 0ssea

A MO normal € mole e semi-fluida, podendo ser removido algum do seu fluido
para andlise através da técnica de aspiracdo, com uma agulha apropriada e conectada a
uma seringa. A puncdo pode ser efectuada em vdrios locais, sendo frequentemente
efectuada no esterno e na crista iliaca (Lee et.al., 1993; Kelly et.al., 2010; Corrons e

Bascompte, 2006).

Para andlise do aspirado medular podem ser usadas técnicas manuais e
automdticas (Lewis et.al., 2008). Tradicionalmente, a colheita do aspirado medular tem
como principal objectivo a realizacdo do esfregaco para estudo morfoldgico e contagem

diferencial das células, também designado mielograma (Lee et.al., 1993; Kelly et.al.,

10
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2010; Corrons e Bascompte, 2006). No entanto, o estudo das células do aspirado
medular com recurso a outros métodos mais sofisticados € cada vez mais frequente.
Entre estes, salientam-se a caracterizacdo imunofenotipica, por citometria de fluxo, e o
seu estudo molecular, por técnicas de genética molecular, ou citogenético, por caridtipo
ou por técnicas de fluorescéncia por hibridizacdo in situ (FISH, Fluorescent In Situ

Hybridization).

Colheita de medula ossea

A andlise da morfologia e contagem diferencial da linha eritréide, por
microscopia, € efectuada no mielograma. Para que este seja representativo da MO e para
que ndo haja coagulacdo, deve ser efectuado imediatamente apds obtencdo de um
pequeno volume (100 a 200 pl, para evitar a hemodilui¢ao) de aspirado medular, sendo
aconselhdvel preparar o maximo de esfregacos possivel. O uso de anticoagulantes ndo €
desejéavel, pois introduz artefactos na morfologia celular. Contudo, dos presentemente
disponiveis, o dcido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) € o que introduz menos

artefactos, daf ser o anticoagulante de escolha.

Apo6s realizagdo do esfregaco, pode proceder-se a colheita de um pequeno
volume adicional de aspirado medular (cerca de 1 a 2 ml) para efectuar outros estudos.
Esta amostra deve ser rapidamente introduzida em tubo com o anticoagulante
apropriado e este deve ser agitado suavemente, para evitar a coagulacdo. O EDTA € o
anticoagulante mais frequentemente usado quando a amostra se destina a estudo
imunofenotipico das células por citometria de fluxo ou a estudo molecular por técnicas
de genética molecular, enquanto a heparina é o anticoagulante mais usado quando a

amostra se destina a estudos citogenéticos.

11
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Estudo morfologico das células (mielograma)

A coloragdo mais frequentemente escolhida é a de Romanovsky. Numa primeira
fase, o esfregaco deve ser examinado com uma objectiva de menor ampliacdo (10X)
para que se consiga apreciar a celularidade (diminuida, normal ou aumentada) e a
presenca ou auséncia de células gordas. Numa segunda fase, dever-se-4 proceder a
observacao do esfregaco com uma objectiva de maior ampliacdo (100X) para que se
consiga observar as caracteristicas morfoldgicas das diferentes células, podendo
também efectuar-se a contagem diferencial das mesmas (Corrons e Bascompte, 2006;

Lee et.al., 1993).

Figura 5. Esfregacos de medula dssea, sem e com coloracio de Romanovsky.

Estudo imunofenotipico das células (citometria de fluxo)

O diagnéstico clinico tem sofrido, nos ultimos anos, profundas modificagdes
devido ao desenvolvimento de novos métodos que contribuem para o melhor

conhecimento de muitas patologias.

Uma das tecnologias, relativamente recente, que tem vindo a revelar-se como
um método de grande relevancia tanto a nivel da investigacdo, como a nivel do
diagnéstico clinico € a citometria de fluxo (CF). Esta € uma tecnologia de andlise
quantitativa e qualitativa automatizada, que tem a capacidade de analisar,
simultaneamente, diversas caracteristicas celulares ou de particulas em suspensdo com

grande objectividade, sensibilidade e rapidez (Orfao e Buitrago, 1995; Landuyt et.al.,

12
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2010; Porta et.al., 2006). Por tudo isto, a CF tem-se tornado uma excelente ferramenta
de imunofenotipagem, sendo usada para analisar uma grande variedade de amostras,
incluindo MO. Assim, através da sua aplicacdo € possivel medir diversas caracteristicas
na célula como tamanho celular, complexidade citoplasmética, conteido em &cidos
nucleicos e uma grande variedade de proteinas intracelulares e de membrana (Brown e

Wittwer, 2000).

O principio em que se baseia esta tecnologia consiste em fazer passar células ou
outras particulas alinhadas, uma a uma e em suspensdo, em frente a um ou mais feixes
luminosos monocrométicos (lasers), gerando sinais que vao ser, posteriormente,
captados por detectores adequados, transformando-se em impulsos eléctricos que se
amplificam e se convertem em sinais digitais, sendo, por ultimo, processados por um

computador (Orfao e Buitrago, 1995).

Este desenrolar de acontecimentos da-se nos diversos componentes do citdmetro
de fluxo. O sistema de injeccdo da amostra transporta particulas em suspensdao na
amostra de forma confinada para poder efectuar uma anélise individual das células,
evitando obstrucdes e permitindo uma anélise precisa. Para isso usa um fluido portador
electricamente condutor (fluido hidrodindmico) e uma pressdo de ar reguladora para

estabilizar o processo.

A camara de fluxo é o local onde a amostra e o fluido envolvente se vado
encontrar, havendo geracdo de um fluxo laminar, onde nao ha mistura dos dois liquidos
devido as diferencas de pressdao. A fonte de luz produz um feixe de luz que incide na
amostra. A maior parte dos sistemas usa um ou mais lasers como fonte de luz, devendo-
se, a sua preferéncia, a geracdo de luz monocromatica e ao diametro relativamente mais
pequeno que o das lampadas em arco. A seleccdo do laser depende do tipo de células a
analisar e dos comprimentos de onda necessdrios para a excitagdo dos fluorocromos
seleccionados. Os sinais sdo produzidos quando as células em suspensdo passam,

alinhadas, uma a uma, a frente do feixe de luz, que incide sobre elas na perpendicular.

O sistema 6ptico € formado por vérios espelhos dicrdicos e filtros que absorvem
e transmitem determinados comprimentos de onda, possuindo dois detectores de
dispersdo de luz e alguns de fluorescéncia (o nimero varia com o citdmetro). As

caracteristicas celulares que contribuem para a dispersdao da luz s@o o tamanho e as
13
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caracteristicas das membranas celulares, do contetido citoplasmatico (ex. granulos) e do
nicleo. A dispersao de luz €, portanto, um processo fisico em que uma célula ou
particula interactua com a luz incidente, alterando a sua direc¢do sem modifica¢do do
seu comprimento de onda. Esta pode dispersar-se para a frente, sendo uma medida do
tamanho celular e a qual se atribui o nome de Forward Scatter (FS ou FSC) ou pode-se
dispersar em angulo recto, sendo uma medida da densidade celular e da granularidade,

conhecida por Side Scatter (SS ou SSC).

A informacdo gerada com a emissdo de luz pelos fluorocromos presentes na
célula ou particula estd relacionada com a absorcio de energia luminosa com
comprimento de onda caracteristico para cada composto. Esta absorcdo vai fazer com
que os electrdes subam a um nivel energético superior, havendo uma rdpida passagem
destes electrdes excitados para o seu estado energético normal, havendo, por
consequéncia, emissdo de fotdes e de energia. A luz emitida pelos fluorocromos tem
menor energia e maior comprimento de onda, atribuindo-se, a este processo, o0 nome de

fluorescéncia.

De seguida, os detectores, que podem ser fotodiodos, fotomultiplicadores ou
detectores monocromaticos, recebem os pulsos de luz carregados de fotdes, gerando um
sinal electrénico, que é proporcional a quantidade de luz dispersa ou a intensidade de
fluorescéncia. Este sinal vai ser amplificado e, posteriormente, convertido em sinal

digital, através de um conversor analégico/digital.

Por fim, a informacdo € transmitida para o sistema informdtico, tornando-se
possivel efectuar a andlise da amostra em estudo (Diaz et.al., 2010; Orfao e Buitrago,

1995).
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Figura 6. Representacio esquematica do sistema éptico de um citometro de fluxo com um laser e
trés detectores de fluorescéncia. (Diaz et.al., 2010)

Em CF, a andlise € efectuada a partir dos dados obtidos que s@o apresentados sob
a forma de graficos mono ou biparamétricos. Nos graficos monoparamétricos, também
designados histogramas, visualiza-se apenas um parametro (por exemplo, uma
fluorescéncia). Nos graficos biparamétricos, conhecidos como dot plots, ou “graficos de
pontos”, visualizam-se dois parametros simultaneamente (por exemplo, FSC versus

SSC).

Para efectuar a andlise fenotipica das células € necessario utilizar anticorpos
monoclonais (AcMo) especificos para antigénios presentes em moléculas expressas a
superficie ou no interior da célula, conjugados com fluorocromos (moléculas
fluorescentes) (Martin et.al., 2006). Desta forma, conseguem-se identificar as células

que expressam as moléculas em estudo e caracterizar a sua expressao (Marrone, 2009).

Os fluorocromos de exceléncia sdo biologicamente inertes (ndo afectam as
células, nem se ligam directamente aos elementos celulares), emitem fluorescéncia com
grande intensidade quando estimulados pela luz com o comprimento de onda adequado
e, para imunofenotipagem, devem ser facilmente conjugados com AcMo (Baumgarth e
Roederer, 2000). Contudo, é necessdrio ter atengdo ao uso de combinagdes de
fluorocromos pois, apesar das vantagens em caracterizar, simultaneamente, diversas
propriedades na mesma célula, se os fluorocromos usados em combinag¢do tiverem
espectros de emissdo proximos pode haver sobreposicao de fluorescéncias, sendo

necessario fazer a compensacdo espectral, onde os sinais de um detector vao ser
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subtraidos aos dos outros; assim, os fluorocromos usados em combina¢do devem ter
uma baixa sobreposicdo espectral entre si (Diaz et.al., 2010). A compensagdo €, por
isso, uma questdo essencial na CF da qual depende a fiabilidade dos resultados obtidos.
Por este motivo, o utilizador deve estar ciente dos efeitos da compensagdo, tem que
saber utilizd-la convenientemente e deve ser capaz de reconhecer dados ndao ou mal

compensados (Hézard et.al., 2007; Baumgarth e Roederer, 2000).

Desde a primeira aplica¢do da CF no estudo da célula, o nimero de parametros a
serem medidos (nimero de fluorocromos a serem combinados numa tnica leitura) tem
aumentado. Esta evolucdo, que se deveu ao desenvolvimento de novos hardware,
software e fluorocromos, levou ao aumento significativo da quantidade e da qualidade
das medi¢des. Percebe-se, portanto, que os beneficios da CF multiparamétrica fazem
com que esta técnica se tenha tornado uma ferramenta particularmente util e
insubstituivel no estudo da biologia e da imunologia da célula. Contudo, a medicao de
multiplos pardmetros, em cada célula, estd limitada pelo nimero de fluorocromos que
podem ser usados em simultaneo, dificultando o processo da compensagdao (Baumgarth

e Roederer, 2000).

O maior inconveniente da CF encontra-se na necessidade em obter células,
nicleos ou cromossomas em suspensao e individualizados, perdendo-se, desta forma,
informacao sobre a arquitectura tecidular ou celular e sobre as relacdes que cada célula,
nicleo ou cromossoma estabelece com o meio que os rodeia (Orfao e Buitrago, 1995).

O elemento chave dos citometros de fluxo consiste na sua capacidade de medir
um elevado nimero de particulas e, simultaneamente, multiplos parametros em cada
célula. Deste modo, € possivel identificar e caracterizar populagdes e subpopulacdes de
células ou até detectar células raras, como € o caso das SCH (Diaz et.al., 2010; Martin

et.al., 2000).

Os resultados apresentados sdo o nimero de eventos contados, a percentagem de
eventos e a intensidade média de fluorescéncia, podendo esta dltima ser convertida em
numero equivalente de fluorescéncia ou de moléculas de anticorpo (Hézard et.al.,

2007).

Assim, com o uso da CF, torna-se possivel fazer o estudo da diferenciacdo das

células hematopoiéticas (Huber, 2010).
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Anticorpos monoclonais

Para a identificacdo de moléculas expressas na superficie das células, assim
como intracelulares, é necessario utilizar AcMo especificos (Landuyt et.al., 2010;
Martin et.al., 2006). Actualmente estd disponivel uma grande variedade de AcMo
especificos para determinantes antigénicos de numerosas moléculas, (Orfao e Buitrago,
1995), sendo a sua classificagdo efectuada de acordo com os respectivos clusters of

differentiation (CD); serdo referidos os de interesse para o estudo em questao.

CD71

Um dos AcMo mais usados na imunofenotipagem da linha eritréide € o anti-
CD71, que se liga ao receptor de transferrina (CD71), uma glicoproteina
transmembranar com 95 KD de peso molecular envolvida no metabolismo do ferro.
Apesar da expressdo de CD71 nio ser especifica da linha eritréide, a combinagao de um
alto nivel de expressdo desta proteina com as caracteristicas de dispersao da luz das
células, permite identificar com alguma precisdo a linha eritréide (Sans-Sabrafan et.al.,
2001; Borrione et.al., 2007; Wojda et.al., 2002). A expressao de CD71 ¢é regulada por
inimeros factores, incluindo o armazenamento em ferro e o estimulo por parte da EPO.
Comeca a expressar-se no progenitor eritrdide BFU-E, tendo uma expressdo baixa a
intermédia no estadio de CFU-E (Sato et.al., 2010; Borrione et.al., 2007; Loken et.al.,
1987). Nos estadios de pré-proeritroblasto, proeritroblasto e de eritroblasto basdéfilo a
sua expressao € elevada, por comparacdo com a observada no estadio de eritroblasto
policromdtico. Em relacdo ao estadio de eritroblasto ortocromdtico, alguns autores
defendem a negatividade para CD71, no entanto outros referem a sua retencdo nos
reticulocitos (Wojda et.al., 2002; Mortensen et.al., 2009). Nestes, o CD71 expressa-se
em maior quantidade nos mais imaturos, havendo um decréscimo a medida que
maturam até ao seu desaparecimento (Borrione et.al., 2007). Esta diferenca de
expressdo demonstra a regulacdo da expressdo dos receptores de transferrina ao longo
da maturagdo, em fun¢do das necessidades determinadas pela sintese de hemoglobina
(Serke e Huhn, 1992; Marsee et.al., 2010). Na célula madura, o CD71 estd igualmente
ausente (Allan et.al., 2008).
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CD36

O CD36, glicoproteina de 88 KDa, estd presente nas plaquetas, na linha
monocitica e na linha eritréide (Cho e Kim, 2009; Filippone et.al., 2010). E usado na
identificacdo de células eritréides progenitoras e nucleadas, sendo sabido que os
eritroblastos basdéfilos e policromaticos t€ém uma forte expressao deste receptor. Alguns
autores afirmam também que o CD36 marca eritrocitos maduros (Allan et.al., 2008;

Dorn et.al., 2008).

CD34

O CD34, com um peso molecular de 116 KD, ¢ um marcador de SCH e de
progenitores mais diferenciados das diversas linhas, incluindo a eritréide, que se liga a
proteina de adesdo CD62L (Selectina L), perdendo gradualmente a sua expressao com a
maturacdo (Tsiftsoglou et.al., 2009; Wognum et.al., 1996; Liu et.al., 2007; Sackstein,
1997; Abbas et.al., 2000; Wojda et.al., 2002; Pahal et.al., 2000). Desta forma, a medida
que as células se tornam comprometidas para com a linha eritréide, a expressdo de

CD34 decresce substancialmente até desaparecer (Boehm et.al., 2009).

CD45

O CD45, com um peso molecular compreendido entre 180 e 220 KD, ¢ um
receptor pan-leucocitdrio com actividade de fosfatase da tirosina. No que respeita ao
estudo da linha eritréide por citometria de fluxo, este marcador € 1til para excluir os
leucdcitos contaminantes (Sato et.al., 2010). Estd presente em todas as células
hematopoiéticas, havendo uma diminui¢do da sua expressdo a partir do estadio de
proeritroblasto até a sua perda (Pahal et.al., 2000; Cho et.al., 2001; Sans-Sabrafan et.al.,
2001).

HLA-DR

O HLA-DR (Human Leucocyte Antigen-DR) é um receptor de superficie
heterodimérico que é composto por uma cadeia a (30-34 KDa) e outra 3 (26-29 KDa) e
pertence ao Major Histocompatibility Complex (MHC) de classe II (Handy et.al., 2010;
Roitt et.al., 1996; Kanakoudi-Tsakalidou et.al., 2001). E uma molécula que se expressa
nas células apresentadoras de antigénio (células dendriticas, mondcitos, linfécitos B) e

nos linfécitos T activados, sendo também utilizado para a imunofenotipagem da linha
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eritréide. Expressa-se nas células CD34+ (progenitores hematopoiéticos), deixando de
se expressar na fase de proeritroblasto (Terstappen et.al., 1990; Levacher et.al., 1990;

Genel et.al., 2010; Wognum et.al., 1996; Sans-Sabrafan et.al., 2001).

CD117

O CDI117, também designado proteina KIT, é uma proteina com 145 KD que
funciona como receptor para o SCF (Novelli et.al., 2010; Tsiftsoglou et.al., 2009). E
detectdvel na maioria das células imaturas CD34 negativas, sendo expresso pela
pluripotente SCH e pelos progenitores mieldides. Apds os estadios de CFU-E e de
proeritroblasto ha um declinio da sua expressdao, mas o CD117 continua a ser detectivel

até ao estadio de eritroblasto (Bain e Thompson, 2009; Wognum et.al., 1996).

CD105

O CDI105 (endoglina), com um peso molecular de 90 KD, liga-se a vdérios
membros da superfamilia transforming growth factor - beta (TGF-f), sendo expresso
nos proeritroblastos e co-expresso nos precursores hematopoiéticos mais imaturos.
Sabe-se também que a expressdo de CD105 se mantém nas células comprometidas com
a linha hematopoiética, tendo um importante papel no que respeita aos progenitores

precoces mielo-eritréides (Porta et.al., 2006; Abbas et.al., 2000; Cho et.al., 2001).

CD33

O CD33 ¢ uma glicoproteina de 67 KD que se liga ao acido sidlico e € membro
da familia Sialic acid binding immunoglobulin related lectins (Siglec), sendo também
designado por Siglec-3 (Abdool et.al., 2010). Expressa-se a superficie dos precursores
hematopoiéticos mieldides, eritrdides e megacariociticos, sendo mais fortemente
expresso nas células da linha mielomonocitica (Marin et.al., 2010; Wognum et.al.,
1996). Apesar disto, € usualmente conhecido como sendo um marcador de células
mieldides, sabendo-se também que ndo se expressa nas SCH pluripotentes (Ueda et.al.,

2000; Abdool et.al., 2010).

Do que atrds foi dito pode inferir-se que usando AcMo com especificidade
adequada € possivel fazer o estudo dos diferentes estadios de desenvolvimento

eritropoiético (Mortensen et.al., 2009; Martin et.al., 2006).
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Objectivos

O objectivo geral deste trabalho consistiu no estudo fenotipico da maturacio da
linha eritréide na MO, por CF, recorrendo a utilizacdo de AcMo especificos para
diversos antigénios, conjugados com diferentes fluorocromos,

Os objectivos especificos consistiram na identificacdo e caracterizacdo de
diferentes estadios de diferenciacdo da linha eritréide por critérios fenotipicos,
estabelecendo a sua eventual relacdo com os estadios de maturac@o identificaveis por

critérios morfoldgicos.
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Material e Métodos

O trabalho laboratorial foi realizado no Laboratério de Citometria do Servico de

Hematologia Clinica do Hospital de Santo Anténio, Centro Hospitalar do Porto.

Amostras

Foram estudadas 26 amostras de MO de doentes do Servico de Hematologia
Clinica enviadas ao Laboratério de Citometria para estudo imunofenotipico e ao Servigo
de Hematologia Laboratorial para estudo citolégico (mielograma) e que ndo

apresentaram evidéncia de envolvimento medular por doenca hematolégica.

As amostras foram colhidas em tubos com anticoagulante EDTA-K3.

Metodologia

Apoés exclus@do de envolvimento medular por doenca hematoldgica, foi a
efectuada a contagem das células, o estudo imunofenotipico e estudo morfoldgico da

linha eritroide.

Contagem de células

A contagem de células foi feita no contador hematolégico automatico

CoulterGen-S, da Beckman Coulter.

As amostras foram classificadas de hipocelulares, normocelulares ou
hipercelulares conforme a concentracdo celular era <30.000/mm’, >30.000/mm’ e

<90.000/mm° ou >90.000 /mm3, respectivamente.

Estudo imunofenotipico

O estudo imunofenotipico da linha eritride foi efectuado através de

imunomarcacdo, seguida de aquisicao em citémetro de fluxo e andlise dos resultados.

Imunomarcacao das amostras

Para a imunomarcagdo foi usada uma técnica de imunofluorescéncia directa,
usando uma combinacdo de oito AcMo conjugados com fluorocromos com

especificidade para antigénios expressos em moléculas consideradas relevantes para a
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identificacdo da linha eritréide e estudo da sua diferenciacdao (Quadro 1). A escolha
desta combinagao de anticorpos baseou-se no painel de imunomarcacao sugerido pelo
grupo EuroFlow para diagndstico e subclassificacdo de leucemias mieldides agudas e
sindromes mielodisplasicos (Dongen et.al., 2009) para utilizagdo no citdémetro
FACScanto (Becton-Dickinson), tendo sido posteriormente adaptada para utilizacdo no
citémetro de fluxo Navios™ da Beckman Coulter, com substituicio do AcMo anti-

CD71 conjugado com APC-H7 pelo mesmo anticorpo conjugado com APC-AF750.

Quadro 1. Anticorpos monoclonais respectivas especificidades, clones, fluorocromos e casas

comerciais.

Especificidade Clone Fluorocromo (a) Casa Comercial (b)
CD36 FA6.152 FITC 10T
CD105 1G2 PE 10T
CD34 8G12 PerCP-Cy5.5 BD
CD117 104D2D1 PE-Cy7 10T
CD33 P67.6 APC BD
CD71 M-A712/YDJ1.2.2 | APC-H7/ APC-AF750 BD /10T

HLA-DR L.243 PB Biolegend
CD45 HI30 PO Invitrogen

(a) APC, Allophycocyanin;, APC-AF750, Allophycocyanin-Alexa Fluor 750; APC-H7,
Allophycocyanin-Hilite7; FITC, Fluorescein Isothiocyanate; PB, Pacific Blue; PE,
Phycoerythrin; PE-Cy7, Phycoerythrin-Cyanine 7, PerCP-Cy5.5, Peridinin Chlorophyll
protein-Cyanine 5.5, PO, Pacific Orange.

(b) BD, Becton Dickinson Bioscience; IOT, Immunotech;

Para a imunomarcagao, procedeu-se da seguinte forma:

a) Adicao do volume apropriados de cada anticorpo (Quadro 2), a um tubo de

polipropileno;
b) Adi¢ao de 100 pL de suspensao celular, contendo ~1x10° células;
c) Agitacdo;

d) Incubacdo durante 15 minutos no escuro a temperatura ambiente (18-25°C).
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Quadro 2. Anticorpos monoclonais e respectivos volumes.

Anticorpos
CD36 | CD105 | CD34 | CD117 |[CD33 CD71 HLA-DR | CD45
Monoclonais
Volume (pL)
) 10 20 20 10 5 5 5 5

* Volume de anticorpo para 100 pL de suspensio celular (1 x 10° células).

De seguida, efectuou-se a lise dos eritrcitos presentes na amostra, seguida de
lavagem das células.

Para o efeito, adicionou-se 500 pL do reagente de lise OptiLyse® C Lysing
Solution da Beckman Coulter, agitou-se no vortex e incubou-se durante 10 minutos no
escuro a temperatura ambiente (18-25°C).

No final do periodo de incubagdo, adicionaram-se 2 mL de solucdo tampao de
fosfatos em meio salino (BD FACSFlow™), agitou-se no vértex e centrifugou-se a
2000 rpm durante 5 minutos, retirando-se o sobrenadante.

Repetiu-se mais uma vez o passo anterior e, finalmente, adicionaram-se 500 pL
de BD FACSFlow™, ficando as amostras preparadas para a leitura no citémetro de

fluxo.

Leitura no citometro de fluxo

As amostras foram lidas no citémetro de fluxo Navios™ da Beckman Coulter
(Figura 7), com as caracteristicas mencionadas no Quadro 3.
Para a leitura foi usado o Software Navios versao 1.0., da Beckman Coulter.

Em cada amostra, foram adquiridos 200.000 eventos.

Figura 7. Citéometro de fluxo Navios™ (Beckman Coulter).
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Quadro 3. Comprimentos de onda dos lasers do citometro de fluxo e de emissao dos fluorocromos.

Comprimento Comprimento de
de onda de onda de emissao
Laser . Canal Fluorocromo .
emissao do maxima do
laser (nm) fluorocromo (nm)
FS - -
SS - -
FL1 FITC 541
Azul 488
FL2 PE 575
FL4 PerCP-CY5.5 695
FL5 PE-Cy7 810
FL6 APC 660
Vermelho 638 APC-H7 785
FL8
APC-Alexa Fluor 750 775
FL9 PB 455
Violeta 405
FL10 PO 551

Analise dos resultados

A andlise dos resultados foi efectuada com o Software Infinicyt™ (Cytognos),
usando a udltima versdo disponibilizada para o grupo Euroflow (V1.5) e consistiu

fundamentalmente nas seguintes etapas:

a) Seleccdo da linha eritréide
b) Quantificag¢do da linha eritréide
c¢) Identificacdo fenotipica dos estadios maturativos da linha eritréide

d) Caracterizacao fenotipica dos estadios maturativos da linha eritréide

Identificacdo e seleccdo da linha eritrdide

A 1identificacdo e seleccdo da linha eritréide foram feitas usando o Automatic
Population Separator (APS), que faz uma separacdo n-dimensional das populacdes de
células através da verificacdo das diferentes escolhas de combinagdes de parametros
(FSC, SSC e fluorescéncias), e tendo como apoio dot plots em que se representam as
fluorescéncias emitidas pelas células marcadas com os anticorpos especificos para

diferentes antigénios.

24




ESTUDO FENOTIPICO DA MATURAGAO DA LINHA ERITROIDE NA MEDULA OSSEA

LiLIANA CEREJO, 2012

Este processo decorreu a dois tempos, usando os APS 1 e 2 e tendo como apoio
os dot plots anti-CD45/anti-CD71 e anti-CD36/anti-CD71, respectivamente (Figuras 8 e

9), consistindo nos seguintes passos sequenciais:

Passo 1. Seleccionamos inicialmente a “populacdo de células eritréides
nucleadas da medula 6ssea” no APSI1, tendo como apoio o histograma biparamétrico

anti-CD45/anti-CD71 (Figura 8).

B Outras células

B Células da linha eritréide ( CD45- CD71+ )
+ Células contaminantes ( CD435- CD71-)

CDA5SPO

APS1 1 1E1 1E2
CD71 APC

Figura 8. Seleccao inicial da populacio de células eritroides nucleadas da medula dssea,
“contaminada” com plaquetas.

Analisando este dltimo histograma, verificamos que a “populagdo de células
eritroides nucleadas” seleccionada no APS1, embora fosse constituida
fundamentalmente por células da linha eritréide (CD45-/CD71+), apresentava sempre

uma ‘“‘contaminacio” varidvel com células nao eritréides (CD45-/CD71-).

Passo 2: Seleccionamos secundariamente a “populacdo de células eritroides
nucleadas da medula 6ssea” no APS2, tendo como apoio o histograma biparamétrico

anti-CD36/anti-CD71 (Figura 9).

1E4
J

M Células da linha eritréide ( CD71+ CD36+ )
Plaquetas ( CD71- CD36+ )

1E2
1

CD36 FITC

APS 2 1 181 Ez  1E3 14
€D71APC HT

Figura 9. Seleccao secundaria da populacio de células eritroides nucleadas da medula éssea, com
exclusao das plaquetas “contaminantes”.
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Analisando este dltimo histograma, verificamos que a “populacdo de células
eritréides nucleadas da medula 6ssea” seleccionada no passo 1 era constituida por
células eritréides (CD71+CD36+) e por plaquetas (CD71-CD36+) e que esta estratégia

de seleccdo nos permitia excluir as plaquetas “contaminantes”.

Quantificacao da linha eritréide

Uma vez identificadas as células eritréides nucleadas da medula éssea (e
excluidas as plaquetas contaminantes), procedemos a sua quantificacdo, expressando o

resultado em % de células eritréides no total das células nucleadas presentes na amostra.

Identificacio fenotipica dos estadios de maturacido da linha eritréide

Ap6s identificacdo e seleccdo da populacao das células eritréides, procedemos a
andlise dos dot plots anti-CD36/anti-CD105, anti-CD36/anti-CD117 e anti-CD117/anti-
CD34 (Figura 10). Nestes dot plots identificamos as populacdes que nos pareciam poder
corresponder a estadios de maturacdo distintos e que designamos arbitrariamente como
estadios 1, 2, 3 e 4, com base na expressao de CD105, CD117 e CD34. O estadio 3 foi
seleccionado com base na expressao exclusiva de CD105 (Figura 10, histograma A), o
estadio 2 com base na expressdo de CD105 e CD117 (Figura 10, histograma B) e o
estadio 1 com base na expressdo de CD105, CD117 e CD34 (histograma C). As células
com auséncia de expressdo destes trés marcadores foram consideradas como

pertencentes ao estadio 4.
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Figura 10. Identificacao e seleccio dos diferentes estadios de maturacao da linha eritréide, com
base em critérios fenotipicos.
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Caracterizacio fenotipica dos estadios maturativos da linha eritréide

Os estadios maturativos acima mencionados foram caracterizados quanto ao
FSC, SSC e quanto a expressao dos vérios antigénios estudados, tendo esta ultima sido

avaliada pela intensidade média de fluorescéncia.

Estudo morfologico

A partir das mesmas amostras de MO usadas para estudo imunofenotipico,
foram efectuados esfregacos, que, apds coloragdo e apds secagem, foram preservados

através de montagem com lamela, em Entellan® (Merck).

Nestes esfregacos foi posteriormente realizado, em duplicado, o estudo
morfolégico da linha eritréide, executado por um médico patologista experiente, em
microscopio Optico BX40 da Olympus (ampliagdo de 1000x). Este estudo consistiu na
quantificacdo da percentagem de células eritréides totais na MO e na sua contagem
diferencial, tendo em conta as caracteristicas morfoldgicas nucleares e citoplasmaéticas
que identificam os diferentes estadios maturativos da linha eritréide: proeritroblastos,

eritroblastos basofilos, eritroblastos policromadticos e eritroblastos ortocrométicos.

Figura 11. Microscopio optico BX40 (Olympus).
Andlise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o Software SPSS versao
18.0. Para as varidveis quantitativas continuas foi calculada a média e o desvio padrdo e
para as varidveis qualitativas, foi calculada a frequéncia. Para a comparagao de varidveis
foram usados o teste t-student (comparagdo de dois grupos), e ANOVA (para

comparacdo de mais de dois grupos), seguido pelo teste de Tukey para comparagdo
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multipla a posteriori, nos casos adequados. A homogeneidade da variancia foi avaliada

pelo teste Levene e o nivel de significancia considerado foi de 0,05 (o = 0,05).
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Resultados

Os resultados apresentados sdo relativos a 26 amostras de MO sem evidéncia de
envolvimento medular por doenca hematoldgica, das quais 54% pertenciam a doentes
do sexo feminino e 46% a doentes do sexo masculino, tendo idades compreendidas

entre os 40 e os 82 anos.

Celularidade

No que diz respeito a celularidade, 50% das amostras eram hipocelulares, 23%

das amostras eram normocelulares e 27% hipercelulares.

Nestas amostras, a concentragdo celular média foi de 20,3+7,3 x 109/L,

61,3+17,7 x 10°/L e 142,3+29,0 x 10°/L, respectivamente.

Representacao das células da linha eritroide

Estudo imunofenotipico

A percentagem de células de linha eritréide identificadas por CF foi de

12,246,8%.

Na anélise global pelo teste ANOVA, em que se compararam os grupos de
amostras hipocelulares, normocelulares e hipercelulares quanto a percentagem de
células da linha eritréide, verificou-se que existia pelo menos um grupo diferente dos
outros (p = 0,003), no que respeita a % de células eritréides totais, avaliada por CF

(Figura 12 e a Tabela I dos anexos).

Quando se analisaram as diferencas entre grupos constatou-se uma diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,002) entre a % de células eritréides totais observada

nas amostras hipocelulares e hipercelulares (Tabelas II e III dos anexos).
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Figura 12. Percentagem de células eritréides nas amostras de medula 6ssea hipocelulares,
normocelulares e hipercelulares, avaliada por citometria de fluxo.
Estudo morfologico

No que respeita ao estudo morfolégico, a percentagem de células de linha
eritréide foi de 19,3+12,4%.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre amostras
hipocelulares, normocelulares e hipercelulares, no que respeita a percentagem de células

da linha eritréide (p = 0,173) (Figura 13 e Tabela IV dos anexos).
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Figura 13. Percentagem de células da linha eritréide nas amostras hipocelulares, normocelulares e
hipercelulares, avaliada por estudo morfolégico.

Comparacdo entre os estudos imunofenotipico e morfologico

A percentagem de células da linha eritréide obtida por CF correlacionava-se com
a percentagem de células da linha eritréide obtida por morfologia, sendo o valor do
coeficiente de determinacao (R?) igual a 0,513 (Figura 14 e Tabela V dos anexos). No
entanto, verificou-se que a contagem por morfologia era superior a obtida por CF

(ordenada na origem igual a 4,779).

Este valor da ordenada na origem tem uma diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,016) relativamente a origem o que se deverd, provavelmente, a
presenca da amostra que se encontra mais afastada da recta [assinalada com seta a

vermelho (Figura 14 e Tabela VI dos anexos)].
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Figura 14. Comparacio entre as contagens de células da linha eritréide obtidas no estudo
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morfoldgico e no estudo imunofenotipico.

Com o intuito de averiguar se realmente a amostra assinalada seria a responsédvel
pela diferenca estatisticamente significativa acima referida, foi efectuada nova
comparacao dos dois métodos, mas agora sem essa mesma amostra (Figura 15). Como
se pode observar, o coeficiente de determinacdo (R®) aumentou consideravelmente
(0,821), o que significa que os dois métodos t€m uma maior correlagio (Tabela VII dos
anexos). O valor da ordenada na origem deixa de ter uma diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,086) contudo, a contagem por morfologia continua a ter valores

superiores aos da citometria (B = 2,165) (Figura 15 e Tabela VIII dos anexos).
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Figura 15. Comparacao entre as contagens de células da linha eritréide obtidas no estudo
morfologico e no estudo imunofenotipico, excluindo os outliers.
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Identificacao e quantificacao de estadios maturativos eritroides

Estudo imunofenotipico

A combinagdo dos oito anticorpos permitiu distinguir quatro estadios de
maturagdo, designados por estadios 1, 2, 3 e 4, sendo que o estadio 1 representa células

mais imaturas e o estadio 4 células mais maduras.

Avaliando a percentagem de células presentes em cada um dos estadios de
maturacdo identificados por critérios fenotipicos verificou-se que a medida que a
maturagdo avancava, do estadio 1 para o estadio 4, a quantidade de células da linha

eritréide ia aumentando (Tabela 1).

Tabela 1. Representacao relativa dos diferentes estadios maturativos da linha eritroide,
identificados por estudo imunofenotipico.

. .. % das células eritroides nucleadas da medula dssea
Estadios fenotipicos
Média Desvio padrao Minimo Maximo
Estadio 1 0,8% 0,4% 0,1% 1,4%
Estadio 2 6,2% 1,4% 3,5% 10,1%
Estadio 3 32,9% 13,5% 11,5% 59,0%
Estadio 4 60,2% 13,8% 35,2% 83,3%

Desta forma, as células nos estadios mais indiferenciados (estadios 1 e 2) eram
relativamente raras, representando s6 7,0+1,5% das células da linha eritréide, e havia
um franco predominio de células nos estadios mais avancados de diferenciacdo
(estadios 3 e 4), que representavam, em conjunto, 93,1+1,5% das células eritréides

nucleadas da MO.

As amostras hipocelulares, normocelulares e hipercelulares nao apresentavam

diferengas significativas na percentagem de células nos estadios maturativos 1, 2, 3 e 4
(Figura 16).
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Figura 16. Percentagem de células eritréides nos estadios 1, 2, 3 e 4 nas amostras hipocelulares,
normocelulares e hipercelulares.

A Figura 17 representa a distribuicdo relativa de cada um dos estadios
fenotipicos em cada uma das amostras estudadas e ai pode observar-se que a

distribuicdo das células entre os estadios 3 e 4 era varidvel de amostra para amostra.

Percentagem
5

4

Figura 17. Percentagem de células em cada estadio maturativo, nas diferentes amostras, avaliada
por critérios imunofenotipicos.
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Estudo morfologico

Igualmente, avaliando a percentagem de células presentes em cada um dos
estadios de maturacdo identificados por critérios morfolégicos verificou-se que a
medida que a maturacdo ocorria, desde o proeritroblasto até ao eritroblasto

ortocromaético, a quantidade de células da linha eritr6ide ia aumentando (Tabela 2).

Tabela 2. Representacio relativa dos diferentes estadios maturativos da linha eritréide,
identificados por estudo morfolégico.

% das células eritroides nucleadas da medula

Estadios morfolégicos ossea
Média | Desvio padriao | Minimo | Maximo
Proeritroblastos 0,8% 0,9% 0,0% 3,0%
Eritroblastos basofilos 5,6% 3,1% 0,0% 11,2%
Eritroblastos policromaticos 34,9% 13,5% 0,0% 56,6%
Eritroblastos ortocromaticos 58,7% 15,0% 39,3% 100,0%

Tal como no estudo imunofenotipico, verificou-se que a percentagem de células
nos estadios mais precoces de diferenciacdo, constituidas por proeritroblastos e
eritroblastos basofilos, era relativamente pequena (6,4+3,8% das células da linha
eritréide), havendo um franco predominio de células em estadios mais avancados de
diferenciacdo (93,6+3,8%), representadas por eritroblastos ortocromdticos e

eritroblastos policromaticos (Figura 18).

A Figura 18 representa a distribuicdo relativa de cada um dos estadios
maturativos identificados por critérios morfolégicos em cada uma das amostras
estudadas e ai pode verificar-se que era muito varidvel a distribuic@o entre eritroblastos

policromaticos e eritroblastos ortocromaticos.
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Figura 18. Percentagem de células em cada estadio maturativo, nas diferentes amostras, avaliada
por critérios morfoldgicos.

Comparacgdo entre os estudos imunofenotipico e morfologico

Comparando a percentagem de células da linha eritréide obtida por CF com a
percentagem de células da linha eritréide obtida por morfologia em cada estadio
maturativo verificou-se que a correlagc@o entre o estadio 1 e o estadio de proeritroblasto

foi muito fraca (R2 =0,071) (Tabela IX dos anexos).

No entanto, no que respeita a correlacdo dos restantes estadios fenotipicos e

morfoldégicos, foram observadas correlacdes estatisticamente significativas:

e A percentagem de células no estadio 2 apresentou uma forte correlagdo com a
percentagem de eritroblastos baséfilos (R2 = 0,736) (Tabelas X e XI dos

anexos).

¢ Da mesma forma, a percentagem de células no estadio 3 exibiu correlagdo com a
percentagem de eritroblastos policrométicos (R* = 0,685) (Tabelas XII e XIII

dos anexos).

N

e No que se refere a percentagem de células no estadio 4, também houve
correlagdo com a percentagem de eritroblastos ortocromédticos (R? = 0,611)

(Tabelas XIV e XV dos anexos).
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Caracterizacao fenotipica da maturacao da linha eritroide

O estudo imunofenotipico permitiu fazer a andlise da expressdao dos diferentes

marcadores nesses mesmos estadios de maturagdo identificados por citometria de fluxo.

Os APS 1 e 2, que conjugam a informacdo obtida nos diferentes pardmetros
avaliados (FSC, SSC e fluorescéncias) permitiram-nos visualizar os vdarios estadios

fenotipico de maturacdo da linha eritréide na medula (Figura 19).

APS1 APS 2

Figura 19. APS obtidos apos seleccio da linha eritréide.
Nos dot plots representativos da maturacdo da linha eritréide (Figura 20)
pudemos verificar que o tamanho e a complexidade vao diminuindo a medida que as

células vao maturando (dot plot A).

Quanto a expressado das diferentes moléculas estudadas, verificamos que o CD71
e o CD36 se expressam em todos os estadios (dot plots B, C e D), sendo varidvel a
expressdo das restantes moléculas. Assim, a expressdo de CD45, HLA-DR, CD34 e
CD117 (dot plots B, 1, H e G, respectivamente) caracteriza os estadios mais imaturos
(estadios 1 e 2), sendo a expressdo das trés primeiras moléculas restrita ao estadio 1,
enquanto a expressao de CD117 se observa nos estadios 1 e 2. J4 o CD10S5 se expressa
até ao estadio 3 (dot plots C, E, G e J), desaparecendo no estadio 4. Relativamente ao
CD33, a sua expressdo € muito reduzida, observando-se apenas em algumas células do

estadio 1 (dot plot J).
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Figura 20. Dot-plots biparamétricos ilustrativos da maturacio fenotipica da linha eritréide na
medula dssea.
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Anadlise do tamanho e complexidade celular

FSC

Relativamente ao tamanho celular, avaliado pelo FSC, observa-se, como ja
referido anteriormente, uma diminui¢cdo gradual ao longo dos quatro estadios de
diferenciacdo, sendo esta diminuicdo mais acentuada quando as células passam do

estadio 2 para o estadio 3 (Figura 21 e Tabela XVI dos anexos).
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Figura 21. Evoluciao do tamanho celular (FSC) durante a maturacio da linha eritréide.

SSC

Quanto a complexidade celular, avaliada pelo SSC, observa-se, também, uma
diminui¢do gradual ao longo dos quatro estadios de diferenciagdo, sendo esta
diminui¢do mais acentuada na passagem do estadio 1 para o estadio 2 e do estadio 3

para o estadio 4 (Figura 22 e Tabela XVII dos anexos).
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Figura 22. Evolucao da complexidade celular (SSC) durante a maturacio da linha eritroéide.

Anadlise da expressdo de marcadores celulares

Descreve-se de seguida a variacdo da expressdao de cada uma das moléculas
estudadas ao longo do processo de maturacao da linha eritréide, identificada pelos
estadios maturativos sequenciais, 1 a 4, e avaliada pela intensidade média de
fluorescéncia emitida pelas células marcadas com os respectivos anticorpos, conjugados

com fluorocromos.

CD71

No estudo da maturacdo da linha eritréide por citometria foram usados dois
anticorpos anti-CD71 marcados com fluorocromos diferentes (APC-H7 e APC-Alexa
Fluor 750). Foi, portanto, imprescindivel verificar se havia diferengas entre estes dois
fluorocromos, nomeadamente no que respeita a intensidade de fluorescéncia. Como se
pode observar na Figura 23 e na Tabela XVIII dos anexos, a andlise estatistica

comprovou que ndo havia diferencas estatisticamente significativas (p = 0,054).
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Figura 23. Comparacao entre dois anticorpos anti-CD71 conjugados com fluorocromos diferentes.

Desta forma, ao analisar a expressdao de CD71 verifica-se que ha um aumento na
intensidade média de expressao até ao estadio 3 e que na fase terminal de maturacdo na
medula, correspondente a passagem do estadio 3 para o estadio 4, hd uma diminuicao na

expressao deste receptor a superficie das células (Figura 24 e Tabela XIX dos anexos).
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Figura 24. Evolucio da expressao de CD71 durante a maturacio da linha eritroéide.
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CD36

N

No que diz respeito a intensidade média de expressdo de CD36 nota-se um
aumento acentuado na passagem do estadio 1 para o estadio 2; no estadio 2 a expressao
desta molécula atinge o mdximo, mantendo-se ainda elevada no estadio 3 e diminuindo

posteriormente (Figura 25 e Tabela XX dos anexos).
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Figura 25. Evolucio da expressao de CD36 durante a maturacio da linha eritroéide.

CD34

A intensidade média de expressao de CD34 apresenta um decréscimo desde o
estadio 1 até ao estadio 4, observando-se expressao fraca desta molécula no estadio 1, e

auséncia de expressao nos estadios subsequentes (Figura 26 e Tabela XXI dos anexos).
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Figura 26. Evolucao da expressao de CD34 durante a maturacao da linha eritréide.

CD45

Relativamente ao CD45 a intensidade média de expressdo diminui desde o
estadio 1 ao estadio 4, observando-se expressao extremamente fraca desta molécula no
estadio 1, diminuicdo no estadio 2 e auséncia de expressao nos estadios 3 e 4 (Figura 27

e Tabela XXII dos anexos).
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Figura 27. Evolucao da expressao de CD45 durante a maturacao da linha eritréide.
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HLA-DR

A expressdo de HLA-DR ocorre no estadio 1, diminuindo posteriormente e nao
tendo sido observada expressao desta molécula nos estadios subsequentes (Figura 28 e

Tabela XXIII dos anexos).
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Figura 28. Evolucido da expressao de HLA-DR durante a maturacgio da linha eritréide.

CD33

Quanto ao CD33 verifica-se uma diminuicdo da intensidade média de expressao
desde o estadio 1 até ao estadio 4, sendo o seu comportamento idéntico ao do CD45 e

do HLA-DR (Figura 29, Tabela XXIV dos anexos).
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Figura 29. Evolucao da expressao de CD33 durante a maturacao da linha eritréide.

CD117
No que se refere ao CD117 verifica-se uma diminuicdo da intensidade média de
expressao desde o estadio 1 ao estadio 4, havendo uma maior descida entre os estadios 1

e 2, deixando de se expressar nos estadios 3 e 4 (Figura 30 e Tabela XXV dos anexos).
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Figura 30. Evolucio da expressio de CD117 durante a maturacio da linha eritroéide.
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CD105

O CDI105 tem um ligeiro aumento da intensidade média de expressdo na
passagem do estadio 1 para o estadio 2, diminuindo significativamente na passagem do
estadio 2 para o estadio 3, continuando a diminuir até ao estadio 4, onde ja ndo se

expressa (Figura 31 e Tabela XX VI dos anexos).
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Figura 31. Evolucio da expressio de CD105 durante a maturacio da linha eritroéide.

Caracterizagdo dos perfis fenotipicos maturativos
Ap6s andlise individual de cada uma das moléculas foi efectuado o estudo

combinado dos oito marcadores nos quatro estadios de maturagdo, para que fosse

possivel avaliar o perfil fenotipico de cada um dos estadios.

Assim, pela observacdo das Figuras 32 e 33 verifica-se que ao longo da
diferenciacdo da linha rubra algumas moléculas deixam de se expressar e outras passam

a ter uma maior ou menor expressdo em determinados estadios.

No estadio 1, todas as moléculas se expressam, apesar de no caso do CD33 e do

CD45 as intensidades de expressdo serem muito reduzidas.

No estadio 2, 0 CD33, o CD45, 0 CD34 e o HLA-DR deixam de ser expressar, o
CD117 tem uma diminui¢cao de expressao, a expressao de CD105 mantém-se e os CD71

e CD36 apresentam uma intensidade de expressao mais elevada.
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No estadio 3, o CD117 deixa de se expressar, a expressdo de CD105 diminui e a

expressdao de CD71 aumenta, enquanto a de CD36 praticamente nio varia.

Por fim, no estadio 4 o CD105 deixa de se expressar, diminuindo a expressao de

CD71 e de CD36.
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Figura 32. Representacio grafica do perfil fenotipico maturativo da linha eritrdide: evoluciao da
intensidade média de expressao dos diferentes antigénios ao longo da maturacao.
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Figura 33. Representacio grafica do perfil fenotipico maturativo da linha eritroide: intensidade
média de expressao dos varios antigénios nos diferentes estadios maturativos.
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Para melhor clarificacdo da andlise da maturacdo da linha eritréide ao longo dos
quatro estadios de diferenciacdo identificados por CF, representam-se de forma

resumida no Quadro 4, os perfis fenotipicos correspondentes.

Quadro 4. Resumo dos perfis fenotipicos que caracterizam os estadios maturativos da linha

eritroide.
Estadio

CD71 | CD36 | CD34 | CD45 | HLA-DR | CD33 | CD117 | CD105
fenotipico
Estadio 1 +) (+) +) (+) +) (-/+) (++) (++)
Estadio 2 | (++) | (+++) -) ) -) -) (+) (+++)
Estadio 3 | (+++) | (++) ) ) Q) ) ) (+)
Estadio4 | (+) (+) ) ) Q) ) ) )

(+, ++, +++) Positivo, i.e., expressdao nas células desse estadio maturativo (com a designacdo +, ++ e +++
pretende-se apenas sistematizar a variagdo da intensidade de expressdo ao longo do processo maturativo; (-)
Negativo, i.e., auséncia de expressdo nas células desse estadio maturativo; (-/+) Expressdo varidvel nas

células desse estadio maturativo.
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Discussao

Os nossos resultados indicam que os critérios fenotipicos para identificar e
quantificar a linha eritréide neste estudo (caracteristicas de dispersdo da luz
associadas ao fenédtipo CD45-CD71+CD36+) permitem obter resultados comparaveis
aos critérios morfoldgicos convencionais, uma vez que a percentagem de células da
linha eritréide por CF se correlaciona com a percentagem de células da linha eritréide

por morfologia.

O facto da contagem por critérios morfoldgicos ser ligeiramente superior a
contagem obtida por critérios fenotipicos, sobretudo no que respeita a contagem de
células nos estadios mais avancados, pode dever-se ao facto das células da linha
eritréide perderem a expressdo de CD71 e de CD36 na fase final da maturacdo, sendo
admissivel que alguns eritroblastos tardios ja ndo apresentem expressdao significativa
destas moléculas e possam, por isso, ter sido excluidos da andlise citométrica. Outra
hipétese plausivel € que o método usado para a lise dos eritrécitos (OptiLyse® C, uma
solucdo tamponada contendo 1.5% de formaldeido) possa ter conduzido a lise de alguns
eritroblastos tardios, em particular de eritroblastos ortocromaéticos. Para ultrapassar esta
dificuldade, foram descritos métodos de imunomarcacao sem lise dos eritrécitos e sem
lavagem das células, que usaram o DRAQS (corante fluorescente com afinidade para o
ADN) para a selecc@o das células nucleadas e a marcacdo com anti-CD45 e anti-CD71

para identificar as células da linha eritréide (Allan et.al., 2008).

Quer o estudo imunofenotipico quer o estudo morfoldgico permitiram identificar
quatro estadios maturativos da linha eritréide e em ambos os casos se verificou o
aumento da quantidade de células desde o estadio mais imaturo até ao mais maduro. O
facto das populagdes eritroides serem produzidas por mitoses sucessivas, justifica o

aumento atras citado (Chen et.al., 2009).

Os estadios maturativos da linha eritrdide identificados na medula éssea
por CF caracterizam-se por perfis fenotipicos distintos que traduzem a evolugdo da
expressdo de diferentes moléculas ao longo da diferenciacdo: estadio 1 (CD45+,

CD34+, CD117++, CD105++, CD71+, CD36+), estadios 2 (CD45-, CD34-, CD117+,
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CD105+++, CD714+, CD36+++), 3 (CD45-, CD34-, CD117-, CD105+, CD71+++,
CD36++) e 4 (CD45-, CD34-, CD117-, CD105-, CD71+, CD36+).

Durante a maturagdo da linha eritréide, avaliada por CF, verificou-se uma
diminui¢do tanto em tamanho (avaliado pelo FSC) como em complexidade (avaliada
pelo SSC), o que estd de acordo com o citado por Koury et.al (2005) e com o observado

no estudo morfolégico.

Relativamente a correspondéncia entre os estadios maturativos identificados
por critérios fenotipicos e os identificados por critérios morfolégicos, convém antes
de mais lembrar que a maturacdo das células € um processo continuo, traduzido por
mudancas morfolégicas, fenotipicas e funcionais sequenciais e que qualquer tentativa de
identificacdo de estadios, embora potencialmente util para a sistematizacdo do
conhecimento, pode ser artefactual. De qualquer forma, os estadios fenotipicos 2, 3 e 4,
parecem corresponder as células classificadas morfologicamente como eritroblastos
basdfilos, policromaticos e ortocromaticos. Ja ndo € claro que as células classificadas do
ponto de vista fenotipico como pertencentes ao estadio 1 correspondam aos
proeritroblastos, uma vez que ndo foi encontrada correlacdo entre a contagem
morfoldgica e a contagem fenotipica. Este facto pode dever-se a pouca representacio
deste estadio precoce e a maior dificuldade em identificar estas células por critérios
morfoldgicos. No entanto, também podemos admitir que no estadio 1 estejam incluidas
algumas células mais imaturas (pré-proeritroblastos), uma vez que as células deste
estadio partilham muitas caracteristicas usualmente atribuiveis as células mais

indiferenciadas, como a expressao de CD45, CD34 e HLA-DR.

A compreensdo da correlagdo entre estadios fenotipicos e morfoldgicos exige
uma andlise detalhada das moléculas cuja expressao se perde em fases mais ou
menos precoces da diferenciacio da linha eritréide, ainda na medula 6ssea: CD45,

CD34, HLA-DR, CD33, CD117 e CD105.

Relativamente a expressao de CD45, um receptor com actividade de fosfatase da
tirosina, envolvido na regulacdo da proliferacdo celular, da diferenciacdo e da migracao
(Hertog, 1999), de acordo com Cho et.al., 2001 e Sans-Sabrafan et.al., 2001, esta
molécula tem uma diminui¢ao de expressdo a partir do proeritroblasto até a sua perda no

eritrécito, o que estd em consonancia com o que se verificou no trabalho efectuado.
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Por outro lado, quando as células progenitoras hematopoiéticas se tornam
comprometidas para com a linha eritréide, o CD34, diminui rapidamente,
desaparecendo precocemente (Abbas et.al., 2000 e Boehm et.al., 2009). Embora as
células identificaveis neste estudo como pertencentes ao estadio 1 ainda expressem
CD34 com intensidade fraca, de acordo com estudos publicados previamente, baseados
em estudos imunohistoquimicos da medula éssea os proeritroblastos ja ndo expressam

CD34 (Oertel et.al., 1996).

Da mesma forma, Wognum et.al. (1996) e Sans-Sabrafan et.al. (2001)
reportaram que o HLA-DR se expressa nas células CD34+, deixando de se expressar
nos proeritroblastos. No estudo aqui efectuado verifica-se, no entanto, que as células
eritréides classificadas como pertencentes ao estadio 1 ainda expressam HLA-DR, ainda
que a intensidade de expressdo desta molécula seja reduzida, deixando de se expressar
nos estadios posteriores. Sendo o HLA-DR uma molécula crucial na apresentagcdo de
antigénios aos linfécitos T (Handy et.al., 2010) e tendo os GV uma func¢do altamente
especializada no transporte de oxigénio e nas trocas gasosas, torna-se 6bvio que esta

molécula ndo € necessdria para estas células (Klinken, 2002).

Quanto a expressao de CD33, segundo Marin et.al. (2010) e Abbas et.al. (2000),
esta molécula expressa-se a superficie dos precursores hematopoiéticos eritréides, tendo
a funcdo de regular a sinalizacdo nas células mieldides, justificando-se assim a baixa
expressdo da molécula no estadio 1 e a auséncia de expressio nos estadios

subsequentes.

No que respeita a expressdo de CD117, verificamos que esta molécula se
expressa exclusivamente nos estadios 1 e 2, muito embora a sua expressao no estadio 2,
correspondente aos eritroblastos basofilos, seja ja fraca e heterogénea. Estes resultados
estdo de acordo com o estudo publicado por Wognum et.al. (1996), onde se refere que a
expressdo da molécula decresce apds os estadios de CFU-E e de proeritroblasto,
continuando a ser detectdvel nos eritroblastos. O facto de o CD117 ser o receptor do
SCF e este, por sua vez, ser um factor de crescimento que promove a sintese de ADN e,
por consequéncia, a proliferacdo celular, explica a auséncia de expressdo nos estadios
mais tardios de diferenciacdo da linha eritréide (Tsiftsoglou et.al. 2009, Dorn et.al.,

2008).
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Finalmente, no que respeita ao CD10S (endoglina), observamos a expressao
desta molécula até ao estadio 3, correspondente aos eritroblastos baséfilos. Segundo
Porta et.al. (2006), o CD105 actua como receptor acessério para o TGF-f (Barbara
et.al., 1999), tem um papel importante na mielopoiese e na eritropoiese, expressando-se
nas células precursoras hematopoiéticas CD45+ (Cho et.al., 2001) e nos
proeritroblastos. Os resultados obtidos demonstraram que este factor de crescimento é

importante para a diferenciacao eritroide até ao estadio de eritroblasto baséfilo.

Nido menos importante é a regulacao da expressdo de outras moléculas que,
apesar de estarem presentes em todos os estadios de diferenciacao da linha
eritréoide na medula 6ssea, sofrem variacoes de expressao ao longo do processo

maturativo: CD71 e CD36.

A cinética de expressdao de CD71, que corresponde ao receptor de transferrina e
que medeia a incorporacdo dos complexos transferrina-ferro pelas células pode estar
relacionada com as necessidades das células eritrdides, de forma a assegurar a sintese da
Hb. De facto, o estudo fenotipico demonstrou que a expressdo de CD71, aumenta desde
o estadio 1 (proeritroblastos?) até ao estadio 3 (eritroblastos policromadticos), havendo
um decréscimo no estadio 4 (eritroblastos ortocromaticos), onde esta molécula se
continua, contudo, a expressar. Estes resultados sdo concordantes com os resultados
obtidos por Wojda et.al., 2002 que, usando um modelo de diferenciacdo da linha
eritréide in vitro, a partir de células CD34+ cultivadas em meio com eritropoietina,
documentou um aumento da expressao de CD71 até dia +6 de cultura, atingindo esta um
plateau entre os dias +6 e +10 e diminuindo posteriormente, quando as células atingiam
a sua maturacdo terminal. Também estdo de acordo com os resultados obtidos por
Marsee et.al., 2010, que usando estudos imunohistoquimicos em biopsias de medula
dssea, reportou que a expressdo de CD71 diminuia na fase terminal de maturacdo da
linha eritréide (eritroblastos tardios), sendo a expressao desta molécula praticamente
ausente nos eritrécitos maduros. Estas variagdes da expressdo de CD71 ao longo do
processo maturativo podem traduzir as necessidades de incorporacdo de ferro pelas
células de forma a completar a sintese de Hb, uma vez que a policromatofilia do

citoplasma dos eritroblastos decorre do processo de hemoglobinizagao.
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Os motivos que justificam a cinética de expressio de CD36 ao longo da
maturagdo da linha eritréide ndo sdo tdo Obvios, uma vez que esta molécula tem
aparentemente multiplos ligandos, incluindo o colagénio, a trombospondina, assim
como lipoproteina de baixa densidade oxidadas, fosfolipidos oxidados e 4cidos gordos
de cadeia longa, e multiplas fun¢des imunoldgicas e metabdlicas em diferentes células
(Silverstein e Febbraio, 2002). Nas células fagociticas, o CD36 integra, juntamente com
o receptor da vitronectina (alphaVbeta3), um receptor scavenger envolvido na
fagocitose independente da opsonizacgdo, estando também envolvido na fagocitose das
células apoptoéticas através do reconhecimento da fosfatidilserina exposta na membrana
externa (Fadok et.al., 1998). O facto de esta molécula atingir 0 miximo de expressdo
em estadios relativamente precoces da diferenciacio (estadio 2 / eritroblastos baséfilos)
pode estar relacionado com o facto de esta molécula estar envolvida no efeito anti-
apoptotico mediado pela EPO, prolongando assim a sobrevida das células da linha
eritréide (Nishiuchi et.al., 2010). De qualquer forma, os nossos resultados sao
concordantes com os de outros publicados, onde se refere que o CD36 permite
identificar células eritréides progenitoras e nucleadas, tendo uma forte expressdao nos

eritroblastos basoéfilos e policrométicos (Dorn et.al., 2008).

53



ESTUDO FENOTIPICO DA MATURAGAO DA LINHA ERITROIDE NA MEDULA OSSEA

LILIANA CEREJO, 2012

Conclusoes Gerais e Perspectivas Futuras

A andlise de células da MO por CF tem sido introduzida como um importante
critério para a investigacdo e diagndstico de numerosas patologias, principalmente nos
casos em que a andlise por morfologia e/ou citogenética € inconclusiva. Contudo, requer
uma compreensao detalhada da expressao antigénica em cada linha celular durante a sua

maturacdo desde a SCH até a célula madura (Westers et.al, 2011).

Neste trabalho caracterizdmos, por CF, o perfil fenotipico da maturagdo da linha
eritréide usando a combina¢do de oito anticorpos com especificidades distintas,
conjugados com diferentes fluorocromos sugerida pelo consércio Euroflow para o
estudo das Sindromes Mielodispladsicas. Esta abordagem permitiu-nos analisar, em
simultaneo, a expressdo de diferentes moléculas a superficie das células eritréides ao
longo do processo maturativo e identificar quatro estadios de maturagdo (estadios 1 a 4)
que, grosso modo, parecem corresponder a sequéncia maturativa das células da linha
eritr6ide na medula Ossea descrita por critérios morfolégicos (proeritroblasto,

eritroblasto basdfilo, eritroblasto policromatéfilo e eritroblasto ortocromatico).

Embora a expressao individual de cada uma das moléculas nas células da linha
eritréide possa ter sido alvo de anélise em estudos previamente publicados, este é, tanto
quanto é do nosso conhecimento, o primeiro estudo em que a sua expressdo € avaliada
simultaneamente, utilizando um protocolo de imunofenotipagem a 8 cores € em que 0s
estadios de maturacao identificados por critérios fenotipicos sao comparados com os
identificados por critérios morfoldgicos. Esta abordagem sé foi possivel gragas a
utilizacdo de um novo citémetro de fluxo que permite uma abordagem multiparamétrica
e de uma nova aplicacdo informética que permite extrair o maximo de informacao dos

dados obtidos.

Pretendemos, em estudos posteriores, alargar o estudo a outras moléculas com
reconhecida importancia na maturacdo da linha eritréide, como o EPO-R e o CD235a
(Glicoforina A), entre outras. Tencionamos ainda identificar alteracdes do perfil
fenotipico de maturacdo associadas a diversas patologias que se acompanham de
alteracdes primdrias (sindromas mielodispldsicas, leucemias agudas, etc.) ou

secunddrias (anemia ferripriva, anemias megaloblésticas, etc.) da maturagdo eritréide.
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Anexos

Tabela I: Teste ANOVA.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 465,597 2 232,798 7,820 ,003
Within Groups 684,686 23 29,769
Total 1150,283 25
Tabela II: Teste Tukey HSD.
(@) Tipo (J) Tipo Mean Std 95% Confidence Interval
lef;l:]e)nce Error Sit: Lower Bound E:::;
Normocelular Hipocelular 5,24590 2,69284 ,148 -1,4979 11,9897
Hipercelular -4,71333 3,03549 ,286 -12,3152 2,8886
Hipocelular Normocelular -5,24590 2,69284 ,148 -11,9897 1,4979
Hipercelular -9,95923 2,55786 ,002 -16,3650 -3,5535
Hipercelular  Normocelular 4,71333 3,03549 ,286 -2,8886 12,3152
Hipocelular 9,95923 2,55786 ,002 3,5535 16,3650
Tabela III: Teste Tukey HSD.
Tipo N Subset for alpha = 0.05
1 2
Hipocelular 13 8,3308
Normocelular 13,5767 13,5767
Hipercelular 18,2900
Sig. ,163 ,226

Tabela IV: Teste ANOVA.

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 539,629 2 269,815 1,902 ,173
Within Groups 3121,535 22 141,888
Total 3661,165 24
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Tabela V: Andlise da correlagdo.

Std. Error of the
Model R R Square Adjusted R Square .
Estimate
1 ,716 513 ,492 4,88190
Tabela VI: Modelo da regressao linear.
Standardized
Unstandardized Coefficients .
Model Coefficients t Sig.
B Std. Error Beta
1 (Constant) 4,779 1,834 2,605 ,016
Contagem_Manual ,397 ,081 716 4,920 ,000

Tabela VII: Andlise da correlagdo sem valor aberrante (outlier).

M Std. Error of the
R R Square Adjusted R Square
Model Estimate
1 ,906 ,821 ,813 3,00113
Tabela VIII: Modelo da regressado linear sem valor aberrante (outlier).
Standardized
Unstandardized Coefficients .
Model Coefficients T Sig.
B Std. Error Beta

1 (Constant) 2,165 1,203 1,800 ,086

Contagem Manual ,579 ,058 ,906 10,060 ,000
Tabela IX: Andlise da correlagao.

Std. Error of the

Model R R Square Adjusted R Square .
Estimate
1 ,266 ,071 ,028 ,27267

Tabela X: Analise da correlac@o.

Std. Error of the

Model R R Square Adjusted R Square .
Estimate
1 ,858 ,736 124 ,57695

II
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Tabela XI: Modelo da regressao linear.

Standardized
Unstandardized Coefficients
Model Coefficients t Sig.
B Std. Error Beta
(Constant) -,190 213 -,890 ,383
Total_Soma_est2_total 1,687 216 ,858 7,826 ,000
Tabela XII: Andlise da correlacdo.
Std. Error of the
Model R R Square Adjusted R Square .
Estimate
1 ,827 ,685 ,670 3,10237
Tabela XIII: Modelo da regressao linear.
Standardized
Unstandardized Coefficients
Model Coefficients t Sig.
B Std. Error Beta
(Constant) ,766 1,081 ,709 ,486
Total_Soma_est3_total 1,440 ,208 ,827 6,912 ,000
Tabela XIV: Anélise da correlagdo.
Std. Error of the
Model R R Square Adjusted R Square .
Estimate
1 ,782 ,611 ,593 3,13253
Tabela XV: Modelo da regressao linear.
Standardized
Unstandardized Coefficients .
Model Coefficients t Sig.
B Std. Error Beta
(Constant) 2,625 1,372 1,913 ,069
Total_Soma_est4_total ,956 ,163 782 5,877 ,000
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Tabela XVI: Teste Tukey HSD (FSC).

Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2 3 4
4 26 226,937308
3 26 358,324615
2 26 497,701923
1 26 547,905769
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Tabela XVII: Teste Tukey HSD (SSC).
Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2 3 4
4 26 88,476923
3 26 146,390385
2 26 172,279615
1 26 205,651538
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Tabela XVIII: Teste Levene (CD71).
Levene's
Test for
Equality t-test for Equality of Means
of
Variances
95%
Sig. Confidence
F|sig.| T | ot | @ D.If‘f“ea“ SDt.‘flé Error | 1 serval of the
tailed) ifference | Difference | = e 0
Lower | Upper
CD71 Equal ,1301,719 1 1,948 | 102 ,054 24,809 12,734 -,448 |50,066
variances
assumed
Equal 1,974 196,868 | ,051 24,809 12,568 -, 135 (49,754
variances not
assumed

v
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Tabela XIX: Teste Tukey HSD (CD71).

Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2 3
1 26 61,044231
4 26 126,541923
2 26 144,407692
3 26 189,653462
Sig. 1,000 ,506 1,000
Tabela XX: Teste Tukey HSD (CD36).
Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2
1 26 382,460385
4 26 417,375769
3 26 959,051154
2 26 995,318846
Sig. ,933 ,926
Tabela XXI: Teste Tukey HSD (CD34).
Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2
4 26 2,854615
3 26 3,802308
2 26 4,890769
1 26 80,346154
Sig. ,897 1,000
Tabela XXII: Teste Tukey HSD (CD45).
Estadio N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
4 26 2,445769
3 26 4,077692
2 26 9,242692
1 26 27,542308
Sig. ,420 1,000 1,000
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Tabela XXIII: Teste Tukey HSD (HLA-DR).

Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2
4 26 3,316923
3 26 6,260385
2 26 15,098462
1 26 137,829231
Sig. ,808 1,000
Tabela XXIV: Teste Tukey HSD (CD33).
Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2
4 26 3,375385
3 26 5,571923
2 26 6,938846
1 26 18,865385
Sig. ,269 1,000
Tabela XXV: Teste Tukey HSD (CD117).
Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2 3
4 26 2,034615
3 26 2,894231
2 26 110,361538
1 26 366,245769
Sig. 1,000 1,000 1,000
Tabela XXVI: Teste Tukey HSD (CD105).
Subset for alpha = 0.05
Estadio N
1 2 3 4
4 26 4,241154
3 26 42,980385
1 26 261,620000
2 26 325,972308
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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