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RESUMO

Introducgdo: A leucemia é definida como uma neoplasia maligna (cancer) que pode
acometer todas as faixas etarias e sua origem muitas vezes é desconhecida. Essa
doenca é classificada de acordo com o grau de maturagéo celular e a linhagem afetada,

podendo ser aguda ou crénica e mielocitica ou linfocitica. QidiaghResticolpodeISenieitol]
por varios métodos, contudo, a imunofenotipagem ¢ considerada o padréo-ouro devido
aistialaltaespecificidaderersensibilidadenE definida pela identificagdo de subconjuntos

de células imunolégicas com base na expressao de antigenos em amostras bioldgicas.
O objetivo deste trabalho é destacar a importancia da expansao tecnolégica das
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técnicas imuno-oncoldgicas para aplicacoes diagndsticas e prognésticas. Métodos: Este
artigo foi estruturado a partir de umaliféVisaolbiblicgraficaldelnatlirezalexplicatiVa, na
qual foi utilizada uma base de dados de artigos publicados em revistas cientificas
virtuais, como Scielo, Google Académico, PubMed, Frontiers in Oncology e

ScienceDirect. Discussao: ANlitncterapialicontraloNcanceribuscalentenderios!

Evidencia-se que tais abordagens podem ser
aplicadas nas analises do perfil molecular das células, visto que a capacidade de
estudar as respostas imunes cresceram, resultando em mais paradmetros celulares
simultaneamente em células unicas com uma melhor resolugdo. QlebjEliVolMaioNEusan

esses perfis imunologicos celulares para avaliar, caracterizar e definir o quadro clinico.
do paciente, visando delimitar o melhor tratamento disponivel. Resultados: Sejam as

técnicas de imunofenotipagem quantitativas ou qualitativas, sua alta sensibilidade e
especificidade para identificacdo da expressdo antigénica desregulada de células
revelaram novos insights sobre a biologia do cancer e permitiram que o diagnéstico de
malignidades hematoldgicas,

Palavras-chave: Imunofenotipagem; citometria de fluxo; leucemia e imuno-
histoquimica.

ABSTRACT

Introduction: Leukemia is defined as a malignant neoplasm (cancer) that can affect all
age groups and its origin is often unknown. This disease is classified according to the
degree of cell maturation and the lineage affected, and may be acute or chronic and
myelocytic or lymphocytic. Diagnosis can be made by various methods, however,
immunophenotyping is considered the gold standard due to its high specificity and
sensitivity. It is defined by the identification of subsets of immune cells based on the
expression of antigens in biological samples. The aim of this work is to highlight the
importance of technological expansion of immunoncologic techniques for diagnostic and
prognostic applications. Methods: This article was structured from a bibliographic review
of explanatory nature, in which a database of articles published in virtual scientific
journals such as Scielo, Google Academic, PubMed, Frontiers in Oncology and
ScienceDirect was used. Discussion: Cancer immunotherapy seeks to understand the
mechanisms that result in failure to block the checkpoint and identify predictive
immunological biomarkers. It is evidenced that such approaches can be applied in the
analysis of the molecular profile of cells, as the ability to study immune responses has
grown, resulting in more cell parameters simultaneously in single cells with better
resolution. The major objetive is to use these cellular immunological profiles to evaluate,
characterize and define the clinical picture of the patient, with a view to delimiting the
best available treatment. Results:  Whether quantitative or qualitative
immunophenotyping techniques, their high sensitivity and specificity for identifying cell-
deregulated antigenic expression revealed new insights into cancer biology and allowed
the diagnosis of hematological malignancies, the study of minimal residual disease, the
quantification of circulating tumors and cells and the immune surveillance of cancer after
treatment, to have had a consistent advance in recent years.

Keywords: Immunophenotyping; flow cytometry; leukemia and immunohistochemistry.

RESUMEN
Introduccion: la leucemia se define como un neoplasma maligno (cancer) que puede
afectar a todos los grupos de edad y su origen es a menudo desconocido. Esta
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enfermedad se clasifica segun el grado de maduracion celular y la cepa afectada, y
puede ser aguda o cronica y mielocitica o linfocita. El diagnéstico puede realizarse por
diversos métodos, sin embargo, el inmunofenotipo se considera el patron oro debido a
su alta especificidad y sensibilidad. Se define mediante la identificacién de subconjuntos
de células inmunoldgicas basados en la expresion de antigenos en muestras biolégicas.
El objetivo de este trabajo es resaltar la importancia de la expansién tecnolégica de las
técnicas inmunoncoldgicas para aplicaciones diagnosticas y pronésticos. Métodos: Este
articulo se estructuré a partir de una revision de la literatura de naturaleza explicativa,
en la que se utilizé una base de datos de articulos publicados en revistas cientificas
virtuales como Scielo, Google Academic, PubMed, Frontiers in Oncology Yy
ScienceDirect. Discusion: La inmunoterapia contra el cancer busca entender los
mecanismos que resultan en el fracaso en bloquear el punto de control e identificar
biomarcadores inmunolégicos predictivos. Es evidente que estos enfoques pueden
aplicarse en el analisis del perfil molecular de las células, ya que la capacidad de
estudiar las respuestas inmunes ha aumentado, dando lugar a mas parametros
celulares simultaneamente en células solteras con mejor resolucion. El objetivo principal
es utilizar estos perfiles inmunolégicos celulares para evaluar, caracterizar y definir el
cuadro clinico del paciente, con el fin de delimitar el mejor tratamiento disponible.
Resultados: Si las técnicas cuantitativas o cualitativas de inmunofenotipificacion, su alta
sensibilidad y especificidad para la identificacion de la expresion antigénica no regulada
de las células revelaron nuevas percepciones sobre la biologia del cancer y permitieron
el diagndstico de neoplasias hematologicas, el estudio de la enfermedad minima
residual, la cuantificacion de tumores circulantes en las células y la vigilancia inmune
del cancer después del tratamiento, que han tenido un avance constante en los Ultimos
afnos.

Palabras clave: Inmunofenotipo; citometria de flujo; leucemia e inmunohistoquimica.

1. Introducéo
Leucemias sao neoplasias hematoldégicas que acometem 0s
componentes da medula 6ssea, resultando na alteracdo dos elementos

sanguineos normociticos por células leucocitarias neoplasicas. ESSasiceltlas)

inbem o crescimento e maturacdo normal dos precursores linfocitarios,
Elitroidesmicloidesielfegacariositicos! A medida que se acumulam na medula
ossea, as células leucémicas suprimem a expansdo das células progenitoras
hematopoiéticas, levando ao quadro clinico da doenca (SILVA, 2020).
AsiSindiomesimielodiSplasieas sio um grupo heterogéneo de distirbios

clonais hematopoiéticos caracterizados por displasia, insuficiéncia progressiva

da medula 6ssea e aumento do risco de evolucdo de leucemias. AlabordageRl

daimedulaNgsseal e embora os critérios de avaliagcdes oncoldgicas estejam bem
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estabelecidos, um pré diagnostico baseado em achados morfolégicos e

citogenéticos costuma ter limitagdes devido a variacdo de casos clinicos
(BONILLA, 2021).

O sistema imunolégico conta com mecanismos de defesa contra células
anormais, contando com a acdo dos receptores de linfocitos, induzindo a
destruicdo das células tumorais, mediado por células citotdéxicas, como as
células NK e os linfécitos T citotdxicos. Portanto, as células tumorais sdo
capazes de expressar fenétipos que permitem o escape de tais mecanismos,
comprometendo o tecido afetado e, consequentemente todo o organismo (SILVA
J.ILA.,, 2021). Sendo assim, a imunofenotipagem € a identificacdo de
subconjuntos de células imunoldgicas com base na expressao de antigenos em
amostras biolégicas. Ainda que sua finalidade superior seja para o diagnéstico e
classificacdo de malignidades hematoldgicas, com o avanco tecnolégico dos
altimos anos, permitiu-se que as suas aplicacdes se expandissem. Logo, seja
essa técnica realizada por citometria de fluxo ou imuno-citoquimica, seu
mecanismo primario vem da “protedmica in situ” ou seja, estuda a distribuicao,
abundéancia, modificacdes, as interacdes e as funcdes de uma ou um grupo de
proteinas em uma célula ou organismo.

Séo utilizados anticorpos monoclonais como reagentes para deteccao de
cada célula de interesse. A escolha de anticorpos monoclonais se deve a sua
especifidade, reacdo cruzada e reprodutibilidade. O citdmetro de fluxo mede as
propriedades de dispersao de luz pelas células e a emisséo de luz de anticorpos
monoclonais associados a fluorocromos ou substéncia colorida ligados a
superficie de uma célula (DIAS C.K., 2022).

Diante disso, esta revisdo descreve 0s avangos recentes, tanto na
tecnologia quanto nas aplicacGes para a analise de neoplasias hematoldgicas e
quais os desafios da implementacéo e aprimoramento tecnoldgico das técnicas
de imunofenotipagem no pré diagnostico dos mdltiplos casos de leucemias. O
objetivo deste trabalho é destacar a importancia da expanséo do repertério de

capacidade de teste para aplicacfes diagnosticas, prognosticas e terapéuticas.

2. Metodologia
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O artigo foi estruturado a partir de uma reviséo bibliografica de natureza
explicativa, onde foram utilizados como base de dados artigos nacionais e
internacionais publicados em revistas cientificas virtuais, como Scielo, Google
Académico, PubMed, Frontiers in Oncology e ScienceDirect. Foram
selecionados artigos entre os anos 2019 e 2023, pesquisados por palavras-
chaves como: Imunofenotipagem, leucemias, hematopoiese, leucemia mieloide
e leucemia linfoide. Como critério de exclusao, publicacbes com data inferior a

2019 foram descartadas, em funcéo da necessidade de atualizacdo do tema.

3. Discusséo

Atualmente, dois dos objetivos mais importantes na imunoterapia contra
0 cancer sao entender os mecanismos que resultam na falha no bloqueio do
checkpoint e identificar biomarcadores imunolégicos preditivos que se
correlacionam com a resposta ao tratamento, progressao da doenca ou efeitos
adversos (HARGADON, 2020). Os checkpoints imunoldgicos sdo responsaveis
por regular a resposta imune, evitando a autoimunidade, por exemplo. O
reconhecimento de antigenos pelos linfocitos T é realizado principalmente pelo
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), presente, por exemplo, em
uma célula apresentadora de antigeno, ao Receptor de Célula T (TCR) (DIAS
C.K., 2022). A identificacéo e validacdo de biomarcadores € realizada por meio
das moléculas biolégicas, as quais podem ser usadas como indicadores de uma
condicdo bioldgica ou doenca. Podem ser produzidos pelo proprio tecido
cancerigeno ou por outras células do corpo em resposta ao cancer. Para uso
clinico rotineiro ndo é apenas critica para monitorar a doenca ou a progressao
do tratamento, mas também para personalizar e desenvolver novas terapias.
Para atingir esses objetivos, ferramentas de pesquisa poderosas sao
necesséarias. A citometria de fluxo se destaca como uma das ferramentas
analiticas unicelulares mais bem-sucedidas que caracteriza fenétipos de células
imunes para monitorar tumores soélidos, malignidades hematologicas, doenca
residual minima ou progressao metastatica (BONILLA, 2021).

Os métodos de citometria Optica fornecem quantificacdo automatizada em

grande escala de células com base em seus parametros oOpticos, célula por
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célula, pela qual a luz do laser passa pelas particulas no fluxo de amostra, assim,
ficando espalhadas e medidas por detectores Opticos. Cada evento ou célula no
fluxo produz informacgdes ou pardmetros caracteristicos com base em sua
disperséo de luz e/ou propriedades fluorescentes, portanto, os citobmetros de
fluxo optico podem fornecer simultaneamente analises multiparamétricas com
dados sobre morfologia celular e caracteristicas quimicas (VEMBADI, 2019).

Assim, evidencia-se que as técnicas de imunofenotipagem permitem aos
profissionais da area da imuno-oncologia interpretar o perfil molecular das
células, estabelecendo um fendtipo individual através da imunomarcacao de
antigenos da superficie celular. Nesse contexto, se da como exemplo que 0s
pontos de bloqueio, denominados como proteinas de “checkpoint” como as
moléculas CTLA-4 e PD-1, expressas nas células T ativadas se apresentam
como importantes reguladores da ativacao dos linfécitos. Ligantes para proteinas
de checkpoint podem ser expressos em diferentes células, incluindo as células
apresentadoras de antigenos e células tumorais (TEIXEIRA H.C., 2019). Logo,
por meio da identificacdo desses anticorpos monoclonais € possivel avaliar,
caracterizar e definir o quadro clinico do paciente, visando delimitar o melhor
tratamento disponivel (BRITO et. al., 2023; SILVA, 2020; BORGES, 2020).

No entanto, a imunoterapia oncoldgica ndo apresenta bons resultados em
todos os pacientes com cancer, devido a complexidade da dindmica do sistema
imunolégico em conjunto com a diversidade de populacbes celulares que
abrange o microambiente tumoral. Portanto, se faz necessario uma melhor
caracterizacdo das respostas imunes em pacientes que recebem imunoterapia,
para que seja possivel trazer a luz das ciéncias biomédicas, os mecanismos de

resisténcia aos medicamentos (VEMBADI, 2019).

4. Resultados

E posto em prova que, com o avanco tecnoldgico da esfera de pesquisa
cientifica, a citometria de fluxo expandiu e aprimorou a esséncia de sua técnica.
Atualmente sdo desenvolvidos estudos na citometria de massa, citometria de

fluxo por imagem, citometria genbmica e citometria espectral. Assim, a

capacidade de estudar as respostas imunes cresceu, resultando em mais
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parametros celulares simultaneamente em células Unicas com uma melhor
resolucao (BONILLA, 2021).

Sejam as técnicas de imunofenotipagem quantitativas ou qualitativas, sua
alta sensibilidade e especificidade para identificacdo da expressao antigénica
desregulada de células revelaram novos insights sobre a biologia do cancer e
permitiram que o diagndstico de malignidades hematolégicas, o estudo de
doenca residual minima, a quantificacdo de tumores circulantes células e a
vigilancia imune do céancer apés o tratamento, tivesse um avango consistente

nos ultimos anos.

5. Concluséo

Perante a padronizacdo metodolégica da imunofenotipagem pelo uso de
qualquer tipo de tecnologia de citometria éptica para estudos longitudinais de
imunoterapia contra 0 cancer € necessario que seja desenvolvido protocolos
reprodutiveis no espectro da imuno oncologia. Em relacdo a luz da
reprodutibilidade destas técnicas, alguns objetivos devem ser alcan¢cados como
etapas claras do fluxo de trabalho do equipamento, desde o design experimental
até a manipulacdo/aquisicdo de amostras e andlise de dados para que se
obtenha resultados confiaveis. Assim, multiplos desafios podem ser enfrentados
durante a implementacdo da citometria em estudos de monitoramento
imunoldgico, seja pela subjetividade da andlise ou pelo controle de qualidade,
até a falta de consisténcia dos protocolos de uso, assim como na analise e
interpretacdo de dados. O objetivo maior € expandir os dados sobre esses perfis
imunoldgicos celulares como biomarcadores para que seja viavel identificar
tratamentos sucedidos e orientar as decisdes terapéuticas para pacientes com

cancer.
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