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RESUMO

Descrevern-se nove casos de processos neoplásicos de células B, corn baixa densidade de Ig da membrana.
Em todos estes casos se observa uma alta percentagern de MRFC e a presenca de antigénios da classe II
do MHC. Dos nove doentes apresentados, oito tern urn quadro clinico e laboratorial tipico de LLC e urn
tern urn quadro compativel corn urna LLC na sua fase inicial. A identificacao dos isotipos da Ig de mem
brana sugere que a transforrnacAo neoplásica na LLC pode ocorrer em diferentes estadios de diferenciacAo
do linfocito B. A expressão sirnultânea de trés marcadores de superficie (baixa densidade de 1g. MRFC
e Ia) e a sua estreita correlação corn a LLC — B, evidencia a sua utilidade no diagnôstico da doenca.

SUMMARY

Surface markers of B cells. I — the cells with low density surface immunoglobuline.

In the present paper, nine cases of B-cell leukaernia with low density rnernbrane Ig are described. In all
these cases a high percentage of MRFC and the presence of class II MHC antigens are observed. Among
the nine patients observed, eight of them have a clinical and laboratorial presentation typical of CLL and
one has a presentation suggesting CLL in an early stage. The characterization of membrane Ig isotypes
suggests that neoplastic transformation in CLL can occur at different stages of B cell differentiation. The
simultaneous expression of three markers (low density Ig, MRFC and Ia) and its close relationship with B
— CLL, shows they are useful to the diagnosis of this disease.

INTRODUcAO

A leucémia linfâtica crénica (LLC) é uma doenca linfo
proliferativa na rnaioria dos casos de células da linhagem
B 1, 2 e a monoclonalidade da populacào celular afectada
pode ser demonstrada pela presenca de moléculas de Ig de
superficie corn o rnesmo idiotipo ~ e a mesma cadeia leve.2
Ernbora corn caracteristicas rnorfolôgicas de células bern di
ferenciadas, as células de LLC tern sido consideradas células
imaturas, nurn estadio de rnaturacão intermédio entre o lin
focito pré B e o linfocito B rnaturo.4 Clinicarnente estes
doentes apresentam urn nümero excessivo de linfocitos no
sangue periférico e medula ôssea, e na rnaioria dos casos o
processo neoplásico atinge outros órgãos, nomeadarnente os
gânglios linfáticos, baco e f’igado.5 0 nIvel exacto de linfoci
tose absoluta a partir do qual se deve considerar o diagnôs
tico de LLC é dificil de estabelecer, sendo gerairnente supe
rior a 5 x lOl~/l podendo rnuito rararnente ser inferior a
1 x 1010/1 E principalrnente nestes casos que podern surgir

problemas de diagnóstico diferencial entre linfocitose reac
cional, LLC, e linforna.

No presente trabalho descrevem-se os rnarcadores de su
perficie de nove doentes corn processos neoplãsicos de célu
las B, que näo forarn subrnetidos a qualquer terapêutica
prévia e cuja irnunoglobulina de rnembrana apresenta as ca
racteristicas previamente descritas na LLC — baixa
densidade 6 e ausência de rnigracão polar (capping) após in
cubacao corn antisoro ~nti-Ig.7 Os resultados obtidos mdi
carn que o estudo simultâneo de vários rnarcadores de su
perficie é necessãrio para a caracterizacão destes processos
neoplásicos, e que a presenca simultânea de três marcadores
(Ia, MRFC e baixa densidade de Ig) tern urna associacao cli
nica estreita corn a LLC. A identificaçao dos isotipos da Ig
de membrana sugere tarnbérn que a transformacAo neoplá
sica da LLC pode ocorrer em diferentes estadios de diferen
ciacao da célula B, contrariarnente ao conceito clássico, que
considera esta célula numa fase rnaturativa intermédia entre
o linfocito prê-B e o linfocito B rnaturo.4
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QUADRO 1 Marcadores de superfIcie em individuos normals

SRFC MRFC OKial OKMI SIg~

n 30 30 30 18 30
media (%)±D.P. 68,3±7,7 2,3±3,2 12,7±8,2 14,9±10,6 7,4±4,2
valores limite (%) 54-83 0-12 3-40 2-37 2-21

Os marcadores de superfine linfocitãrios forarn determinados conforme descrito em materlais e métodos.
it — nñrnero de individuos duma arnostra aleatôria, considerados para 0 presente guadro.
SRFC — células formadoras de rosetas corn eritrocitos de carneiro.
MRFC — células formadoras de rosetas corn eritrocitos de murganho.
OKial — anticorpo monoclonal que reconhece Ag da classe 11 do MHC.
OKMI — anticorpo rnonoclonal que reconhece rnonocitos e granulocitos.
Sig + — irnunoglobulina de superficie.

MATERIAL E METODOS

As células mononucleares do sangue periférico forarn
obtidas a partir de sangue venoso heparinizado, por centri
fugacAo em gradientes de Ficoll-Hypaque (d-l ,070), sendo
incubadas corn partIculas de poliestireno para distincão
entre linfocitos e células fagociticas. A viabilidade celular,
determinada pela exclusAo de azul de tripan, foi sempre su
perior a 98%.

A deterrninacAo de células formadoras de rosetas expon
tâneas corn eritrocitos de carneiro — SRFC 8 e de murganho
— MRFC ~ foi efectuada segundo os métodos previamente
descritos.

A presenca de imunoglobulina de membrana foi visuali
zada por irnunofluorescência directa, usando antisoros mo
noespecificos para as cadeias pesadas ~a, 8, ~y, a, e para as
cadeias leves K e X (Dako). Foram utilizadas em simultâneo
antisoros marcados corn rodamina e fluoresceina corn o
objectivo de se poder detectar a presenca de diferentes cadeias
pesadas ou leves a superficie da mesma célula.

Os anticorpos monoclonais OKIal e OKM1 (Ortho Phar
maceutical Corporation) foram utilizados para identificar
respectivarnente os Antigénios da Classe II do Complexo
Major de Histocompatibilidade (Ia) e urn antigénio de su
perficie descrito como especIfico de monocitos e granulo
citos ~ usando técnicas de imunofluorescência indirecta.

Todas as suspensoes celulares usadas em técnicas de irnu
nofluorescência de mernbrana forarn incubadas a 37 °C du
rante 45 rninutos em meio de cultura, na ausência de soro,
seguindo-se trës lavagens a rnesrna temperatura, para indu
zir o shedding dos receptores Fc II antes da incubacao corn
os antisoros rnarcados. Apás marcação, as células foram
observadas ao rnicroscópio equipado corn ilurninacao fluo
rescente vertical, e cada campo examinado alternadarnente
corn luz visivel e ultravioleta, sendo contadas 200 células
por lârnina.

RESULTADOS

Marcadores de superfIcie em individuos normals

No Quadro 1 apresentam-se os valores obtidos no nosso
laboratório, para o conjunto de rnarcadores empregues neste
estudo, nurna arnostra aleatória de 30 indivIduos saudá
veis. Estes resultados são sernelhantes aos obtidos em rnais
de 100 individuos normais por nés ja estudados. Todos os
doentes forarn testados sirnultaneamente corn urn indivlduo
saudável.

Marcadores de superfIcie dos doentes

Os marcadores de superficie dos linfocitos do sangue perifé
rico em doentes corn proliferacoes de células B corn baixa den
sidade de Ig de superficie estao representados no Quadro 2.

Corno anteriormente descrito 6 a baixa densidade de Ig
de membrana que em alguns casos nao é detectável (casos 5
e 8) e a heterogeneidade de rnarcacAo de célula para célula,
torna dificil a avaliacao do nürnero de células neoplãsicas
presente no sangue periférico por inspeccão visual directa
das células rnarcadas corn antisoros anti 1g.

Dos sete doentes corn Ig de superficie detectável, a ca
deia pesada mais frequenternente expressa (6 casos em 7) é a
~. No entanto, em quatro destes doentes a 1gM de membra
na encontra-se associada a outros isotipos, nomeadarnente
IgA, IgD ou IgG. Em todos os casos a monoclonalidade da
populacAo celular foi confirmada pela presenca de urna ünica
cadeia leve (Quadro 2).

Ao contrário do que sucede corn a Ig de superficie, a
densidade em antigénio Ia das células linfocitárias destes
doentes é gerairnente normal e permite a determinacAo do
nürnero de células neoplãsicas na rnaioria dos doentes (Qua
dro 2). Contudo, os doentes 1, 4 e 5 apresentarn baixa den
sidade de Ia, corn urn tipo de fluorescência idêntico ao
observado na Ig de rnembrana das LLC.

Em todos os casos verifica-se urn aurnento acentuado de
células que formam rosetas corn eritrócitos de rnurganho,
que em 2/3 dos doentes é superior a 50% (Quadro 2). Nos
casos ern que foi testado o anticorpo rnonoclonal OKM1 o
nümero de células marcadas encontrava-se dentro dos lirni
tes da normalidade.

DISCUSSAO

A evolucao ontogénica da célula B acompanha-se de
rearranjos ao nivel do DNA, corn deleccao de genes que
codificam para certos isotipos, estando a ordem destas delec
çOes bern estabelecida. Daqui resulta a expressao de diferen
tes classes de irnunoglobulina a superflcie das células B do
mesmo clone, consoante os genes expressos nurn dado mo
mento ao nivel do DNA. 12 Assirn, o linfocito B comeca por
exprirnir 1gM, depois 1gM + IgD, IgG ou IgA.12 A expressão
de 1gM de superficie, na ausência de IgD, tern sido conside
rada urna caracteristica da célula B irnatura,13 isto e, incapaz
de responder a estimulos antigénicos e facilmente tolerizável.’3
A expressão de IgD de superficie associar-se-ia a aquisicäo de
capacidade funcional e sendo o switch para IgG ou IgA consi
derado uma propriedade das células B mernória.13
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QUADRO 2 Parâmetros referentes aos nove casos estudados

N.° absoluto de
Caso linfocitos SRFC MRFC OKMI
N.° Idade Sexo (cél/rnm3) (%) (~1o) OKIa (%) Sig

1 67 M 126000 11 76 35* NT uk
2 64 F 233 000 3 73 73 NT uôX
3 76 M 63 500 7 21 91 NT uôX
4 62 F 30000 22 14 34* NT uak
5 50 M 62000 19 53 5Q* 3 Neg.
6 60 M 43000 4 63 92 11 uX
7 50 F 31 000 20 71 NT NT yK
8 57 F 15 000 27 80 63 NT Neg.
9 54 F 8 034 30 40 82 1 ~/o u7k

SRFC — cblulas formadoras de rosetas corn eritrocitos de carneiro.
MRFC — células formadoras de rosetas corn eritrocitos de rnurganho.
OKial — anticorpo monoclonal qua reconhece Ag da classe II do MHC.
OKM1 — anticorpo rnonoclonal qua reconhece monocitos e granulocitos.
SIg — imunoglobulina de superfscie.
NT — nAo testado.
* — fluoresc6ncia de mambrana tbnue e varihvel de cbIuIa a célula.

Classicamente, as células da LLC são consideradas fun
cionairnente irnaturas. Para este conceito contribui a baixa
densidade de imunoglobulina de mernbrana.2 Esta caracte
ristica não pode no entanto considerar-se patognomônica de
irnaturidade visto observar-se nas células dos centros germi
nativos dos gânglios linfáticos 14 que podern ser considera
das células B rnernória por se desenvolverern após estirnula
cao antigénica.

Como se pode observar no Quadro 2, nurn dos casos es
tudados (caso n.° 7) as células do doente exprimern apenas
IgG de superficie. Podemos excluir neste caso a possibilida
de desta IgG ser de origern citofIlica visto que a incubacAo
prévia das células a 37 °C seguida de 3 lavagens a mesma
temperatura, antes da incubacAo corn os antisoros anti-imu
noglobulina, leva ao shedding da Ig extrInseca e dos recep
tores Fc ~ e a presenca de uma ünica cadeia leve associada a
IgG dernonstra tratar-se de urna Ig intrifiseca e monoclonal.
Neste caso pelo menos, poderiamos pensar que as células B
envolvidas seriarn células de mernória. Alérn disso, na maio
na dos casos apresentados a 1gM de superficie associa-se a
outros isotipos (Quadro 2).

A alta incidência de fenotipos mixtos (1gM + IgG e
1gM + IgA), pouco frequentes no sangue periférico de mdi
viduos normais, sugere que nestes casos a transforrnacAo
neoplásica se deu numa célula em processo de switch, e nAo
nurna célula B irnatura.

A capacidade de formar rosetas corn hernácias de murga
nho tern sido apontada como indicador de imaturidade des
de que Gupta e col. verificararn que as células linfóides do
figado fetal, bern corno a maioria dos linfocitos B do san
gue periférico que exprirnern 1gM de membrana, tambérn
tinharn a mesma propriedade.’5’ 16 Corno jã foi referido pre
viamente por outros autores 17 também nós não encontrá
mos qualquer correlacao entre o isotipo da Ig de membrana
da célula neoplásica e a presenca de receptores para eritroci
tos de murganho. ~ de flotar a este respeito que o caso n.° 7
expressa IgG de superfIcie e apesar disso 71 % das células
formarn rosetas corn eritrocitos de murganho o que indica
que este marcador nao e propriedade exclusiva de células B
imaturas.

A ausência de Ig de superficie nas células da LLC-B
(casos n.° 5 e n.° 8) e relativarneflte frequente 17 sendo con
troverso se na verdade a populacao leucémica em causa flão
possui realmente Ig de membrana ou se o n~imero de mole
culas presente é tao pequeno que não permite a sua identifi
cacAo por imunofluorescência. Nestes casos a alta percenta
gem de MRFC e a presenca de antigéflios da classe II do
MHC (Ag Ia), permitern estabelecer iflequivocamefite a ii
nhagern B destas células. Corn efeito, ernbora as células T
activadas possam exprimir Ag Ia, nos casos S e 8 a percen
tagem de células T (determinada por SRFC e pelo anticorpo
monoclonal OKT3) é muito baixa. Estes dados reforcam a
irnportância da execucAo sirnultânea destes trés rnarcadores
para a identificacAo da populacao leucérnica.

Dos nove doentes apresentados, oito tinharn linfocitoses
absolutas acentuadas e em todos eles o envolvirnento medu
lar, bern como o restante quadro clInico era tipico de LLC.
A doerite n.° 9 tinha uma linfocitose de 8034 mm3, sem leu
cocitose (G.B.-10 300/mm3), o mielograrna revelava uma se
n linfóide aumentada (40 tvo) e nAo apresentava adenopa
tias nem hepatoesplenornegália. Os rnarcadores de superficie
neste caso são idênticos aos da LLC-B, o que sugere estar
rnos em presenca de urna LLC numa fase muito precoce,
anterior ao estadio 0 de Rai. E de notar que fibs outros
doentes corn processos neoplAsicos B que estudámos e ern
que tivemos acesso aos dados clinicos, estes nao erarn suges
tivos de LLC e os rnarcadores de superficie observados
erarn diferentes. (Isabel Cordeiro — Manuscrito em prepa
racao). Estes resultados indicam pois uma correlacAo estreita
entre a presenca de trés rnarcadores de superficie (ausén
cia ou baixa densidade de Ig de membrana, MRFC e Ag Ia)
e a leucémia linfática crônica, podendo portanto ser utiliza
dos para o diagnóstico diferencial de situacöes clinicas de
caracterizacAo dificil.
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